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Resumen

Las colina-O-sulfatasas son enzimas ampliamente distribuidas en los
microorganismos. Estas enzimas participan en el metabolismo del azufre (S) y en
procesos de regulacion osmoética en los microorganismos. La enzima colina-O-
sulfatasa de Ensifer (Sinorhizobium) meliloti pertenece a la familia de las
arilsulfatasas (sulfatasas de tipo ) y se escogié como modelo de estudio. Se realizd
su clonacion y expresion en E. coli y se disefié un protocolo de purificacion. Se
realiz6 la caracterizaciobn bioquimica de esta proteina, determinando que se
encuentra en estado dimérico en solucién y que presenta un puente disulfuro

intramolecular.

La actividad nativa de sulfatasa de la enzima fue probada contra p-nitrofenil-
sulfato (pNPS) y metilumbeliferil sulfato (MUS) obteniéndose valores de kcarde 3.5 X
102y 4.2 x10 ?st y Kus de 75.8 y 11.8 mM, respectivamente. Estos valores de kcat
son ~100 veces menores a los reportados para otras arilsulfatasas con los mismos
substratos. Del mismo modo se midié la hidrolisis del sustrato natural, sulfato de
colina, mostrando valores de kca de 2.47 x 102 s y una Km de 11.11 mM; estos
valores no pueden ser comparados ya que no existen estudios previos que

presenten valores de kcat SObre estas enzimas y su sustrato natural.

La causa de la baja actividad de esta enzima se debe a la falta de una
modificacién postraduccional que deben tener todas las sulfatasas en su sitio activo,
en la cual se modifica enzimaticamente una cisteina por una formilglicina (FGly).
Este residuo es el responsable de realizar el ataque nucleofilico sobre el sustrato.
La ausencia de FGly se comprobé mediante la reaccién de Ellman en la cual se
cuantificaron seis cisteinas de las seis presentes en la secuencia de la proteina lo
cual nos sugiere la falta de esta modificacion. Este resultado fue confirmado por
medio de un analisis detallado de HPLC-espectroscopia de masas de los péptidos
tripticos, el cual reveld la ausencia de la modificacién postraduccional. A pesar de

la falta de modificaciébn postraduccional, la actividad catalitica de COS tiene

vii
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multiples ciclos cataliticos, lo cual sugiere que la cisteina del sitio activo es capaz
de realizar el ataque nucleofilico sobre los distintos ésteres de sulfato.

Se probaron también las actividades promiscuas de fosfatasa y fosfonatasa de
la COS, las cuales son menores a las obtenidas con los sulfatos (kcat 3.4 x 10° sty
keat 4.28 x 103 sty Kmde 8.2 mMy 45.5 mM respectivamente), lo cual es esperado
para las actividades promiscuas que siempre son varios 6rdenes de magnitud mas
bajas que la actividad nativa; a pesar que estas actividades promiscuas son mucho

mayores que para las reacciones no catalizadas.

Finalmente, se realizd la co-expresion de la colina-O-sulfatasa junto a la
enzima generadora de formilglicina FGE de E. meliloti (encargada de la modificacién
postraduccional). Con lo anterior se logré la conversidén de un 29% de la cisteina 54
a formilglicina, y un aumento de 65 veces en la actividad contra el sulfato de colina
(Keat 5.22 s1).

Este trabajo representa la primera caracterizacion cinética en una enzima
purificada de la familia de las colina-O-sulfatasas, y abre la puerta para investigar

con mayor detalle estas enzimas en los microorganismos.

viii
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Abstract

Choline-O-sulfatases are enzymes broadly distributed in microorganisms.
They are involved in the metabolism of sulfur (S) and in the cellular osmotic
regulation processes. Choline-O-sulfatase from Ensifer meliloti (COS) belongs to the
family of arylsulfatases (sulfatases type I) and was chosen as a case of study. Its
expression was performed in E. coli and a purification protocol was designed. The
biochemical characterization of COS showed that it is a dimer in solution and has an
intramolecular disulfide bridge.

COS native sulfatase activity was tested against p-nitrophenyl sulfate (pNPS)
and methylumbelliferyl sulfate (MUS), obtaining values of kcat = 3.5 x 102 and
4.2 x10 2stand Km =75.8 and 11.8 mM, respectively. These kcat values are ~100-
fold lower than those reported for other arylsulfatases with the same substrates.
Furthermore, measurement of the hydrolysis of its natural substrate (choline sulfate)

gave a kcat value of 2.47 x 10! st and a Kmv of 11.11 mM.

The reason for the low COS activity is the lack of a posttranslational
modification that all sulfatases should have in their active site, in which a cysteine is
enzymatically modified to a formilglicine (FGly). This residue is responsible for
carrying out the nucleophilic attack on the substrate. The absence of FGly in COS
was tested by the Ellman reaction in which all six cysteines from its sequence were
determined as present in the recombinant protein, indicating the lack of this
modification. This was confirmed by HPLC-Mass spectroscopy analysis of COS
tryptic digestion, which showed no evidence of the FGly presence. Despite the
absence of the posttranslational modification, COS has multiple catalytic turnovers,
suggesting that the active site cysteine is able to perform the nucleophilic attack to
the sulfate esters.
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COS promiscuous activities of phosphonatase and phosphatase were also
determined, finding that they are lower than those obtained with sulfate esters (Kcat
3.4 x10° st and keat 4.28 x 103 st and Km 8.2 mM and 45.5 mM, respectively). This
is expected for promiscuous activities, which are always several orders of magnitude

lower than the native activity.

Finally, the co-expression of choline sulfatase and the FGE from E. meliloti
(formylglycine-generating enzyme responsible for the post-translational
modification) was performed. With the above, the conversion of 29% of cysteine 54
to formylglycine was achieved, and a 65-fold increase was observed for the choline
sulfate hydrolysis (5.2 kcat S™%).

This work represents the first kinetic characterization of a purified member of
the choline-O-sulfatase family, and paves the way for further investigations of these

enzymes in microorganisms.
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Introduccion

1. Introduccioén

En 1998 fue identificado el gen BetC que codifica para la colina-O-sulfatasa de
Ensifer (Sinorhizobium) meliloti (Osteras, Boncompagni, Vincent, Poggi, & Le
Rudulier, 1998). Esta enzima se encuentra involucrada en el primer paso de la
biosintesis de la glicinbetaina a partir del sulfato de colina en condiciones de estrés
osmotico (Osteras et al., 1998). También se sabe que los productos catabdlicos del
sulfato de colina pueden utilizarse como fuente de C, N y S en condiciones de
escases nutricional (Cregut, Durand, & Thouand, 2013; Galvao, de Lorenzo, &
Canovas, 2006; Woolley & Peterson, 1937).

Asi mismo, se ha demostrado que las colina-O-sulfatasas se encuentran
ampliamente distribuidas entre los microorganismos, aunque la funcién que realizan
en cada uno de ellos no esta claramente definida. Debido a lo anterior, el estudio
de las colina-O-sulfatasas se vuelve esencial en la comprension de los procesos de
osmoproteccion y el metabolismo del S en los microorganismos. Sin embargo,
existen solo tres estudios sobre la caracterizacién cinética de las colina-O-
sulfatasas, pero todos ellos han sido realizados con extractos crudos (Lucas,
Burchiel, & Segel, 1972; Scott & Spencer, 1968; Takebe, 1961).

En este trabajo se realiz6 la expresion heterdloga de la colina-O-sulfatasa de
Ensifer meliloti en E. coli BL21 (DE3), asi como su purificacion y caracterizacion

bioquimica y cinética.
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Antecedentes

2. Antecedentes.

2.1. Simbiosis y osmoproteccién

Las plantas realizan simbiosis con los microorganismos para satisfacer sus
necesidades nutricionales. Una de las méas importantes es la endosimbiosis
bacteriana en las leguminosas que sirve para la fijacién de nitrégeno, como en el
caso de Ensifer meliloti (anteriormente conocida como Sinorhizobium meliloti
(Young, 2010)) una especie simbidtica de la alfalfa (Medicago sativa) (Jones,
Kobayashi, Davies, Taga, & Walker, 2007). Estas simbiosis se encuentran
localizadas en las raices de las plantas, formando un microambiente denominado
rizosfera (zona del suelo que interactda con las raices de las plantas). La rizosfera
es un sistema en constante cambio ya que es modificado por un gran namero de
factores como la cantidad de agua, la composicién de las sales asi, como los
cambios fisicoquimicos inducidos por las plantas y los microorganismos. Estos
factores puede producir cambios drasticos en la osmolaridad (concentracion de
solutos en el medio) de la rizosfera (Miller & Wood, 1996). Debido a esto, la habilidad
de adaptacidon de las bacterias a cambios en la osmolaridad juega un papel muy
importante en la supervivencia y la colonizacion de la rizosfera. Las bacterias
combaten el estrés osmético mediante la acumulacion de solutos inertes que
proveen un balance en la presién osmotica. Estos solutos pueden acumularse en
altas concentraciones sin que interfieran con los procesos vitales para el organismo.
Los solutos mas significativos son el glutamato, la prolina, el K*, la trehalosa, la
glicina betaina, la prolina betaina y la ectoina (Galvao et al., 2006; Miller & Wood,
1996). Estos compuestos se acumulan mediante tres procesos: a) su transporte
activo, b) via la modulacion de su biosintesis y ¢) una combinacién de ambos
mecanismos (Miller & Wood, 1996). De los compuestos osmoprotectores, la glicina

betaina es uno de los mas eficientes (Lerudulier, Strom, Dandekar, Smith, &
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Valentine, 1984). La glicina betaina puede ser sintetizada a partir de colina a través
de mecanismos enzimaticos (Miller & Wood, 1996). Algunas bacterias y hongos
pueden obtener colina a partir de colin-O-sulfato a través de la hidrélisis de éste por
la colina-O-sulfatasa (betC) (Galvao et al., 2006; Miller & Wood, 1996; Osteras et
al., 1998).

El mecanismo de sintesis de la glicina betaina a partir del sulfato de colina en
condiciones de estrés osmotico en Ensifer meliloti fue descrito por Osteras et al
(Osteras et al., 1998). En dicho estudio, se logro la identificacion del operén betiICBA
involucrado en este proceso (Figura 2.1). Este operdn esta constituido por un gen
regulatorio (betl) y tres genes estructurales, betC (colina-O-sulfatasa), betB
(betaina-aldehido deshidrogenasa) y betA (colina deshidrogenasa) (Osteras et al.,
1998). Esta ruta biosintética es dependiente de la concentracion de colina en el
medio y en menor medida de la concentracién de sulfato de colina y acetilcolina
(Mandon et al., 2003; Osteras et al., 1998).

\\/0
m/ Choline-O-sulfatase
0"\ bet
0 cH, — PGS, Ho CH,
N\“CHs N—CH;
CH3 CH3
Choline-O-sulfate Choline
Choline
dehydrogenase
betA
Betaine aldehyde
dehydrogenasa
< betB 0—._\_
—CH
N 3 N— CH3
Hs CH3
Glycine Betaine Betaine aldehyde

Figura 2.1. Sintesis de glicina betaina partir de sulfato de colina en condiciones de

estrés osmotico en Ensifer meliloti
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Por otro lado, el sulfato de colina puede ser almacenado por las bacterias para
utilizarse como fuente de carbono, nitrégeno y azufre en condiciones de escasez
nutricional, como es el caso de Pseudomonas putida y Aspergilus sydowi (Cregut et
al., 2013; Galvao et al., 2006; Woolley & Peterson, 1937). No obstante, la utilizacion
de sulfato de colina como fuente de nutrientes, solo es posible en condiciones de
baja osmolaridad para algunos microorganismos como Rhizobium meliloti
(Lerudulier & Bernard, 1986; Miller & Wood, 1996). El sulfato producido por la
hidrdlisis del sulfato de colina, ayuda a satisfacer las necesidades de azufre. Por
otro lado, la colina juega un papel importante en la biosintesis de fosfatidil colina
(PC), que es un componente esencial de la membrana de algunas especies de
bacterias como en la familia Rhizobiaceae (de Rudder, Sohlenkamp, & Geiger,
1999).

Debido a la importancia de las colina-O-sulfatasas en el mecanismo de
regulacién del estrés osmotico, estas enzimas se encuentran ampliamente
distribuidas en muchos microorganismos (Figura 2.2), aunque la funcion que
realizan en cada microorganismo no esta claramente definida (Cregut et al., 2013).
En algunos casos es considerada como proveedora de fuentes alternativas de
azufre (Galvao et al., 2006; Woolley & Peterson, 1937), o como parte del mecanismo
de regulacion del estrés osmotico por acumulacion de glicina betaina (Mandon et
al., 2003; Osteras et al., 1998).
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a-Protecbacteria
ZP_01878716.1- Roseovarius s0. TMI035  Subgroup-l

-

ZP_03513611 1- Rhooblum el 8C-1
YP_T714633.1- Rhirobium eguminozarum byv. viciaa pRL11
- YP_0013718%6.1- Ochrobactrum anthropi ATCC 49188

NP_385055.1- Sinorhizobium melliot 1021

p-Proteobacteria & Actinobacteria
NP_887025.1- Bordetella bronchiseptica RBS0
, A ZP_D5814845- Brevibactermm knens BL2
YP_003153547.1 = Brachybacterium fascium DSM 4810
EFWB0110.1 - Haladaptatus paucihalphivs DX253
Archea
YP_003177245.1 - Halomicrobium makohataed DSM 12286

y-Proteobacteria

NP_742247.1- Pseudomonas putida KT 2440

NP_248721 3- Psevdomonas aeruginosa PAD1
YP_248721.3- Pisudomonas asiuginosa UCBPPP PAI4

YP_00958890.1 - Rossovariug nubmiibens I1SM

TR Llnnnen oy P onEas i 0 .. a-Proteobacteria Subgroup-l

YP_08848048.1 - Acelobacter tropicals NBRC 101554

YE_345758.1- Pseudomonas florascens pio-1 T\ YP_002783923.1 - Rhobium leguminosarum by, trifol WSM2304 pRLG202

'r'P_SgGTII 1 - Burkholderia xenovorans LB40O
YP_623184. | - Burkhoideria cenccepacia AU 1054
YP_04805052.1 - Burkholdera pseudomaliel 513

B-Protecbacteria
ZP_03016384.1 - Brenneria sp. EniD212

EGC_45418.1 - Ajsllomyces capsuius H 88 YP. Wl!_‘gﬂ'.’ 1= Mannomonas medterranea MMB-1

EGD_84259.1 - Trichaphyton fonsurans CBS 112818 B5650.1 - Halbmanas slongats DSM 2581

XP_001210557.1 - Aspergiflus terreus NIH 2624 EGZ_77233.1 - Neurospora tetrasperma FGSC 2509

CBX_§1577 1 - Laptosphaena maculans JN 3
XP_362836.2 - Magnaporthe oryzae 70_15

Figura 2.2. Distribucion de las colina-O-sulfatasas en microorganismos (Cregut,
Durand, & Thouand, 2014).

2.2. Sulfatasas

Una gran parte de los compuestos de azufre en la naturaleza se encuentran
presentes en forma de ésteres de sulfato. Estos ésteres de sulfato son hidrolizados
por sulfatasas, las cuales se encuentran distribuidas tanto en eucariontes como en
procariontes. Las sulfatasas cumplen diversas funciones celulares como
metabolismo del azufre, degradacién celular, y sefalizacion celular. Pueden
hidrolizar una gran diversidad de ésteres de sulfato desde glicolipidos, carbohidratos
sulfatados, hasta hormonas (Hanson, Best, & Wong, 2004).

Las sulfatasas pueden ser clasificadas en tres grupos mecanisticamente

distintos: Las sulfatasas Tipo I, que incluyen a las Fe (ll) a-cetoglutarato-
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dependiente dioxigenasas; las sulfatasas Tipo Ill, que son el grupo identificado mas
recientemente de alquilsulfatasas Zn-dependientes, y finalmente se encuentran las
sulfatasas de Tipo | también conocidas como “arilsulfatasas” (ARS). Debido a un
alto grado de identidad, las colina-O-sulfatasas se encuentran dentro de este ultimo
grupo de sulfatasas. Estructuralmente, las sulfatasas Tipo | pertenecen a la
superfamilia de la fosfatasa alcalina y muestran un alto grado de conservacion en
Su secuencia, estructura y mecanismo enzimatico, tanto en enzimas de origen
eucariontes como procariontes (Hanson et al., 2004). Las ARS tienen una secuencia
de aminoécidos altamente conservada en su sitio activo: C/S-X-P-X-R (Figura 2.3)
(Dierks, Lecca, Schlotterhose, Schmidt, & von Figura, 1999; Hanson et al., 2004;
Sardiello, Annunziata, Roma, & Ballabio, 2005; von Figura, Schmidt, Selmer, &
Dierks, 1998). Esta secuencia es fundamental ya que es el sitio de reconocimiento
para una modificacion postraduccional de un residuo de cisteina o serina del sitio
catalitico, al residuo cataliticamente activo formilglicina (FGly). Esta modificacion es
realizada mediante una reaccion catalizada por la enzima denominada enzima
generadora de FGly (GFE), la cual solo reconoce la secuencia si ésta se encuentra
en el primer tercio del extremo N-terminal de la proteina (Hanson et al., 2004).
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Figura 2.3. Secuencia altamente conservada en las sulfatasas procariotas y

eucariotas.

2.2.1. Estructura

La estructura de las arilsulfatasas humanas y de bacterias gram-negativas
presenta una gran similitud, dominando principalmente un monémero globular con
una topologia de sandwich a/f, que se divide en dos dominios, y algunas sulfatasas
presentan un dominio trasmembranal (Figura 2.4) (Ghosh, 2005; Hanson et al.,
2004).
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El dominio N-terminal esta formado de una larga cadena de hojas (3 (alrededor
de 10-11 hojas B) rodeada de hélices a y este dominio contiene el centro catalitico
al final de la gran cadena de hojas 3. EI dominio C-terminal contiene una cadena
de hojas B antiparalelas rodeado por hélices a, y una larga hélice a que empaqueta
las regiones bucle de la hoja 3 del dominio N-terminal (Ghosh, 2005; Hanson et al.,
2004).

e N 98—

e
ATy
™ :“

Figura 2.4. Estructura de las sulfatasas y la representacion de los subdominios (los

circulos son hélices y los triangulos hojas 3). Tomado de (Ghosh, 2005).

La cavidad del sitio activo esti ubicada en el extremo C-terminal de la gran
cadena de hojas [3, con el residuo FGly situado en la parte inferior de una estrecha
hendidura rodeada de aminoacidos cargados positivamente. El dominio N-terminal
del sitio catalitico de las sulfatasas muestra un alto grado de similitud estructural con
la de las fosfatasas alcalinas (AP), pero difiere drasticamente en secuencia
(Sowadski, Handschumacher, Murthy, Foster, & Wyckoff, 1985). Al superponer las
estructuras tridimensionales de las ARS, se pueden observar 10 residuos altamente
conservados (Figura 2.5), asi como un catién divalente (Ca?* 6 Mg?*). Este cation
esta coordinado con los residuos AspA, AspB, AspC y AsnA, ademas un oxigeno
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(y1) del residuo hidratado de FGLy asi como de uno de los oxigenos del sulfato
estan unidos a este catidon (determinado a través de estructuras cristalizadas con
sulfatos). Los residuos cargados positivamente LysA, LysB y HisB se encuentran
uniendo al sustrato y los residuos ArgA y HisA estabilizan y orientan a el hidrato de
FGly, que es responsable del ataque nucledfilico ( O y2) (Figura 2.5) (Ghosh, 2005;
Hanson et al., 2004).

Figura 2.5. Residuos conservados del sitio activo de las sulfatasas tipo I.(tomado
de (Hanson et al., 2004).

2.2.2. Mecanismo enzimatico

El residuo de FGly que es cataliticamente activo es la forma a-formilglicina
hidratada. Este diol es el responsable del ataque nucledfilico. El primer paso del
mecanismo es la adicion de una molécula de agua al aldehido de la FGly para
formar el diol (Figura 2.6 A->B). Posteriormente a la unién del éster de sulfato en el
sitio activo, se produce el ataque nucledfilico del oxigeno del diol (y1) hacia el azufre

del éster, para liberar el resto del alcohol como grupo saliente. Esto se realiza
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mediante una sustitucion nucledfilica (Sn2) con un intermediario pentavalente del
azufre, resultando un intermediario covalente S-O (Figura 2.6 C->D). El siguiente
paso consiste en la eliminacién del grupo SO4 para regenerar el aldehido de la FGly.
Esto es impulsado por el oxigeno (y2) que es desprotonado por la HisA, para
finalmente regenerar el sitio activo (Figura 2.6 D—>A) (Boltes et al., 2001; Ghosh,
2005; Hanson et al., 2004; Toesch, Schober, & Faber, 2014).

B) o)

A) D)

Figura 2.6. Esquema del mecanismo catalitico de las sulfatasas tipo I. Tomado de
(Boltes et al., 2001).

2.2.3. Modificacién Postraduccional (FGly)

Las sulfatasas de tipo | tienen en comun un penta-péptido caracteristico C/S-
X-P-X-R que dirige la modificacion postraduccional del primer residuo de cisteina
(en eucariotas y procariotas) o serina (en procariotas) a FGly (Dierks et al., 1999;
Hanson et al., 2004; Sardiello et al., 2005; von Figura et al., 1998). Debido a esto,

10
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podemos clasificar a las sulfatasas en tipo serina y tipo cisteina. La modificacion de
enzimas del tipo Ser y del tipo Cys se produce por diferentes vias, y varios estudios
han sido disefiados para identificar y caracterizar la maquinaria de la formacién de
la FGly (Figura 2.7) (Benjdia, Deho, Rabot, & Berteau, 2007; Bojarova & Williams,
2008; Sardiello et al., 2005).

H
H SH H.\ JOH
I R
+1) i (o] i
S Cys-type Ser-type
Ged  Comd
\ o /
O; dependent
\HH O; independent
o]
FGly-sulfatase

Figura 2.7. Mecanismos de maduracion de sulfatasas en procariontes tomado de
(Benjdia et al., 2007).

La conversion de las sulfatasas tipo Cys a FGly se realiza
postraduccionalmente por una clase de enzimas llamadas FGE. En los eucariontes,
estas enzimas residen en el reticulo endoplasmatico y realizan la modificacion
mediante la oxidacion de la cisteina a través de un proceso que utiliza oxigeno
molecular. EI mecanismo propuesto para la formacion de FGly por esta ruta
involucra la formacién de un disulfuro mixto entre el sustrato (cisteina de la
sulfatasa) y la Cys 341 de la FGE, la oxidacién de otro residuo de cisteina de la
FGE a un acido o perécido sulfenico, la transferencia de oxigeno de la cisteina del
sustrato para generar un nuevo peracido en la cisteina, una eliminacion de agua
para dar un tio-aldehido y por ultimo una hidrdlisis para formar la FGly (Figura 2.8)
(Bojarova & Williams, 2008).

11
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Figura 2.8. Mecanismo de maduracion de las sulfatasas tipo Cys Por la FGE
tomado de (Benjdia et al., 2007).

Las sulfatasas tipo Ser son modificadas a FGly de manera anaerobia por un
grupo de enzimas llamadas enzimas anaerobias maduradoras de sulfatasas
(anSME). Recientemente se ha demostrado que las anSME son capaces de la
maduracion de sulfatasas de tipo Cys (Berteau, Guillot, Benjdia, & Rabot, 2006).
Las anSME son dependientes del cofactor S-adenosilmetionina (SAM), el cual es
utilizado para formar el radical 5’-deoxiadenosil, que cataliza la extraccidén directa
de un atomo de hidrégeno del sustrato (Benjdia, Leprince, Sandstrom, Vaudry, &
Berteau, 2009; Bojarova & Williams, 2008). Sin embargo, el mecanismo por el cual
estas enzimas catalizan la oxidacién anaerobia de residuos de Cys o Ser todavia
no es claro (Benjdia et al., 2009).

Por otro lado, E. coli tiene la capacidad de reconocer la secuencia
caracteristica de las sulfatasas (C/S-X-P-X-R) y convertir la cisteina a FGly, a pesar
de no tener un gen homélogo que codifique para la enzima FGE, o equivalentes
funcionales de anSME (Benjdia et al., 2009, Bojarova, 2008 #80). Lo anterior indica
que E. coli presenta un tercer mecanismo de maduracion de las sulfatasas Tipo Cys
aun no descrito (Benjdia et al., 2007).

12
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3. Objetivos

3.1. Objetivo general

Expresar y purificar la colina-O-sulfatasa de Ensifer (Sinorhizobium) meliloti,
para determinar los parametro cinéticos asociados a su actividad nativa, para la

caracterizacion de este grupo de enzimas.

3.2. Objetivos particulares.

e Sobre-expresar la proteina recombinante de Ensifer meliloti en E. coli.

e Purificar y caracterizar la enzima en solucion.

e Determinar la presencia de la modificacion postraduccional (FGly) de la
enzima.

e Caracterizar la actividad nativa contra su sustrato natural y contra sustratos
sintéticos.

e Determinar la presencia de actividades promiscuas de la enzima y
caracterizar aquellas que estén presentes.

e Co-expresar la enzima junto con la FGE de Ensifer meliloti para lograr la

modificacién postraduccional de la enzima.

14
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4. Materiales y métodos

4.1. Produccion del vector de expresion para COS

El gen betC [AAC13371.1] fue optimizado - para su expresion en E. coli y
sintetizado por GeneScript USA Inc. Seis residuos de histidina (His-Tag) fueron
introducidos de manera adicional en el extremo C-terminal para facilitar su posterior
purificacion. Para obtener el vector de clonacién (pET26-COS) el gen fue clonado
en el pET26b+ (Novagen) entre los sitios de restriccion Ndel (5" CATATG 3) y Xhol
(5" CTCGAG 3)).

4.2. Cultivo Celular y condiciones de expresion de la COS

El vector pET26-COS fue transformado en bacterias E. coli BL21 (DE3)
quimicamente competentes ( método de cloruro de calcio (Sambrook & Russell,
2001)) utilizando medio Luria-Bertani (LB)-agar adicionado con 50 mg/ml de
kanamicina. Las bacterias transformadas se seleccionaron y el ADN plasmidico fue
extraido utilizando un kit de miniprep (QlAprep Spin Miniprep Kit, QIAGEN).
Posteriormente se hizo un patrén de restriccion para confirmar su identidad,
utilizando las enzimas de restriccion Ndel y Xhol (Fermentas) utilizando el protocolo
del fabricante. La muestra se analiz6 mediante un gel de electroforesis de agarosa
al 1%, con un amortiguador TAE, utilizando una camara de electroforesis (Bla
Thermo Scientific).

Para obtener las condiciones 6ptimas de expresion se realizaron experimentos

para determinar la concentracion éptima de Isopropil B-D tiogalactopiranosido

15
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(IPTG), asi como el tiempo de induccién. Para esto se preparé un cultivo de 3 ml de
medio LB adicionado con 50 pg/ml de kanamicina, a 37 °C y agitacion de 250 rpm,
durante toda la noche. 50 pl de este cultivo se utilizaron para inocular 20 ml de
medio LB adicionado con 50 pg/ml kanamicina, estos ultimos fueron incubados a
las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad 6ptica de DOeoo 0.6. Para la
induccion se adicioné IPTG hasta una concentracion final de 1.0 mM y se incubaron
disminuyendo la temperatura a 30 °C. Se tomaron muestras de 1 ml de medio de
cultivo a tiempo 0 y a cada hora durante las primeras 8 horas. Por otro lado se
realizaron pruebas de induccién siguiendo el mismo procedimiento anteriormente
citado, pero se vari6 la concentracion final de IPTG a 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 1.5 mM.
La incubacion se realizé a 30 °C y manteniendo el tiempo induccion en 4 horas,
después de las cuales se tomaron muestras de 1 ml de medio de cultivo para su
analisis. Las muestras de la proteina recombinante se analizaron mediante
electroforesis en gel al 10% de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
aplicando un voltaje de 120 V durante 120 minutos. Con los resultados obtenidos
en el gel, se seleccionaron las mejores condiciones para la producciéon de la

proteina.

La expresién de la proteina se realizé a partir de un cultivo de 3 ml de medio
LB adicionado con 50 pug/ml kanamicina, a 37 °C y agitacion de 250 rpm durante
toda la noche. Este cultivo fue transferido a 1L de medio LB adicionado con 50 pg/mi
kanamicina incubado a las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad 6ptica
ODeoo de 0.6. Para la induccién se adiciono IPTG hasta una concentracion final de
1.0 mM, disminuyendo la temperatura a 30 °C. Finalmente las células fueron
colectadas después de 7 hrs de induccion, por centrifugacién a 10,000 rpm durante

15 minutos a temperatura ambiente.

4.3. Purificaciéon de la COS.
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Los extractos proteicos se obtuvieron al resuspender el botén de células
sedimentadas en 40 ml de amortiguador de lisis (Tris-HCI 200 mM pH 7.5y 20 mM
de imidazol), adicionando lisozima a una concentracion final de 1 mg/ml, esta
mezcla se incubo a 4°C durante 30 minutos. Posteriormente la mezcla fue tratada
con ultrasonido (Sonicator 300 Misonix) utilizando pulsos de 30 segundos con un
intervalo de 2 minutos entra cada pulso, durante un total de 20 ciclos manteniendo
la temperatura de la muestra a 4°C. El extracto fue centrifugado a 10,000 rpm

durante 15 minutos a temperatura ambiente para clarificacion del lisado celular.

El extracto crudo se aplicé en una columna His-Trap FF (GE-Healthcare) de 1
ml equilibrada previamente con 3 volumenes de columna (VC) utilizando
amortiguador de lisis, la muestra se eluy6 utilizando un gradiente de concentraciéon
de imidazol de 20 a 250 mM en 10 VC utilizando el sistema HPLC (Shimadsu Serie
20) a un flujo de 1 ml/min, se colectaron fracciones de 1ml. Las fracciones fueron
analizadas mediante PAGE-SDS (10%), y aquellas que presentaron la proteina

fueron reunidas.

Posteriormente se realiz6 una cromatografia de exclusién molecular, utilizando
una columna de filtracién en gel preparativa (HiLoadSuperdex 200 16/600 GL; GE-
Healthcare), previamente equilibrada con un amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.5.
La muestra fue eluida utilizando un flujo continuo de 1ml/min, colectando fracciones
de 2ml, las cuales fueron analizadas mediante un gel de acrilamida PAGE-SDS

10%, las fracciones que presentaron la proteina fueron reunidas

La proteina fue cuantificada utilizando el coeficiente de extincion molar teérico
de 97,750 Micm? a 280 nm calculado en el servidor ExXPASy ProtParam tool
(Gasteiger et al., 2003) y se realizaron alicuotas de 1 ml las cuales fueron
congeladas a -20°C para su posterior analisis.
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4.4. Caracterizacion de la COS

Para determinar el peso molecular de la proteina nativa se utilizé una columna
de filtracion en gel analitica (Superdex 200 10/300 GL; GE-Healthcare). La
calibracion se realiz6 con los estandares trioglobulina (670 KDa), gammaglobulina
(158 KDa), Ovoalbumina (44 KDa), Mioglobulina (17KDa) y Vit B12 (1.35 KDa) (Gel
Filtration Standard; Bio-Rad).

La masa de la proteina fue determinada por espectrometria de masas en un
equipo Bruker Microflex, que emplea la técnica de desorcion-ionizacion laser
asistida por matriz de tiempo de vuelo (MALDI-TOF) (Bruker Daltonics GmbH,
Leipzig, Alemania), equipado con un laser de nitrogeno a 20-Hz a A=337 nm. Los
espectros se registraron en un reflector en el modo positivo lineal para el rango de
masas de 25000-250000 Da. La muestra se prepard mezclando 1.0 pL de solucién
de la COS con 5 pL de 30% de acetonitrilo, 70% de agua, 0.1 % TFA, y saturado
con acido sinapinico. Posteriormente 1.0 uL de esta solucion se depositd sobre el

objetivo del equipo MALDI y se dej6 secar a temperatura ambiente.

También se realiz6 un andlisis de Dynamic light scattering (DLS) de la proteina
a 25 °C utilizando un equipo Malvern Nano S (Malvern, Ltd) equipado con un laser
NIBS (Non Invasive Back Scattering). El radio hidrodinamico fue calculado usando
el software Zeta Sizer incluido en el equipo.
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4.5. Ensayos de actividad nativa

La actividad enzimética de la COS en contra el sulfato de colina, fue
determinada mediante calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) utilizando un
calorimetro VP-ITC (Microcal Inc.). Esto se realizé a 25 °C en el Amortiguador de
Reaccion (200mM de Tris-HCI pH 7.5 y NaCl de 500 mM). Los parametros cinéticos
fueron obtenidos siguiendo el procedimiento de multiples inyecciones, en el cual la
solucién de enzima fue incubada en la celda del calorimetro (2.46 uM) y la solucion
del sulfato de colina (300 mM) fue inyectada en multiples tiempos (2 x 5 uL y 18 x
10 pL) para adquirir el termograma calorimétrico. Los datos calorimétricos fueron
transformados a gréaficos de velocidad inicial contra concentracion de sustrato
utilizando el software ITC Data Analysis en Origin 7.0 (Microcal Inc.). Las constantes
cinéticas kcat, Km y Kifueron calculadas a partir de una regresién no lineal de los
gréficos de velocidad inicial contra sustrato utilizando el software GraphPad Prism
6 (GraphPad Software, inc.). Para determinar el calor de dilucion del sulfato de
colina se realiz6 un experimento “blanco” utilizando el Amortiguador de Reaccion en
la celda del calorimetro y se inyecté la solucion del sulfato de colina (300 mM),

siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente.

La entalpia de reaccién fue determinada por triplicado utilizando el método de
inyecciéon simple. Se incubd la enzima (21.2 uM) junto con el Amortiguador de
Reaccion en la celda del calorimetro y se realizé una simple inyeccién de 10 pul de
sulfato de colina 300 mM. Los datos se analizaron utilizando el software ITC Data
Analysis en Origin 7.0 (Microcal Inc.).

La actividad contra el p-nitrofenil sulfato (pNPS) se realizé utilizando el
Amortiguador de Reaccion, utilizando una concentracion de enzima de 1.7 uM y
concentraciones de sustrato en el intervalo de 1-80 mM, en un volumen de reaccion

de 100 ul, a una temperatura de 25 °C. La reaccion fue seguida mediante la
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cuantificacion de p-nitrofenolato liberado durante la hidrélisis, midiendo su cambio
en la absorbancia a 400 nm. Para esto se realizaron curvas patron de p-nitrofenolato
en un intervalo de 1-200 pM a pH 7.5y 25 °C y 400 nm.

La actividad contra el 4-metilumbeliferil sulfato (MUS) se determiné utilizando
el Amortiguador de Reaccion, en un intervalo de concentracion de sustrato 1-20 mM
con una concentracion de 1.7 uM de enzima, manteniendo la temperatura constante
a 25 °C. Esta reaccion fue seguida midiendo los cambios de absorbancia a 370 nm.
También se realizé una curva patron de 4-metilumbeliferona a 370 nm en el

amortiguador de reaccion apH 7.5y 25 °C.

La dependencia de la actividad enzimética con el pH fue determinada a 25 °C
utilizando el pNPS como sustrato. Las soluciones amortiguadoras utilizadas fueron
las siguientes: pH 5.5 acido acético/acetato de sodio (200 mM), para pH 6.5 - 8.5
Tris-HCI (200 mM), los amortiguadores fueron preparados con 500 mM de NaCl. La
velocidad de hidrdlisis fue determinada por el cambio de absorbancia a 400 nm.
Para el pH 5.5 se realizé un ensayo discontinuo en el cual alicuotas de la mezcla de
reaccion fueron tomadas a diferentes tiempos, posteriormente se les ajusto el pH a
8.0 con 1.0 M de Tris-HCI y se determiné inmediatamente su absorbancia a 400
nm.

4.6. Ensayos de actividad promiscua

Para la actividad enzimética contra el p-nitrofenil fosfato (pNPP) se utilizé el
Amortiguador de Reaccion, empleando una concentracion de enzima de 11.2 uM 'y
concentraciones de sustrato en el intervalo de 1-20 mM, en un volumen de reaccion

de 100 pl y una temperatura de 25 °C. La reaccion fue seguida mediante la
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cuantificacion de p-nitrofenolato liberado durante la hidrélisis, midiendo su cambio

en la absorbancia a 400nm.

La actividad enzimética contra el p-nitrofenil fenil fosfonato (pbNPPP) se realiz6
utilizando el Amortiguador de Reaccion, empleando una concentracion de enzima
de 6.2 uM y concentraciones de sustrato en el intervalo de 1-40 mM, en un volumen
de reaccion de 100 pl, la reaccion se llevo a cabo a una temperatura de 25 °C. La
reaccion fue seguida mediante la cuantificacion de p-nitrofenolato liberado durante
la hidrdlisis, midiendo su cambio en la absorbancia a 400 nm.

La actividad enzimatica contra el fosfato de colina, fue determinada utilizando
ITC con el método de inyecciones multiples utilizando una solucién de enzima de
24.6 pM en el amortiguador de reaccidén y una solucion de fosfato de colina de
300 mM, siguiendo el programa de inyecciones utilizando para el sulfato de colina,
a 25 °C. Para determinar el calor de disolucion del fosfato de colina se utilizo el
Amortiguador de Reaccion en la celda del calorimetro y se inyecto la solucion del

fosfato de colina siguiendo el mismo procedimiento mencionado anteriormente.

4.7. Ensayos de inhibicion

Se realizaron estudios de inhibicion de COS por sulfatos (sulfato de amonio),
fosfatos (fosfato de sodio) y colina (cloruro de colina), para estos ensayos se utilizd
pNPS como sustrato. Estos se realizaron en el Amortiguador de Reaccion, utilizando
una concentracién de enzima de 1.7 uM y una concentracién de sustrato de 20 mM.
El estudio se realizé en un intervalo de 10 — 80 mM de inhibidor.
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Para el estudio méas detallado de la colina como inhibidor se utilizé el pNPS
como sustrato en el amortiguador de reaccidn, una concentracion de 1.7 uM enzima
y una concentracion de sustrato de 1-80mM, en un volumen de reaccion de 100 pl,
a los cuales se les adicion6 el inhibidor cloruro de colina en concentraciones de 20,
50 y 70 mM. La reacciéon fue seguida por la cuantificacion de p-nitrofenolato a
400nm. Para determinar las constantes de inhibicion se realizé un ajuste global con
el software GraphPad-Prism6. Posteriormente este estudio se realiz6 para las
actividades promiscuas de monofosfatasa y fosfonatasa, siguiendo el protocolo

anteriormente descrito.

4.8. Determinacion de la modificacién postraduccional

La cuantificacion de cisteinas presentes en la proteina se realizé6 mediante la
reaccion de Ellman (Ellman, 1959), para esto se prepard un stock de 2 mM 5,5'-
ditiobis (2-4cido nitrobenzoico) (DTNB) con una concentracién final de 50 mM de
acetato de sodio. Para la preparacion de la solucién de trabajo se adicion6 50 pL
del stock DTNB y 100 pL de buffer de Tris-HCI 1M pH 8.0 y agua destilada para un
volumen de 990 pL. Se adicionaron 10 pl (250 uM) de la proteina 1) nativa, 2)
tratada previamente con 8M de urea, 3) tratada con 8 M de Urea y 100 mM de
Ditiotreitol (DTT) y 4) tratada con 8 M de Urea y 100 mM de Tris (2-carboxi-etil)
fosfina (TCEP). Después del tratamiento fue removido el exceso de DTT y TCEP
para esto se realiz6 un cambio de amortiguador utilizando ultrafiltracion (Vivaspin
20, 10,000 MWCO, Sartorius) y una solucion 8 M de urea, antes de ser mezclada
con la solucién de DTNB. La mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 5
minutos, para posteriormente medir la absorbancia a 412 nm. Para la cuantificacion
se realiz6 una curva patron utilizando un estandar de acetil-cisteina en

concentraciones de 10-200 pM.
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Adicionalmente, la ausencia de la modificacion fue analizada en un equipo
HPLC-ESI-TOF-MS basandose en el procedimiento reportado por Rabuka, et al
(Rabuka, Rush, deHart, Wu, & Bertozzi, 2012). 200 pg de la proteina fueron
desnaturalizados con una solucion de 6 M de urea'y 100 mM de Tris pH 8.5 durante
15 minutos. Posteriormente la muestra fue incubada con 50 mM de DTT a 37 °C por
35 minutos, seguido por una alquilacién con iodoacetamida 30 mM por 60 minutos.
Posteriormente la muestra fue lavada con bicarbonato de amonio, se deshidrato con
acetonitrilo y se llevo a la sequedad. La digestion fue llevada a cabo con 30 pul de
tripsina porcina durante 18 horas a 37 °C. Posteriormente la muestra fue desalada
y concentrada en una columna Ziptip C18 utilizando 12 ul de fase mévil (97% agua
3% acetonitrilo 0.1% de &cido férmico). Las muestras fueron analizadas por HPLC-
ESI-TOF-MS (nanoACQUITY-Waters Synapt-G2SWaters) en la USAI de la
Facultad de Quimica de la UNAM.

4.9. Co-expresion

El gen que codifica para la proteina FGE de Ensifer meliloti (Gl: 459644275,
SM2011 b20334) fue optimizado para su expresion en E. coli y sintetizado por
GeneScript. Para obtener el vector de clonacion (pRSFduet-FGE-COS) el gen FGE
fue clonado en el vector pRSFDuet-1 (Novagen) en el primer sitio de clonacion,
entre el sitio de restriccion Ncol (5° CCATGG 37) y Hindlll (5" AAGCTT 3"). Para
completar el vector de expresion, el gen de la sulfatasa COS fue clonado en el
segundo sitio de clonacién entre los sitios de restriccion Ndel (5" CATATG 37) y Xho
| (5" CTCGAG 3). Esta clonacion fue realizada por GeneScript. La co-expresion fue
realizada en bacterias E. coli BL21 (DE3) siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente para el vector pET26-COS.
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El gen FGE fue clonado en el vector pBAD/Myc-His A (Invitrogen) entre el sitio
de restriccion Ncol (5" CCATGG 3%) y Hindlll (5’ AAGCTT 37). Este vector (pBAD-
FGE) fue transformado conjuntamente con el vector pET26-COS en bacterias E.
coli BL21 (DE3), las clonas positivas fueron identificadas por analisis de restriccion
utilizando medio LB adicionado con 50 pg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de
ampicilina. La expresion de la proteina se realiz6 a partir de un cultivo de 3 ml de
medio LB adicionado con 50 pg/ml kanamicina y100 pug/ml de ampicilina, a 37 °Cy
agitacion de 250 rpm durante toda la noche. Este cultivo fue transferido a 1L de
medio LB adicionado con 50 pg/ml de kanamicina y 100 pg/ml de ampicilina
incubado a las mismas condiciones hasta alcanzar una densidad Optica ODsoo de
0.6. Para lainduccion se adiciono inicialmente L-arabinosa hasta una concentracion
final de 0.02%, fue incubada a 37 °C durante 30 minutos. Posteriormente se
adiciond IPTG hasta una concentracion final de 1.0 mM, se incubaron disminuyendo
la temperatura a 30 °C. Finalmente las células fueron colectadas después de 7 hrs
de incubacion, por centrifugacion a 10,000 rpm durante 15 minutos a temperatura

ambiente.
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5. Resultados.

5.1. Produccion del vector.

Se realiz6 una optimizaciéon de los codones de la secuencia del gen que

codifica para la colina-O-sulfatasa de Ensifer meliloti (betC) para su mejor expresion

en E. coli. Este proceso lo realiz6 la compafia GenScript utilizando el software

OptimumGene. Con lo anterior, se modifica la secuencia del gen pero no se altera

la secuencia de los aminoacidos de la proteina expresada, como se puede observar

en la Figura 5.1

ALIGNMENT OF SEQUENCE_1: [COS.XDNA] WITH SEQUENCE_2: [BETC.XDNA]

SIMILARITY :
SEQ 1 1
SEQ 2 1
SEQ_1 118
SEQ_2 118
SEQ 1 238
sEQ 2 238
SEQ_1 358
SEQ 2 358
SEQ_1 478
SEQ_ 2 478
SEQ 1 598
SEQ_2 598
SEQ 1 718
SEQ_2 718
SEQ_1 838
SEQ_2 838

1217/1567 (77.66 %)

M T T G K P N I L I I M VD Q L NG KLF P DG PADTFILUHA ATPNTILIEKA ATLAK
==>RTGACGAC C C T. CAACTGAATGGCAAACTGTTCCCGGACGGCCCGGCGGACTTTCTGCATGCTCCGAACCTGARAGCGCTGGCCAAR

L I I I e A e e e R R R O AN N R A AR RN RRRR Y]
-->GTGACCACCGGTAAGCCCAACATTCTGATCATCATGGTGGACCAGTTGAACGGARAGCTCTTTCCGGACGGGCCTGCAGACTTCCTGCATGCGCCCAACCTGARGGCGCTGGCCAAG

v T T G K P NI L I I M VD QULWNGI RKULTFUPDGUPATDT FTULUHA ATZPINTULI KA ATLAHK

R S AR F HNNJYTS S PLCATPA ARABASTFMAG QTLU®PSRTH RVYVYDNA AHA ATE Y
CGTAGCGCGCGCTTTCACARCAATTATACGAGCTCTCCGCTGTGCGCACCGGCTCGTGCGAGTTTCATGGCCGGTCAGCTGCCGTCCCGTACCCGCGTGTATGATARTGCGGCCGAATAC
I FEEEE 00 et e i (AR A R RN A R RN A B A N (RN RN e R e R N A e A AR R AR RRR AR
CGGTCGGCGCGTTTCCACARCARCTACACCTCGTCGCCCC CCCTGCCCGCGCATCCTTCATGGCCGGGCARTTGCCGAGCCGCACCCGGGTCTACGACAATGCTGCCGAATAC
R S ARF HNNZYT S S PLCAPA ARASTFMABAG QZLU®PSRTIRUVYV Y DNA AA ATE Y

Q 8 8 I P T ¥ A HHULURURAGTY Y TAILS G EKMUETFV VG PDOQULHGT FETETRTILT
CAAAGTTCCATCCCGACGTATGCGCATCACCTGCGTCGCGCCGGCTATTACACCGCACTGTCCGGCARAATGCATTTTGTTGGTCCGGATCAGCTGCACGGCTTCGAAGAACGCCTGACC
I L L B R N A N N N e e R RN N R R R RN R AR AR A RN
CAGTCGTCGATCCCAACCTATGCACATCACCTGCGCCGGGCCGGCTACTACACCGCGCTTTCCGGCAAGATGCATTTCGTCGGGCCGGACCAGTTGCACGGCTTCGAGGAGCGGCTGACG
Q 8 8 I P T ¥ A HHLRURMAGY Y TAIL S G KMUHEVFV G P D QL HGV FEETRTLT

T DI ¥ P A DVF G W TPD Y R KUPGEUZRTIUDWWYHNULUGSV TG ASGVAUZETIT
ACGGATATTTATCCGGCCGACTTTGGTTGGACCCCGGATTACCGTAARACCGGGCGARCGCATCGAC ATAACC GTGAC AAATTACC
L A N R N N e N R R R R R R | (A A A A AR AR RN
ACCGACATCTATCCCGCCGATTTCGGCTGGACGCCGGATTACCGCARGCCGGGCGAGCGGATCGAC ACAATCTCGGCTCCGTCACCGGCGCC 'GCCGARATCACC
T P I ¥ PADF G WTUPUDYRUEKUPGEU RTIUDWWYHNILGS SV TGATGVAZETIT

N ¢Q M E Y DDE VAT FTILA AN G QI XKTULTY QUL S RETNU DUDTES®RIRTPWGCTLTUV S F TH
AATCAGATG! TTTCCTGGCGAACCAGAAACTGTACCAACTGAGCCGTGAAAATGATGACGAATCTCGTCGCCCGTGGTGCCTGACGGTTTCTTTTACCCAT
L N N N e N RN AR R RN FE et e e e R N A AR RN
AACC GAC CTTCCTCGCARACCAGAAGCTCTACCAGCTTTCGC ACGACGACGAGAGCCGGCGTCCCTGGTGCCTCACCGTCTCCTTCACCCAC
N QM E YDDETVATFTLA AN QZE RKTLYOQLSREUNTDTUDTES ST RRTPWOCLTUVSFTH

P ED P Y VARRIEKTFEFMWDILTYEDTCEUHTLTT PETVSGATITPTLTDTET G QDTPIESOQRI
CCGCACGATCCGTATGTCGCGCGTCGCAAATTCTGGGATCTGTACGAAGACTGTGAACATC TGACCCCGEAAGTTGGCGCCATTCCGC TGGATGAACAGGACCCGCACTCACAACGCATC
L o o N N N e N e N e NN R R AN |
CCGCACGACCCCTATGTCGCGCGGCGGARATTCTGGGATCTCTACGAGGATTGCGAGCACCTCACGCCCGAGGTCGGCGCCATTCCCCTCGACGAGCAGGACCCGCATTCGCAACGGATC
P E D P Y VA RRIEKUVFWDIL Y EDCEUHTULTU®PEV GATIPLUDETSGQDUZPUHSQRI

M L $ ¢C D ¥ Q N F DV T EZENUVIRIRSIRURAYT FANTISTYULDEIZKUVGETLTITDT
ATGCTGTCGTGCGATTATCAGAACTTTGACGTCACCGAAGARA GTCGCTCACGTCGCGCC TTCGCARACATTTCGTACC AARA ACTGATCGACACC
L I T I T O I I e O e R A O e R R R N R e e N e e N R N AR R R RN AN
ATGCTCTCCTGCGACTACCAGAATTTCGACGTGACC! TGTCCGCCGCTCGCGCCGCGCCTATTTCGCCAATATCTCCTATCTCGACGAGAAGGTGGGCGAGCTGATCGACACG
M L s ¢ D Y Q N F DV TETEWNTVH RRSIRMRAYT FA AUNISTYULUDETZEKVSGETLTITDT

L TR T RMULDODTIL I L F C S D HGUDMTULGEW RGTULWFKMNTFUFE G S A R V
CTGACGCGTACCCGCATG( ACCC! TCTGTTT ATGGCGACATGCTGGGCGAACG' AAATGAACTTTT A TCCGCCCGCGTT
(AR A A N A R A R A AR Y| NN R RN N A e R R R N AR R AR AR A RN
CTCACGCGGACGCGGATGCTCGACGATACGCTCATCCTCTTCTGTTCCGACCACGGCGACATGCTCGGCGAGCGCGGCCTCTGET ACTTCTTCGAA TCGGCGCGCGTG
L TR TRMULODODTULTIULT FCSDHGDMTLGEURTUGILWTFIEKMUNT EFTFETGS ATRV

Figura 5.1. Comparacién entre fragmentos de la secuencia el gen silvestre de COS
(betC) (SEQ_2) y el gen COS optimizado para la expresion en E. coli (SEQ_1).
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A la secuencia del gen optimizada, se le incluy6 al final seis codones extras

gue codifican para una cola de histidinas (His-Tag), la cual facilito la purificacién de

la proteina expresada. El gen fue sintetizado por la compafiia GeneScript, y fue

después subclonado en el plasmido pET26b+ obteniendo el vector de expresion

pPET26b-COS (Figura 5.29). El vector fue transformado en células quimicamente

competentes de E. coli DH5 a. Para corroborar que las clonas tuvieran el vector

correcto se realizd una prueba de patrones de digestion, utilizando las enzimas de

restriccion Ndel y Xhol, en el cual se obtuvieron dos fragmentos correspondientes
para el vector (5,231 pb) y al inserto COS (1,575 pb) (Figura 5.2B).
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Figura 5.2.A) Esquema del vector de expresion pET26b-COS y B) patrones de

digestion para el vector de expresion. Vector linelizado con Xhol (linea 1) y

tratado con Ndel y Xhol (linea 2), M marcador de peso (pares de bases pb).
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5.2. Cultivo Celular

Posteriormente, el vector pET26b-COS fue transformado en E. coli BL21 (DE3)
para su expresion, esta cepa fue utilizada ya que es utilizada por Rabuka et al.
(Rabuka et al., 2012) en su protocolo para la expresiéon y coexpresion de sulfatasas.
El efecto de la concentracion de IPTG y el tiempo de induccién en la expresiéon de
la colina-O-sulfatasa fueron analizados por la cantidad de proteina presente
utiizando SDS-PAGE. La concentracién de IPTG se vari6 desde 0.25-1.5 mM
manteniendo el tiempo de induccion de 4 horas constante. En la Figura 5.3A se
muestra el aumento en la cantidad de proteina al aumentar la concentracion de
IPTG hasta la concentracién de 1.0 mM. En concentraciones superiores no se
observa un aumento significativo en la cantidad de proteina. Después, manteniendo
la concentracion de IPTG constante se determiné la cantidad de enzima durante
cada hora hasta las 8 horas, observandose un aumento gradual en la concentracion
de proteina durante el periodo de induccién. Sin embargo, a un tiempo de 8 horas
se puede observar una disminucion en la cantidad de proteina (Figura 5.3B). Con lo
anterior se determino que las condiciones 6ptimas de induccion fueron 1.0 mM IPTG
y 7 hrs a 30 °C. Una vez concluido el tiempo de induccién, las bacterias fueron
lisadas utilizando ultrasonido, y después se centrifugd para obtener el sobrenadante

con el extracto crudo.
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Figura 5.3. SDS-PAGE para la determinacion de condiciones Optimas de
induccion. A) Variacion de la concentracion de IPTG y B) Influencia del tiempo de

induccién
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5.3. Purificaciéon

Una vez obtenido el extracto crudo se prosiguié con la purificacion de la
proteina mediante una cromatografia de afinidad, utilizando una columna HisTrap,
la cual retiene la proteina mediante la interaccion de su secuencia His-Tag con los
iones de niquel inmovilizados en la membrana de la columna. La proteina
recombinante eluyé de la columna en un solo pico, como se observa en la Figura
5.4A, y con un alta pureza, como se observa al analizar mediante SDS-PAGE
(Figura 5.4B) que muestra una sola banda en el peso esperado (59 kDa).
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Figura 5.4. A) Cromatografia de afinidad (HisTrap) para la muestra de COS. B)
SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificacion: 1) extracto crudo, 2) HisTrap y

3) filtracion en gel. y C) Cromatograma de filtracion en gel para la COS.

A pesar de la pureza observada después de la columna de afinidad se decidio

someter la muestra a una cromatografia de exclusion molecular para eliminar
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posibles agregados solubles de la proteina que seria imposible detectar en SDS-
PAGE. Para esto se utilizé una columna de filtracion en gel preparativa, la cual
separa las proteinas en funcién del tamafio de estas. La muestra eluye en un solo
pico como se observa en la Figura 5.4C. Nuevamente se puede observar una alta
pureza al analizar la muestra mediante SDS-PAGE (Figura 5.4B).

Posteriormente, la proteina fue cuantificada utilizando el coeficiente de
extincion molar teérico de 97,750 Mlcm™ (Gasteiger et al., 2003)(Gasteiger et al.,
2003)(Gasteiger et al., 2003). Se obtuvieron alicuotas de 1 ml, las cuales se
congelaron a -20°C para su posterior andlisis. El rendimiento promedio obtenido

fue de 30-35 mg de proteina /L de medio de cultivo.

5.4. Caracterizacion

Para determinar el estado oligomérico de la proteina en solucion se utilizé6 una
columna de filtracion en gel analitica. Inicialmente la columna fue calibrada
utilizando estandares de peso molecular, con lo cual se obtiene una gréfica lineal
de Log peso molecular en funcion del tiempo de elucion (Figura 5.5A). Una vez
calibrada la columna se determind el peso molecular en solucién de la proteina
recombinante. Considerando el tiempo de elucién (Figura 5.5B) se determiné que la
proteina presenta un peso molecular de aproximadamente 120 KDa, lo cual es

indicativo que la proteina se encuentra de forma dimérica en solucion.
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Figura 5.5. Determinacion del peso molecular en solucién mediante cromatografia
de filtracion en gel A) calibracion de la columna, B) Determinacién del peso
molecular de COS.

Posteriormente, para corroborar la forma dimérica de COS en solucién se
realizé una prueba de DLS, con la cual es posible determinar la distribucion de los
radios hidrodinamicos de macromoléculas en una solucién. A partir de estos valores,

se puede conocer su peso molecular. La muestra presentd una mono dispersion en
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un radio hidrodinamico promedio de 5.6 nm (Figura 5.6) lo cual representa una masa
molecular de 120 KDa, correspondiente a la forma dimerica de la proteina.
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Figura 5.6. Andlisis DLS para la proteina COS, en el cual se muestra un solo pico

con un radio hidrodindmico en 5.6nm.

Por otro lado, la muestra fue sometida a MALDI TOF para conocer el peso de
la muestra. En los resultados se pude observar la presencia tanto de la forma
dimérica (118 kDa) como de la forma monomérica de la proteina (59 kDa) (Figura
5.7), lo cual nos confirma que la proteina se encuentra formando homo-dimeros en

solucién, con una masa molecular de 118 KDa.
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Figura 5.7. Resultado del analisis MALDI-TOF para COS. Se pueden observar
picos correspondientes al monémero (59.170 KDa) y al dimero (118.411 KDa) de la

proteina.

5.5. Ensayos de actividad nativa.

Debido a que la reaccion de hidrdlisis del sulfato de colina (sustrato natural de
la proteina COS) no presenta un cambio en el espectro UV-visible, se utilizd
calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) para determinar la actividad cinética de la
proteina. Para ello se empleé la técnica de inyecciones multiples (Todd & Gomez,
2001), la cual consiste en realizar una inyeccion de baja concentracion de substrato
sobre la enzima y medir la velocidad inicial. Momentos después y antes de que el
reactivo se consuma en mas de ~1.0%, se realiza una segunda inyeccién de

sustrato para aumentar su concentracion en el medio y se determina la nueva
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velocidad inicial. Este proceso se repite consecutivamente para obtener las
velocidades iniciales a concentraciones cada vez mayores de sustrato. A la par de
este experimento es importante realizar las inyecciones del sustrato sobre el buffer
de reaccién sin la enzima y conocer los posibles calores de dilucién del sustrato
para substraerlos del analisis. En el termograma de la Figura 5.8, podemos observar
el aumento en la potencia del equipo en cada inyeccién correspondiente al calor de
dilucion del sustrato en el amortiguador de reaccion dentro de la celda en ausencia
de la enzima. Después de cada inyeccion, la potencia regresa a la linea base al
alcanzar el equilibrio. Cuando se realiz6 el experimento adicionando la enzima COS
en la celda, se obtuvo el termograma de la Figura 5.9, donde podemos observar
inicialmente un aumento en la potencia del equipo correspondiente al calor de
dilucién, seguido de una disminucién de la potencia hasta alcanzar un estado semi-
estacionario, correspondiente a la velocidad inicial de la hidrolisis a esa
concentracion de sustrato. Este proceso de inyecciones se repite multiples veces.

LU

Tiempo (s)
Figura 5.8. Termograma del calor de dilucion del sulfato de colina en el
amortiguador de reaccion a 25°C y un pH 7.5.
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Figura 5.9. Termograma de la hidrdlisis del sulfato de colina por COS. En este se
observan las multiples inyecciones asi como los diferentes estados estacionarios
correspondientes a las velocidades iniciales a cada concentracién a 25°C y un pH
7.5.

Para poder transformar el termograma en un grafico de velocidades iniciales
en funcién de la concentracion de sustrato (grafico de Michaelis—Menten), es
necesario utilizar la Ecuacion 1, la cual nos permite transformar datos de potencia

a velocidades iniciales.

alPl _ 1 do

Ecuaciéonl. v =

Como podemos observar en la ecuacion, es necesario conocer la entalpia
aparente de la reaccidn (AHapp). Esta se determiné utilizando el método de inyeccion

simple, en el cual se realiza una sola inyeccion de sustrato y se permite que la
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reaccion se lleve a cabo por completo (Figura 5.10). Una vez obtenido el
termograma se integra el area bajo la curva, que es igual al AHapp, €l cual tiene un
valor de -73.63 £ 3.34 kJ/mol (-17,600 + 800 cal/mol).

-204

0 5000 10000 15000
Time (s)

Figura 5.10. Entalpia aparente (AHapp) para la hidrdlisis del sulfato de colina por
COS, determinada por ITC utilizando el método de inyeccién simple a 25°C y pH
7.5.

Una vez obtenido el AHapp, Se obtuvo el grafico de Michaelis-Menten para la
hidrdlisis de sulfato de colina (Figura 5.11). En esta se puede observar que existe
inhibicion por sustrato, por lo cual se hizo un ajuste de los datos al modelo
correspondiente (Ecuacion 2). Los parametros cinéticos obtenidos fueron:
Keat=0.27 £ 0.02 s, Km =11.1 + 1.0 mM. y una constante de inhibicién por sustrato
Ki=11.4+£1.1 mM.

Vmax'[S]

KM+[S]-(1+[I%)

Ecuacion 2: v, =
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Figura 5.11. Grafico de Michaelis-Menten para la hidrdlisis del sulfato de colina
catalizado por COS a 25°C y un pH 7.5. En la cual se observa inhibicion por

sustrato.

Adicionalmente, se determind la actividad catalitica de COS contra sustratos
sintéticos como el pNPS y el MUS, debido a que estos compuestos son

ampliamente utilizados como substratos modelo para las sulfatasas.

Para la hidrdlisis del pNPS, la reaccion se siguié espectrofotométricamente a
400 nm cuantificando la formacion de p-nitrofenol que a pH basico (pKa = 7.2);
presenta una coloracion amarilla. Para determinar las velocidades iniciales se
calcul6 el coeficiente de absortividad molar a 400 nm del p-nitrofenol, realizando
una curva patron (Figura 12) a las condiciones de los ensayos enzimaticos,
obteniendo un coeficiente de absortividad molar de 13,467 Mt cm™. A partir de las
velocidades iniciales se obtuvo el grafico de Michaelis-Menten (Figura 13) y las

siguientes constantes cinéticas:
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Figura 5.12. Curva patrén de p-nitrofenol a 400nm, a un pH= 7.5y 25°C.

keat = 3.5 x 102 s1, el cual es un valor muy bajo para esta familia de enzimas (D. E.
Kim et al., 2005; J. H. Kim et al., 2004; Pesentseva et al., 2012; Stawoska et al.,
2010; Wiegmann et al., 2013), y una Km = 76 mM. Estos valores tienen errores de
ajuste altos, 22% para Km y 13 % en kcat, ya que con este sustrato no se logra la
saturacion de la enzima (Figura 5.13). Debido a la solubilidad del sustrato, no fue

posible realizar ensayos a concentraciones de sustrato mayores.
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Figura 5.13. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrélisis del pNPS a 25°C vy
pH 7.5. Se puede observar que no se logra la saturacién de la enzima con este

sustrato.

Para la hidrélisis del metilumbeliferol sulfato (MUS), la reaccién fue seguida
determinando las concentraciones de metilumbeliferol (MU)
espectrofotométricamente a 370 nm utilizando un coeficiente de absortividad molar
de 6,014 M1 cm (Figura 5.14). A partir de las velocidades iniciales se obtuvo la
grafica de Michaelis-Menten (Figura 5.15), pero al igual que para el pNPS, la
solubilidad del MUS impidié hacer ensayos a concentraciones mayores de sustrato.
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Figura 5.14. Curva patrén de MU a 370nm, a 25°Cy pH 7.5.

Las constantes cinéticas son muy similares a las obtenidas para pNPS: la Kcat
es del mismo orden (4.3 x 10 ?s) pero se observa una Km menor (11.8 mM), aunque
del mismo orden de magnitud. Estos valores también son aproximados (errores del
20 % para Kmy 11% en kcat), ya que con este sustrato tampoco se logra la saturacion
completa de la enzima como se observa en la Figura 5.15.
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Figura 5.15. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrolisis del MUS a 25°C y
pH=7.5. Se puede observar que no se logra la saturacién completa de la enzima

con este sustrato.

A pesar de que no se observa la saturacion completa de la enzima con estos
sustratos, se observaron multiples ciclos cataliticos, Por ejemplo para el pNPS se
logré medir 73 ciclos en una hora (Figura 5.16), y 90 ciclos cataliticos para el sulfato

de colina en el experimento de inyeccion simple.
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Figura 5.16.Grafico de curso de la reaccion en el cual se observan los multiples
ciclos cataliticos en la reaccién de hidrdlisis del pNPS (70mM) y 1.7uM de COS a
25°Cyun pH 7.5.

La dependencia de la actividad enzimatica con el pH fue determinada
utilizando el pNPS como sustrato ya que este compuesto es estable en el intervalo
de la prueba y es facil seguir su hidrdlisis por espectrofotometria visible. Para esto
se realizaron experimentos en un intervalo de pH 5.5-8.5; en los cuales se
determinaron las constantes cinéticas para cada pH. Para lo anterior se calcul6 el
coeficiente de absortividad molar a 400 nm del p-nitrofenol, realizando curvas patrén
para cada pH utilizado (Figura 5.17) ya que la coloracién del p-nitrofenol presenta
una dependencia con el pH. En el caso del pH 5.5, el p-nitrofenol no presentaba
absorbancia a 400 nm, por lo que se decidi6 realizar un experimento discontinuo,
en el que la reaccién se detiene con un rapido cambio a pH 8.5 en el cual se realizan

las mediciones, para determinar los parametros cinéticos.
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Figura 5.17. Curva patrén de p-nitrofenol a 400nm a los diferentes pH de trabajo y
25°C. Se observa la dependencia del coeficiente de absortividad molar en funcion
del pH: 4,917 M1 cm?a pH 6.5; 13,567 Mt cmtapH 7.5y 19,581 M cm? a pH
8.5.

En los graficos de la Figura 5.18, observamos que la constante cinética Kcat
disminuye a medida que el pH se vuelve acido (Figura 5.18 A). Del mismo modo, se
observa una disminucion en el valor de Kwm (Figura 5.18 B) y la constante de
especificidad (kcat/Km) presenta un maximo a pH 6.5 lo cual nos indica el pH 6ptimo
de nuestra enzima (Figura 5.18 C), ya que a este pH la enzima presenta el estado
optimo de protonacion de los residuos del sitio activo, por lo que presenta una mayor
relacion entre la afinidad (Km mayor) y la keat .
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Figura 5.18. Constantes cinéticas de la hidrolisis del pNPS en funcion del pH. A)
keat VS pH B) Km vs pH y C) la constante de especificidad (kca/Km) vs pH que presenta

un maximo a pH 6.5.
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5.6. Ensayos de actividad promiscua.

Debido a la baja actividad de la enzima para la hidrdlisis de ésteres de sulfato
se probaron actividades de enzimas pertenecientes a otras familias de la misma
superfamilia, para comprobar si es una sulfatasa o pertenece a otra familia de

enzimas (Jonas, van Loo, Hyvonen, & Hollfelder, 2008).

El estudio de las actividades promiscuas de monofosfatasa, fosfonatasa, y
fosfodiesterasa de la COS se realiz6 utilizando los sustratos p-nitrofenilfosfato (p-
NPP), p-nitrofenil-fenilfosfonato (p-NPPP) y bis-p-nitrofenilfosfato (bpNPP)
respectivamente (Figura 5.19). En cada caso se determinaron las velocidades

iniciales siguiendo espectrofotométricamente la formacion del p-nitrofenol a 400 nm.
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p-NPP p-NPPP bp-NPP

Figura 5.19. Estructura de los compuestos utilizados como sustratos para la COS.

En el caso de la actividad promiscua de monofosfatasa, fue necesario seguir
la reaccién hasta por 24 horas, ya que la hidrdlisis ocurre de manera muy lenta, y el
cambio de absorbancia es muy pequefio (AAbs =0.1 en 90 minutos) (Figura 5.20).
Como se observa en la Figura 5.21, las velocidades iniciales son del orden de 101°
M/s y la constante cinética kcat (3.4 10° s1) es 1000 veces menor que para la
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observada para el pNPS. Aunque la Km es de 8.2 mM, un valor menor que la que
presenta la actividad de sulfatasa contra pNPS.
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Figura 5.20. Curso de la reaccién de Hidrdlisis del pNPP (40 mM) por COS (5.2

uM) a 25°C y pH 7.5. La reaccidn tiene un comportamiento lineal hasta por 24 h.

La actividad de fosfodiesterasa contra el bpNPP no fue detectada a las

condiciones utilizadas en los experimentos.

46


http://www.novapdf.com/

Resultados

3.0x10-19;

0 10 20 30 40
[PNPP] (mM)

Figura 5.21. Cinética de Michaelis-Menten para la actividad promiscua de

monofosfatasa contra pNPP a 25°C y un pH 7.5.

Por otro lado, la actividad de fosfonatasa presenta una actividad solo 10 veces
menor que la actividad nativa contra el pNPS. La constante cinética kcat tiene un
valor de 4.28 103 s'y la Ky un valor de 45.5 mM, la cual es menor que la presentada
contra el pNPS. A pesar de esto, los valores son aproximados ya que no se observa
saturacion de la enzima con este sustrato (Figura 5.22), por lo que los errores en el
ajuste son grandes (15% Kv y 18% para kcat). Debido a la baja solubilidad del

sustrato, no fue posible aumentar las concentraciones de este en el analisis.
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Figura 5.22. Cinética de Michaelis-Menten para la actividad promiscua de

fosfonatasa contra pNPPP a 25°C y un pH 7.5.

Adicionalmente, la actividad de monofosfatasa se intenté determinar con un
analogo del sustrato natural: el fosfato de colina. Esto se realizé utilizando
calorimetria de titulacion isotérmica, con el método de mudltiples inyecciones,
siguiendo las mismas condiciones descritas para el sulfato de colina pero
aumentando la concentracion de COS a 5.2 uM. En el termograma (Figura 5.23)
podemos observar inicialmente un aumento en la potencia del equipo que
corresponde al calor de dilucién del sustrato en el amortiguador de reaccion dentro
de la celda, pero se observa que el potencial disminuye hasta alcanzar de nuevo el
estado estacionario inicial correspondiente a la linea base del calorimetro y no se

observa un proceso exotérmico que pudiera corresponde a la reaccién de hidrdlisis.
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Figura 5.23. Termograma de la hidrdlisis del fosfato de colina por COS a 25°C y pH
7.5. En todas las inyecciones se observa el calor asociado a la dilucién del sustrato,
pero en cada caso se observa que la potencia regresa a la linea base inicial,

indicando la ausencia de reaccion.

Para corroborar esto se realiz6 un experimento para determinar el calor de
disolucion del sustrato en el amortiguador de reaccion, esto es el experimento en
ausencia de la enzima. Como muestra la Figura 5.24, el termograma es muy similar
a lo observado en presencia de la COS, por lo anterior podemos asegurar que no
existe reaccion entre el fosfato de colina y la COS a las condiciones experimentales

estudiadas.
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Figura 5.24.Termograma del calor de disolucién del fosfato de colina en el

amortiguador de reaccion a 25°C y un pH 7.5.

5.7. Ensayos de inhibicion.

Se estudio el efecto inhibidor en la enzima de los productos de la reaccién
nativa: colina y sulfato, asi como también se determind la inhibicién por fosfatos.
Para estos experimentos se utilizé pNPS como sustrato. Inicialmente se utilizé un
intervalo de 10-80 mM de cada inhibidor, y se determiné la actividad a cada una de
las concentraciones. En la Figura 5.25 se puede observar la actividad relativa para
cada inhibidor. En el caso del sulfato no se presentd inhibicion alguna a las
concentraciones empleadas en el analisis. En el caso del fosfato observamos una
rapida caida de la actividad relativa a concentraciones bajas, la cual se mantiene
constante a concentraciones altas. Por otro lado, la inhibicion por colina presenta

un comportamiento menos pronunciado que el observado para los fosfatos, por lo
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que la disminucion en la actividad relativa es proporcional a la concentracion de

compuesto.
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Figura 5.25. La grafica nos muestra la variacion de la actividad relativa de COS en

funcion de la concentracion de diferentes inhibidores a 25°C y un pH 7.5.

Posteriormente se decidi6 realizar un estudio mas detallado sobre el tipo de
inhibicion de COS por la colina, utilizando nuevamente pNPS como sustrato. Para
esto se realizaron ensayos de actividad a diferentes concentraciones de inhibidor, y
se obtuvieron los parametros cinéticos en cada caso. La Figura 5.26 muestra los
graficos de Michaelis-Menten para las diferentes concentraciones de inhibidor.
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Figura 5.26.Grafico de Michaelis—Menten para la hidrdlisis de pNPS a las diferentes

concentraciones de colina a 25°C y un pH 7.5.

Posteriormente se realizé un ajuste global de los datos utilizando el programa
GraphPadPrism 6 con el cual se obtuvo que el comportamiento se ajusta mejor a
una inhibicion de tipo competitiva con una constante de inhibicion (Ki) con valor de
57.8 mM. Una representacion grafica de los datos como dobles reciprocos

(Lineweaver-Burk) se muestra en la Figura 5.27.
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Figura 5.27. Grafica de dobles reciprocos junto con el ajuste global para determinar

el tipo de inhibicidn y su constante de inhibicion a 25°C y un pH 7.5.

Para asegurar que las actividades promiscuas son realizadas por la COS y no
debidas a alguna impureza, se realizo el andlisis de inhibicion por colina para las
actividades promiscuas de monofosfatasa y fosfonatasa, utilizando las mismas
condiciones experimentales que para la actividad de sulfatasa. Las Figuras 5.28 y
5.29 muestran los graficos de Michaelis-Menten para las diferentes concentraciones
de inhibidor para cada una de las actividades promiscuas. Con los datos anteriores
se realiz6 un ajuste global con el cual pudimos determinar que en cada caso el mejor
modelo de inhibicion es el competitivo y las constantes de inhibicién (K)) para las
actividades de monofosfatasa y fosfonatasa son muy similares: 52.8 y 54.46 mM
respectivamente (Tabla 1). Estos resultados sugieren fuertemente que es el mismo

sitio activo el que cataliza la actividad de sulfatasa y las dos actividades promiscuas.
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Figura 5.28. Gréafico de Michaelis—-Menten para la actividad promiscua de

monofosfatas, a las diferentes concentraciones de colina.
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Figura 5.29.Gréfico de Michaelis—Menten para la actividad promiscua de

fosfonatasa a las diferentes concentraciones de colina.
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Tabla 1. Constantes de inhibicion para la COS por parte de la colina utilizando
diversos sustratos.

Ki (mM)
Sulfato (pNPS) 57.83 +6.21
Mono Fosfato (pNPP) 52.8 +5.59
Fosfonato (pNPPP) 54.46 +6.03

5.8. Determinacion de la modificacidén postraduccional.

Como se menciond en la introduccion, al pertenecer COS a la familia de las
ARS requiere una modificacion postraduccional en la cual la Cys del sitio activo es
transformada en formilglicina (FGly). Debido a la importancia de esta modificacion
es necesario determinar su presencia y para ello se realiz6 la cuantificacion de las
cisteinas presentes en la proteina mediante la reaccién de Ellman. En este ensayo
el DTNB (5,5-Dithiobis (&cido 2-nitrobenzoico)) reacciona con las cisteinas
liberando un compuesto colorido por el cual se puede determinar la concentracion

de cisteinas en la muestra (Figura 5.30).
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Figura 5.30. Esquema de la reaccion de Ellman para la cuantificacion de cisteinas

en la proteina.

Para poder determinar la concentracién de cisteinas en la muestra fue
necesario conocer el coeficiente de absortividad molar del compuesto liberado en la
reaccion (acido 2-nitro-5-mercapto-benzoico). Para lo anterior se realiz6 una curva
patron utilizando como estandar acetilcistiina (Ellman, 1959), bajo las mismas
condiciones que el ensayo y obteniendo un coeficiente de absortividad molar de
13,690 M-icm? (Figura 5.31).

56


http://www.novapdf.com/

Resultados

3.
£
[
N
I 2
)
(&)
[
(5]
2
o 1-
(72]
°2
<
0 : : : .
0 50 100 150 200

[Cys] uM

Figura 5.31. Curva patron de la reaccion de Ellman para la cuantificacion de

cisteinas a 412 nm.

Para esta cuantificacion se realizo6 el andlisis a diferentes muestras: la proteina
nativa, la proteina desnaturalizada con urea y la proteina desnaturalizada y tratada
con agentes reductores de puentes disulfuro (DTT y TCEP). Como se muestra en
la Tabla 2, se determiné que de las 6 cisteinas presentes en la proteina 4 estan
libres (muestra desnaturalizada) y 2 estan formando un puente disulfuro (muestras

tratadas con DTT y TCEP), lo cual también nos sugiere la ausencia de la FGly.

Tabla 2. Cuantificacion de cisteinas presentes en la colin-O-sulfatasa utilizando la
reaccion de Ellman

Tratamiento de la Numero de Cys
muestra detectadas
Proteina nativa 0.30+0.01
Urea 8 M 3.99 +0.03
Urea8 M+ DTT 6.05 = 0.09
Urea 8 M + TCEP 5.98 £ 0.01
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Adicionalmente, para determinar la presencia o no de la modificacion
postraduccional de la cisteina 54 del sitio activo, se realiz6 un analisis de
espectroscopia de masas (MS). La proteina fue reducida, alquilada y digerida con
tripsina, posteriormente se realiz6 una cromatografia liquida de alto rendimiento
(HPLC)-acoplado a MS para determinar la posible presencia y la comparacién
directa de los fragmentos que contuvieran la Cys o la FGly. La FGly es un aldehido
gue en medio acuoso sufre una hidratacion para formar un diol (Figura 2.6). Debido
a esto, el analisis de MS es capaz de detectar estas dos especies de FGly con sus
diferentes pesos moleculares. Por esta razon en el analisis de MS podriamos
encontrar el péptido con tres pesos diferentes: el correspondiente a la forma Cys de
la proteina y las dos especies de FGly (Figura 5.32).

Figura 5.32. Especies que pueden detectarse por MS cuando se analiza el péptido

con la cisteina del sitio activo de las ARS.

Los resultados del analisis de MS confirmaron la presencia del péptido enla
forma Cys (Figura 5.33) en la forma carbamidoacetilada (M+3H= 578.93 m/z), el
cual eluye a 17.17 minutos. Los péptidos esperados para la forma FGly del péptido,
aldehido (M+3H=553.93 m/z) y la forma diol (M+3H=559.94 m/z), no fueron
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detectados en el andlisis de MS, lo cual confirma la ausencia total del residuo FGly

en la proteina.
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Figura 5.33. Resultado del analisis HPLC-MS para COS A) cromatograma de iones

extraidos del péptido M+3H=578.93 m/z y B) Espectro de masas para este péptido.
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5.9. Co-expresion.

Con el fin de obtener la proteina con la modificacién postraduccional se
llevaron a cabo co-expresiones de la sulfatasa con la proteina generadora de FGly
(FGE) de Ensifer meliloti. Para esto se siguieron dos metodologias de co-expresion:
utilizando el vector del sistema pDUET (Novagen), y utilizando un sistema de doble
vector (Rabuka et al., 2012).

5.9.1. Produccién de los vectores y cultivo celular

5.9.1.1. Sistema pDUET

Se realiz6 una optimizacién del gen que codifica para la FGE de Ensifer meliloti
para su expresion en E. coli como anteriormente se realizé para la sulfatasa COS.
El gen optimizado fue sintetizado por GeneScript y fue clonado en el pldsmido
pRSFDuet, en el primer sitio de clonacién, mientras que el gen que codifica para la
COS fue insertado en el segundo sitio de clonacion. Con eso se obtuvo el vector de
expresion pRSFDuet+FGE+COS (Figura 5.33A). El vector fue transformado en
células quimicamente competentes de E. coli DH5 a y para corroborar que las
clonas tuvieran el vector correcto se realizé una prueba de patrones de digestidon
utilizando las enzimas de restricciéon Hindlll y Xhol, en el cual se obtuvieron dos
fragmentos correspondientes para el vector (5000pb) y al inserto COS (2000pb)
Figura 5.34 B.
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A)

|-F!5FFI|J\:I + FGE + COS% Lux =
§176bp

Figura 5.34.A) Esquema del vector de expresion pRSFDuet+FGE+COS vy
B) patrones de digestion para el vector de clonacién (linea 1), el vector linelizado
con Xhol (linea 2) y tratado con Hindlll y Xhol (linea3), M marcador de peso en

pares de bases.

Posteriormente el vector pPRSFDuet+FGE+COS fue transformado en E. coli
BL21 (DE3) para su expresion. El efecto de la concentracion de IPTG y la
temperatura de induccion en la co-expresién de colina-O-sulfatasa fue analizado por
actividad especifica de los extractos celulares contra pNPS, esto debido a que al
aumentar la expresion de la proteina FGE se espera que modifigue a COS en su
sitio activo y esto a su vez aumente la actividad catalitica de la COS, siendo esto un
indicador indirecto de la eficiencia de la co-expresion. La concentracion de IPTG se
vario desde 0.25-1.0 mM manteniendo el tiempo de induccion de 7 hr constante.
Este ensayo se realizé a 30°C y 25°C y un ensayo a 18°C. En la Figura 5.35 se
muestra el grafico de la actividad especifica de la proteina a cada una de las
condiciones. Se puede observar que la concentracion de IPTG no es un factor que
influya considerablemente en la actividad especifica de la proteina. Por el contrario
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a 18°C se observa una actividad cercana a la presentada por el control de la
proteina no modificada (COS-Cys), por lo que a estas condiciones es probable que

no hay una expresion de la proteina FGE.
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Figura 5.35. Gréfico de la actividad especifica de COS a las diferentes condiciones
de co-expresion utilizando el sistema pDUET. Modificando la temperatura de

induccion y la concentracion de IPTG (mM).

5.9.1.2. Sistema pBAD + pET

Por otro lado, el gen FGE fue clonado en el vector pBAD, para obtener el vector
pBAD+FGE (Figura 5.36A). El vector fue transformado en células quimicamente
competentes de E. coli DH5 a y para corroborar que las clonas tuvieran el vector

correcto se realizé una prueba de patrones de digestién utilizando las enzimas de
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restricciéon Ncol y Hindlll, en el cual se obtuvieron dos fragmentos correspondientes
para el vector (4,046pb) y al inserto FGE (918pb) Figura 5.36 B.
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Figura 5.36. A) Esquema del vector de expresion pBAD+COS y B) patrones de
digestion para el vector de clonacion el vector tratado con las enzimas de restriccion

Ncol y Hindlll (lineal), M marcador de peso en pares de bases.

Posteriormente, el vector pBAD+FGE fue transformado en E. coli BL21 (DE3)
gue previamente tenian el vector de clonaciéon pET26b-COS para su co-expresion.
El efecto de la concentracion de L-arabinosa en la co-expresion de colina-O-
sulfatasa fue analizado por actividad especifica de los extractos celulares contra
pNPS, ya que esto sera un indicador indirecto de la eficiencia de la co-expresion.
La concentracion de L-arabinosa se vari0 desde 0.0002% hasta 0.2% m/v
manteniendo el tiempo de induccién de 30 minutos constante. Posteriormente se
realizé la expresion de la proteina COS con IPTG como se realiz6 anteriormente
para el pET26-COS. En Figura 5.37 se muestra el grafico de la actividad especifica

de la proteina a cada una de las condiciones. Se puede observar que la actividad
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especifica de las muestras es muy similar (del mismo orden) que para la muestra

COS-Cys por lo que la co-expresion con este método no es muy efectiva.
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Figura 5.37. Gréfico de la actividad especifica de COS a las diferentes condiciones

de co-expresidn con el sistema pBAD.

A pesar de que en los dos sistemas (pDUET y pBAD) se observa un aumento
en la actividad de la COS, la expresion de la FGE no se observa mediante SDS-
PAGE, esto se puede deber a que la cantidad que se expresa es muy poca para la
sensibilidad de este método.

5.9.2. Purificacion

La muestra de COS que finalmente mostré6 mayor actividad especifica fue la
co-expresada utilizando el método pRSFDuet utilizando 0.75 mM de IPTG y 30 °C..

La purificacion se realiz6 utilizando el protocolo antes mencionado para la proteina
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COS-Cys: Un primer paso en una columna de afinidad (His-Trap) seguido de una
cromatografia de exclusion molecular, después de las cuales las se obtiene la
proteina COS-FGly, con un alto grado de pureza. La Figura 5.38 muestra un gel
SDS-PAGE en el cual se muestran los diferentes pasos de purificacién. Después de
la purificacion se obtiene un rendimiento promedio de 45-50 mg de proteina /L de
medio de cultivo. La proteina fue guardada en alicuotas de 1 ml y congelada a -

20°C para su posterior analisis

Figura 5.38. Gel de SDS-PAGE de los diferentes pasos de purificacionl) extracto

crudo, 2) eluida de la columna His-Trap y 3) eluida de la columna de filtracion en

gel.
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5.9.3. Caracterizacion y determinacién de la modificacion
postraduccional

Para determinar el peso molecular de la proteina COS-FGly se utilizé una
columna de filtracion en gel analitica. Inicialmente la columna fue calibrada
utilizando estandares de peso molecular como se realiz6 para la proteina COS-
Cys. Una vez calibrada la columna, se analiz6 la proteina recombinante la cual
considerando el tiempo de elucién se determiné que presenta un paso molecular de
aproximadamente 120 KDa, lo cual es indicativo que la proteina COS-FGly también

se encuentra de forma dimérica en solucion (Figura 5.39).
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Figura 5.39. Determinacion del peso molecular de COS-FGly utilizando una

columna de filtracién en gel.

Posteriormente para corroborar la forma dimérica de COS en solucién se
realiz6 una prueba de DLS. La muestra COS-FGly presenta una mono dispersion
en un radio hidrodinamico de 5.6 nm (Figura 5.40) lo cual representa una masa
molecular de 120 KDa lo cual corresponde a la forma dimérica de esta proteina.
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Figura 5.40. Andlisis DLS para la proteina COS-FGly, en el cual se muestra un

solo pico con un radio hidrodinamico en 5.6nm.

Para determinar la presencia de la modificacion postraduccional se realizé la
cuantificacion de las cisteinas presentes en la proteina mediante la reaccion de
Ellman, se utiliz6 el coeficiente de absortividad molar de 13,690 Micmt
determinado anteriormente. Para esta cuantificacion se realiz6 el andlisis a
diferentes muestras: la proteina nativa y la proteina desnaturalizada con urea. Con
esta prueba se determiné que de los cuatro equivalentes de cisteinas libres
presentes en la proteina (los dos restantes estdn formando un puente disulfuro),
3.71 cisteinas estan presentes. Esto nos indica que tenemos una mezcla de
proteina no modificada COS-Cys y proteina modificada COS-FGly, esta ultima se

encuentra en un 29 %.

67


http://www.novapdf.com/

Resultados

5.9.4. Ensayos de actividad nativa.

Para determinar la actividad cinética de la proteina COS- FGly contra su
sustrato natural, el sulfato de colina, se utiliz6 nuevamente calorimetria (ITC)
utilizando la técnica de multiples inyecciones. Este ensayo se realizo utilizando las
mismas condiciones empleadas para la muestra COS-Cys, solo se modificé la
concentracion de enzima disminuyéndola hasta una concentracion final en la celda
de 25 nM. Bajo estas condiciones se obtienen un termograma similar al obtenido
para la COS-Cys (Figura 5.41).

1.5,

0 2000 4000 6000 8000
Tiempo (s)

Figura 5.41 Termograma de la hidrdlisis del sulfato de colina por COS-FGly .En este
se observan las multiples inyecciones asi como los diferentes estados estacionarios

correspondientes a las velocidades iniciales a cada concentracion a pH7.5y 25°C.

Para poder transformar el termograma en un grafico de velocidades iniciales

en funcion de la concentracién de sustrato (grafico de Michaelis —Menten), se utilizd
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la Ecuacion 1 y el valor obtenido de AHapp. Con esto se obtuvo el grafico de
Michaelis-Menten para la hidrdlisis de sulfato de colina (Figura 5.42). En esta se
puede obtener las constantes cinéticas kcat5.22 + 0.2 s y un valor de Km = 14.05 +
1.0 mM. Por otro lado, para la proteina COS-FGly también se puede observar la
presencia de inhibicidn por sustrato con una constante de inhibicién por sustrato K;
13.6 mM.

4.0x10°3

3.0x10%;

2.0<103;

V, (M/s)

1.0x10 3

5 10 15 20
[Sulfato de colina] (mM)

Figura 5.42. Grafico de Michaelis-Menten para la hidrdlisis del sulfato de colina por

COS-FGly a pH 7.5y 25°C.En la cual se observa una inhibicién por sustrato.

El valor de kca de 5.22 st es el obtenido para la mezcla de proteinas
modificada (29%) y no modificada (71%), por lo que si consideramos que sélo el 29
% de la proteina se encuentra modificada, la kcat de la enzima modificada tiene un
valor de 17.35 s

Adicionalmente, se determind la actividad catalitica de COS-FGly contra el
sustrato sintético pNPS siguiendo su hidrélisis a 400 nm. Las constantes que se
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obtuvieron fueron: keat = 0.726 s, y Ku= 76.2 mM. Al igual que con la muestra COS-
Cys con este sustrato no se logra la saturacion de la enzima (Figura 5.43).

3.0x10%;

Vo (M/s)

0 20 40 60 80
[PNPS] (mM)

Figura 5.43. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrdlisis del pNPS por COS-
Fgly apH 7.5y 25°C. Se puede observar que no se logra la saturacién de la enzima

con este sustrato.

5.9.5. Ensayos de actividad promiscua.

El estudio de las actividades promiscua de monofosfatasa, de la COS-FGly,
se realizd utilizando el sustrato p-nitrofenilfosfato y los ensayos cinéticos se
siguieron espectrofotométricamente cuantificando la formacién del p-nitrofenol a
400 nm.

En el caso de la actividad promiscua de monofosfatasa, se observan unas

constantes cinéticas de kcat= 6.204 10 s'ly un valor de Km = 9.66 mM (Figura 5.44).
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La actividad de fosfodiesterasa contra en bpNPP no fue detectada a las condiciones

utilizadas en los experimentos.
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Figura 5.44. Cinética de Michaelis-Menten para la actividad promiscua contra
pPNPP con la enzima COS-FGly.

Adicionalmente, la actividad de monofosfatasa se intenté determinar con un
analogo del sustrato natural: el fosfato de colina. Esto se realizd utilizando
calorimetria ITC, utilizando el método de mudltiples inyecciones, utilizando las
mismas condiciones descritas para el sulfato de colina. En la Figura 5.45 se
observa un termograma similar a lo observado con la COS-Cys, por lo anterior
podemos asegurar que no existe reaccion entre el fosfato de colina y la COS-FGly

a las condiciones experimentales empleadas.
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T
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Figura 5.45.Termograma de la hidrdlisis del fosfato de colina por COS-FGly. En
este se observan en multiples inyecciones el calor asociado a la disolucién,

posteriormente se observa que la potencia regresa a la linea base a pH7.5 y 25°C.
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6. Discusion.

En 1998 fue identificado el gen BetC que codifica para la colin—O-Sulfatasa
(COS) de Ensifer meliloti (Osteras et al., 1998). La secuencia proteica de la enzima
presenta una gran similitud con los miembros de la familia de las arilsulfatasas,
incluyendo la secuencia de reconocimiento para que una cisteina de su sitio activo
sea modificada al amino &cido formilglicina. Esta modificacion es catalizada por la
enzima FGE y la secuencia de reconocimiento es la mas conservada dentro de la

familia de las arilsulfatasas.

En este trabajo la COS fue expresada en E. coli y después de ser purificada
presenta un peso aparente de 59 KDa en SDS-PAGE considerando la presencia de
la His-Tag. Se determind también que en solucion presenta una estructura dimérica,
lo cual es poco comun en las arilsulfatasas ya que estas enzimas tienen una
estructura muy conservada, formando principalmente mondémeros con una
estructura 3-D de sandwich a/f (Hanson et al., 2004). Solo la arilsulfatasa A de
humano ha sido reportada como dimérica (Lukatela et al., 1998). Por otro lado, la
forma dimérica es comiun en miembros de otras familias dentro de la misma
superfamilia, como las fosfatasas alcalinas y las fosfonatasas monoester hidrolasas,
gue llegan a presentar tetrameros (dimero de dimeros)(Jonas et al., 2008).

Las arilsulfatasas presentan un alto grado de conservacion principalmente en
la secuencia de reconocimiento para la modificacion postraduccional C/S-X-P-X-R
(Dierks et al., 1999; Hanson et al., 2004; Sardiello et al., 2005; von Figura et al.,
1998) la cual es fundamental para su actividad. Sin embargo, a pesar de la
presencia de esta secuencia en la COS, dicha modificaciébn no se presento en la
proteina expresada en E .coli, o cual nos indica que la FGE presente en E. coli no
es capaz de reconocer a nuestra enzima. Este hecho ha sido también reportado con
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algunas otras arilsulfatasas. Lo anterior nos demuestra que la sola presencia de la
secuencia de reconocimiento no es suficiente para que dicha modificacion se lleve
a cabo. La Tabla 3 muestra que esta secuencia consenso puede ser reconocida y
transformada a FGly en diferentes grados en E. coli por la maquinaria enzimatica,
la cual no ha sido todavia identificada (Benjdia, Deho et al. 2007). En algunos casos,
una mezcla de cisteina sin modificar y FGly ha sido observado por andlisis
cualitativo de MALDI-TOF, mientras que en otros casos solo el péptido con la FGly
se ha detectado, lo cual indica 100% de modificacion. Sélo en tres ejemplos el grado
de formacion FGly se ha cuantificado directamente en mezclas con los péptidos de
Cys no modificados. Para casi la mitad de todos los casos, el porcentaje de FGly no
se ha determinado. Basandose en estos resultados, es evidente que la presencia
de los cinco residuos minimos conocidos como "firma de sulfatasa”, o incluso la
secuencia extendida de 25 aminoacidos presentada en la Tabla 3, no es una
garantia de modificacion ni siquiera parcialmente de FGly en E. coli. La enzima
Iduronato 2-sulfato sulfatasa humana y COS tienen un residuo de serina en la
posicion (-13) con respecto a la cisteina del sitio activo que es diferente del residuo
consenso glicina, pero aun con glicina en esta posicion, la modificacion puede ser
baja ya que fue el caso de la sulfatasa de M. tuberculosis (Hossain, Kawarabayasi
et al. 2009).
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Tabla 3. Secuencias de reconocimiento para la cisteina del sitio activo expresadas
en E. coli, y el porcentaje de modificacion a FGly.Tomada de (Sanchez-Romero &

Olguin, 2015)
. Presencia  Método de Co-

Sulfatasa Secuencia FGly determinacion expresion Ref
Ei_'hze;)a”””m (69)GTRFTRAYCAQPLCTPSRSAIFSG ~ 100%  MALDI-MS e
C. perfringens Parcial ) - (Berteau et al.,
(BAB79937.1) (37)GYNFENAYTAVPSCIASRASILTG 100% MALDI-TOF aNSME 2006)

P. aeruginosa (Olguin,
(39)GLRLTDFHTAST-CSPTRSMLLTG  95% DTNB ODA SkevY{
- o ‘Donoghue,
(CAA8B8421.2) & Hollfelder,
2008)
(EAZ‘ZTQ’:H ,  (41)SARFHNNYTSSPLCAPARASFMAG 0% DTNB This work
M. tuberculosis K(Hossbain, _
awarapayasl,
(F70837) (45)GILFTRAHATAPLCTPSRGSLFTG ND! Kimura, &
Kakuta, 2009)
(Flli;agg%n;os y (B6IGLLFPNFYSANPLCSPSRAALLTG  ND* <R§€”2%“1%Z) et
H. sapens 71)SLLFQNAFAQQAVCAPSRVSFLTG  ND! Noros et
(AACT7828.1) 1) Q Q Ave;rgi;ta .
(Jovecic,
P. sp ATCC19151 Venturi,
(CBI83290.1) (40)GVVFDSAYCNSPLCAPSRFTLVSG ND Topisirovic, &
Kojic, 2011)
F. heparinum (Myette,
Soundararajan,
Shriver,
FHES (67)GMLFNNCFVTNAVCGPSRATILTG ND Raman, &
Sasisekharan,
2009)
F. heparinum . (I\gyette,_
ounaararajan,
NSulf (67)GVRFTNAFCSSPSCTPARAGMLTG ND Behr. et al.
2009)
H. pomatia (V'\:/.ittsr:ock,
- 2 ischer,
(AAF30402.1) (71)GVRLENYYVQ-PICTPTRSQLMSG Svendsen, &
Halkier, 2000)
Phosphonate Monoester Hydrolase
R.leguminosarum 25% fluorophore - (Jonas et al.,
(WP025417352.1) (49)GTLFRRHYAGAAPCSPARATLYTG 62% labelling MtbFGE 2008)
B. caryophylli Parcial (
van Loo et
( AAC44467.1) (45)GLTFRNHVTTCVPCGPARASLLTG Parcial®? MALDI-TOF  \urFGE al., 2010)

ND No determinado.
[1] La baja actividad sugiere falta de modificacion.
[2] Expresion en E. coli no completada.

[3] Parcialmente, pero aumenta en comparacién a la no co-expresada.
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Para aumentar el porcentaje de la modificacion a FGly en las sulfatasas
recombinantes expresadas en E. coli, una estrategia comun es la co-expresion de
enzimas generadoras de Fgly (FGE). Por ejemplo: la expresion de la sulfatasa de
Clostridium perfringens, se realiz6 junto con la co-expresion de su correspondiente
anSME en E. coli obteniéndose la completa conversién (Berteau, Guillot et al. 2006).
Del mismo modo, hidrolasas de monoéster de fosfonato (PMHSs), que son enzimas
gue comparten la secuencia de reconocimiento de las sulfatasas, fueron co-
expresadas con la FGE de Mycobacterium tuberculosis (MtbFGE) obteniendo
conversiones de 62 % (Jonas, van Loo et al. 2008, van Loo, Jonas et al. 2010). Este
ultimo método es muy eficiente (> 85%), ya que se logra modificar secuencias de
reconocimiento para FGE en el N- o C- terminal en algunas proteinas (Berteau,
Guillot et al. 2006, Jonas, van Loo et al. 2008, Rabuka, de Rush et al. 2012), pero
en PMHSs las conversiones fueron mucho mas bajas (Jonas, van Loo et al. 2008,
van Loo, de Jonas et al. 2010).

El genoma de Ensifer meliloti incluye una supuesta FGE y en este trabajo se
realiz6 su co-expresion con COS. Sin embargo, con la co-expresion solo se logré la
modificacién parcial de la cys54 en un 29%, esto se cree que fue debido a la baja
expresion de FGE en E. coli. Como era de esperar la presencia parcial de FGly
aumenta la actividad enzimatica, especialmente la kcat, que fue aumentada 65 veces
(Figura 6.1), lo cual concuerda con el aumento observado de entre 5y 2500 veces
en kcat en otras sulfatasas o hidrolasas de monoéster de fosfonato (Recksiek,
Selmer et al. 1998, Jonas, van Loo et al. 2008, Olguin, Askew et al. 2008, van Loo,
de Jonas et al. 2010). En esos ejemplos, la comparacion realizada entre la enzima
no modificada y modificada fue posible utilizando una mutacién en sus sitios activos

(Cys a Ser), esto se hizo para evitar la formacién de FGly en E. col..
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Figura 6.1. Incremento de A) kecat y B) eficiencia catalitica (kca/Km), para la enzima
modificada COS-FGIly en comparacion a la no modificada COS-Cys. El valor de Ku
no se modifica con la FGLYy.

A pesar de la ausencia de la modificacion postraduccional, COS-Cys era una
enzima competente capaz de realizar multiples ciclos cataliticos como se mostré en
la Figura 5.20. Esto muestra que la enzima debe tener un mecanismo alternativo
para llevar a cabo su funcién a pesar de la ausencia de la FGly, por lo que nos indica
la importancia de la COS en la bacteria. En ausencia de la FGly es muy probable
que el ataque nucledfilico sea realizado por el —SH de la cisteina como se observa
en la Figura 6.2A, en lugar del grupo —OH de la FGly Figura 6.2B.
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Figura 6.2. Mecanismos cataliticos propuestos A) en ausencia de la modificacion

postraduccional (FGly) y B) con la modificacién.

Por otro lado, el valor de Km 11,1 mM obtenido en este trabajo para COS-Cys
es conservado para la enzima COS-FGly, como es el caso de las enzimas
parcialmente modificadas y las realizadas con mutantes de Ser (Recksiek, Selmer
et al. 1998, Jonas , van Loo et al. 2008, Olguin, Askew et al. 2008, van Loo, de
Jonas et al. 2010). Este valor relativamente alto de Ku es consistente con otros Kus
para otras colina-O-sulfatasas de fuentes naturales: 40 mM para Pseudomonas
nitroreducens (Takebe 1961); 35 mM de Aspergillus nidulans (Scott y Spencer 1968)
y 1.4 mM para Pseudomonas aeruginose (Lucas, Burchiel et al. 1972), y podria
implicar que las concentraciones intracelulares de sulfato de colina estan en el rango
milimolar, al igual que lo es para muchos otros osmoprotectores (Bernard, Pocard
et al. 1986, Miller y Wood 1996). También la inhibicion por sustrato observada para
COS, podria ser utilizada para prevenir el agotamiento rapido de sulfato de colina
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cuando se encuentra en alta concentracion y preservar su efecto osmoprotector
(Reed, Lieb et al., 2010).

En cuanto a su especificidad de sustrato, COS mostrd una keat ~ 8 veces menor
contra los de éster de sulfato aromaticos (pNPS y MUS), en comparacion con el
éster de alquilo del sulfato de colina, a pesar de que los primeros son ~ 108 veces
mas labiles (Edwards, Lohman et al. 2012). Del mismo modo podemos observar la
baja afinidad por estos sulfatos aromaticos, observando sus valores elevados de
Km. Este comportamiento es contrario a otras arilsulfatasas que muestran las kcas
mas altas y valores menores de Km para los sustratos aromaticos (Hanson, Best et
al. 2004,(D. E. Kim et al., 2005; J. H. Kim et al., 2004; Okamura, Yamada, Murooka,
& Harada, 1976; Pesentseva et al., 2012; Stawoska et al., 2010). Esta actividad baja
o nula hacia sulfatos aromaticos podria ser una caracteristica comun de las colina-
O-sulfatasas, ya que también se observé para el caso de la colina-O-sulfatasa de
Pseudomonas nitroreducens (Takebe 1961) y resultaria interesante conocer en un

futuro las diferencias estructurales y mecanisticas de esta distincion.

La kcat medida indica la notable eficiencia catalitica (Kcat'kuncat) de las COS,
modificada y no modificada, ya que la reaccién de hidrélisis para el sulfato de colina
se acelera de 10?° -10%2 veces en comparacion con la reaccién no catalizada (Kuncat
=2.25 x10?! s’ estimada mediante el uso de la ecuacion de la grafica de Brgnsted
reportada (Edwards, Lohman et al. 2012) y usando un pKa = 13,9 para el sulfato de
colina (Dawson 1982)).

Por otro lado, a pesar de que los valores de la constante catalitica kcat de la
COS por la actividad promiscua de monofosfatsa (pNPP) es varios 6rdenes de
magnitud menor que para el sustrato natural, ésta presenta una eficiencia catalitica
(kca/kuncat) de las COS, modificada y no modificada, considerablemente alta con
respecto a la reaccion no catalizada, ya que se acelera la reaccion de 107 -108 veces
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en comparaciéon con la reacciéon no catalizada (kuncat = 2.25 x10! s (Edwards,
Lohman, & Wolfenden, 2012)). Estos valores son altos, ya que la mayoria de las
enzimas presentan valores de eficiencia catalitica (kcat/kuncat) para sus actividades
nativas entre 107 — 10'° veces (Wolfenden & Snider, 2001). Esta disminucién entre
la actividad nativa y promiscua de 1000 veces, es comparable con la reportada para
la arilsulfatasa de P. aeruginosa (Olguin et al., 2008).

Anteriormente, la presencia de la FGly en las enzimas se asociaba
exclusivamente a las sulfatasas de tipo |, pero recientemente se demostrd que otras
enzimas de la superfamilia de la fosfatasa alcalina presentan esta modificacion: la
familia de las Fosfonato monoester hidrolasa/ fosfodiesterasa (PMH). Debido a esto,
enzimas inicialmente clasificadas como sulfatasas, se clasificaron después como
PMH (Jonas et al., 2008, van Loo, 2010 #87). Debido a esto fue necesario analizar
la actividad de la COS contra fosfonatos (pNPPP) para asegurar la correcta
clasificacion de esta como sulfatasa de tipo |. Lo anterior se demuestra con la baja
actividad contra fosfonatos (kcat *100 veces menor que para el sulfato de colina) que

presenta la COS.

Por otro lado, no se observo la actividad contra el fosfato de colina a las
condiciones utilizadas en este trabajo, lo cual contrasta con lo reportado por Osteras
(Osteras et al.,, 1998), quien observd actividad contra este substrato, pero en
extractos crudos de Ensifer meliloti que fueron crecidas afiadiendo sulfato de colina

al medio para inducir la expresién de la COS.

Con el analisis de inhibicion por colina, podemos ver que este comportamiento
es consistente con una inhibicibn competitiva. Los valores de esta inhibicion se
observan en la Figura 6.3 en la cual podemos observar que las constantes de
inhibicion por colina para las diferentes actividades, tanto nativas como promiscuas,

son muy similares dentro del error experimental. Con esto podemos asegurar que
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las actividades tanto nativa como promiscuas ocurren en el mismo sitio activo de la

proteina (Olguin et al., 2008).
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Figura 6.3. Grafica de las constantes de inhibicion competitiva por colina para

cada una de las actividades.
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7. Conclusiones

Se logré la expresion heteréloga de la colina-O-sulfatasa de Ensifer meliloti en
E. coli con un rendimiento aproximado de 35 mg /litro de cultivo. La proteina se

purifico a un alto de pureza y se encuentra en forma

dimérica en solucién.

Se determiné la ausencia de la modificacion postraduccional de la COS
expresada en E. coli, por lo que el mecanismo de maduracion de sulfatasas en E.
coli no es capaz de reconocer a COS a pesar de tener la “firma” de las sulfatasas

€en Su secuencia.

A pesar de la falta de la modificacién postraduccional, la enzima COS es
funcional, ya que se logré medir su actividad contra su sustrato natural (sulfato de
colina), asi como contra “sustratos modelo” para las sulfatasas y en ambos casos la

enzima puede realizar multiples ciclos cataliticos.

La proteina no modificada presenta actividades promiscuas de
fosfomonesterasa y fosfonatasa, con kcas 100 6 10 veces menores,
respectivamente, en comparacion con la actividad nativa. Durante los experimentos

no fue posible detectar la actividad promiscua de fosfodiesterasa.

Se logro la co-expresiéon de la COS con la FGE de Ensifer meliloti, utilizando
el sistema pDUET, con lo que se obtuvo una modificacién postraduccional parcial
a FGly de 29% de la COS. Con esta modificacion, la kcat de la COS aumento 65

veces en comparaciéon con la enzima no modificada.
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Sanchez-Romero J.J., Olguin L. (2015). "Choline sulfatase from Ensifer
(Sinorhizobium) meliloti: Characterization of the unmodified enzyme” Biochemistry
and Biophysics Reports, Volume 3, September, Pages 161-168.

doi:10.1016/j.bbrep.2015.08.002

87


http://www.novapdf.com/

Anexo

Biochemistry and Biophysics Reports 3 (2015) 161-168

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbrep

Contents lists available at ScienceDirect

Biochemistry and Biophysics Reports BB

Reports

Choline sulfatase from Ensifer (Sinorhizobium) meliloti: Characterization @Cmm,k

of the unmodified enzyme

Juan José Sanchez-Romero, Luis F. Olguin ™

“Laboratorio de Biofisicoquimica, Facultad de Quimica, Universidad Nacional Autdnoma de México, México D, F. 04510, México

ADPTICTE ITNEN ARCTDACT

@ 2015 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY license

1. Introduction

Ensifer meliloti (formerly Sinorhizobium meliloti) is a nitrogen-
fixing a-proteobacterium that establishes root nodule symbiosis
with legume plants, providing ammonia to their hosts and re-
ceiving nutrients from them [1]. In free life or in symbiosis, these
bacteria have to deal with adverse environmental conditions such
as droughts, rain or floods, which cause severe changes in their
extracellular osmolality. An immediate response to cope with
these situations is to accumulate or release ions and selected low-
molecular-weight organic molecules called osmolytes that coun-
teract the osmotic gradient [2-5]. Glycine betaine is a potent and
well-characterized osmoprotectant widespread in nature [5,6],
and E, meliloti can efficiently transport it to its interior through
high-affinity uptake protein systems [4,7]. Alternatively, it can
synthesize glycine betaine from choline-O-sulfate by a three-step

Abbreviations: COS, E. meliloti choline-0-sulfatase; FGly, «-formylglycine; FGE, a-
formylglycine-generating enzyme; anSME, bic sul maturing x
pNPS, p-nitrophenyl sulfate; MUS, 4-methylumbelliferyl sulfate: ITC, isothermal
titration calorimetry; DLS, dynamic light scattering; MALDI-TOF, matrix assisted
laser desorption ionization time-of-flight: DTNB, 5,5'-Dithiobis{ 2-nitrobenzoic
acid); DTT, DL-Dithiothreitol; TCEP, Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride;
UPLC-ESI-Q-TOF-MS, Ultra-performance liquid chromatography-electrospray ioni-
zation-quadrupole time-of-flight-mass spectrometry

* Corresponding author.

E-mail address: olguinlf@comunidad.unam.mx (LF. Olguin).

http:/fdx.doi.org/10.1016/j.bbrep.2015.08.002

(http:/[creativecommons.orgflicenses/by/4.0/).

pathway with choline and betaine aldehyde as intermediates
(Fig. 1) [8]. The genes involved in this metabolic pathway con-
stitute the operon bet!CBA, which is composed of a regulatory gene
(betl) and three structural genes: betC (choline-O-sulfatase, or
COS), betB (betaine aldehyde dehydrogenase) and betA (choline
dehydrogenase) [8].

The metabolic pathway is controlled by Betl, a repressor that
regulates the expression of bet genes in response to the inducer
choline [9]. Transcription of the operon can also be initiated to a
lesser extent by the presence of choline-O-sulfate or acetylcholine,
but not by the presence of high salt concentration alone [9].
However, as the product of the route, glycine betaine, is a potent
osmolyte that accumulates in E. meliloti under salt stress [10,11],
choline-0-sulfate or choline can allow the proliferation of E. me-
liloti under high salt concentration through their transformation to
glycine betaine [8,9]. Under no salt stress, E. meliloti can import
choline or choline-0-sulfate from its surroundings and transform
them to glycine betaine, which can be further metabolized to cope
entirely with the carbon and nitrogen cell demands in the absence
of other nutrients [8,11]. The inorganic sulfate produced by the
hydrolysis of choline-0-sulfate can also be used as the only source
of sulfur by E. meliloti [8]. Choline-0O-sulfate, has been shown to be
biosynthesized and accumulated by a variety of plants, marine and
soil fungi and red algae where it serves as an osmoprotector and
sulfur reservoir [12-18]. In contrast, certain bacteria, as Bacillus
subtilis, Escherichia coli and Salmonella typhimurium, accumulate

2405-5808{© 2015 The Authors, Published by Elsevier B.V, This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/),
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choline-0-sulfate as osmoprotector without further metaboliza-
tion [ 19,20]. Choline-0-sulfate can be released to the environment
through root exudation or microbial cell decay [4,21] and once in
the soil, it can be taken by other microorganisms as an important
source of sulfur, carbon and nitrogen [22,23]. The extent of cho-
line-O-sulfate in soil or other environments is not well character-
ized, however, its direct or indirect role as osmolyte and the
widespread presence of choline sulfatase genes in microbes [24]
suggest an important role of this compound and these enzymes in
the biological sulfur cycle.

Amino acid sequence analysis of COS revealed that this enzyme
belongs to the type | sulfatases family (previously named ar-
ylsulfatases) [8,24]. These enzymes share high degree of con-
servation in sequence, structure and enzymatic mechanism among
all life kingdoms and hydrolyze many diverse sulfate esters pre-
sent in mono- oligo- and polysaccharides, proteoglycans, amino
acids, steroids and glycolipids [25]. Recent genetic analyzes iden-
tified a few peptide signatures that seem to be specific for choline
sulfatases [24]. In E. meliloti and other members of the Rhizobia-
ceae family, the gene betC, is in the operon betICBA mentioned

LdlllE PeLipid> e LIy, Proveinn diu wo dil ALE=Diiungg proceig
with a putative sulfate permease activity [22,24]. All type I sulfa-
tases, including COS, have a highly conserved amino acid sequence
in their active site; (C/S)-X-(P/A)-X-R [25-27]. This sequence is
critical, since it is the recognition site for a post-translational

mamdificatine af an ackiiia ciba mebaian ae cariaa sacidiia ba tlha

or by an anaerobic sulfatase maturing enzyme (anSME) depending
on the organism [27]. E. coli is only able to modify cysteine re-
sidues and the identification of the enzymatic machinery re-
sponsible for this modification in this bacterium has been elusive
[28].

Given the apparent ubiquity of choline-O-sulfatases in micro-
organisms [24], their study is important in understanding sulfur
metabolism in microorganisms and soil, and in some contexts the
osmoprotection capacity of their substrate. To our knowledge,
there are only three reports of biochemical characterization of
choline-0-sulfatases, but in all of them only crude extract or par-
tially purified proteins were studied [14,29,30]. In this work the

heterologous expression of COS was performed in E. coli BL21
(DE3), followed by complete purification and biochemical
characterization.

Anexo

COS gene (betC) sequence [AAC13371.1] was codon optimized
for E. coli expression (Supplementary material Fig. 51), synthe-
sized, and sequenced by GenScript USA Inc. Then, it was subcloned
in pET26b+ with a C-terminus Hisg-tag sequence. Overexpression

250 mM imidazole in 10-column volumes. Fractions were ana-
lyzed by 10% SDS-PAGE and those containing the enzyme were
pooled and further purified by size exclusion chromatography
(HiLoadSuperdex 200 16/600 GL; GE-Healthcare) using Tris—HC|
(20 mM) buffer pH 7.5. Fractions containing the pure enzyme were
mixed and its concentration calculated spectrophotometrically at
280 nm using a theoretical molar extinction coefficient of
97,750 M~ ' cm~ " [31]. The enzyme was aliquoted and stored at
—20°C. Typical yields of purified protein were in the range 30-
35 mg of protein/L of culture.

2.3. Biochemical characterization and enzymatic activity

The molecular weight of the native enzyme was determined
with a gel filtration analytical column (Superdex 200 10/300 GL;
GE-Healthcare) using as standards: thyroglobulin (670 kDa),
gamma globulin (158 kDa), ovoalbumin (44 kDa), myoglobin
(17 kDa) and vitamin B12 (1.35 kDa) (Gel Filtration Standard; Bio-
Rad).

Masses were determined with a Bruker Microflex matrix as-
sisted laser desorption ionization time-of-flight (MALDI TOF) in-

HUCAI PUSILIVE HHIUUC UL LT 1Hadd 1dlgc Ul LU0 UTLJiu,uuy id.
1.0 pL of sample solution was mixed with 5 pL of 30% acetonitrile,
70% water, 0.1% trifluoroacetic acid, and saturated with sinapinic
acid. Then, 1.0 pL of this solution was deposited onto the MALDI
target and allowed to dry at room temperature.

Dvnamic light scattering (DLS) measurements were nerformed

Uy dIU d FEILIET LEINPETdLUre CONnwoner. 1neg nyarouyndiig rauamus
was calculated using the Zeta Sizer software provided with the
equipment.

Enzyme-catalyzed hydrolysis of choline-O-sulfate (Cambridge
Isotope Laboratories) was measured by Isothermal Titration Ca-
lorimetry (ITC) using a VP-ITC microcalorimeter (Microcal Inc.) at
25 °C in the Reaction Buffer (200 mM Tris-HCl pH 7.5 and 500 mM
NaCl). The kinetic parameters were obtained following the pro-
cedure of multiple injections [32] in which a COS solution
(2.46 uM) was incubated in the calorimetric cell and a solution of
choline-0-sulfate (300 mM) was injected multiple times (2 = 5 uL
and then 18 = 10 uL) to acquire a calorimetric thermogram. The
calorimetric data were transformed to initial rate vs substrate

concentration plots using the ITC Data Analysis in Origin 7.0 (Mi-
crocal Inc.) [32]. The enthalpy of the reaction was determined by
triplicate using the single injection method in which a COS
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been fully illustrated [32-34].

COS enzymatic activity against p-nitrophenyl sulfate (pNPS,
Sigma-Aldrich) or 4-methylumbelliferyl sulfate (MUS, Sigma-Al-
drich) was measured in the Reaction Buffer at 25 °C. Substrate
concentrations were varied between 1 and 80 mM or 1 and 20 mM

AT o B M LALLM ML W B W BT SRR LR v g

Aldrich) was added as an inhibitor at concentration of 20, 50 and
70 mM. The activity was obtained by measuring the absorbance
changes at 400 nm.

2.4. FGly determination

The total number of cysteines present in a sample of COS was
determined by the Ellman's reaction [35,36]. A 2 mM stock solu-
tion of 5,5'-Dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB, Sigma-Aldrich)
in 50 mM sodium acetate was prepared, and 50 uL of this DTNB
stock solution and 100 uL of 1M Tris-HCl buffer pH 8.0 were
mixed with distilled water up to a volume of 990 uL. Then, 10 pL of
one of the following protein solutions (250 pM) were added: 1)
native protein; 2) protein previously treated with 8 M urea; 3)
protein treated with 8 M urea and 100 mM DL-Dithiothreitol (DTT,
Sigma-Aldrich) and 4) protein treated with 8 M urea and 100 mM
Tris{2-carboxyethyl)phosphine hydrochloride (TCEP, Sigma-Al-
drich). Remaining DTT and TCEP were removed from samples

Anexo
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vestigated by ultra-performance liquid chromatography coupled to
electrospray ionization tandem quadrupole time-of-flight mass
spectrometry (UPLC-ESI-Q-TOF-MS) based on the procedure de-
scribed by Rabuka et al. [37]. After purification, ~200 pg of COS
were denatured in 6,0 M urea and 100 mM Tris pH 8.5 for 15 min.

CAPILOILU B L LU DL 1 ) SN UL WAL LU LY a1
for 7 h at 30 °C (Fig. 2A; lane 1). Its purification was easily achieved
thanks to a Hisg-Tag at its C-terminus (Fig. 2A; lane 2) and a final
purification step through a gel filtration column (Fig. 2A; lane 3)
was performed to remove several soluble aggregates of protein not
visible in the SDS-PAGE gel (Fig. 2B).

The apparent molecular mass of COS was ~63 kDa as esti-
mated by SDS-PAGE (Fig. 2A), which is in agreement with the
expected 59 kDa value considering the Hisg-Tag. Subsequently, the
molecular mass was determined in non-denaturing conditions
using a gel filtration analytical column giving a molecular mass of
123 kDa (Fig. 2C), indicating that COS exists in a dimeric form in
solution. DLS tests exhibited a single peak with a hydrodynamic
radius of 5.6 nm consistent with a dimeric form of the protein
(Supplementary material Fig. 52). The sample was also subjected
to MALDI-TOF mass spectrometry giving two peaks at 118 and
59 kDa corresponding to the dimeric and monomeric forms of COS
(Supplementary material Fig. 53).
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before a signiﬁ_cant amount of chaline-O-sulfate was hydrolyzed. tB) Michaelis-Menten plot for the choline-0O-sulfate hydrolysis. Data was ob

Anexo

d by transforming the

calorimetric data to initial rates using procedures reported in the literature (see Section 2), (C) and (D) Michaelis-Menten plot for the hydrolysis of pNPS and MUS re-

spectively obtained by UV-vis spectrophotometry.

observable tor this reaction, Multiple injections ot the substrate to
a calorimetric cell with the enzyme gave a typical thermogram
(Fig. 3A) that was interpreted and transformed to a usual Mi-
chaelis-Menten plot (Fig. 3B) [32]. The observed peaks in the
thermogram correspond to the dilution heat of the substrate

rasching tha calavimsareis call Afrae asch masls tha tharmaal aacas

more negative steady-state level observed after each injection
corresponded to a higher rate. However, at ~4000 s the thermal
power started to increase (lower rate) indicating the presence of
substrate inhibition (Fig. 3A and B). To transform the calorimetric
data from the thermogram to enzymatic initial rates it is necessary
to experimentally determine the apparent reaction enthalpy
(AHpp). This was obtained by a single injection experiment
(Supplementary material Fig. S4), giving a
AHapp=—73.63 + 334 k]/mol (—17,600 + 800 calfmol). Table 1
shows the kinetic parameters for the COS catalyzed choline-0O-

solubility in the buffer employed (Fig. 3C and D). Despite the low
activity observed for COS, multiple catalytic cycles were observed
for the substrates. For example, for pNPS we measured 73 turn-
overs per hour (Fig. 4A), while for choline-O-sulfate 93 turnovers
were measured in the same period of time in a single injection

KINETIC paramerers T10r LUS Catalyzea nyarolysis 0T SUITate esTers SUDSTTates ar £ L
and pH 7.5. Reported values represent the average of three independent mea-
surements and error ranges represent one standard deviation.

Substrate kear (s 1) Kw (mM) K (mM) " keu/Kn(s ' M)

experiment (Supplementary material Fig. 54). Additionally, COS
activity against choline phosphate was tested by calorimetry, but
no activity was detected, even though a 20-fold more enzyme than
with choline-0-sulfate was used (Supplementary material Fig, S5).
This contrasts with the reported by Osteras et al. [8], who ob-
served phosphatase activity towards choline phosphate in E. me-
liloti crude extract obtained after COS induction.

3.3. COS activity-pH profiles and product inhibition

of COS specificity constant (ke/Kw) showing a maximum at pH 6.5
(Fig. 4C). Individual graphs of ke, and Ky, as a function of pH are
shown in Supplementary material Figs. 56 and 57.

The possible inhibitory effects of the cognate reaction products,
choline and inorganic sulfate, in COS catalyzed hydrolysis were
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examined using pNPS as substrate. Choline inhibited COS com-
petitively with an inhibition constant (K;) of 57.8 mM (Fig. 4D) but
no inhibition was observed with ammonium sulfate up to a 70 mM
concentration.

34. Determination of FGly modification

Due to the low COS catalytic activity, the amount of post-
translational modification of the cysteine 54, which is in the sul-
fatase recognition sequence C-X-P-X-R, was evaluated. First, a
quantification of the total number of cysteines per mole of protein
was performed using the Ellman's reaction. From the six possible
cysteines present in the amino acid sequence, all of them were
detected, suggesting the complete absence of the FGly residue
(Table 2). Two of these cysteines were forming a disulfide bridge

(compare samples treated with urea and urea-+DTT or TCEP in
Table 2).

Anexo
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procedure from the literature [37]. The results showed a coverage
of 89.5% of the protein sequence, including all cysteine-containing

domethylated-form (Fig. 5A and B).The FGly residue is an aldehyde
that hydrates in water to give a geminol diol. In MS, both, the
peptide with aldehyde and the one with the diol have been ob-
served with two distinct molecular masses [37]. The expected COS
FGly peptides (aldehyde M*3"=5539390 m/z or diol

occurs despite COS sequence having the “sultatase signature” (C-X-
P-X-R) [25-27]. Table 3 shows that this consensus sequence can be
recognized and transformed to FGly in different degrees in E. coli
by its enzymatic machinery, which has not been identified yet

[28]. In some cases, a mixture of unmodified cysteine and FGly has
hanm ahecamiad i Aacaslitativa REAT T TOAD anahecic srhila in athaee

that the presence of the minimum five “sulfatase signature” re-
sidues, or even the extended sequence depicted in Table 3, is not a
guarantee of even partially FGly modification in E. coli. Human
iduronate 2-sulfate sulfatase and COS have a serine residue at
position (—13) with respect to the active site cysteine that is dif-
ferent from the consensus glycine residue, but still with glycine at
this position the modification can be low as it was the case with
Mycobacterium tuberculosis sulfatase [38].

To increase the FGly modification in recombinant Clostridium
perfringens sulfatase, coexpression with its corresponding anSME
in E. coli was done [40]. Similarly, phosphonate monoester hy-
drolases (PMHs), which are enzymes with the sulfatase recogni-
tion sequence, had been coexpressed with M. tuberculosis FGE
(MtbFGE) to increase the FGly formation [47,48]. This last method
efficiently ( >85%) modifies N- or C-terminus FGE recognition
sequences in some proteins [37,40,47], but in PMHs the conver-

sions were lower [47,48]. E. meliloti genome includes a putative
FGE and its coexpression with COS will be tested in the near future

92


http://www.novapdf.com/

M I b A S s by b iy e
in E. coli would be very beneficial for scientific and biotechnolo-
gical purposes.

Despite the absence of the post-translational modification, COS
was a competent enzyme able to perform multiple catalytic cycles.
Another example of an enzyme lacking completely the FGly
modification but still with hydrolytic activity is Burkholderia car-
yophylli phosphonate monoester hydrolase (BCPMH) [48]. Despite
this, it would be expected that the presence of FGly in COS would
increase the enzymatic activity, especially the k.., by 5 to 2500-
fold as it was observed for BCPMH and other sulfatases [41,47-49],

Anexo
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conserved for the enzyme carrying the FGly, as it was the case in
all partially modified or Cys to Ser mutants [41,47-49]. This rela-
tively high Ky, value is consistent with other Kys for choline sul-
fatase from natural sources: 40 mM for Pseudomonas nitroreducens
[29]; 35 mM for Aspergillus nidulans [14] and 1.4 mM for Pseudo-
monas aeruginose |[30], and could imply that the intracellular
concentrations of choline-O-sulfate are in the millimolar range,
like it is for many other osmoprotectants [2,10]. Also the substrate

inhibition observed for COS, might be used to prevent the fast
depletion of choline-O-sulfate when it is in high concentration
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presence
F. heparinum (69) GTRETRAYCAQPLCTPSRSAIFSG 100% MALDI-MS 139]
FH25
C. perfringens (37) GYNFENAYTAVESCIASRASILTG Partially MALDI-TOF - [40]
(BAB79937.1) 100% anSME
P aeruginosa {39) GLRLTDFHTAST -CSPTRSMLLTG a95% DTNB - [41]
(CAABB421.2)
E. meliloti {41) BARFHNNYTSSPLCAPARASFMAG 0% DTNB - This work
(AAC13371.1)
M. tuberculosis {45) GILETRAHATAPLCTRPSRGSLFTG ND* - - [38]
(F70837)
H. sapiens {66 ) GLLFPNFYSANPLCSPSRAALLTG ND* - - [42]
(NP_000503.1)
H. sapiens {71) BLLFONAFAQQAVCAPSRVSFLTG ND* - - [43]
(AACT7828.1)
P sp ATCC19151 (CBI83290.1) (40)@VVFDSAYCNSPLCAPSRFTLVSG ND - - [23]
F. heparinum {67 ) GMLFNNCFVTNAVCGPSRATILTG ND - - [44]
FHGS
F heparinum {67 ) GVRFTNAFCSSPSCTPARAGMLTG ND - - [45]
NSulf
H. pomatia {71) GVRLENYYVQ-PICTPTRSOLMSG - - [46]
(AAF30402.1)
Rleguminosarum {49) GTLFRRHYAGARPCSPARATLYTG 25% Fluorophaore labeling - [47]
(WP025417352.1) 62% MthFGE
B. caryophylli (45) GLTFRNHVTTCVPCGPARASLLTG Partially MALDI-TOF - [48]
FAAFAAAETIN Mareiallid LED N = =

[50] and preserve its osmoprotectant effect. Acknowledgments

Rocardine ite enhetrate enacificite COS chowed an ~ 8_fnld

more labile [51]. This behavior is contrary to other type | sulfatases
that show higher activities and lower Kj, values for the aromatic
substrates [25]. This low or null activity towards aromatic sulfates
could be a common characteristic of choline sulfatases as it was
also observed for P. nitroreducens choline sulfatase [29].

Even with the low k., values obtained for the unmodified COS,
this enzyme has a remarkable catalytic proficiency as it would be
accelerating the reaction 10°°-fold compared to the uncatalyzed
reaction (Kuncar=2.25 x 10~ 2" s~ ! estimated by using the equation
of the Brensted plot reported [51] and using a pK,=13.9 for cho-
line sulfate [52]).

COS is a dimeric protein that can be expressed in high yields in
E. coli, but under the conditions described here, it lacks completely
the FGly maturation despite having the C-X-P-X-R sulfatase sig-
nature. Regardless of this, COS is able to hydrolyze its natural
substrate choline-O-sulfate through multiple catalytic turnovers
and with remarkable proficiency. Given the apparent ubiquity of
choline sulfatases in microorganisms, further studies on their
mechanism of action, the sequence or structural requirements for

their post-translational modification and their substrate specificity
would be important to understand the role of choline sulfatases in
microbial sulfur metabolism and in the biological sulfur cycle.
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