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1. Resumen

1 Resumen

PaSdsA1 sulfatase is a large homodimeric metalloenzyme with 658 residues per monomer that
enables Pseudomonas aeruginosa to hydrolyze the surfactant sodium dodecyl sulfate (SDS). The
folding characteristics of this protein resembles the metallo-beta-lactamases folding motives, an
important model for metalloenzymes. The monomer chains are interlinked in a dimerization
domain, establishing a non-covalent entanglement that avoids the dissociation of the dimeric

protein.

To study the unfolding pathways, thermal and chemically induced denaturation experiments
using calorimetric and spectroscopic techniques were performed. In the native protein three forms
coexist, each with a different number of zinc atoms per dimer: four (holodimer), two (2Zn) and
none (apo). A methodology for separating each of these forms was established. In the chemical
unfolding with urea of the holodimers the entanglement of the chains is preserved, and this allows
the unfolding process to be reversible. The main conclusions emerging from the research work are:
(1) the thermal unfolding of the holo form is irreversible and kinetically controlled, the final state
being protein aggregates; (i1) the chemical denaturation with urea is reversible implying that the
entanglement of the chains in the dimerization domain is preserved in the unfolded state, and
allowing the process to be reversible; (iii) the affinity of the protein for Zn atoms is high enough
for the chemically unfolded dimer with entangled chains to be able to recruit Zn from the media
during the refolding process, producing the three forms; (iv) in the presence of SDS, the thermal
unfolding favors dimer dissociation, untangling the interlinked chains and producing monomers
that are stabilized by the SDS molecules; (v) the thermal unfolding of the SDS stabilized monomers
is reversible but does not produce dimers, implying that chain entanglement is not a spontaneous

process but instead requires external aid [FEBS Lett. 590, 202-214 (2016)].
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1. Resumen

The metal binding mechanism of Zn (II) and Cu (II) to the apo form of the sulfatase was also
studied using UV-Absorption, CD and EPR spectroscopies (for PaSdsA1-Cu®* system) as well as
Isothermal Titration Calorimetry (for both PaSdsA1-Cu?** and PaSdsA1-Zn**). For Cu (II)-Apo
binding, studying the metal electronic transitions due to d-d orbital bands and Ligand-Metal Charge
Transfer (LMCT) from protein to metal, and how they varied as the Cu solution was added, we
obtained significant changes that let us propose a metal binding mechanism for the PaSdsA 1-Cu?*
system: two metal ions bind independently to a binding site in each monomer of the dimer, which
involves independent site equilibria. Then, the third and fourth metal ions bind PaSdsA1 through
sequential stoichiometric reactions. The ITC binding experiments employing Zn (II) confirmed the

metal binding mechanism is the same than the observed for the system PaSdsA1-Cu*".
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2. Antecedentes

2 Antecedentes

2.1 Enzimas Sulfatasas

El azufre es un elemento que constituye el 0.1 % de la superficie terrestre y juega un papel
fundamental en una variedad de enzimas, en las cuales suele actuar como cofactor, como en el caso
de la biotina, la coenzima A, la coenzima M, la tiamina y el 4cido lipoico, entre otros. Ademas, es
un elemento critico en muchos procesos de 6xido-reduccion, tanto en centros cataliticos formados
por unidades de Fe y S, asi como componente activo redox en puentes disulfuro entre residuos de
cisteina [ 1,2]. El azufre, en procesos biosintéticos, proviene de la asimilacion de sulfato inorgénico
por parte de las bacterias y las plantas. El proceso de biosintesis de cisteina, por la ruta de
asimilacion de sulfato inorganico, procede a traveés del transporte del sulfato externo hacia el
interior de la célula, seguido por la activacion del mismo a través de la incorporacion al 3’-
fosfoadenosin-5’-fosfosulfato (PAPS), después una subsecuente reduccion a sulfito y a sulfuro, vy,
finalmente, la transferencia de este sulfuro a alguna molécula organica para producir cisteina

(Figura 1) [3].

En ausencia de sulfato inorgénico y cisteina, las bacterias sintetizan proteinas especificas que
son requeridas para la movilizacion de fuentes alternativas de azufre externo, y para el uso de las
ultimas trazas disponibles de sulfato inorganico dentro de la célula. Estas proteinas se denominan
proteinas inducidas por ausencia de azufre (SSI, por sus siglas en inglés: Sulfate Starvation Induced
proteins). Las fuentes alternativas de azufre pueden ser sulfonatos, ésteres de sulfato, metionina,
sulfamatos (R-NHSOs3), organosulfuros (R-SS-R’) o tioéteres (R-S-R’) [4,5]. Estas respuestas

celulares han sido estudiadas detalladamente en analisis protedmicos [6]. Algunas de las proteinas
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2. Antecedentes
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Figura 1. Rutas biosintéticas de la cisteina en E. coli y P. aeruginosa. En bacterias entéricas, el sulfuro
es transferido a un derivado de la serina para generar cisteina, mientras que en P. aeruginosa, la molécula
aceptora es la O-succinilhomoserina, para producir homocisteina, la cual, a su vez, sera utilizada para

generar cisteina y metionina [1,3].

SSI de E. coli y P. aeruginosa han sido secuenciadas por espectrometria de masas, lo cual ha

permitido identificar algunas caracteristicas distintivas para clasificarlas en tres categorias

principales [6—8]:

1) Enzimas y sistemas de transporte involucrados en la incorporacion de azufre a partir de

rutas alternativas desde el medio ambiente o entorno. Estas proteinas SSI también incluyen

proteinas periplasmicas de union a sulfato, cisteina y sulfonatos, asi como exosulfatasas

[9].

2) Variedades de proteinas celulares vitales, pero con un contenido reducido de azufre, en las

cuales algunos residuos de cisteina y metionina, que no son criticos para la funcién de la

proteina, han sido reemplazados por otros aminoacidos. Un ejemplo es la variedad baja en

cisteina y metionina de la lipoproteina NIpA de Pseudomonas aeruginosa [4].

3) Enzimas involucradas en la movilizacion de los depositos intracelulares de compuestos

azufrados. Por ejemplo, en E. coli se ha observado que el contenido de compuestos

azufrados disminuye a la mitad durante la carencia de azufre, implicando que la viabilidad

de la célula se mantiene a través de la redistribucion del azufre total de la misma [10].
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2. Antecedentes

2.1.1 Presencia de los ésteres de sulfato y sulfonatos en la naturaleza

Los sulfonatos xenobioticos son utilizados en una amplia variedad de productos comunes, tan
diversos como colorantes, abrillantadores, detergentes, aditivos para cementos, y como
intermediarios en la industria quimica. Muchos de estos compuestos e intermediarios de sintesis
son liberados al medio ambiente y son facilmente hallados como contaminantes en rios, drenajes y

oc¢anos [11-16].

En mamiferos, la sulfuracion de xenobiodticos es un paso clave para el proceso de
desintoxicacion y excrecion de xenobidticos aromaticos, debido a que los correspondientes
compuestos en su forma azufrada resultan, generalmente, mas solubles en agua y menos reactivos
que sus contrapartes no azufrados. La sulfuracién puede ocurrir directamente sobre un grupo
hidroxilo (por ejemplo, catecoles), o después de una etapa inicial de hidroxilacion por los
citocromos P450, para que los compuestos conjugados sean excretados mediante la orina o la bilis
[17]. Debe hacerse notar que las bacterias utilizan mecanismos similares para la desintoxicacion

por compuestos xenobioticos [18].

La sulfuracion de residuos de tirosina es una modificacion postraduccional comun que tiene
lugar en las cercanias del complejo de Golgi en organismos eucariontes [19-21], lo cual representa
hasta el 1 % del contenido total de tirosina en la célula [22]. En mamiferos, las reacciones de
sulfuracion y desulfuracion también son relevantes porque regulan la concentracion y transporte
de moléculas bioldgicamente activas, como son los estrogenos, que son transportados por todo el
organismo como ¢steres de sulfato e hidrolizados en el tejido objetivo para regenerar al esteroide
activo [23]. Los ésteres de sulfato son entonces moléculas bioldgicamente activas a las que tanto

bacterias como organismos eucariontes se exponen de forma natural.

Los tensoactivos derivados de sulfatos de alquilo son abundantemente utilizados en
formulaciones para detergentes, pastas dentales, antidcidos, productos de higiene personal,
productos de limpieza para automoviles, etc., y son liberados como contaminantes al medio
ambiente [24]. Se sabe que los sulfatos de alquilo primarios y secundarios son rapidamente
degradados por bacterias ambientales, y por ello no se alcanzan concentraciones demasiado altas
en el medio ambiente [25]. Se conocen, ademas, otros ésteres sulfatos de alquilo que se presentan
en la naturaleza y no son agentes xenobioticos, los cuales van desde el sulfato de metilo hasta

sulfatos de cadenas alifaticas mayores y sulfatos alifaticos parcialmente clorados derivados de algas
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2. Antecedentes

[26]. Algunos estudios sugieren que la capacidad de las bacterias para degradar sulfatos de alquilo
xenobidticos proviene de la exposicion primaria a estos compuestos naturales sulfatados, como se
menciono en el parrafo anterior, razén por la cual se han encontrado alquilsulfatasas (o al menos
se han identificado secuencias que codifican para sulfatasas) en organismos que no han sido

expuestos a la contaminacion por surfactantes [27,28].

Las enzimas sulfatasas (EC 3.1.6.-, EC: Enzyme Comission numbers) son proteinas que
hidrolizan ésteres de sulfato aromaticos y alifaticos, y han sido aisladas en bacterias [26], hongos
[29,30], algas [31-33], organismos eucariontes superiores [34] y plantas [35,36]. En humanos, la
mayor parte de las sulfatasas se localizan en los ambientes acidos de los lisosomas, y estan
involucradas en la desulfuracion de glicosaminoglicanos, como el sulfato de heparina, el sulfato de

condroitina y el sulfato de dermatano [34,37].

En términos generales, podemos establecer, por el sustrato que es reconocido e hidrolizado,
tres principales tipos de sulfatasas: las arilsulfatasas, las alquilsulfatasas y las

carbohidratosulfatasas.
2.1.2 Arilsulfatasas

Las arilsulfatasas bacterianas se han identificado y estudiado en una variedad de especies,
incluyendo enterobacterias (Klebsiella [38—40], Salmonella [41,42], Enterobacter [43,44], Proteus
[45,46], Serratia [47]), Pseudomonas (Pseudomonas [9,48,49], Comamonas [50]), micobacterias
y cianobacterias [51]. Las arilsulfatasas contienen una secuencia conservada de aminoacidos en el
motivo del sitio activo, el cual es requerido para la actividad catalitica. Esta secuencia (C/S-X-P-
X-R-X4-TG) se encuentra conservada tanto en sulfatasas procariontes como en eucariontes y, en
todos los casos, se ha observado una modificacion postraduccional del residuo catalitico de cisteina
o serina a la formilglicina (FGly). La presencia del residuo modificado FGly ha sido demostrada
en diversas enzimas, como las arilsulfatasas lisosomales A y B de humano [52—-54]. La pérdida de
la capacidad de modificar el residuo de cisteina en FGly produce la enfermedad de almacenamiento
lisosomal MSD, en la cual las actividades cataliticas de todas las sulfatasas lisosomales se ven

drasticamente afectadas [55].

El anélisis estructural de rayos X de las arilsulfatasas A y B de humano ha mostrado que el
residuo FGly en estas proteinas estd presente en el sitio activo de la enzima, como hidrato o como

hemiacetal del éster sulfato, en la base de un hueco cargado positivamente [56,57]. Este hidrato
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2. Antecedentes

juega un papel crucial en el mecanismo de catalisis, en donde se encarga de realizar el ataque
nucleofilico sobre el 4&tomo de azufre para liberar al correspondiente alcohol tras la ruptura del
enlace S-O. La mutacion de la cisteina del sitio activo de las sulfatasas humanas por serina lleva a

una pérdida casi total de la actividad enzimatica [54].
2.1.3 Alquilsulfatasas

Las alquilsulfatasas difieren de las arilsulfatasas no s6lo en la variedad de los sustratos que
reconocen, sino también desde el punto de vista mecanistico. Mientras que las arilsulfatasas
hidrolizan el enlace S-O de sus sustratos, las alquilsulfatasas pueden hidrolizar el enlace C-O, como
en el caso de las alquilsulfatasas que invierten la esteroquimica del producto (Pisal y PaSdsAl,
ambas de P. aeruginosa [26,58—60]). Otra diferencia notable es que las alquilsulfatasas no forman
un intermediario covalente enzima-sustrato; sino que contienen sitios cataliticos dependientes de
Zn*" que coordinan moléculas de agua, las cuales son las responsables del ataque nucleofilico sobre

el sustrato [61].

Una de las primeras alquilsulfatasas estudiadas es la correspondiente al gen de Pseudomonas
sp. ATCC19151, sdsA, que fue identificado por complementacion de varias mutantes de cepas que
utilizan SDS como sustrato. Se identificaron dos genes que son requeridos para el uso del SDS,
sdsA y sdsB. La proteina putativa SdsB es un miembro de la familia LysR de reguladores
transcripcionales, y esta relacionada con la proteina regulatoria requerida para la desulfonacion de
arilsulfonatos en P. putida. El rol regulatorio de la proteina SdsB se demostrd por el hecho de que
el fenotipo SDS-negativo de una mutante en sdsB pudo complementarse por un gen sdsA expresado
constitutivamente detras del promotor T7. La proteina SdsB entonces se requiere para la expresion
del gen sdsA, que codifica para una proteina de 59 kDa [62—-64]. Se han encontrado homdlogos de
la proteina SdsA en E. coli (Y]jcS; 32 kDa, 32 % identidad de aminoacidos con SdsA), y en P.
aeruginosa (30 % identidad sobre la proteina SdsA completa), que, a su vez, comparten
caracteristicas estructurales y de plegamiento con las metalo-p-lactamasas de diversos organismos

[58,65,66].
2.1.4 Carbohidratosulfatasas

La mayoria de las sulfatasas eucariontes son en realidad carbohidratosulfatasas, que actian
sobre los glicosaminoglicanos [34]. Diversas enzimas se han identificado como miembros de este

grupo, incluyendo enzimas de Proteus vulgaris, Flavobacterium heparinum y Bacteroides
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thetaiotaomicron. La ruptura del glicosaminoglicano por estas bacterias involucra la hidrolisis del
polimero por una liasa, usualmente extracelular, seguida por una desulfuracion de los resultantes
disacaridos sulfatados e hidrolizados por una glucuronidasa, hasta generar los correspondientes

monosacaridos como productos finales [67].

2.2 Metalo-p-lactamasas

Los antibidticos B-lactdmicos son esenciales en el tratamiento de infecciones comunes
bacterianas [61]. Dentro de estos antibidticos, se encuentran estructuras de gran diversidad,
incluyendo penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y carbapenems. Los B-lactimicos actian
como pseudosustratos de las DD-transpeptidasas, también conocidas como proteinas de unién a
penicilinas (PBPs). La ruptura del enlace B-lactamico lleva a la acilacion e inhibicion de las
transpeptidasas, inhibiendo irreversiblemente la formacion de la pared celular de péptidoglicano

[68].

Las bacterias han evolucionado tres estrategias para combatir a los antibidticos f-lactamicos:
(1) la alteracién del sitio blanco (PBPs), (ii) la reduccion de la permeabilidad a través de la
membrana bacteriana y (iii) la produccidon de enzimas B-lactamasas [69]. Estas enzimas catalizan
la hidrolisis del anillo B-lactamico de cuatro heteroatomos con la consecuente ruptura del enlace
amida. En la clasificacion de B-lactamasas, las clases A, C y D son evolutivamente distintas, pero
todas funcionan con un sitio activo de serina cuya cadena lateral es el agente nucleofilico clave en
el proceso catalitico. La clase B representa a las metalo-f-lactamasas dependientes de Zn [68]. Las
metalo-B-lactamasas dependientes de Zn no tienen similitud estructural o de secuencia con las -
lactamasas de serina y tienen un amplio perfil de sustratos. Estas B-lactamasas dependientes de Zn
fueron descubiertas en 1966 por Sabath y Abraham en una cepa inocua de Bacillus cereus [70]. El
descubrimiento de ML transferibles en la década de 1990, identificadas en Pseudomonas
aeruginosa 'y Bacteroides fragilis, alarmo6 a la comunidad cientifica, debido a que, por primera vez,
los organismos acarreadores eran clinicamente relevantes y la posibilidad de una diseminacion

horizontal de estas enzimas fue reconocida [71-73].

Las metalo-p-lactamasas son las enzimas responsables de la resistencia bacteriana contra
los antibidticos B-lactamicos [61]. Estas enzimas muestran una considerable diversidad en términos
de secuencia y han sido agrupadas en tres diferentes subclases, B1, B2 y B3, que comparten un

patron de plegamiento comun. En cada caso, la enzima activa contiene sitios de unidon para dos
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iones de Zn muy cercanos entre ellos, aunque los aminoacidos que los coordinan varian de una
subclase a otra. En las subclases B1 y B3, existe controversia sobre si es uno o dos iones de Zn los
requeridos para la actividad enzimatica; sin embargo, recientes experimentos indican que hay
cooperatividad positiva en la unioén del Zn [74—76] y que la especie cataliticamente relevante es la
enzima con dos atomos de Zn [75,77]. Las enzimas de subclase B2, por otro lado, son activas en
el estado con un solo ion de Zn, y se inhiben si se une un segundo ion metalico [78,79]. Los iones
Zn*" juegan un papel fundamental en el mecanismo de catalisis, facilitando el ataque nucleofilico
en el carbonilo de amida por parte del ion hidroxilo, que actiia también como ligante puente entre
los dos 4tomos de Zn, estableciendo un intermediario anidnico tetraédrico y coordinando la salida

del nitrégeno de la amida [80-84].
2.2.1 Secuencia y estructura general de las MBL, las tres subclases

Las MBL contienen entre 240 y 310 aminoacidos, de los cuales entre 17 y 30 componen un
péptido sefial, que es removido post-traduccionalmente para generar proteinas maduras [61,68].
Las ML se agrupan en tres subclases: B1, B2 y B3, de acuerdo con las similitudes de secuencia y
la esfera de coordinacion del Zn, aunque estas similitudes tampoco son estrictamente restrictivas
[80,85,86]. La identidad de secuencia entre las subclases B1 y B2 esta entre 14 y 24 %, mientras
que la identidad entre las subclases B3 y (B1 + B2) va desde el 2 hasta un 14 %. Los marcadores
clave de secuencia son los ligantes que coordinan a los iones metalicos, que se encuentran
conservados en una secuencia consenso HXHXD(X)iH(X);C(X)xH (donde i= 55-74, j= 18-24 y
k=37-41) [87]. Los analisis filogenéticos sugieren que las subclases B1 y B2 estan evolutivamente
relacionadas y comparten ciertos elementos significativos de secuencia, pero la subclase B3,
aunque comparte similitudes estructurales con B1 y B2, se encuentra evolutivamente mucho mas

distante [88].
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Figura 2. Plegamiento general de las Metalo-f3-
lactamasas. Estructura cristalogrdfica de la
proteina VIM-2 de Pseudomonas aeruginosa (PDB
1KO3). Las esferas negras representan los iones
Zn**, mientras que la esfera roja representa al ion
hidroxilo que establece enlaces de coordinacion
puente con ambos iones metdlicos. Los iones Zn**
estan entre dos series de laminas f, a su vez
flanqueadas por hélices a [89].

La definicion de las tres subclases estd soportada por datos estructurales [66,68,86]. Todas las
ML para las cuales se ha determinado su estructura tridimensional comparten una estructura aff/pa,
con un sandwich central de ldminas [ flanqueado a cada lado por hélices a, el denominado
plegamiento MBL (Figura 2) [89]. Este motivo fue observado primero en MBL, pero se ha
observado recientemente en muchos otros tipos de proteinas, con toda una variedad de actividades
cataliticas diferentes y distintas especificidades por metales [66]. La mayoria de estas proteinas
caen en dos grupos: (i) las hidrolasas, incluyendo a las mismas MBLs, glioxilasa II, lactonasas y
nucleasas (como la RNasa Z, involucrada en la maduraciéon de tRNA), las cuales contienen
generalmente centros con dos iones de Zn o Mn [90-93], y (i1) 6xidorreductasas con centros con
dos iones de Fe, como la rubredoxina:oxigeno 6xidorreductasa, la 6xido nitrico reductasa y una [3-

hidrolasa involucrada en biosintesis de antibioticos [94—96].

2.2.2 Coordinacion de los metales

Las MBL requieren Zn como cofactor y tienen dos sitios de union a metales muy proéximos
entre ellos. Estos suelen denominarse como sitios Znl o 3H (por unirse tres residuos de His al
metal) y Zn2 o DCH (unién con Asp, Cys y His), aunque existen variaciones en los residuos que
coordinan a los iones metalicos, particularmente entre las diferentes subclases, como se muestra en

la siguiente tabla [97]:
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nes Zn en las metalo-fi-

lactamasas de subclase B. Bcll con uno (1BMC) y con dos iones de Zn (1BVT), subclase Bi1. CphA con un

solo ion Zn (1X8G), subclase B2. Enzima L1 con dos iones Zn (1SML), subclase B
BBL para todos los casos. Tomado de [61].

3. Se utilizo la numeracion

Tabla 1. Residuos coordinantes de los iones de Zn** en la subclase B de las metalo-B-lactamasas.

Subclase Residuos coordinantes
Bl Sitio Znl: H116, H118, H196
Sitio Zn2: D120, C221, H263
B2 Sitio Zn1 (Inhibidor): D120, C221, H263

Sitio Zn2 (Monozinc): N116, H118, H196

Posibilidad 1
Sitio Znl: H116, H118, H196
Sitio Zn2: D120, H121, H263
Posibilidad 2
Sitio Znl: Q116, H118, H196
Sitio Zn2: D120, H121, H263

B3

Se han obtenido estructuras cristalograficas de MPL con un solo atomo de Zn unido

(particularmente cuando la proteina es cristalizada a bajos valores de pH, circunstancias en las que

los residuos coordinantes se protonan facilmente) [61], pero las evidencias experimentales indican

que todas las MBLs son capaces de unir dos iones Zn bajo las condiciones apropiadas [98]. Algunas

estructuras representativas de esta clase de proteinas se muestran en la Figura 3.
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Figura 4. Efecto de la sustitucion de los iones Zn por Cd(Il) y Co(Il) en la esfera de coordinacion de los
metales en algunas metalo-fi-lactamasas. (A) Estructura cristalina del sitio activo de la MPL de
Bacteroides fragilis, mostrando la superposicion de los centro binucleares de Cd** (linea sélida) y Zn**
(linea punteada) y sus ligantes [102]. Watl representa el grupo hidroxilo puente entre ambos iones
metdalicos. (B y C) Estructura del sitio activo de la MPL Bcll de Bacillus cereus unida con Zn’" (panel B) y
con Co’" (panel C). Los nimeros 1 y 2 indican los metales que se unen a los sitios 3H y DCH,
respectivamente [103].

Las MPBLs funcionan unicamente con Zn in vivo; sin embargo, se ha observado actividad
significativa in vitro con otros iones metalicos, incluyendo Cd**, Co?*, Cu?" y Mn?* [99-101]. En
el caso de las MBLs de B. fragilis y B. cereus, ambas pertenecientes a la subclase B1, sustituidas
con Cd*" y Co?, respectivamente, muestran un efecto casi imperceptible en la geometria de la
coordinacién del metal (Figura 4) [102,103]. El uso de la sustitucion de metales ha sido una
herramienta invaluable en el estudio de las MBLs, permitiendo el uso de técnicas espectroscopicas,
como espectroscopia electronica, EPR, RMN y espectroscopia de correlacion angular perturbada

(PAC), las cuales no pueden emplearse para las enzimas nativas con Zn (II) [104-108].
2.2.3 Mecanismos de catalisis

El Zn confiere importantes ventajas en la catalisis enzimatica a las MBL debido a su rol
como acido de Lewis y a la flexibilidad en la geometria de coordinacién combinada con la
interaccion fuerte con los sitios disponibles (cuatro interacciones en el sitio 3H y cinco en el DCH)
[82], asi como el rapido intercambio de ligante, como el observado en el ataque nucleofilico por
parte del ion hidréxido puente entre los iones Zn [84]. Aun cuando las B-lactamasas de Zn han sido
mucho menos estudiadas que sus contrapartes con sitios activos de serina, se ha llegado a un
consenso en términos del mecanismo general de catalisis. El rol de los iones Zn parece claro (Figura
5). El Zn actua como un 4cido de Lewis al coordinarse con el oxigeno carbonilico de la amida del
anillo B-lactdmico, confiriendo una mayor deficiencia electronica al carbono carbonilico, lo cual

facilitaria el ataque nucleofilico por parte del grupo hidroxilo puente que coordina al Zn. También
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Figura 5. Mecanismo de catdlisis de las metalo-f-lactamasas con uno y dos dtomos de Zn en el sitio
catalitico. (A) Estructura cristalina de la -lactamasa Il de Bacillus cereus con un solo atomo de Zn (PDB
2NZF, [98]). (B) Mecanismo de catalisis para MBL con un solo ion Zn** [83]. Este mecanismo involucra la
desprotonacion de la molécula de agua coordinada al metal por parte del residuo D120, formando un ion
hidréxido, el cual realiza un ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico. El ion Zn** estabiliza la
carga del intermediario generado. La ruptura del enlace C-N del anillo p-lactamico se favorece por la
protonacion del atomo de N del intermediario por parte del residuo D120. (C) PDB 2NYP Estructura
cristalina de la f-lactamasa 1l de Bacillus cereus con dos datomos de Zn (PDB 2NXA, [98]). (D) Mecanismo
de catalisis con dos atomos de Zn [82,83]. En este mecanismo, el hidroxido puente que coordina a ambos
iones Zn’" realiza el ataque nucleofilico sobre el carbono carbonilico del sustrato. La carga del oxianion
generado también se estabiliza por interaccion con el primer atomo de Zn. La protonacion del atomo de N
del intermediario se favorece por una molécula de agua proveniente del medio, regenerando el ion
hidréxido que sirve de puente entre los iones de Zn’*. La entrada de una molécula adicional de agua
recupera la esfera de coordinacion del segundo atomo de Zn.

es posible que el Zn estabilice la carga negativa que se produce en el oxigeno carbonilico en el
intermediario tetraédrico anionico. La coordinacion al metal produciria una disminucion en el pKa
de la molécula de agua coordinada, llevando a un incremento en la concentracién de iones
hidroxido [109]. Sin embargo, el hidroxilo formado mediante esta ionizacion es estabilizado por la
coordinacion a ambos iones de Zn. Finalmente, la ruptura del intermediario tetraédrico podria ser
facilitada por la coordinacion directa del nitrogeno de la amina saliente al ion metalico, o bien, una
molécula de agua unida al metal podria actuar como catalizador acido general, protonando el
nitrogeno de la amina del grupo saliente. Una gran cantidad de estudios han sido llevados a cabo,
incluyendo dependencia con el pH, efectos isotdpicos, efectos por mutaciones puntuales, aunque

la relativa plasticidad del sitio activo vuelve dificil la interpretacion, y estudios espectroscopicos
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de enzimas con metales sustituidos, han demostrado cambios en la coordinacion de los metales

conforme la reaccion procede [77].

2.3 La Sulfatasa PaSdsAl

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo que pertenece al género Pseudomonas
[110]. Esta bacteria es un patégeno oportunista capaz de infectar a individuos cuyo sistema
inmunolégico se encuentra debilitado, por ejemplo, personas viviendo con VIH, con quemaduras
severas, fibrosis quistica, etc. [111-113]. También ha sido encontrada creciendo en aguas de
desecho, drenajes y otros sitios donde el dodecilsulfato de sodio (SDS) y otros tensoactivos
utilizados en productos comerciales de limpieza se encuentran presentes [114,115]. Diversos
estudios han demostrado que Pseudomonas aeruginosa puede crecer tomando como fuente unica
de carbono y azufre a la molécula de SDS, esto se debe a actividad de la enzima PaSdsAl, que es
capaz de hidrolizar al SDS para producir 1-dodecanol y SO4>". Con esto, el organismo logra

incorporar el grupo SO4* en la ruta de sintesis de cisteina y metionina [1,58,62,65].

Es importante mencionar que las sulfatasas pueden clasificarse no solamente por el tipo de
sustrato que hidrolizan (ver Secciones 2.1.2 a 2.1.4), sino también por las caracteristicas mecanisticas

que las distinguen [58,60]:

Clase I: arilsulfatasas y carbohidratosulfatasas dependientes de la modificacion de un residuo
catalitico de Ser y/o Cys por FGly. Estas proteinas actiian sobre carbohidratos y hormonas

sulfatadas [116].

Clase II: sulfatasas dependientes de a-cetoglutarato que hidrolizan a través de un mecanismo

oxidativo. Estas proteinas contienen Fe(Il) en el sitio activo [117].
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Figura 6. Estructura cristalogrdfica de la sulfatasa PaSdsAl. (A) Representacion de los dominios
estructurales que conforman al dimero PaSdsAl. En azul se muestra el dominio amino terminal, donde se
encuentra el sitio catalitico, en verde el dominio de dimerizacion, con una topologia que permite que los
monomeros se entrelacen, y en rojo el dominio carboxilo terminal, que permite el reconocimiento e
interaccion inicial con el sustrato (PDB 2CFZ). (B) Esquema de los elementos de estructura secundaria de
cada monomero (tomado de [58]). Los circulos representan hélices o, los triangulos hebras f, los risos por
lineas y los iones Zn*" por esferas amarillas. El cédigo de colores es el mismo que en (A). Notese que los
atomos de Zn estan rodeados por laminas f formando un sandwich. Este elemento de superestructura
secundaria se rodea a su vez de hélices alfa. Este tipo de conformacion estructural es el tipico observado
en la superfamilia de las metalo-p-lactamasas (ver seccion 2.2).

Clase I1I: sulfatasas pertenecientes al grupo de las metalo-p-lactamasas dependientes de Zn(II)

[58,65,66].

La estructura de la enzima PaSdsA1 ha sido resuelta por difraccion de rayos X (Figura 6) y,
considerando la manera alternativa de clasificar a las sulfatasas, la sulfatasa PaSdsA1 ha sido
definida como el primer miembro de la clase III de sulfatasas [58,66]; sin embargo, en afos
recientes, han sido encontrados nuevos miembros de esta clase, como lo es la enzima Pisal,
también de P. aeruginosa [59,60]. Estas proteinas se caracterizan por tener en su sitio catalitico
dos atomos de Zn [60] (la forma holo) y un patron de plegamiento similar al presente en la familia

de las metalo-B-lactamasas [66,68].

2.3.1 Caracteristicas cinéticas de la sulfatasa PaSdsA1l

Con base en la estructura cristalografica de la proteina PaSdsAl en complejo con el andlogo

del sustrato no reactivo decilsulfonato de sodio (1DA, ver Figura 7), se propuso que en el
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Figura 7. Sitio catalitico de la forma holo de PaSdsAl (2CFU). (A) El sitio catalitico se caracteriza por
contener dos atomos de Zn (esferas amarillas) coordinados por residuos de His, Gluy Asp, y una molécula
de agua (W1), la cual coordina a ambos dtomos metalicos, funcionando como ligante puente. Una segunda
molécula de agua (W2) establece interacciones con E299 y con la molécula puente W1, lo cual restringe el
movimiento de la misma, efecto que se refleja en el relativamente pequerio valor del factor B de temperatura
de W2. (B) PaSdsAl cristalizada en presencia de un andlogo no reactivo del SDS, el decilsulfonato de sodio
(1DA). Puede observarse que la molécula de agua W2 se encuentra posicionada cerca del atomo de azufre
del 1DA, sugiriendo que el ataque nucleofilico de esta molécula sobre el sustrato el paso que da inicio a la
reaccion. La cercania del residuo R312 con el sustrato sugiere que los atomos de N de R312 formarian
interacciones con el atomo de oxigeno que une al grupo sulfato con la cadena alifatica del sustrato. Esto
permitiria el correcto posicionamiento del sustrato en el sitio catalitico para llevar a cabo la reaccion [58].

mecanismo de catélisis de la PaSdsA1 participaria una molécula de agua (W2 en Figura 7.B), que
formaba interacciones con un cluster binuclear de iones Zn(II) y con el residuo E299, quien es la
responsable del ataque nucleofilico sobre el atomo de azufre, debido a la cercania entre esta
molécula de agua y el azufre, lo cual no tendria efecto alguno sobre la estereoquimica del producto
formado [58]. Sin embargo, estudios mds recientes utilizando técnicas de marcaje radiactivo con
180 [59,60], han revelado que la hidrélisis catalizada por la PaSdsA1 produce una inversion en la
estereoquimica del atomo de C que se une al grupo sulfato, lo cual sugiere fuertemente que el
ataque nucleofilico no se realiza sobre el &tomo de azufre, sino en el atomo de carbono adyacente
al grupo sulfato. Por esta razon esta sulfatasa no es capaz de hidrolizar arilsulfatos ni carbohidratos
sulfatados. Con estas nuevas evidencias, el mecanismo de catalisis entonces llevaria la siguiente

secuencia de reaccion (ver también Figura 8 y 9):

Paso 1. El sustrato anionico se posiciona en el sitio catalitico a través de interacciones

electrostaticas entre el grupo sulfato y el residuo Arg317, de puentes de hidrogeno con Asn307, e
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Figura 8. Mecanismo de catdlisis de la
sulfatasa PaSdsAl, segun [59]. El
mecanismo involucra el ataque nucleofilico
Sn2 de una molécula activada de agua
sobre el datomo de carbono adyacente al
sulfato del SDS.

interacciones dipolo-dipolo entre Arg312 y el atomo de oxigeno entre los atomos de azufre y

carbono.

Paso 2. Una molécula activada de agua realiza un ataque nucleofilico Sx2 sobre el 4tomo de

carbono inicial de la cadena alifatica del sustrato.

La molécula de agua se activa mediante

interacciones con el residuo Glu299 (lo cual aumenta el pKa de esta molécula de agua y le permite

realizar el ataque en la forma desprotonada OH") y también con el hidréxido puente que coordina

a ambos iones Zn*"
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Figura 9. Mecanismo de catdlisis de la PaSdsAl. Ver descripcion en el texto. I DOH representa al producto

1-dodecanol.
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Paso 3. La protonacion del grupo saliente SO4* por parte del residuo Tyr404 facilita la salida

de este producto inorganico. La expulsion del grupo HSO4 regenera el sitio catalitico de la enzima.
2.3.2 Caracteristicas estructurales de PaSdsA1

PaSdsA1l es una proteina homodimérica muy grande (146.7 kDa) que contiene 658 residuos
de aminoacido por mondémero. Estas subunidades se encuentran unidas a través de un dominio de
dimerizacion, compuesto por 140 aminoacidos, donde ambas cadenas se encuentran entrelazadas
(Figura 10.C y D) [58]. El entrecruzado o enlace entre ambas cadenas involucra las asas que separan
a las hélices al0 y all, y se compone de 14 aminoacidos por cadena (GY YDGNPATLDPLS).

Cada una de las asas penetra profundamente la subunidad adyacente, como se muestra en la Figura

Figura 10. Estructura cristalogrdfica de la PaSdsA1 (PDB 2CFZ). (A) Estructura homodimérica de la
sulfatasa. (B) Posicion de los dos atomos de Zn en cada monomero. (C) y (D) Distintas vistas del dominio
de dimerizacion. El entrelazamiento de las cadenas de monomeros involucra a los rizos que separan las
hélices al0y all. La letra W en (C) denota una cavidad ocupada por 30 moléculas de agua.
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Figura 11. Diferencias estructurales entre la
forma 2Zn y holo de la enzima PaSdsAl. (A)
Superposicion del dominio de dimerizacion de
la forma holo (en magenta, PDB 2CFU) y de
la forma 2Zn (en cian, PDB 2CG3). (B) y (C)
Sitio catalitico para las formas holo y 2Zn,
respectivamente. Los datomos de Zn (ZnA y
ZnB) se representan mediante esferas
amarillas. La esfera roja entre los atomos de
Zn es la molécula de H,O que establece
enlaces de coordinacion puente, enlazando
ambos metales. El asa que contiene al residuo
E280, el cual coordina al atomo ZnB en la
forma holo, se encuentra desplazado en la
forma 2Zn, exponiendo los residuos del sitio
catalitico al disolvente.

E280

SEA Q ZoA O
C

10.B, C y D. Es importante remarcar el hecho de que no hay puentes disulfuro intra o

intermoleculares que favorezcan esta topologia debido a que la sulfatasa PaSdsA1 no contiene un
solo residuo de cisteina. Dentro del entrecruzado se localiza una cavidad en la cual hay alrededor

de 30 moléculas de agua (Figura 10.C).

Cuando la proteina es expresada en un medio con una cantidad reducida disponible de Zn*" y
cristalizada [58], se encontrd una forma de la PaSdsAl que contiene un solo dtomo de Zn por
mondmero (denominada 2Zn). Este descubrimiento sugiere que, en disolucion, las formas holo y
27Zn podrian coexistir en equilibrio quimico. La Figura 11.A muestra el dominio de dimerizacion
completo, en donde puede observarse que tanto el entrecruzado como la cavidad interna llena de

moléculas de agua son idénticos tanto en la forma holo como en la forma 2Zn. La principal
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Figura 12. Factores B de temperatura para las formas 2Zn (en azul, PDB 2CFZ, resolucion 2.05 A) y
holo (en rojo, PDB 2CG3, resolucion 2.6 A) de PaSdsAl. Puede observarse que la forma 2Zn es mucho
mas flexible que la forma holo.

diferencia entre las formas radica en la esfera de coordinacion de los dtomos de Zn del sitio
catalitico, donde el asa que contiene al residuo E280, que coordina a uno de los atomos de Zn
(ZnB), se encuentra muy desplazado en la forma 2Zn. Esto puede verse en la Figura 11.B y C, asi
como en los valores de los factores B de temperatura de las estructuras cristalinas (Figura 12) y en
los mapas de contactos para el residuo E280 de ambas formas (Tabla 6, en Apéndice). Por otro lado,
el resto de los residuos de aminoacidos de las esferas de coordinacion de los iones metalicos en la
forma holo (ZnA y ZnB en Figura 11.B) y en la forma 2Zn (ZnA en Figura 11.C) se encuentran
sutilmente modificados por la ausencia de un 4&tomo de Zn en la forma 2Zn (Tabla 6, en Apéndice).
En general, los valores de los factores B de temperatura (Figura 12) muestran que el asa que
contiene a E280 de la forma 2Zn tiene una mucho mayor flexibilidad conformacional que la forma

holo.

Las proteinas topologicamente entrelazadas son extremadamente raras en la naturaleza, y son
muy distintas de las proteinas diméricas con dominios intercambiados (domain-swapping) [118—
122] y de las proteinas con nudos topologicos [123—126] (Figura 13). Las proteinas con dominios
intercambiados se caracterizan por tratarse generalmente de oligdmeros en los cuales el dominio
globular de intercambio de un monomero (o en ocasiones, solo algunos elementos de estructura
secundaria) se entrelaza con otro dominio idéntico proveniente de otro mondémero. De esta forma,

el ambiente de elementos estructurales que rodea a cada dominio es esencialmente idéntico a aquél
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Figura 13. Topologias especiales en proteinas. (A) Representacion esquemdtica de la formacion de
oligomeros en proteinas con dominios intercambiados, cuyos monomeros aislados han sufrido una
perturbacion estructural que permite la interaccion de los dominios de intercambio con los dominios
vecinos equivalentes en el monomero siguiente. El ambiente que rodea a los dominios de intercambio, una
vez formado el oligomero, es esencialmente el mismo que en los monomeros iniciales. Tomado de [119].
(B) Representacion del esqueleto de aminodcidos y de liston de la acetohidroxi-acido-isomeror reductasa
(1YVE), mostrando un elemento tipico de proteina con un nudo topologico. Tomado de [124].

en el que se encontraba como proteina monomérica [119]. Un ejemplo representativo de proteina
con dominios intercambiados es la toxina de la difteria DT [118]. En algunos casos, un intercambio
consecutivo de dominios entre proteinas puede conducir a agregados de proteinas, o incluso a la

formacion de fibras amiloides [127,128].

Por otro lado, las proteinas anudadas son proteinas cuyos esqueletos polipeptidicos forman
complejos nudos estructurales. Un estiramiento imaginario de los extremos amino y carboxilo
terminales eliminaria las interacciones no covalentes presentes a lo largo de la cadena estructurada;
sin embargo, en el caso de las proteinas anudadas, este estiramiento no seria capaz de deshacer el
nudo de la cadena polipeptidica. Este tipo de nudos proteicos se denominan nudos topologicos
[123]. Estas proteinas pueden ser tanto monoméricas como oligoméricas. Ejemplos representativos
de estas proteinas son la acetohidroxi-acido-isomerorreductasa de plantas [129,130], la ubiquitina
hidrolasa de humano [131] y la tRNA-metiltransferasa de Haemophilus influenzae [132]. Existe
otro tipo de nudos en los cuales la ruptura o formacion de puentes disulfuro o el establecimiento
de enlaces puente de coordinacion con metales favorece la formacion de estas topologias. Estos
nudos se denominan nudos covalentes, los cuales pueden formarse durante o después del proceso

de plegamiento [133,134].

Otros ejemplos notables de topologias poco comunes son la citrato sintasa de Pyrobaculum
aerophilum, la peroxirredoxina Il de bovino y la lisil oxidasa de Pichia pastoris, donde las cadenas

cicladas constituyentes se encuentran concatenadas (Figura 14 y Tabla 2) [135-137]. Existen
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Figura 14. Ejemplos representativos de otras proteinas con cadenas entrelazadas. (A) Citrato sintasa de
Pyrobaculum aerophilum. Los puentes disulfuro intramoleculares (lineas punteadas en rojo) son los
responsables de dirigir el entrecruzamiento o concatenacion topologica [135]. (B) Peroxirredoxina Il de
de Bos Taurus. Dos vistas de la estructura de catenano que muestran a cada cadena ciclada en rojo y
dorado. La estructura entrecruzada muestra que los planos de cada cadena forman un angulo de 55°[136].

también proteinas donde la union entre cadenas proteicas de concatdmero se produce mediante

una modificacidon quimica sobre la forma nativa de la proteina [126,136,138—-142].

Una vez descritas las caracteristicas principales de las topologias menos usuales en el
plegamiento de proteinas, es necesario enfatizar que la enzima dimérica topologicamente
entrelazada PaSdsAl es distinta de las proteinas con dominios intercambiados y con nudos
topoldgicos simples. En primer lugar, en la PaSdsAl las cadenas entrelazadas no son parte de un
dominio globular ni de elementos de estructura secundaria clasicos, sino que son simplemente risos
que separan a las hélices al0 y 11 de cada mondmero. Por otro lado, las proteinas con dominios
intercambiados requieren que los mondmeros iniciales sean estables en disolucion y una
perturbacion en el plegamiento del estado monomérico nativo origine el intercambio de dominios,
ya sea por la presencia de algun agente quimico, o bien debido a la mutacion de algin residuo
relevante; sin embargo, la PaSdsA1 es producida como un dimero una vez que sale de la maquinaria
traduccional de E. coli. En el caso de PaSdsA1, los monomeros no existen como tales en disolucion

acuosa. Solo ha sido posible cristalizarla en forma dimérica [58,143]. Finalmente, la proteina
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Tabla 2. Proteinas que forman concatameros. Se conocen unicamente 6 proteinas que forman
concatameros en la naturaleza. El resto ha sido producido a través de la ingenieria de proteinas, como
pS53cat™.

Residuos por Cofactor

Proteina , PDB Referencia
monomero
p53catdim 361 - No disponible [141]
Citrato smtgsa de P. 290 i LZVE [135]
aerophilum
Peroxirredoxina I1I de Bos
Taurus 409 Mg(1I) 2IBP [136]
Ascorbato oxidasa de
Cucurbita pepo 552 Cu(ID) 1A0Z [134]
Lisil oxidasa Qe Pichia 747 Cu(ln) IW7C [137]
pastoris
Proteinea de la capside
GP5 del bateriofago 282 - 10HG [144]
HK97
Sulfatasa SQSA] de P. 2CFU, 2CG3,
aeruginosa 658 Zn(1I) 2CFZ [58]

tampoco presenta nudos topoldgicos puesto que si se estirasen los extremos amino y carboxilo de
cada monomero simultineamente, el entrelazado se perderia. Con estos elementos, podemos
argumentar que el plegamiento observado en la PaSdsAl tiene caracteristicas propias de los

concatameros y no de proteina nudo o con dominios de intercambio.

Por ultimo, es importante remarcar que comprender los mecanismos por los cuales las
proteinas con cadenas entrecruzadas se pliegan representa un reto importante en el area de
estructura de proteinas. Este conocimiento, ademas, podria proporcionar beneficios directos en el

disefio e ingenieria de proteinas estables para uso terapéutico e industrial.
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3 Hipbtesis y Objetivos

3.1 Hipotesis

La disminucién o eliminacion de los iones metalicos del sitio catalitico de la sulfatasa
PaSdsAl, producira especies en equilibrio de la enzima con diferente contenido de cationes (formas
holo y apo); serd posible aislar estas poblaciones para estudiar la desnaturalizacion quimica y

térmica, asi como las interacciones entre la proteina y el metal con el que se coordina.

3.2 Objetivo General

Llevar a cabo una caracterizacion detallada de los procesos de desnaturalizacién y unioén

proteina-metal de la sulfatasa PaSdsAl.

3.3 Objetivos Particulares

1. Implementar una estrategia experimental que permita eliminar gradualmente el contenido

de metales en la sulfatasa PaSdsA1 y aislar cada una de las formas resultantes.

2. Caracterizar el proceso de desnaturalizacion térmica y quimica de las formas en equilibrio

de la enzima empleando Calorimetria de Barrido Diferencial y Dicroismo Circular.

3. Caracterizar la interaccion entre la sulfatasa en forma apo y el Zn** empleando Calorimetria

de Titulacion Isotérmica, Dicroismo Circular, Espectroscopia UV-Visible y EPR

4. Proponer mecanismos de desnaturalizacién y de interaccion de la PaSdsAl con iones

metalicos.
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4 Materiales y métodos

4.1 Materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de grado RA y obtenidos tanto de Sigma-Aldrich como
de Nacalai Tesque (Kyoto, Japdn) sin tratamiento adicional. El agua fue purificada hasta alcanzar

un valor de resistividad de 18 MQ cm™ utilizando un sistema de desionizacién Millipore Gradient.

4.2 Preparacion y purificacion de la proteina

La construccion pasdsal::tev::his6 en el vector pUC17 fue obtenida de GenScript (Estados
Unidos), donde fev denota la secuencia de reconocimiento de hidrolisis de la TEV proteasa. Esta
construccion fue clonada en el vector de expresion pET41 a(+) (Novagen) utilizando las enzimas
de restriccion Ndel y BgllIl. La proteina de fusion PaSdsA1-TEV-His6 fue expresada en células de
E. coli BL21 (Novagen), crecidas en medio LB suplementado con 50 ug mL™!' de kanamicina. Las
células fueron crecidas hasta alcanzar un valor de ODgoonm de 0.75 a 37 °C. La expresion de la
proteina fue inducida afiadiendo 0.5 mM IPTG e incubada toda la noche a 20 °C. Las células fueron
centrifugadas, resuspendidas y lisadas por sonicacion. La purificacion fue llevada a cabo utilizando
columnas de afinidad NiNTA (GE Healthcare) y de exclusion molecular (Superdex 200 26/600,
GE Healthcare). Con la intencion de evitar interferencias debidas a la cola de histidinas, la TEV
proteasa (TurboTEV, 10 000 unidades, utilizada sin purificacion adicional) se agregé a la solucion
de proteina y la mezcla de reaccion se incub6 por toda la noche a 30 °C. Después, la muestra fue
purificada nuevamente utilizando la columna de afinidad NiNTA colectando en esta ocasion las
fracciones no retenidas por la columna (Figura 15.A). La eliminacion de la cola de histidinas
también se verifico por espectrometria de masas (ver Figura 42 Figura 43 en el Apéndice). La

concentracion de la proteina se determind por absorcion UV-visible (Espectrofotdémetro CARY -
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Nativa Holo 2Zn Apo

Figura 15. Electroforesis nativa de las fracciones purificadas de la enzima PaSdsAl. (A) Forma dimérica
de la proteina PaSdsAl antes (1) y después (2) de remover la cola de histidinas con la TEV proteasa. (B)
Formas holo, 2Zn y apo de PaSdsA1 mostrando que todas estas formas son diméricas. La metodologia para
obtener separada cada una de las formas con diferente contenido de metales se detalla en la seccion 4.1.1.

50, Varian) a 280 nm (coeficiente de extincion molar de 92 250 M™' cm’!, obtenido de la base de
datos BRENDA [145]. El rendimiento fue de 100 mg por litro de cultivo. La proteina fue
concentrada hasta un valor de 15 mg mL™ y conservada a 4 °C en amortiguador de 20 mM Tris pH

8.0.

-Cuando la proteina en forma dimérica se calent6 hasta 90 °C en presencia de 1.5 mM SDS (e
inmediatamente enfriada a temperatura ambiente), se separaron mondmeros de los remanentes
dimeros y agregados amorfos utilizando cromatografia de exclusion molecular. Las fracciones
monoméricas, que contenian 1.5 mM SDS, se almacenaron a 4 °C en amortiguador de 10 mM Tris

pH 8.0. Este protocolo se establecid a partir de los experimentos que se detallaran en la Seccion 6.1.

Todas las muestras de proteina se examinaron mediante electroforesis nativa, SDS-PAGE y
Mild-SDS. Las electroforesis nativa y SDS-PAGE se llevaron a cabo como se describe en la
literatura [146,147]. La electroforesis Mild-SDS se disefid para hacer posible distinguir entre
bandas monoméricas y diméricas sin tener interferencias debidas a la presencia de agregados
amorfos sin disociar especies diméricas. Para este fin, se sigui6 el protocolo de la electroforesis
SDS-PAGE, con la salvedad de que las muestras no fueron hervidas y tanto los amortiguadores de
carga y de corrida carecian de DTT y de SDS. En el caso de la electroforesis Urea-PAGE, el
amortiguador de corrida, el gel y la muestra de proteina contenian la misma concentracion de urea
(sin SDS). Esta electroforesis se utilizd para estudiar el efecto de la urea en el estado de
oligomerizacion de la sulfatasa PaSdsA1, evitando la dilucion de la urea en la muestra de proteina

cuando se carga en el gel.
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4.3 Dicroismo circular

Los experimentos de dicroismo circular (CD) se llevaron a cabo utilizando un
espectropolarimetro Jasco J820 a 20 °C. Para los experimentos de CD lejano, la concentracion
empleada de proteina fue de 0.219 mg mL™! en amortiguador de 20 mM HEPES a pH 8.0, en
presencia y ausencia de diferentes concentraciones de urea. Se utilizo HEPES en lugar de Tris
como amortiguador para evitar interferencias en los espectros por parte del Tris. Para los
experimentos de CD cercano, la concentracion de proteina fue de 1 mg mL!. Se utilizaron celdas
de cuarzo de | mm y 1 cm de longitud de paso Optico para adquirir los espectros de CD lejano y
cercano, respectivamente. Los espectros se reportan como elipticidad molar ([0], deg cm? dmol™)

después de haber sustraido la linea base.

4.4 Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC)

Los experimentos de calorimetria de barrido diferencial (DSC) se llevaron a cabo utilizando
un microcalorimetro Auto-DSC capilar (GE Healthcare) y un microcalorimetro VP-DSC
(Microcal). Las disoluciones de proteina se prepararon dializando exhaustivamente contra
amortiguador 20 mM Tris pH 8.0 libre de metales (ver mas adelante). La concentracion de proteina
fue de 1 mg mL!. Para los experimentos de control cinético de la desnaturalizacion de la PaSdsAl,
se utilizaron diferentes velocidades de barrido en el intervalo 0.5-3.5 °C. Los datos obtenidos se

ajustaron al modelo de dos estados irreversible descrito en [148—150].

4.5. Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

4.5.1 Cinética Enzimatica

Los experimentos de actividad catalitica de la sulfatasa PaSdsA1 utilizando Calorimetria de
titulacion isotérmica (ITC) se llevaron a cabo utilizando un microcalorimetro VP-ITC (Microcal)
a 20 °C. Para seguir la reaccion por ITC, se prepard una disolucion desgasificada de PaSdsAl en
una concentracion de 50 nM en amortiguador de 20 mM Tris pH 8.0 y se introdujo en la celda de
muestra del calorimetro. La jeringa se cargd con una disolucion de SDS, concentracion 3.5 mM en
el mismo amortiguador, y se realizd una Unica inyeccion en la celda de 40 pL en 68.4 s, hasta
alcanzar una concentracion de sustrato en la celda de 100 uM, con agitacion de 550 rpm. La traza
calorimétrica se adquiri6 hasta que la reaccion se concret6d (una hora y media). En la Figura 16 se

muestra un termograma tipico para un experimento de cinética enzimatica y el correspondiente
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Figura 16. Caracterizacion cinética de la PaSdsAl en forma holo por ITC. (A) Termograma clasico
obtenido en un experimento de una unica inyeccion de cinética enzimdtica seguido por ITC. (B) Ajuste al
modelo de Michaelis-Menten.

ajuste al modelo de Michaelis-Menten. El tratamiento detallado de datos y ecuaciones se ha

reportado ya en trabajos previos [151-153].
3.5.2 Interaccion proteina-metales

Los experimentos de titulacion se desarrollaron a 20 °C en amortiguador de 50 mM Tris pH
8.0 suplementado con 100 mM NaCl [154]. El amortiguador en este caso se optimizé para evitar
interferencias debidas a la precipitacion de hidroxidos de Zn** y Cu®* en ausencia de agentes
quelatantes suaves (ver Figura 17) [155-159]. La disolucién de la forma apo de PaSdsAl se
concentrd utilizando tubos Amicon Ultra Centrifugal Filters 30 000 MW hasta alcanzar
concentraciones entre 10 y 15 uM. La concentracion de proteina se determind como se indicod en
la seccion 3.2. Las disoluciones de sales metélicas (ZnSO4-7H>0 y CuSO4:5H20) se prepararon
inmediatamente antes de llevar a cabo el experimento. La concentracion de las mismas quedo
determinada por la concentracion alcanzada de la forma apo para cada experimento independiente,
encontrandose en el intervalo de 250 a 300 puM. Para cada experimento, se realizd la
correspondiente dilucién de sal metalica en el amortiguador de titulacion. En todos los casos, se
realizaron 60 inyecciones, la primera de 1 pL y las 59 restantes de 5 puL, con periodos de 1 500 s
entre cada inyeccion. Después de restar los experimentos de dilucién, los datos se ajustaron a los
modelos de cuatro reacciones secuenciales, cuatro sitios independientes, y un modelo hibrido de

ambos, utilizando el software AFFINImeter, disponible en http://www.affinimeter.com.
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Figura 17. Efecto del pH en la solubilidad del Zn(Il). (A) Curva de solubilidad del ZnSO, como funcion
del pH, mostrando que, en valores de pH ligeramente basicos (entre 8 y 12), el Zn(Il) es muy poco soluble.
(B) Grdfica de distribucion de especies solubles de Zn(Il) como funcion del pH. Estas grdficas fueron
generadas tomando los datos experimentales reportados en [155].

4.6 Cuantificacion del contenido de Zn** en las muestras de proteina

El contenido de Zn>" se determin utilizando un ensayo colorimétrico [160,161]. En este
método, el 4-(2-piridilazo)-resorcinol (PAR) se utiliz6 para coordinar los metales libres en el medio
y seguir el espectro de absorcion utilizando un espectrofotometro UV-Vis (CARY-50, Varian). Las
curvas patron (en amortiguador de i) 20 mM Tris pH 8.0 libre de metales; ii) 20 mM Tris pH 8.0
suplementado con 1.5 mM SDS; y iii) 20 mM Tris pH 8.0 |[suplementado con 8§ M urea), se
obtuvieron utilizando celdas de cuarzo de 1 cm de longitud de paso optico en el intervalo de
concentracion de Zn** de 0-10 pM y PAR en concentracion de 100 uM (ver Figura 18). A diferencia
del procedimiento reportado por [160,161], las muestras de proteina desnaturalizada no se
obtuvieron incubando en altas concentraciones de Gdn-HCl, sino calentando hasta 85 °C para el
caso (i) o hasta 93 °C para el caso (ii). Para el caso (iii), el tiempo de incubacioén en 8 M urea fue
de 5 dias. En todos los casos, las muestras fueron centrifugadas y filtradas y determinada la
absorcion a 500 nm (maxima absorcion para el compuesto de coordinaciéon PAR-Zn). Es importante
remarcar que utilizando este método permite determinar la cantidad de metales liberada al medio
por la proteina cuando ésta es sometida a desnaturalizacion térmica o quimica. La correcta
aplicaciéon de este método requiere que todo el material empleado sea de plastico tratado

previamente para eliminar cantidades traza de otros metales interferentes. El tratamiento consiste
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Figura 18. Determinacion espectroscopica de metales pesados por el método de PAR [160,161]. (4)
Espectros de absorcion del 4-(2-Piridilazo)-resorcinol (100 uM) en amortiguador 20 mM Tris pH 8.0
suplementado con 1.5 mM SDS, en presencia de cantidades crecientes de Zn** (0 uM Zn*"* en linea continua
negra, 10 uM Zn** en linea continua azul marino). (B) Curva patroén elaborada con los valores de
absorbancia de PAR a 500 nm.

en lavar el material con una disolucion de 0.5 M HCI, luego incubar con 4 mM EDTA por dos dias
con agitacion constante, después enjuagar exhaustivamente con agua desionizada y, finalmente,

secar cuidadosamente con N> de alta pureza.

4.7 Titulacién espectroscopica de la forma apo con Cu?*

La titulacion espectroscopica de la forma apo con Cu?" es posible debido a que este metal es
paramagnético, a diferencia del Zn>*, lo cual nos permite seguir tanto por espectroscopia UV-
Visible como por dicroismo circular diversas transiciones electronicas entre los orbitales ligante-
metal y metal-metal (ver Figura 32). En la seccion de Resultados y discusion se profundizard con
mas detalle en los fundamentos teodricos de estas técnicas. La estrategia experimental se disefio

siguiendo protocolos ya reportados [104,162]:
4.7.1 Dicroismo circular y espectroscopia UV-Visible.

Una disolucion de la forma PaSdsAl-apo 100 uM en amortiguador de 20 mM MOPS pH 8.0
[156,159] se tituld con una disolucién acuosa de Cu?" hasta alcanzar 8 equivalentes de Cu®" por
dimero. Los espectros fueron adquiridos a 20 °C utilizando una celda de cuarzo de longitud de paso
optico de 1 cm para UV-Vis y de 2 cm para CD. Los espectros resultados se sometieron a un ajuste

global simultaneo a curvas gaussianas, utilizando el software Origin 8.0.
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3.7.2 Espectroscopia EPR

Las muestras para los experimentos de resonancia paramagnética electronica, concentracion
de 50 uM de PaSdsA1-apo, se prepararon en amortiguador de 20 mM MOPS pH 8.0 suplementado
con 30 % v/v de glicerol. Se afiadié Cu?* en disolucién acuosa hasta alcanzar 2, 3 y 4 equivalentes
de Cu?" por dimero, en experimentos independientes. Los espectros de EPR se colectaron
utilizando un equipo EMX Plus Bruker System con ER 049 XG Microwave Bridge. Los
experimentos se llevaron a cabo bajo las siguientes condiciones experimentales: Posicion del
campo 2500 G, Centro del campo 3200 G, Amplitud del barrido 1 400 G, factor g de la muestra
2.0000, modulaciéon de la amplitud 2, tiempo de barrido 41.95, constante del tiempo 40.96 ms,

escaneos 50.

4.8 Tensiometria de gota pendiente

Las mediciones fueron desarrolladas utilizando un tensiometro de gota pendiente (OCA,
Dataphysics, Alemania) con una cdmara USB de alta resoluciéon (max. 123 iméagenes s!) y una
celda casera disenada y construida con vidrio 6ptico (Hellma, Alemania). Las imagenes de los
perfiles de gota se colectaron cada minuto y fueron almacenadas para su posterior procesado. Las

tensiones superficiales se obtuvieron aplicando la ecuacion de Young-Laplace.

43



5. Resultados y discusion

5 Esquema general de presentacion de
resultados y discusion

PaSdsA1l
Desplegamiento . . Analisis structural
Térmico l ks w #7 (cadenas monoméricas
- ”?. entrelazadas
o )
Wiy w

Cp

W—  — €

Separacion por quelatacion diferencial

Interaccién J\/\/\ f \ Mecanismo de
Apo + M? @ L # desnaturalizacién
T

(Zn?*y Cu?*)

4 |

Para Cu®*: Calorimetria de
Dicroismo Circular Barrido
UV-Visible Diferencial (DSC)
EPR
ITC

térmica y quimica

Dicroismo Circular
Electroforesis
Nativa, SDS-PAGE
y Mild-SDS

e Actividad
enzimatica vs SDS
(ITC)

Para Zn*:
ITC
TH-NMR

=% JouRNAL OF

Inorganic

Biochemistry

Figura 19. Diagrama general de resultados.

Los resultados globales se han organizado como se ilustra en la Figura 19. Por un lado, se
presentan los resultados obtenidos desde el punto de vista de las rutas de desplegamiento de la
PaSdsAT1 utilizando técnicas calorimétricas y espectroscopicas, principalmente. Esto nos permitio
proponer un mecanismo de desplegamiento térmico y quimico para la forma holo de la proteina.
En el caso de la via térmica, la proteina se desnaturaliza con una separacion simultanea de los
monodmeros formadores y la agregacion. La ruta quimica no implica la disociacion en mondmeros,
sino que permite que el dominio de dimerizacion se conserve, permitiendo que el desplegamiento
en presencia de urea sea un proceso reversible. Por otro lado, habiendo logrado obtener la proteina

libre de metales, se estudié el mecanismo de unién de Zn** a la proteina por ITC. También se
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realiz6 la sustitucion de Zn?" por Cu?*, con lo cual fue posible seguir la union de los iones metalicos
por espectroscopias UV-Vis, CD y EPR. Los datos en conjunto sugieren un mecanismo de union
secuencial proteina-metal. Los resultados de la primera parte se han publicado en la revista FEBS
Letters, mientras que los de la segunda parte estan en preparacion para enviarse a la revista Journal

of Inorganic Biochemistry.
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6 Desnaturalizacion de la PaSdsAl

6.1 Desnaturalizacion térmica

Los resultados de los experimentos de desnaturalizacion térmica de la PaSdsAl seguida por
DSC mostr6 tres picos principales, como se muestra en la Figura 20. Para descartar la posibilidad
de un mecanismo de desnaturalizacion disociativo, se realizaron pruebas de desnaturalizacion

térmica con diferentes concentraciones iniciales de proteina; sin embargo, no se observo
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Figura 20. Desnaturalizacion térmica de la proteina PaSdsAl. (A) Dimero nativo. (B) Forma holo (cuatro
atomos de Zn); (C) la forma 2Zn (dos atomos de Zn por dimero) y (D) la forma apo (sin dtomos de Zn). Los
protocolos para obtener las muestras presentadas en los paneles B, C y D se describen en el texto. La
velocidad de barrido fue 1.5 °C min™.
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Figura 21. Metalo-f-lactamasa AE036 de Aeromonas hydrophila. (A) Experimentos DSC de la metalo-f-
lactamasa AE036 de la forma apo (1), y de la proteina purificada en presencia de 0 (2), 1 (2) y 10 (3)
equivalentes de Zn’". El termograma en el recuadro muestra el termograma de la forma apo después de
haber afiadido 0.67 equivalentes de Zn®*. (B) Espectros de dicroismo circular de las enzimas apo (1), mono-
Zn (2) y di-Zn (3). Tomado de [164].

modificacion alguna en los valores de Tm de los picos. Inspirados en algunos reportes previos
[92,105,163,164], hemos realizado desmetalaciones de metalo-B-lactamasas utilizando
tratamientos quelatantes con EDTA. Para el caso particular de la metalo-p-lactamasa AE036 de
Aeromonas hydrophila, la eliminacion de iones metélicos resultd estar asociada con la aparicion
de picos con valores inferiores de T al estudiarse la desnaturalizacion por DSC (Figura 21) [164].
Con estos antecedentes, se desarrolld la siguiente estrategia experimental: (a) La proteina se
precalentd hasta 70 °C y se enfrid a temperatura ambiente. Después de este tratamiento, se
observaron algunos agregados, los cuales se eliminaron centrifugando a 12 000 rpm por 10 minutos
y luego filtrando a través de una membrana con 0.22 um de tamaiio de poro. Este procedimiento
permiti6 observar inicamente al pico de alta temperatura (Figura 20.B). (b) Cuando otra muestra
de proteina se incubd a temperatura ambiente por 24 horas en presencia de 75 mM EDTA,
calentado a 50 °C, centrifugada y filtrada como en (a), se observo solamente al pico con Tm de
60 ° C (Figura 20.C). (¢) Por ultimo, cuando una muestra de proteina se traté com 200 mM EDTA
por 48 horas y en presencia de la resina Chelex (aproximadamente 1g por 100 mg de enzima),

centrifugada y filtrada, el experimento de desnaturalizacion por DSC mostré tnicamente la
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Figura 22. Cuantificacion del contenido de metales y espectros CD de las tres formas de PaSdsAl. (A)
Determinacion del contenido de Zn’" utilizando el método de PAR (seccién 3.6). Este método determina la
cantidad de metales liberados al medio por la proteina cuando es sometida a desnaturalizacion. Este
método se utilizo para: (1) cada una de las tres formas de la enzima; (2) el dimero desplegado y (3) el
monomero plegado. Los medios fueron: 20 mM Tris pH 8.0 con la curva patron en negro para (1); 8 M, 20
mM Tris pH 8.0 con la curva patron en azul para (2); y 1.5 mM SDS, 20 mM Tris pH 8.0 con la
correspondiente curva patron en magenta para (3). La desnaturalizacion de la proteina se llevo a cabo
calentando hasta 85 °C para (1) y a 93 °C para (3). (B) Espectros CD-lejano para las formas holo, 2Zn y
apo de PaSdsAl. El grdfico insertado muestra los espectros CD-cercano para las mismas muestras.

transicion de baja temperatura (Figura 20.D). Todas las proteinas mostradas en la Figura 20 son
diméricas y su concentracion se determiné como se indica en la seccion 4.2 Preparacion y

purificacion de la proteina.

Utilizando el método espectroscopico de PAR [160,161], se determiné el nimero de iones
Zn*" por dimero para cada una de las tres muestras que produjeron las transiciones de la Figura 20.
Los resultados de esta cuantificacion se muestran en la Figura 22. La Figura 22.A muestra que cada
transicion en los experimentos de desnaturalizacion por DSC corresponde con proteinas con
diferente contenido de Zn por dimero: cuatro (forma holo, 7w 74 °C), dos (forma 2Zn, Trm 60 °C) y
cero (forma apo, Tm 45 °C). Estos datos indican que en la forma nativa de la sulfatasa PaSdsA1l
estas tres formas coexisten en equilibrio quimico, cada una de ellas con diferente nimero de atomos
de Zn. La coexistencia de estas tres especies no es una consecuencia de la maquinaria
postraduccional de E. coli, como se vera mas adelante. Aun induciendo la sintesis de la proteina en
presencia de Zn(II), siguieron observandose proporciones variables de las tres especies del estado
nativo. Analizando los espectros de dicroismo circular (Figura 22.B), encontramos que las

estructuras secundarias de estas tres formas son casi idénticas. Los espectros de CD-cercano
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Figura 23. Termogramas DSC para las formas apo, 2Zn y holo de PaSdsAl. Los simbolos representan
los datos experimentales de capacidad calorifica aparente, mientras que las lineas continuas son los
mejores ajustes utilizando el modelo de dos estados irreversible [148—150]. Notar que, para mayor
claridad, los perfiles calorimétricos fueron desplazados en el eje Y.

(grafica insertada en la Figura 22.B) muestran un cambio significativo en intensidad y en longitud
de onda maxima, indicando que las estructuras terciarias de las tres formas son diferentes en cierto
grado. Claramente, los dtomos de Zn juegan un rol crucial en la estabilidad térmica de estas
proteinas. Existen grandes diferencias entre sus valores de 7m (con una velocidad de barrido de
1.5 °C min): 74.5, 61.1 y 44 °C para las formas holo, 2Zn y apo, respectivamente. Esta misma
situacion se observo en la metalo-B-lactamasa AE036 de Aeromonas hydrophila (Figura 21, [164]).
La diferencia en los valores de 7w entre las formas holo y 2Zn (13 grados) no pueden atribuirse a
cambios en estructura secundaria, la cual no resulta afectada por el desplazamiento del riso
observado en la forma 2Zn (ver Figura 11.B y C). De hecho, la disminucién en la Ty, puede
atribuirse a la modificacion en la esfera de coordinacion de los iones metalicos, la cual se acompafia
por un gran desplazamiento del riso que contiene al residuo E280 y, en general, a la mayor
flexibilidad conformacional de la proteina entera, como se puede verse en los valores de los factores
B de temperatura (ver Figura 12 y Tabla 6). El desplegamiento térmico de las formas holo, 2Zn y
apo se estudio utilizando DSC a diferentes velocidades de barrido. La Figura 23 muestra que las

trazas calorimétricas fueron dependientes de la velocidad de barrido, implicando que el mecanismo
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Figura 24. Grdficas de Arrhenius para la desnaturalizacion térmica irreversible de las formas holo, 2Zn
y apo de PaSdsAl. Los simbolos en la grdfica corresponden a diferentes velocidades de barrido utilizadas
en los experimentos DSC (ver Figura 23). Las lineas representan los mejores ajustes a la ecuacion de
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de desnaturalizacion es un proceso controlado cinéticamente [148]. En todos los casos, las corridas
de recalentamiento no mostraron transicion alguna, lo cual implica que la desnaturalizacion térmica
de las tres formas del estado nativo de la PaSdsA1 es irreversible. De hecho, una examinacion
visual de las muestras tras el calentamiento descrito reveld la formacion de agregados amorfos
irreversibles. Las trazas de la Figura 23 se ajustaron al modelo de dos estados irreversible, el cual
ha sido descrito ampliamente en los trabajos publicados en [148—150]. En este modelo, el estado
nativo se convierte a un estado final F, incapaz de plegarse nuevamente para regenerar el estado
nativo, a través de un proceso de primer orden y, a su vez, caracterizado por una constante de
equilibrio K y una energia de activacion Ea,c, obtenida de una grafica tradicional de Arrhenius. La
energia de activacion corresponde a la barrera energética entre el estado nativo y el estado de
transicion. Los resultados del ajuste se presentan en la Figura 24. En proteinas globulares, los
valores de Eye oscilan entre 100 y 800 kJ mol™! [148]. Los valores de Ea de las tres formas de
PaSdsA1 se encuentran cercanas entre si: 370.3 £ 5.7, 415.6 £ 40.6 y 371.4 £ 6.6 kJ mol™! para las
formas holo, 2Zn y apo, respectivamente. Puede verse entonces que el contenido de Zn no es un
factor determinante en la estabilidad cinética de las tres formas de la enzima, por lo cual los estados

de transicion podrian se estructural y energéticamente similares.
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6.2 Desnaturalizacion quimica inducida por urea

Distintas muestras de proteina PaSdsAl, en la forma holo, preparadas como se describi6
anteriormente, fueron incubadas en diferentes concentraciones de urea, desde 0 hasta 8 M, por
diferentes periodos de tiempo. Los patrones de desplegamiento seguidos por dicroismo circular se
presentan en la Figura 25.A, indicando que el equilibrio se alcanza después de tres dias de
incubacion en el agente desnaturalizante. La Figura 25.B muestra los espectros CD de la proteina
holo nativa, de una muestra incubada por 5 dias en 8 M urea y de una muestra adicional tratada
también por 5 dias en 8 M urea, pero de la cual el desnaturalizante ha sido removido. Estos
espectros indican que el proceso de desplegamiento quimico es reversible. Para poder analizar mas
detalladamente la reversibilidad del proceso, se obtuvieron espectros CD de muestras incubadas en
otras concentraciones de urea (ver Figura 25.C). Las curvas de desplegamiento y renaturalizacion
no se traslapan debido a que en los experimentos de renaturalizacion el sistema no habia alcanzado
aun el equilibrio, esto es, las muestras previamente incubadas por cinco dias en 8 M urea fueron
diluidas a diferentes concentraciones de urea y se les corrieron los correspondientes espectros CD
inmediatamente (en s6lo unos cuantos minutos); sin embargo, la semejanza entre la sefial observada
para las muestras desnaturalizadas y las renaturalizadas a bajas concentraciones de urea indican
que el desplegamiento es reversibe, a pesar de que el experimento presentado no se encuentre al

equilibrio.

La naturaleza de la proteina desnaturalizada fue revelada por electroforesis nativa y se presenta
en la Figura 25.E, donde es posible observar que atin en altas concentraciones de urea la especie
dimérica continua presente. Esto no es un artefacto producido por la dilucion de las muestras
cuando son cargadas en el gel nativo, en donde podria observarse una renaturalizacion a partir de
proteinas monoméricas desplegadas, las cuales adoptarian la forma dimérica al diluirse la urea.
Para probar que esto ultimo no tiene fundamento, se disefid un experimento en el cual tanto el gel
como los amortiguadores de corrida contenian la misma cantidad de urea que la muestra de proteina
a analizarse (ver Seccion 4.2, Preparacion y purificacion de la proteina, Urea-PAGE). Los
resultados se muestran en la Figura 25.F, donde puede observarse que la banda dimérica contintia
presente, pero no puede verse ninguna banda monomérica. Con esto se prueba que el estado

oligomérico de la proteina desnaturalizada quimicamente es el dimero.
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Por otro lado, utilizando nuevamente el método de PAR, se determiné que el dimero

desnaturalizado no retiene ningtin ion Zn**, como puede apreciarse en la Figura 22.B. Por lo tanto,
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Figura 25. Desnaturalizacion quimica de la forma holo de PaSdsAl. La muestra fue preparada como se
indico en la seccion 4.1.1. (4) Efecto del periodo de incubacion seguido por espectroscopia CD. El
equilibrio fue alcanzado después de 3 dias de incubacion. A partir de los datos de equilibrio (periodo de
incubacion de 5 dias), el cambio de energia libre de Gibbs para la desnaturalizacion de la forma PaSdsAl
dimérica holo al dimero desplegado (D*), AG"™°p_,p+, se estimé y se encontré que tiene un valor de 17.45
kJ mol” con un valor de m de 3.31 kJ mol* M. (B) Espectros CD de la proteina nativa, de una muestra
incubada 5 dias en 8 M urea y de esta ultima muestra habiendo eliminado el agente desnaturalizante
(concentracion final de urea aproximada de 0.5 M). Los valores de elipticidad molar a 220 nm para los
procesos de desnaturalizacion y renaturalizacion se muestran en (C); para el desplegamiento, las muestras
se incubaron por 5 dias en urea mientras que la renaturalizacion fue estudiada sin tiempo de incubacion
alguno, diluyendo las muestras de proteina desde 8 M urea hasta las concentraciones finales de urea
indicadas. (D) Traza calorimétrica DSC de la proteina renaturalizada a partir del estado desplegado en 8
M urea. La figura insertada en el panel es un gel nativo de la forma holo dimérica y de la proteina
renaturalizada una vez que se ha eliminado la urea. (E) Electroforesis nativa en presencia de las
concentraciones indicadas de urea para muestras incubadas por 5 dias. En 1 M urea, se observa una
pequeria cantidad de agregados; sin embargo, conforme la concentracion de urea se incrementa, estos
agregados se solubilizan. (F) Electroforesis Urea-PAGE (ver seccion 3.2) para muestras holo diméricas
incubadas por 5 dias en 4, 6 y 8 M urea. Tanto el amortiguador de corrida como el gel contenian la misma
concentracion de urea. En cada una de estas concentraciones de urea, el carril izquierdo muestra el
marcador de peso molecular, mientras que en el carril derecho fue cargada la muestra de proteina. En los
tres geles se observa la banda correspondiente al dimero (peso molecular 146.7 kDa), mientras que la
banda de monomeros se encuentra ausente (peso molecular 73.4 kDa).

en términos generales, los resultados presentados en la Figura 25 sugieren fuertemente que el
entrelazamiento de las cadenas presente en el dominio de dimerizacion se preserva en el estado
desplegado, y que éste es el elemento que permite que el proceso de desnaturalizacion inducida
quimicamente sea reversible. Después de renaturalizar la muestra tratada previamente en 8 M urea,
los formas holo (mayoritariamente), 2Zn y apo fueron producidas nuevamente, como se probo
mediante DSC. Las correspondientes trazas calorimétricas se presentan en la Figura 25.D. La
reaparicion de las tres formas del estado nativo ocurre en ausencia de chaperoninas y muy
claramente confirma la presencia de las tres especies del estado nativo de la PaSdsA1 no es una
consecuencia de la maquinaria traduccional del sistema de sobreexpresion E. coli. Mas aln,
aparentemente la afinidad de la sulfatasa PaSdsAl es lo suficientemente alta como para que el
dimero desplegado, pero que conserva las cadenas entrelazadas del dominio de dimerizacion, es
capaz de reclutar los iones Zn** presentes en el medio durante el proceso de renaturalizacion. Una
situacion similar de recaptacion de Zn ha sido observada en el caso de la metalo-p-lactamasa

AEQ036 de Aeromonas hydrophila [164].
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6.3 Disociacion de dimeros y estabilizacion de monomeros

Con la intencion de evaluar si las cadenas monoméricas producto de la desnaturalizacion
térmica pueden desanudarse sin la producciéon de agregados amorfos, diversas muestras de la
PaSdsAl en la forma holo se incubaron en presencia de 1.5 mM SDS (la concentracion utilizada
rutinariamente en los protocolos de electroforesis SDS-PAGE [147]) y se calentaron hasta
diferentes temperaturas, después se enfriaron inmediatamente a temperatura ambiente y se
analizaron utilizando la electroforesis Mild-SDS (ver seccidn 3.2, Preparacion y purificacion de la
proteina), con una concentracion de SDS en el gel de 1.5 mM. El correspondiente gel se presenta
en la Figura 26.A. Se puede observar que, para las muestras precalentadas hasta 80 °C, la proteina
se conserva como dimero, mientras que cuando se calientan hasta 90 °C comienza a aparecer la

banda correspondiente al monémero. A 100 °C ya no se observa sefal alguna del dimero,
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Figura 26. Disociacion de dimeros y estabilizacion de monomeros por el SDS. (A) Gel Mild-SDS de
distintas muestras de la forma holo precalentadas a las temperaturas indicadas desde temperatura
ambiente (RT) hasta 100 °C, en el amortiguador de trabajo suplementado con 1.5 mM SDS. (B)
Cromatografia de exclusion molecular de la muestra precalentada a 90 °C. El amortiguador de elucion
contiene 1.5 mM SDS. (C) Gel Mild-SDS de las muestras eluidas de la columna de exclusion molecular:
una fraccion correspondiente al pico de bajo volumen de elucion y cinco fracciones del pico de alto volumen
de elucion. (D) Gel nativo de las muestras descritas en (C). El amortiguador de trabajo es 20 mM Tris pH
8.0.
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Figura 27. Tension superficial del dodecilsulfato de sodio (SDS) en el amortiguador empleado. El valor
de la concentracion micelar critica (cmc) del SDS en 20 mM Tris pH 8.0 se encontro que es 2.75 mM. La
concentracion de SDS (1.5 mM) utilizada para estabilizar a los monomeros de PaSdsAl se encuentra en la
region premicelar.

unicamente monomeros. La muestra precalentada hasta 90 °C se sometid a una separacion por
cromatografia de exclusiéon molecular, cuyo cromatograma se presenta en la Figura 26.B. Esta
técnica permitio observar dos picos principales. La naturaleza de las proteinas responsables de
estos picos se verifico por electroforesis Mild-SDS (Figura 26.C), que mostro que el pico de bajo
volumen de elucion corresponde a la proteina dimérica, mientras que el pico de alto volumen de
elucion esté asociado con la proteina disociada en mondmeros. Si el SDS es removido, como ocurre
en una electroforesis nativa al diluir el SDS en el pozo del gel (Figura 26.D), los mondémeros forman
inmediatamente agregados amorfos, mientras que los dimeros se conservan como tales sin
agregarse. Sin embargo, hay que mencionar que la presencia del SDS también tiene un efecto
estabilizador en la proteina dimérica. En la Figura 28.A puede observarse que el SDS produce un
incremento en el valor de la 71, de 18 °C con respecto a la proteina sin SDS. Por esta razon, en la
Figura 26.A los dimeros parecen disociarse por arriba de los 74.5 °C, temperatura de
desnaturalizacion de la proteina holo dimérica sin SDS. Por lo tanto, la completa desnaturalizacion
y la concomitante disociacion del dimero en mondmeros, en presencia de SDS, solo es posible si
la proteina se calienta por arriba de los 93 °C. También es importante remarcar algunos puntos
clave con respecto a las condiciones de SDS en la Figura 26: (1) la concentracion de trabajo de SDS

se encuentra por debajo de la concentracion micelar critica en el amortiguador 20 mM Tris pH 8.0
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Figura 28. Efecto del SDS sobre el perfil calorimétrico y la actividad enzimdtica de PaSdsAl en forma
holo. (A) Trazas calorimétricas en presencia y ausencia de 1.5 mM SDS apuntan una diferencia
significativa en los valores de Tm. Los correspondientes rescans no muestran transicion alguna, indicando
que en ambos casos el proceso de desnaturalizacion es irreversible. La velocidad de calentamiento fue 1.5
K min. El termograma completo de la muestra con SDS presenta un pico agudo a bajas temperaturas,
asociado con la temperatura de Krafft del SDS [191-193] en estas condiciones particulares (ver Figura
30). (B) Actividad enzimatica de la forma PaSdsA1 holo seguida por Calorimetria de Titulacion Isotérmica
(ITC) a 20 °C. A partir de los datos crudos de potencia como funcion del tiempo, pueden obtenerse graficos
de velocidad de reaccion contra concentracion de sustrato y, realizando ajustes no lineales a la ecuacion
de Michaelis-Menten, determinarse los parametros del estado estacionario (ke y Ku) [152]. La traza en
negro corresponde a un experimento en el cual la proteina PaSdsAl fue colocada en la celda del
calorimetro en concentracion de 50 nM, mientras que la jeringa fue llenada con el sustrato (SDS) a 3.5
mM. Una unica inyeccion de 40 uL fue realizada. La concentracion final de SDS en la celda fue de 100 uM.
Bajo estas condiciones, la reaccion concluyo en 45 minutos. La traza en rojo (inset) corresponde a un
experimento en donde 1.5 mM SDS se coloco en la celda calorimétrica y la jeringa se lleno con PaSdsAl a
una concentracion de 1.75 uM. Una unica inyeccion de 40 pL fue realizada. La concentracion final de
PaSdsAl en la celda fue de 50 nM. La traza muestra que en presencia de SDS a 1.5 mM la reaccion
concluye solo después de 14 horas.

(2.75 mM). Esto se demostrd mediante tensiometria de gota pendiente y los resultados se presentan
en la Figura 27. (i1) La concentracion empleada de SDS también tiene un efecto inhibitorio sobre
la actividad hidrolasa de la sulfatasa PaSdsA1 (hay que recordar que el SDS es el sustrato de esta
enzima). A través de experimentos de cinética enzimatica utilizando ITC (Figura 28.B), se
demostrd que en el sistema se presenta el fendomeno de inhibicion por sustrato, por lo cual la
presencia del producto 1-dodecanol es minima y la hidrodlisis completa del SDS se da s6lo después
de 13 horas de incubacién con la enzima. Con estos dos elementos, podemos concluir que la
estabilizacion de los mondmeros por el SDS no se produce por la presencia de micelas del

tensoactivo ni por la formacion del 1-dodecanol. Aparentemente, los monémeros de la PaSdsA 1

56



6. Desnaturalizacion de la PaSdsA1l

1 1 P I ] ¥ ] L L L] 1 1
15} F‘g zz: F osmero | Monomeros

= - 8100 ] 60 | | =~~~ ReScan1 ]
"-3 10 I | Rescan2
£ i go'nso 1 = L | ---- Rescan3
© o o f - (&) '
NE 5 % 0025F - : 40
IT) ) = 0.000 3
o \ 260 280 300 320 340 £
L]
=] 0F - -
= | = 20
o a
= I Holo
= 10l T R Monémero | | 0

'l Il 1 L 1 1 L i 'l i 1 " 'l A L i 1

200 210 220 230 240 250 260 60 70 80 90 100
A (nm) Temperatura (°C)
A B

Figura 29. Caracterizacion estructural y desnaturalizacion térmica de la forma PaSdsAl monomérica en
presencia de 1.5 mM SDS. (A) Espectros CD-lejano para una muestra de PaSdsAl monomérica (eluida de
la columna de exclusion molecular (ver Figura 26.B)) y para dimeros holo. La grdfica insertada muestra
los espectros CD-cercano para las mismas muestras. (B) Perfiles calorimétricos de muestras monoméricas
(eluidas como en la Figura 26.B), mostrando también tres rescans. La velocidad de barrido fue de 1.5 K
min”. El termograma completo presenta un pico a bajas temperaturas, asociado con la temperatura de
Krafft en estas condiciones particulares Figura 30. La forma holo se preparo como se indico en la Seccion
4.2.1

son estables en disolucion Ginicamente en presencia de 1.5 mM SDS, mientras que los dimeros son
estables con o sin SDS en el medio. La estabilizacion de proteinas por el SDS es un fenomeno que
ha sido observado anteriormente en proteinas de membrana y en algunas proteinas globulares
[165,166]. En resumen, los resultados de la Figura 26 indican que la desnaturalizacion térmica
favorece la disociacion de dimeros, desanudando el entrelazado topoldgico de las cadenas en el
dominio de dimerizacion, y produciendo mondmeros que son estables en disolucion gracias a la

accion de las moléculas de SDS.

6.4 Caracteristicas estructurales y desnaturalizacion térmica de los monomeros

Se estudiaron las caracteristicas estructurales de los mondmeros de la PaSdsA1 por dicroismo
circular en presencia de 1.5 mM de SDS. En la Figura 29.A se presentan los espectros CD lejano y
cercano. Es posible apreciar que los espectros de los monomeros difiere ligeramente de la
correspondiente forma dimérica, particularmente alrededor de los 210 nm. Por otro lado, los
espectros de CD-cercano indican que la estructura terciaria del mondmero se encuentra mas
desordenada. Para conocer mas detalladamente las caracteristicas de estos monomeros, se llevo a

cabo la cuantificacion de Zn** utilizando el método de PAR, descrito anteriormente, en presencia
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Figura 30. Trazas calorimétricas de la forma holo de la PaSdsAl precalentada a 50 °C en presencia de
1.5 mM SDS (A) y de los monomeros eluidos de la columna de exclusion molecular en amortiguador
suplementado con 1.5 mM SDS (B). Las transiciones observadas a bajas temperaturas estan relacionadas
con la temperatura de Krafft del SDS en las condiciones dadas, esto es en amortiguador de 20 mM Tris pH
8.0 en presencia de dimeros de proteina (A) o bien, la forma monomérica (B). Las transiciones de alta
temperatura se describen en el texto y en las Figura 28 y Figura 29.

de 1.5 mM SDS (ver Figura 22.A), procedimiento en el cual se determind que los mondémeros no
retienen cantidad alguna de metales. En comparacion con la forma dimérica de la PaSdsAl, los
monomeros parecen ser estructuralmente mas débiles y pierden la capacidad de unirse con los iones

Zn**; sin embargo, retienen algunos elementos de la estructura secundaria.

El perfil de desnaturalizacion térmica de los mondmeros seguido por DSC en 1.5 mM SDS se
presenta en la Figura 29.B. El valor de la 7m es de 89.3 °C, solo tres grados por debajo de la 7m para
la forma dimérica (Figura 28.A), lo cual indica que el mondmero es una proteina térmicamente muy
estable. La muestra se recalentd repetidas veces (Figura 29.B) y se observo que el proceso de
desnaturalizacion térmica es reversible (la relacion de las areas de los picos muestra un 90 % de
reversibilidad). La diferencia observada muestra claramente que los mondmeros desnaturalizados
no vuelven a plegarse como dimero con las cadenas entrelazadas. Se afiadié un exceso de Zn (100
equivalentes) para corroborar si la presencia del metal favorece la formacion del dimero; sin
embargo, tras analizar la muestra por DSC y electroforesis Mild-PAGE, encontramos que no habia
transicion alguna en el termograma y so6lo se observaron bandas monoméricas en el gel
correspondiente. Esto indica que los mondémeros no pueden volver a plegarse como dimero en
ningiin momento. Es dificil determinar a nivel molecular si es el rol del SDS consiste solamente en

la estabilizacion de los mondmeros en disolucion o si éste compuesto guia la renaturalizacion

58



6. Desnaturalizacion de la PaSdsA1l

F

Agregados

T TTm= 74.5°C

D* + [Urea] D Calentara9o°c 91

+1.5 mM SDS

Dimero _—,' Dimero =@ Monémeros
Desplegado -[Urea] Nativo Desplegados
7 ‘Jj ; . lT T
2 )\ PR +1.5 mM SDS
" et
Cadena ZM
T T - 93 oc i -SDS
entrelazada o Monomeros ——g Agregados
Intacta +1.5 mM SDS Plegados
F
Agregados

- Cadenas desenlazadas

Figura 31. Rutas de desnaturalizacion térmica y quimica de la forma holo de los dimeros de PaSdsAl.

permitiendo que el proceso sea reversible. Lo que si es claro es que el entrelazado de las cadenas
que conforman el dominio de dimerizacion no es un proceso espontaneo y muy probablemente

requiere de ayuda externa para poder plegarse correctamente [125,167,168].

6.5 Panorama global de la desnaturalizacion de la sulfatasa PaSdsA1

Comprender el impacto del entrelazamiento de las cadenas en las rutas de desnaturalizacion
de las proteinas topologicamente entrelazadas representan un reto importante en el area de
investigacion de estructura y funcion de las proteinas. La sulfatasa PaSdsA1l ha resultado ser un
excelente candidato para desarrollar este tipo de estudios debido a sus cadenas monoméricas
profundamente entrelazadas y al gran tamafo que tiene (mas de 1300 residuos de aminoacidos
como dimero). En el estado nativo coexisten tres formas de la enzima en equilibrio quimico, cada
una de ellas con un diferente contenido de Zn en el sitio catalitico, el cual no es un resultado no
deseado de las proteinas de modificacion postraduccional del sistema de sobreexpresion. Los
atomos de Zn influyen fuertemente en la estabilidad térmica de las tres formas, aun cuando la
estructura secundaria de las tres es casi idéntica; ademas, estas tres formas pueden ser aisladas y
estudiadas de manera independiente. Las rutas de desplegamiento térmico y quimico de la forma

holo de la PaSdsAl se resumen en la Figura 31.
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Las conclusiones mas importantes de la Figura 31 son: (i) la desnaturalizacion térmica de la
forma holo es irreversible y controlada cinéticamente, proceso en el cual el estado final se
constituye de agregados amorfos; (i7) la desnaturalizacion quimica con urea es reversible, lo cual
implica que el entrelazamiento de las cadenas en el dominio de dimerizacién se conserva en el
estado desnaturalizado y que permite que este proceso sea reversible; (iii) la afinidad de la proteina
por los iones Zn** es lo suficientemente alta como para que el dimero desplegado quimicamente
sea capaz de reclutar al Zn necesario del medio durante el proceso de renaturalizacion, produciendo
nuevamente las tres formas del estado nativo de la enzima; (iv) en presencia de SDS, la
desnaturalizacion térmica favorece la disociacion de los dimeros, desanudando las cadenas
entrelazadas y produciendo mondémeros que son estabilizadas por efecto de las moléculas de SDS
presentes; y por ultimo, (v) la desnaturalizacion térmica de los monomeros estabilizados por SDS
es reversible pero no produce dimeros, aiin en presencia de un exceso estequiométrico de Zn (1),
lo cual sugiere fuertemente que la formacion del dominio de dimerizacion con las cadenas
entrelazadas no es un proceso espontaneo, sino que requiere de ayuda externa no disponible durante

este experimento.

El factor principal que correlaciona todos los descubrimientos mencionados en esta seccion
del trabajo es la estabilidad del entrelazado entre las cadenas monoméricas en el dominio de
dimerizacion de la forma holo. Al calentar, las interacciones de cardcter no covalente que
mantienen este entrelazamiento estable se ven severamente afectadas, lo cual lleva a la generacion
de agregados amorfos irreversibles. Por otro lado, cuando se utiliza urea como agente
desnaturalizante, las interacciones entre aminoacidos consigo mismos, o bien, con las moléculas
del disolvente, responsables de mantener la estabilidad del entrelazado aun en condiciones
fuertemente desnaturalizantes (8 M Urea), deben conservarse o, al menos, no verse afectadas
gravemente. De hecho, este entrelazamiento actia como semilla de plegamiento alrededor de la
cual los mondmeros desnaturalizados, pero con el dominio de dimerizacidon conservado, tienen la
capacidad de volver a plegarse una vez es eliminada la urea, reclutar los iones Zn>" disponibles en
disolucion y regenerar la proteina dimérica. Debido a que los mondmeros separados son incapaces
de volver a plegarse como dimeros, aiin en presencia de un exceso de Zn (II), la conservacion de
este dominio es crucial para que la reversibilidad del proceso de desnaturalizacion quimica sea

posible [169].
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7 Interaccién PaSdsA1-Apo con Zn%*y Cu?*

7.1 Estudio espectroscopico de las interacciones entre metales de transicion

y proteinas

En el campo de la Quimica Bioinorganica, las espectroscopias UV-Visible, dicroismo circular

y resonancia paramagnética electronica (EPR), entre otras técnicas, han permitido el estudio

exhaustivo y andlisis de mecanismos de formacion de interacciones entre metales y ligantes de

caracter proteico [104,170—173]. Por un lado, la combinacion de las espectroscopias de absorcion

electronica (UV-Visible) y dicroismo circular permiten la caracterizacion de transiciones

electronicas asociadas al complejo metal-enzima, debido a que los complejos metalicos de las

metaloenzimas suelen ser centros de baja simetria [103,174,175], lo cual implica que absorben de

manera diferencial los componentes izquierdo y derecho de un haz de luz circularmente polarizada.

Gracias a este fendmeno, estas técnicas pueden proporcionar informacion acerca de la geometria y
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Figura 32. Diagrama de orbitales moleculares para
un metal paramagnético unido a una proteina. En
la interaccion metal-ligante, los orbitales d metalicos
estan desestabilizados y desplegados, mientras que
los orbitales de los ligantes se encuentran
desplegados y estabilizados energéticamente. Las
transiciones posibles del campo del ligante (d-d) se
representan como flechas punteadas, mientras que
las transiciones de transferencia de carga del ligante
al metal (LMCT, Ligand to Metal Charge Transfer)
se muestran como flechas continuas. Tomado de
[104].
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naturaleza de las interacciones metal-ligante. Por otro lado, EPR es una poderosa herramienta que
aporta informacion sobre el ambiente quimico que rodea a los electrones desapareados, lo cual esta
intimamente relacionado con la estructura electronica y la geometria del complejo enzima-metal.
Ademas, también puede ser 1util para corroborar la presencia de interacciones producto de
acoplamientos entre espines electronicos y espines nucleares en la vecindad de los iones metalicos
[104]. Sin embargo, un requisito indispensable que deben satisfacer los sistemas de estudio es que
haya cuando menos un atomo metalico paramagnético presente que permita la transicion de

electrones desapareados a los orbitales moleculares de mayor energia.

Cuando una serie de ligantes coordinan a un metal de transicion, los orbitales d metalicos se
despliegan como resultado de la interaccion con los orbitales de los ligantes. En el caso de los
orbitales de los ligantes, éstos se veran estabilizados por esta interaccion (ver Figura 32) [104,176].
La magnitud y caracteristicas de este efecto de campo ligante depende tanto de la geometria del
complejo metalico como de la fuerza de las interacciones entre ligante y metal. Si los orbitales d
de un ion metalico no estan completamente ocupados (configuracion menor a d'°), es posible
observar transiciones de campo ligante y/o transiciones de transferencia de carga que involucran a
los orbitales tanto de los ligantes como del metal. Las transiciones de campo ligante se refieren a
aquellas que involucran orbitales metalicos con caracter predominantemente d, transiciones que
son también conocidas como bandas d-d. Las transiciones de transferencia de carga se refieren a
aquellas transiciones electronicas que involucran tanto a los orbitales predominantemente d como
a los orbitales de los ligantes; por ejemplo, una transferencia de ligante a metal (LMCT, por sus
siglas en inglés, Ligand to Metal Charge Transfer) es una transicion electronica que se origina en
los orbitales de los ligantes y termina en los orbitales d metélicos (ver Figura 32). Ambas
transiciones pueden seguirse por espectroscopia de absorcion electronica (UV-Vis) y dicroismo
circular. Ademas, si el ion metalico que se une con la proteina de interés es paramagnético, es decir,
que contiene uno o mas electrones desapareados, el compuesto de coordinacidn metal-proteina

puede estudiarse también por EPR [177,178].

62



7. Interaccién PaSdsA1-Apo con Zn** y Cu**

Como se mencion6 en la seccion 3.7, no es posible seguir espectroscopicamente la titulacion
de la forma apo de la PaSdsA1 con Zn(II) debido a que la configuracion electronica del Zn>* es d'°,
ion metalico diamagnético, lo cual implica que todos los orbitales moleculares, una vez formado
el compuesto de coordinacion en el sitio catalitico de la enzima, estan ocupados, lo que impide la
observacion directa de transiciones de transferencia de carga de los orbitales de los aminoacidos
ligantes a los orbitales del Zn (LCMT) y entre orbitales d de los iones metalicos. Sin embargo,
diversos estudios han demostrado la utilidad de aplicar la técnica de sustitucion de iones
diamagnéticos, como el Zn?*, por otros metales mas faciles de seguir espectroscopicamente, como
Cu?*, Cd?, Co?, Mn**, etc., tanto para el estudio cinético como para el estudio estructural de
metaloenzimas, de tal forma que sea posible dilucidar las caracteristicas del compuesto de
coordinacién presente en el sitio catalitico, esto es, la geometria, los ligantes participantes,
interacciones relevantes con el sustrato o producto, asi como la identificacion y propuesta de
mecanismos de catalisis [99-103]. Por estas razones, se decidié entonces eliminar completamente

Figura 33. Titulacion de la forma PaSdsAl
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los metales de la sulfatasa PaSdsA1 con el protocolo descrito en la seccion 4.2.1 y, posteriormente,
realizar una titulacion de la forma apo con Cu®* siguiendo el proceso por espectroscopia UV-Vis

(Figura 33), dicroismo circular (Figura 34) y EPR (Figura 38).
7.1.1 Caracterizacion de la unién PaSdsA1/Cu?" por espectroscopia de absorcion

Experimentalmente, una banda de absorcion LMCT o d-d se encuentra caracterizada por su
coeficiente de extincién molar € (M cm™), que se relaciona con la intensidad de absorcién (4) y

la concentracion de la molécula que absorbe (C), representada por la Ley de Lambert y Beer:
A=ex(Cxl Ecuacion 1

donde / es la longitud de paso Optico. El coeficiente de extincion molar esta intimamente ligado
con la energia de las transiciones de las bandas LMCT y d-d. La longitud de onda correspondiente
al valor maximo alcanzado de € en un espectro de UV-Visible tiene entonces asociada una energia

que refleja la diferencia entre los estados basal y excitado de la transicion observada [177,178].

En la Figura 33 se muestra la titulacion de una disolucion 100 uM de la forma apo de la
PaSdsAl, en amortiguador 20 mM MOPS pH 8.0, con una disolucion acuosa 1 M de CuCl,. Se
utilizo el amortiguador MOPS (una amina terciaria) en lugar de Tris para evitar cualquier tipo de
interferencia debida a las potenciales interacciones quelatantes entre el amortiguador y los iones
de Cu(Il) [156]. La concentracion de la disolucion acuosa de Cu(Il) fue muy alta, comparada con
la de la forma apo, para evitar efectos significativos por dilucion de la proteina al momento de
afadir el Cu®*. Al incrementar la cantidad de Cu(Il), se observo la aparicion gradual de una sefial
muy intensa por arriba de los 30 000 cm™, la cual muy probablemente se trate de una banda de
transferencia de carga ligante-metal LMCT; sin embargo, no fue posible adquirir completa esta
sefal debido a que por debajo de los 300 nm la fuerte contribucion debida a la absorcion por parte
de los mas de 25 residuos aromaticos en el dimero interferia con la sefial LMCT. Esto se reflejo en
valores de absorbancia por arriba de las 3 unidades en esta region. Hacia longitudes de onda menos
energéticas (cerca de los 16 500 cm™) se observé un incremento sutil en la absorbancia conforme
se anadia la disolucion acuosa de Cu(Il) a la muestra proteica. Esta sefial muy probablemente
corresponde a transferencias de banda d-d, como se ha reportado ampliamente en la literatura

[104,172,173,179].
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7.1.2 Caracterizacion de la unién PaSdsA1/Cu?* por dicroismo circular

La técnica de dicroismo circular es una técnica empleada ampliamente para determinar la
estructura secundaria de las proteinas [171]. Sin embargo, también puede ser utilizada para estudiar
transiciones electronicas de un complejo metalico que se presenten en la region UV-Visible. La
espectroscopia de dicroismo circular utiliza un haz de luz circularmente polarizada (CP), que tiene
dos componentes: izquierdo y derecho. Si una molécula quiral se expone a la luz CP, la interaccion
que tenga con la parte izquierda y derecha sera diferente, por lo cual, la cantidad absorbida del
componente izquierdo de luz CP, caracterizada por ¢, sera distinta de la cantidad absorbida del
componente derecho de la luz CP, &g. En un experimento de CD, la sefial observada se caracteriza
por la diferencia de absorcion de los lados izquierdo y derecho (AA = A; — Ag), que los equipos
reportan usualmente como elipticidad en grados, 8 = 32.98 - A¢ - C - l. De esta forma, el valor de
elipticidad esta relacionado con la concentracion molar (C) de la molécula quiral que absorbe y
con la diferencia de los coeficientes de extincion molar de los componentes izquierdo y derecho de

la luz CP (Ae = g, — €z, en M'em™), resumido en la siguiente expresion:
0 =3298-Ac-C-1 Ecuacion 2
donde / es la longitud de paso ptico.

Como ya se menciond, una vez definido el sistema metal-enzima de interés, la espectroscopia
CD puede utilizarse para corroborar las mismas transiciones electronicas que se observan por
espectroscopia de absorcion UV-Visible. De hecho, es muy conveniente adquirir tanto los espectros
de absorcion como de dicroismo circular. Dado que las sefiales que se observan usualmente en CD
pueden ser positivas o negativas, lo cual depende de la diferencia Ae = g; — &g, si dos transiciones
se encuentran traslapadas en un espectro normal de UV-Visible, éstas pueden distinguirse y

deconvolucionarse mas facilmente en un espectro CD. El cociente de las intensidades de las sefiales
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Figura 34. Titulacion de la forma PaSdsAl apo con Cu** seguida por dicroismo circular. Al igual que en
la Figura 33, se afiadieron hasta 6 equivalentes de Cu’*, utilizando el mismo cédigo de colores. Dado que
en estos espectros se observa también que las transiciones de transferencia de carga, aquellas esperadas
hacia valores de 30 000 cm™, se ven interferidas por la absorcién de los residuos aromdticos Trp, Tyr y
Phe, solo es posible estudiar las transiciones entre los orbitales d-d, esto es, entre 15 000y 27 000 em’, en
la esfera de coordinacion en el sitio activo de la proteina. El tipo de sefiales observadas entre 0y 2
equivalentes de Cu’" son similares, indicando que los sitios que ocupan estos primeros iones probablemente
sean parecidos; mientras que entre 2y 4 Eq. Cu”" los espectros muestran modificaciones importantes tanto
en los valores de longitud de onda de mdaximos y minimos, como en el numero de bandas observadas. Para
cantidades superiores a 4 Eq. Cu’" (el espectro en anaranjado con mayor grosor de linea representa 6 Eq.
Cu”), el numero de bandas y los valores de energia vuelven a cambiar, indicando un nuevo modo de union,
probablemente por la formacion de hidroxido de Cu(Il).

debidas a las transiciones electronicas en CD y UV-Visible (Ag/ <), conocido como el factor de
anisotropia de Kuhn, proporciona informacion sobre el tipo de transicion observada: generalmente,
las transiciones de campo ligante tienen factores de Kuhn mayores que los correspondientes de las

transiciones de transferencia de carga [104,171,176].

En la Figura 34 se muestra una coleccion de espectros CD correspondiente a la titulacion de
100 uM de PaSdsA1-Apo en amortiguador 20 mM MOPS pH 8.0 con una disolucion acuosa de
Cu(Il) 1 M. Cada espectro se obtuvo realizando 50 adquisiciones en el intervalo de longitudes de
onda de 300 a 650 nm a 20 °C. A diferencia de los espectros UV, por dicroismo circular se
obtuvieron trazas donde la sefial cambiaba de signo, debido a la diferencia de absorcion por cada

flanco de la proteina, particularmente de la region en donde se estaba conformando la esfera de
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coordinacion del Cu(Il) anadido, resultando en picos con elipticidad molar positiva y negativa. De
manera similar a los resultados observados por espectroscopia de absorcion, por arriba de los 30000
cm’! se manifestd una sefial muy intensa (positiva) correspondiente a la absorcion de los residuos
aromaticos de la enzima que obstaculizé el analisis de esa region. Una de las consecuencias no
deseadas de este fendmeno es que, debido a que las transiciones LMCT provenientes de los &tomos
de N de los residuos de His suelen localizarse en longitudes de onda con energia superior a 30000
cm™ [179], en nuestro sistema de estudio no serd posible caracterizar las transiciones cuyos
electrones tengan su origen en los orbitales moleculares de este residuo. Sin embargo, alrededor de
los 30 000 cm™! puede observarse también una sefial negativa que, en términos generales, aumenta
su magnitud conforme se afiade Cu(Il). Este comportamiento continiia hasta haber agregado 4
equivalentes por dimero de PaSdsAl; posteriormente, la sefial vuelve a disminuir en intensidad.
Las caracteristicas de esta banda, al menos hasta los 4 equivalentes de Cu(II), concuerdan con las
transiciones LMCT que provienen de residuos carboxilados, residuos de Glu y Asp, como se
describe en [172]. Es necesario recordar que el sitio catalitico de la enzima (Figura 7) se conforma
de cuatro residuos de His y tres de Glu, de tal forma que a pesar de que las caracteristicas del
sistema no permiten estudiar las transiciones LMCT His=>Cu(ll), las transiciones LMCT
Glu—~>Cu(II) nos seran de gran utilidad para estudiar el mecanismo de ocupacion de la enzima apo.
Por otro lado, por debajo de los 25 000 cm™! pueden apreciarse algunas sefiales sutiles que cambian
tanto de forma como de magnitud con el avance de la titulacion. Estas transiciones, asociadas a

longitudes de onda menos energéticas, son probablemente debidas a bandas de tipo d-d.

El progreso de la titulacion presenta rasgos interesantes. Por ejemplo, resulta claro que la
forma de los espectros obtenidos es similar entre 0 y 2 equivalentes afiadidos de Cu(Il), excepto
por la magnitud de las bandas observadas. Esto sugiere que los sitios que se ocupan deben ser muy
parecidos. Por otro lado, al alcanzar los 3 equivalente de Cu?" (Figura 34, panel inferior izquierdo,
espectros en lila y purpura) comienzan a observarse cambios ligeros en la region de transferencias
LMCT, donde la sefial en 30 000 cm™ disminuye un poco su magnitud, y algunos un poco mas
marcados en las bandas d-d. Para ambos casos, hay sefiales tanto positivas como negativas. Al
llegar a los 4 equivalentes de Cu(Il), la intensidad de la banda cercana a los 30 000 cm™' aumenta
nuevamente y las transiciones d-d se vuelven muy distintas a las que se habian observado

previamente. Finalmente, cuando se contintia afiadiendo mas cobre a la disolucion proteica hasta
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Figura 35. Titulacién de la forma PaSdsA1-Apo con Cu**. En el lado izquierdo, se han tomado los valores
de energia donde se observan mayores cambios en los espectros de dicroismo circular y se han graficado
sus correspondientes valores de Ag en funcion del niimero de equivalentes de Cu’* afiadidos a la enzima.
En el lado derecho, utilizando los mismos valores de energia que se encontraron relevantes por dicroismo
circular, se han graficado los correspondientes valores de & como funcién de la cantidad afiadida de Cu’".
En ambos casos, solo fue posible observar dos seriales asociadas a transiciones de transferencia de carga
(LMCT: 26 385y 29 368 cm™) por la interferencia de los residuos aromdticos presentes en la proteina. En
el caso de las débiles transiciones entre orbitales d-d, se observaron tres: 16 038 em™, 18 709 cm’™ 20161
cm’. Para los espectros de CD, pueden verse cambios de pendiente en 1, 3 y 4 Eq. Cu’" por dimero para
transiciones LMCT, y en 2, 3y 4 Eq. Cu’" por dimero para transiciones d-d. En los espectros de UV-Vis,
las transiciones LMCT muestran cambios de pendiente en 2 y 3 Eq. Cu’*, mientras que las transiciones d-
d indican cambios en 2, 3y 4 Eq. Cu’" por dimero.

alcanzar los 6 equivalentes (panel inferior derecho, linea mas gruesa), las bandas cambian
completamente, desapareciendo la sefial que resultaba clara en los 30 000 cm™!. Estas caracteristicas
sugieren que los sitios disponibles después de los 2 equivalentes de Cu?" son diferentes a los ya
ocupados. Una vez sobrepasados los 4 equivalentes, los notables cambios en los espectros pueden
deberse a que el Cu(Il) comienza a interactuar con el agua del medio. Dado que se ha tomado la
precaucion de utilizar un amortiguador no quelatante como el MOPS, los iones Cu?’, una vez
ocupados todos los sitios disponibles en la enzima, comienzan a precipitar como Cu(OH)z, proceso
que se ve muy favorecido por las condiciones de pH de estudio. La solubilidad del Cu(OH); esta

caracterizada por una fuerte dependencia con el pH, de modo muy similar al observado para el
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Zn(II) (ver nuevamente la Figura 17), de tal forma que valores cercanos a pH neutro ocasionaran
la inmediata precipitacion como hidréxido de cobre (II). La inspeccion visual de la muestra, una

vez concluida la titulacion, confirmd la presencia del Cu(OH)> como un precipitado gelatinoso.

Los resultados que arrojaron las titulaciones seguidas por espectroscopia de absorcion y
dicroismo circular por si mismos son de gran utilidad; sin embargo, ambas técnicas son
complementarias y el andlisis conjunto de ambas series de espectros permite una mayor
comprension del mecanismo de unidn proteina-metal. En los espectros de CD se detectaron los
siguientes valores de energia en donde los cambios de intensidad de las bandas a lo largo de la
titulacion fueron mas marcados: 29 368 cm™!, 26 385 cm™, 20 161 cm™, 18709 cm™ y 16038 cm’.
En los espectros de absorcion tinicamente fue posible detectar el incremento repentino por debajo
de los 33 333 cm’! y un maximo de absorcion en los 16 500 cm™. En la Figura 35 se muestran los
valores de ¢ y Ae como funcion de la cantidad anadida de Cu(II) correspondientes a las longitudes
de onda de mayor cambio en los espectros de CD. Si bien es cierto que en los espectros de absorcion
electronica en estos valores de longitud de onda no se muestran cambios tan marcados como los
observados por dicroismo circular, debe recordarse que CD permite observar diferencias mayores
debido a que la elipticidad molar puede tomar valores positivos y negativos, mientras que en la
espectroscopia UV solo es posible apreciar sefiales positivas, donde las contribuciones debidas a
las transiciones electronicas en el compuesto de coordinacion que se forma, tan claras por CD, se
encuentran traslapadas, impidiendo notar cambios tan sutiles, como los debidos a las bandas d. Por
estas razones, se representa el comportamiento de € y Ae en estas longitudes de onda. En los paneles
superiores se muestran las transferencias de carga LMCT, mientras que en los inferiores las
transiciones d-d. Para todos los casos, es posible observar cambios de pendiente, que se encuentran
asociados a la ocupacion de sitios disponibles de unidon a metales en la enzima. Por ejemplo, para
la longitud de onda con energias 29 368 cm™ y 26 385 cm!, hay cambios de pendiente en valores
cercanos a 1, 3 y 4 equivalentes de Cu(Il) por CD; mientras que por espectroscopia UV, los cambios
de pendiente ocurren en 2 y 3 equivalentes de Cu(Il). Por el lado de las transiciones de bandas d-d
(longitudes de onda con energia 20 161 cm™, 18 709 cm™ y 16 038 cm™!), los cambios de pendiente
se observan cercanos a 1, 2, 3 y 4 equivalentes para el caso de CD, y en 2 y 3 para los espectros
UV-Visible. Los resultados de ambas espectroscopias sugieren, hasta este punto, que el mecanismo

de union metal-proteina ocurre de manera secuencial.
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Figura 36. Deconvolucion global de los espectros de dicroismo circular y UV-Visible. Utilizando el
programa Origin 8.5, se han deconvolucionado los espectros adquiridos por ambas espectroscopias en
funciones gaussianas, estableciendo la restriccion de ajuste que el centro de cada funcion debe coincidir
para cada par de espectros. La deconvolucion prueba que los espectros de UV-Visible confirman y soportan
los resultados observados por dicroismo circular.
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Tabla 3. Parametros de los ajustes globales de funciones gaussianas multiples a los espectros de absorcion
electronica y dicroismo circular para la formacion del complejo PaSdsAI-Cu(ll) de la Figura 36.

No. Eq. No. Energia € Ag Ag / 10*
Cu?*  Banda (em) (M-em) (M-'em™) g X
1 18172 38.35 0.08736 22.780
1 2 19 708 22.54 0.14731 65.355
3 25285 74.79 0.04198 5.613
4 29 885 223.69 -0.22391 -10.010
1 17 865 57.36 0.10318 17.988
2 2 19 528 NA* 0.37294 NA*
3 25 609 260.00 0.15133 5.820
4 29 758 356.60 -0.26757 -7.503
1 17 877 150.51 -0.25041 -16.637
3 2 20 570 NA* 0.11930 NA*
3 26 300 568.06 0.18500 3.257
4 29 667 735.49 -0.27253 -3.705
1 16 095 136.69 0.52477 38.391
4 2 18 795 414.50 -0.49873 -12.032
3 24 845 406.75 0.05791 1.424
4 29 251 1232.75 -0.60848 -4.936
* No apreciable

El anélisis por separado de los espectros nos ha permitido reconocer que hay cuatro sitios de
union en la PaSdsAl; sin embargo, para poder consolidar una imagen global sobre el proceso de
ocupacion de los sitios de union a metales, es necesario llevar a cabo un analisis global simultaneo
que considere ambas series de espectros de titulacion. En la Figura 36 se muestra la deconvolucion
conjunta de los espectros correspondientes a 1,2, 3 y 4 equivalente de Cu(Il) por dimero, esto es,
se han ajustado simultdneamente a funciones gaussianas utilizando el programa Origin 8.5. En
todos los casos, las funciones gaussianas representan muy bien los espectros experimentales. Las
transiciones LMCT Glu=>Cu(Il), para 1 y 2 equivalentes de Cu(II), tienen valores de 29 885 cm’!
y 25 285 cm!, y de 29 251 cm™ y 25 609 cm’!, respectivamente. Las transiciones d-d tienen
asociadas las longitudes de onda con energia 19 708 cm™ y 18172 cm™!, 19 528cm™ y 17865 cm™!,
para los mismos espectros. Puede corroborarse entonces que en los pares de espectros de 1 y 2
equivalentes de Cu(Il), tanto los valores de energia obtenidos para las transiciones electronicas
como las formas de los espectros son nuevamente muy similares, reforzando la idea de que los dos
sitios de unién que ocupan los primeros dtomos entrantes de Cu®" son similares. En el par de
espectros correspondientes a 3 equivalentes de Cu(II), se observa ya una ligera diferencia en la

energia de una de las transiciones LMCT, de estar en 25 285 cm ! al inicio, modifica su valor hasta
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26 300 cm™!'. La LMCT de mayor energia (29 666 cm™) sigue siendo similar a sus predecesores.
Las bandas d-d no tienen energias muy diferentes comparadas con los espectros de 1 y 2
equivalentes de Cu, sin embargo, el valor de At es negativo para la transicion de 17 787 cm™!, donde
resulta evidente que el sitio que se esta ocupando ya muestra caracteristicas que le distinguen de
los dos primeros. Por tltimo, los espectros de 4 equivalentes de Cu(Il) son claramente diferentes
de los espectros previos. La transferencia LMCT de 29 251 cm! es sefial de que la interaccion de
los iones de Cu?* con los residuos de Glu prevalece; no obstante, las transiciones d-d tienen energias
asociadas de diferente magnitud (18 795 cm™ y 16 095 cm™) y el signo de Ae cambia. Ademas, se
ha encontrado una transicién en 24 845 cm™! que resulta ser demasiado energética para considerarse
una banda d-d, pero no lo suficiente para ser una transferencia LMCT. A pesar de que las
diferencias son muy marcadas, no hay que dejar de lado que en este punto comienza a aparecer una
contribucion debida a la formacion de Cu(OH), por lo cual las diferencias empezaran a ser muy

evidentes a partir de los 4 equivalentes afiadidos de Cu(II).

Las cuatro transiciones determinadas mediante la deconvolucion simultanea de los espectros
se condensan en la Tabla 3. Ademas de los respectivos valores de € y Ag, se ha afiadido una columna
que nos muestra el factor de anisotropia de Kuhn (Ae/g). Como se menciond anteriormente, este
parametro proporciona informacion sobre la naturaleza de la transicion observada. Valores
absolutos mayores en el factor de anisotropia se relacionan con transiciones LMCT, mientras que
valores inferiores se asocian con transiciones d-d. En todos los casos, se observa una concordancia
entre la asignacion realizada en el analisis de los espectros y sus correspondientes valores del factor
de anisotropia. La unica transicion que no podia clasificarse de manera clara (longitud de onda con
energia 24 845 cm™!, para el par de espectros a los 4 equivalentes afladidos de Cu?*), tiene un factor
de Kuhn de -12.032x10™*, que es mas alto que los de transferencias entre orbitales d (1.424 x 10
y -4.936 x 10*) para este mismo par de espectros, lo cual nos permite clasificar esta transicion

como una transferencia de carga LMCT.

En resumen, el estudio de las interacciones entre la proteina PaSdsA1 y el Cu(Il) nos permite
identificar cuatro posibles sitios de union, en los cuales se observa la participacion de residuos de
Glu, muy probablemente los residuos E173, E280 y E299. Dos de los sitios de union comparten
caracteristicas espectroscopicas similares, y son los primeros en ser ocupados. Los dos restantes

difieren de los primeros, cambiando de manera significativa la evolucion de sus correspondientes
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Figura 37. Hidrdlisis del SDS catalizada por la PaSdsA1-Cu’*-holo, seguida por ITC. La forma PaSdsAl-
apo se genero con el tratamiento quelatante descrito en el capitulo anterior; después, se aradieron 4
equivalentes de Cu(Il) para obtener la forma PaSdsA1-Cu’*-holo. (A) Traza calorimétrica obtenida en un
experimento de cinética enzimatica por ITC de una unica inyeccion, en amortiguador 20 mM Tris pH 8.0 a
20 °C. La concentracion de la proteina fue de 50 nM, colocada en la celda. La concentracion del SDS, en
la jeringa, fue de 3.5 mM. Después de una inyeccion de 40 uL, la concentracion final alcanzada de SDS en
la celda fue de 100 uM. (B) Ajuste al modelo de Michaelis-Menten. Los pardametros obtenidos son: ke.=
0.853 sy Ky=4.05 uM.

espectros de dicroismo conforme se sigue afiadiendo Cu(Il) a la disolucién de la enzima. El
mecanismo de union entonces parece ser secuencial: se ocupan primero dos sitios equivalentes de
la proteina apo y, posteriormente, uno a uno, entran dos iones Cu?", estableciendo interacciones
con sus respectivos sitios de union. De acuerdo con la estructura obtenida por difraccion de rayos
X para la forma PaSdsA1-2Zn (2CG3, Figura 11), cuando la proteina tiene dos atomos de Zn** por
dimero, los residuos que coordinan al Gnico a&tomo metalico en el sitio catalitico son E173, H174,
E299 y H344, mientras que el resto de los residuos H169, H171 y E280 se encuentran libres.
Merece una mencion especial el residuo E280, que esta contenido en un rizo particularmente moévil,
por lo que tiene un factor de temperatura muy elevado (ver Tabla 6). Anteriormente, se ha reportado
que, en algunos casos, la sustitucién de metales diamagnéticos, como el Zn*'| por iones
paramagnéticos, como el Cu®*, no tiene un efecto significativo ni en los residuos coordinantes ni
en el nimero de dtomos metélicos que interactian con el sitio catalitico [99—103]. Si bien no es
posible asegurar que esto ocurrird siempre, podemos plantear la hipdtesis de que la sulfatasa
PaSdsAl se comportara de la misma manera, por lo cual es posible partir de la suposicion de que

los iones Cu?* se coordinaran con los mismos residuos con que se coordina el Zn>". De ser cierta
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Tabla 4. Parametros cinéticos de Michaelis-Menten de la reaccion de hidrolisis catalizada por la PaSdsA1-
holo-Zn*" y PaSdsAI-holo-Cu’*. Los valores se obtuvieron a partir los ajustes mostrados en las Figura 16
y Figura 37.

Metal en la proteina keat (s Kvm (uM)
Zn(1) 2.760 = 0.006 4.08 +0.05
Cu(Il) 0.853 + 0.003 4.05+0.05

esta idea, la estructura representada en la Figura 11.C corresponderia con el escenario descrito por
los espectros de absorcion electronica y dicroismo circular cuando se han afiadido 2 equivalentes
de Cu(Il). Esto explicaria los pocos cambios observados entre los espectros CD en presencia de 1
y 2 equivalentes de Cu(Il); tienen formas similares porque se estaria ocupando el mismo sitio de
union, pero en diferente monéomero. Cuando se afiade un tercer equivalente, las sefiales de las
transiciones d cambian de forma y signo en los espectros CD. Este repentino cambio podria ser
explicado por la interaccion que debe establecerse entre el tercer atomo entrante de Cu(Il) y el
residuo E280, de alta movilidad. La interaccidon con un cuarto &tomo de Cu(Il) también involucraria
una menor movilidad del rizo que contiene a E280, pero estaria del mismo modo influenciado por
la formacion del Cu(OH)a, que tal vez explique por qué los espectros CD con 3 y 4 equivalentes

de Cu(II) no son similares.

Para poder confirmar la hipétesis de la coordinacién de los atomos de Cu?*, es necesario
cristalizar la proteina con 1, 2, 3 y 4 equivalentes de Cu(Il), lo cual se propone como una
perspectiva del trabajo. No obstante, contamos con una evidencia experimental que parece soportar
esta hipdtesis en cierto grado. Al realizar un ensayo de actividad enzimatica por ITC de la PaSdsAl
con 4 atomos de Cu** por dimero, utilizando SDS como sustrato (Figura 37 y Tabla 4), se encontro
que la proteina es capaz de soportar la hidrélisis del SDS, con kea™ = 0.853 s y Kp“"W= 4,05
uM. Si comparamos estos valores con los reportados para la PaSdsA1-Zn-holo en la Figura 16,
keat?™™=2.76 y Km*" = 4.08 uM, se ve claramente que la magnitud de la constante catalitica de
la enzima con cobre es la tercera parte de la que contiene Zn. Para el caso de la constante de
Michaelis, los valores son practicamente los mismos. El reconocimiento y posicionamiento del
sustrato dentro de la enzima recae directamente en las interacciones del SDS con los residuos del
tunel hidrofébico que ha de atravesar el sustrato para llegar al sitio catalitico, asi como de los

residuos del sitio catalitico que se encargan de interactuar con el grupo sulfato y la cadena alifatica
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del SDS, lo cual se refleja usualmente en los valores de Km. Dado que los residuos del tinel
hidrofébico que reconocen al sustrato no cambian, y tampoco hay diferencias entre la Ky del
sistema con Cu y con Zn, los valores de las constantes de Michaelis sugieren que los residuos del
sitio catalitico en la proteina con Cu(Il) adoptan una conformacion espacial muy similar a la
observada para el caso de la PaSdsA1 con Zn, lo que indica que tanto la geometria de coordinacion
como los ligantes involucrados para coordinar a Cu®** y Zn** tendrian que ser los mismos. Para el
caso de la PaSdsA1-Cu-holo, la diferencia en los valores observados de kca: probablemente tenga
su origen en la generacion de puentes de hidrogeno de menor calidad para la activacion de la
molécula de agua que realiza el ataque nucleofilico sobre el sustrato, lo cual termina reflejandose

en una kcar de menor magnitud comparada con la PaSdsA1-Zn-holo.
7.1.3 Caracterizacion de la unién PaSdsA1/Cu?* por EPR

Como se menciond anteriormente, la espectroscopia paramagnética electronica (EPR) es una
técnica espectroscopica que permite el estudio de moléculas con electrones desapareados. Como
resultado de sus espines, los electrones desapareados se comportan como imanes y se alinean de
forma paralela o antiparalela en un campo magnético aplicado. Para el caso més simple donde una
molécula tiene un solo electron desapareado, la interaccion del espin electronico con el campo

magnético provocara el desplegamiento en dos subniveles de spin con ms==£1/2. Este fendmeno es
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Figura 38. Titulacion de la forma apo de la PaSdsAl con Cu’* utilizando Resonancia Paramagnética
Electronica (EPR). (A) Espectros EPR de la sulfatasa PaSdsAI-apo titulada con 2, 3 y 4 equivalentes de
Cu(Il) por dimero. (B) Estructura cristalografica del sitio catalitico de la PaSdsAl-Zn-holo (PDB 2CG?3).
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conocido como el efecto Zeeman. Las dos alineaciones de los espines tienen energia ligeramente
distinta (E = mggfH, donde g es el factor-g, S es el magneton de Bohr y H es la magnitud del
campo magnético aplicado), y pueden inducirse y detectarse transiciones de uno a otro nivel
aplicando energia en forma de microondas (4v). Cuando la diferencia de energia entre los dos
subniveles de espin producida por el desplegamiento de Zeeman es igual a la energia de las
microondas irradiadas (AE = gfH = hv), se alcanza la condicidon de resonancia, momento en el
cual ocurre una absorcion de las microondas y se detecta una sefial en un espectro EPR. En esta
técnica entonces, una muestra se coloca en una cavidad y es irradiada con microondas de longitud
de onda fija mientras se aplica un campo magnético externo que incrementa su magnitud de manera
gradual. Los espectros EPR se reportan como la primera derivada del espectro de absorcion de las
microondas con respecto al campo magnético aplicado (dA/dH) para conseguir una mayor
resolucion. Un electrén desapareado que no esté sometido a interacciones con otros electrones
desapareados o con nucleos magnéticos, presentara una sola absorcidon para esta transicion. Los
espectros EPR de diversos complejos, no obstante, muestran patrones de desplegamiento hiperfino
que se deben a la interaccion de electrones metéalicos no apareados con niicleos magnéticos en los
ligantes [104,178,180—183]. Para el caso particular del Cu(Il), los ligantes con nicleos que tienen
espines diferentes de cero (como el nitrogeno) ocasionan divisiones hiperfinas proporcionales al
nimero de este tipo de 4&tomos enlazados con el ion Cu(Il). El estudio de la division hiperfina, que
se debe en parte a que el spin nuclear del atomo de Cu es diferente de cero, proporciona informacion

geométrica relevante [173,180,184,185].

En la Figura 38 se muestran los espectros EPR de la forma apo de la PaSdsA1 titulada con 2,
3 y 4 equivalentes de Cu(Il) por dimero. En los experimentos realizados por espectroscopia de
absorcion electronica y dicroismo circular, no fue posible detectar las transiciones de caracter
LMCT provenientes de los residuos de His presentes en el sitio catalitico debido a las interferencias
ocasionadas por los diversos residuos aromaticos de la enzima; sin embargo, una examinacion
cuidadosa del espectro EPR con 2 equivalentes de Cu(II) nos permite observar un desplegamiento
hiperfino a 3350 G, debido a la interaccion del espin de los electrones desapareados de los atomos
metalicos con los espines nucleares de los atomos de N de las histidinas. Esto es una evidencia
experimental que muestra claramente que cuando la proteina comienza a llenar sus sitios de
interaccion con metales en el sitio catalitico, participan tanto los residuos de Glu, observados

previamente por CD, como los residuos de His. La participacion de estos aminodcidos estd en
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concordancia con la estructura cristalina de la PaSdsA1-Zn-holo, presentada nuevamente en la
Figura 38.B. Esto es otra prueba indirecta de que los a&tomos de Cu(Il) parecen unirse de la misma
manera que los atomos de Zn(II). Cuando la cantidad de Cu aumenta, estos sitios de coordinacién
comienzan a ser eclipsados por la siguiente interaccidon, caracterizada por un alto grado de
interacciones de coordinacion con residuos oxigenados, los cuales pueden ser los d&tomos de O de
los residuos de Glu, pero también del H>O, que podria producir el indeseable precipitado gelatinoso
caracteristico del Cu(OH),. De esta forma, tomando en conjunto la serie de experimentos de
titulacion, resulta claro que el mecanismo de coordinacion parece ser secuencial, ocupando primero
un sitio de coordinacidon en cada mondmero antes de comenzar las interacciones con el segundo
grupo de residuos de la esfera de coordinacion. Es esperado entonces que el mecanismo de
interaccion con Zn sea muy similar al que se ha estudiado con Cu(Il) por las siguientes razones: (i)
la carga y el tamafio de los iones Zn** y Cu** son similares (radios i6nicos: 0.74 y 0.69 A,
respectivamente); (if) algunos reportes indican que no hay afectacion en la esfera de coordinacion
al intercambiar Zn(II) por Cu(Il); y (7ii) la sulfatasa PaSdsA1-Cu-holo también soporta la hidrolisis
catalizada del SDS.

7.2 Estudio calorimétrico del mecanismo de uniéon PaSdsA1-Zn?*"/Cu?*

La calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) es una técnica que ha sido utilizada ampliamente
y de manera constante en el area de interacciones de proteinas con metales. Ademas de
proporcionar una medida directa de la energética de la unidon entre macromoléculas y ligantes,
también puede proporcionar pardmetros de gran interés, como la constante de equilibrio, la
estequiometria, la entalpia, entropia y energia libre de Gibbs del proceso [154,157,158,186]. A
diferencia de las técnicas espectroscopicas, en donde es necesario contar con un atomo metalico
paramagnético para caracterizar las transferencias electronicas LMCT y bandas d-d, la calorimetria
de titulacion isotérmica no precisa de este tipo de metales y permite, por tanto, estudiar
directamente la titulacion de la enzima PaSdsA1 en su forma apo con Zn**. Sin embargo, esto sélo
es posible si se cuenta con un mecanismo de reaccion apropiado que describa la interaccion entre

la macromolécula y el ligante.

Durante las secciones previas de este capitulo, se han considerado diversos resultados
experimentales espectroscopicos titulando Cu(Il) sobre la enzima PaSdsA1l apo. Esto nos ha

permitido visualizar cudles son los posibles pasos involucrados en la ocupacion de los sitios
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Figura 39. Mecanismo de unién de la PaSdsAIl con M, propuesto a partir de los resultados de titulacion
espectroscopica de PaSdsAI-apo con Cu’*. El metal puede ser Zn(Il) o Cu(Il). Este mecanismo involucra
un modelo hibrido de interaccion, donde al inicio se ocupan dos sitios equivalentes, uno en cada monomero,
pero independientes entre si. Posteriormente, la unién del tercero y cuarto ion M** procederia de manera
secuencial. Se muestra también la relacion matemdatica entre las constantes estequiométricas K1 y K> y las
constantes especificas de sitio de union. Ver el andlisis mds adelante en este capitulo.

disponibles de union de la sulfatasa por parte del Cu(Il). La deconvolucién global simultdnea de
los espectros de absorcion electronica y de dicroismo circular habia sugerido ya la posibilidad de
que la uniodn de los primeros dos equivalentes de Cu(Il) se caracterizara por la interaccion de estos
iones metalicos con sitios de unidon equivalentes, lo cual podria explicarse si cada uno de estos
atomos de Cu(Il) ocupara el mismo sitio de unioén, pero en cada uno, y por separado, de los dos
mondmero que conforma a la proteina PaSdsA 1. Una vez ocupados estos primeros sitios, la union
dejaria de comportarse como un modelo de sitios independientes para convertirse en un mecanismo
de unién secuencial. En otras palabras, antes de que el cuarto sitio de uniéon de Cu®" comience a
llenarse, debe estar completamente ocupado el tercero. Esto implica que habria cierta influencia en
la afinidad de union de metales entre los sitios tercero y cuarto. Los espectros EPR confirmaron
también la participacion de residuos de His en la esfera coordinacion del Cu(Il), mientras que los
resultados de actividad enzimética por ITC de la proteina PaSdsA1-holo-Cu?*, corroborando que
soporta la catalisis, y los reportes previos sobre el casi nulo efecto sobre la geometria y
estequiometria en los complejos formados por algunas metaloenzimas de Zn(Il) sustituidas con
Cu(II) y Cd(II), sugieren que el mecanismo de unién seria muy similar para la interaccion con Cu?*
y con Zn**. De esta forma, de manera condensada, el mecanismo de unién, hibrido entre el

mecanismo de sitios independientes y uno secuencial, y valido, en teoria, tanto para la interaccion

78



7. Interaccién PaSdsA1-Apo con Zn** y Cu**

Kglobal +@® RL ®

Figura 40. Diagrama de los equilibrios de union posibles en una molécula receptora con dos sitios
disponibles de interaccion. (A) Modelo de union estequiométrico. La constante global del proceso queda
definida por Kgiopa1 = Ky * K3. (B) Este modelo considera que el ligante L (en esferas rojas) puede unirse
a cualquiera de los sitios s1 y s2 y, posteriormente, ocuparse el sitio restante para saturar por completo la
macromolécula [189].

con Zn** como como Cu?", seria el descrito en la Figura 39. Este mecanismo ha de ser comprobado

calorimétricamente para ambos iones metalicos.

El analisis algebraico del mecanismo propuesto para asegurar una buena calidad de ajuste de
los resultados de titulacion calorimétrica, puede tratarse como sigue: de manera general, la
interaccion entre un ligante L y una molécula receptora R involucra la presencia de varias especies,
incluyendo el complejo que se forma cuando R es completamente saturado con cierto numero de
ligantes, asi como de intermediarios de R parcialmente ocupados. Este escenario puede ser descrito
en términos de esquemas de reaccion basados en equilibrios entre las especies estequiométricas
existentes (Figura 40.A), y equilibrios entre la interaccion de L con sitios especificos de R (Figura
40.B) [187,188]. Para el primer caso, el esquema de reaccioén involucra un primer equilibrio entre
las especies libres y el intermediario RL, y después un equilibrio entre las especies RL + L y RLo.
Las constantes de union asociadas a este modelo se denominan constantes estequiométricas y

quedan descritas por:
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K, = [}E};_IE]L] Ecuacién 3

K, = SLLAR Ecuacion 4
2 7 [RLIL]

Kglobal = K; - K; Ecuacion 5

La constante Kgjobal describe el proceso completo en términos de K y Ka.

Para el caso en el cual L puede unirse a dos sitios de union de la molécula hipotética R. En
este caso, el esquema de reaccidon toma en cuenta la presencia de dos sitios de interaccion en el
receptor y dos intermediarios (R" y Rr), que se forman cuando los ligantes se unen al sitio s1 0 s;
posteriormente, se une una molécula del ligante al sitio de unidn restante, hasta saturar los sitios
disponibles [ 188]. Este modelo involucra la existencia de cuatro equilibrios, caracterizados por las

constantes de union Ksi, K2, Ksis2 v Ksost:

K1 = Ll Ecuacion 6

St RIL
Ks, = [IE};_I[]L] Ecuacion 7
Ksis2 = % Ecuacion 8
= 8] Ecuacion 9

S1S2 ™ [R.]L]

Debe enfatizarse el hecho de que las constantes estequiométricas y las constantes de sitio
especifico describen globalmente la union R-L, pero representan diferentes tipos de equilibrio. Las
constantes de union estequiométricas no realizan distincion alguna entre los sitios especificos de
union. El intermediario estequiométrico RL comprime la contribucion de los intermediarios de
union especifica RY y Ry, por lo cual, la constante K contiene la informacién asociada con Ks1 'y
Ks2. Lo mismo ocurre con K2 y Ksis2 y Ks2s1. Empleando un balance de materia, es facil demostrar
que [RL]=[RY] + [RL]. Rearreglando los términos, se encuentra que las constantes estequiométricas

y las de sitio especifico de interaccion se relacionan matematicamente de la siguiente forma:
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Ky = K, + K, Ecuacién 10

Ksis,°Ksys sz
K, = —/—=2—=21L Ecuacion 11
K5152+K5251

En el caso particular de que los sitios de unidén sean independientes, esto es, cuando la
interaccion del ligante L con el sitio s1 no influye en la interaccion de L con s y viceversa, se tiene
que Ks1= Kgs1, dado que ambas describen el mismo equilibrio. De forma analoga, se puede
demostrar que Ko= Kiis2. En esta situacion, la Ecuacion 10 se mantendria igual, mientras que la

Ecuacion 11 se convertiria en:

Ks,Ks o
K, = ——= Ecuacién 12
Ks, +Ks,

Por ultimo, si los sitios son ademas equivalentes, esto es s1= s2, las constantes estequiométricas

y de sitio especifico presentarian las siguientes relaciones:

K, = 2K, Ecuacion 13
1 .

K, ;Ksl Ecuacién 14
1 .

K, = ZKl Ecuacién 15

Esta tltima suposicion es especialmente acertada para el sistema PaSdsAl-holo-Cu**, en
donde se comprobd espectroscOpicamente que los primeros sitios de union del dimero se
comportan como sitios independientes. El resto de los sitios de interaccion pueden ser tratados y
descritos como constantes estequiométricas, esto es K3 para la union del tercer atomo de Cu®* y K4

para el cuarto.
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El software proporcionado por el fabricante del calorimetro ITC empleado (Origin 7.0) no es
capaz de brindar resultados aceptables cuando se intenta ajustar las curvas calorimétricas de

titulacion a los modelos tradicionales, esto es, modelo secuencial, de uno y dos sitios
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Figura 41. Ajuste al modelo hibrido de la Figura 39, utilizando el servidor AFFINImeter [189,190], de
los experimentos de titulacion por ITC de la PaSdsAl-apo con Zn**(A, Cy E) y con Cu**(B, Dy F). (A)
y (B), integracion de los picos de titulacion utilizando el algoritmo de reconocimiento de linea base
reportado en [190] y ajuste al modelo hibrido 1:4. Puede observarse que, para el caso del Zn*", las barras
de error asociadas a la integracién son mas grandes que para el Cu’*, que casi no se distinguen. Los ajustes
resultaron muy buenos, con incertidumbres no mayores al 20 % y con grdficos de residuales de calidad
aceptable. Los parametros obtenidos por el ajuste, y sus incertidumbres, se resumen en la Tabla 4. (C) y
(D), diagramas de variacion de especies, que muestran que el Zn’" se une a la proteina con una menor
afinidad que el Cu’" al inicio de la titulacién. Mientras se continiia aiiadiendo Zn(ll), se observa la
formacion del PaSdsAl-Zns, que alcanza valores importantes de concentracion hacia el final del
experimento. Por otro lado, la union del Cu(ll) a la proteina es fuerte y se establece el complejo PaSdsAl-
Cus facilmente; sin embargo, la formacion del complejo saturado de cobre no se encuentra muy favorecido.
De hecho, aun por arriba de los 8 equivalentes de Cu’" por dimero, la concentracion de la proteina
PaSdsAl-holo-Cu’* apenas es la mitad de la concentracion alcanzada para su contraparte PaSdsAI-holo-
Zn**. (E) y (F), firmas calorimétricas de las uniones PaSdsAl con Zn*" y Cu**, respectivamente.

independientes y de interaccion competitiva; ademads, las caracteristicas de Origin 7.0 no permiten
una programacion sencilla para el mecanismo presentado en la Figura 39. Para esto, se ha empleado

el servidor AFFINImeter (https://www.affinimeter.com/, [189]), en el cual, entre muchas otras

ventajas, se han implementado algoritmos especiales para llevar a cabo un proceso optimizado de
integracion de los picos de la curva de titulacion, realizando ajustes de minimos cuadrados no
lineales y detectando la zona en la cual el pico ha regresado a la linea base [190]. Por otro lado, el

ajuste al modelo de la Figura 39 resulta un procedimiento relativamente simple y rapido.

En la Figura 41 se presentan los resultados de la titulacion de PaSdsA1l con Zn?*" y Cu?" por
ITC, utilizando el algoritmo de integracion de picos de AFFINImeter y el ajuste al modelo hibrido
de la Figura 39. En A y B se muestran las barras de error asociadas a cada pico de la titulacion,
donde puede observarse que el experimento con Zn>" tiene mayores incertidumbres que el de Cu®*.
El ajuste al modelo hibrido (linea roja para el Zn>" y azul para el Cu>") se llevd a cabo considerando
la relacion entre las constantes estequiométricas y las constantes de unidn a sitio especifico de las
Ecuaciones 13-15. Esto significa que el ajuste se realiz6 restringiendo a K» y AH» para que tuvieran
los valores K>= Y4 K1 y AH>= AH1, dado que ambos equilibrios estequiométricos modelan la union
de sitios equivalentes con los metales correspondientes. De esta forma, se ajustaron solamente los

parametros K1, K3, K4, AH1, AH3 y AHa. En la Tabla 5 se resumen todos los pardmetros obtenidos.
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Tabla 5. Pardmetros de ajuste al modelo hibrido 1:4 para los sistemas PaSdsAI-Zn’" y PaSdsAI-Cu®*.

Reacciéon* Parametro M= Zn*" M= Cu?"
K (MY (1.062+0.108)x 105 (2.839 4 0.671) x 107

AH; (kJ mol™) -13.48 +0.35 29.19+0.15

E+M > E-M

-TAS; (kJ mol™) -20.34 +0.43 -32.64 + 0.60

AG (kJ mol™) 133.8240.25 -41.83 +0.58
K M) (2.655+£0270)x 10°  (7.098 % 1.678) x 10°

AH (kJ mol™) 13.48 4 0.35 29.19+0.15

E-M+M = E-Mz
-TAS> (kJ mol'l) -16.96 £ 0.43 -29.26 = 0.60
AG: (kJ mol™) -30.44 £ 0.25 -38.45 +0.58

Kz (M) (2.484+0.589)x 10°  (1.038 +0.173) x 10°
AH3 (kJ mol™) 2.44 + 0.64 -30.51 £ 0.07
E-M:2 + M = E-M3
-TAS3 (kJ mol ™) -27.84 +0.85 -3.25+0.41
AGs3 (kJ mol™) -31.28 +£0.56 -33.76 £ 0.40

KsM71)  (7.122+£0.219)x 10*  (3.480 +0.082) x 10°
AHy (kJ mol™) -19.70 £0.79 -167.36 £ 0.07
E-M3+M = E-My
-TAS4 (kJ mol ™) -7.52+0.79 147.48 £ 0.09
AG4 (k] mol™) -27.23£0.08 -19.88 £ 0.06

*E y M representan a la enzima PaSdsAl y al atomo metdlico con el que se une, respectivamente.

La energia libre de Gibbs se determiné a partir de la constante de equilibrio, con la ecuacion
AG° = —RTLnK,4; mientras que la contribucion entropica se obtuvo despejando de AG = AH —
TAS. Analizando los valores de la tabla, puede apreciarse que la afinidad de la enzima por el ion
Cu?", reflejada en las constantes de equilibrio, es més alta que por Zn**, al menos la ocupacion de

los primeros tres sitios de union del dimero. En ambos sistemas se observa que para la union desde
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uno hasta tres equivalentes de M>" por dimero, el proceso se encuentra favorecido entropica y
entalpicamente, llevando a valores de energia libre que facilmente superan los -30 kJ mol™! (Figura
41.E y F). No obstante, la diferencia se encuentra en la ocupacion del ultimo sitio de union, donde
para Zn**, el proceso continia siendo favorable entrdpica y entdlpicamente, pero no para el caso
del Cu**, donde se observa una fuerte penalizacion entropica que es superada por la contribucion
entalpica. Existen algunos informes en donde se ha reportado que, en general, diversas enzimas
tienen predileccion por unir a Cu?* que a Zn*' [174]; sin embargo, la razon por la cual muy
probablemente la presion evolutiva no ha eliminado al Zn de la PaSdsA1l es que el Cu tiende a
participar en reacciones redox con residuos vulnerables en la proteina, como la Met (hay que
recordar que esta sulfatasa no contiene un solo residuos de Cys, por lo que carece de puentes
disulfuro), lo cual podria comprometer seriamente la estabilidad cinética y/o termodinamica de la
misma. Ademads, se observd por el ensayo de actividad enzimatica de la enzima PaSdsA1-holo-
Cu?" que tiene una constante Ky de la misma magnitud que PaSdsA 1-holo-Zn?*, pero su valor de
kcat €s claramente inferior (ver Figura 37 y Tabla 4). Respecto a los parametros termodindmicos de
union, puede decirse que, para casi todos los casos, se trata de procesos que estan favorecidos
entropica y entalpicamente. La tnica excepcion resulté ser la unién del cuarto d4tomo de Cu®*, que
tiene contribuciones entropica y entalpica muy grandes. Esto probablemente sea debido a que haya
en realidad dos fendmenos ocurriendo al mismo tiempo: primero, la afinidad de la enzima por el
Glltimo Cu?* es muy baja, lo cual favorece que exista cantidad considerable de Cu?" libre; segundo,
el Cu?" no se mantiene en disolucién a pH 8.0, lo cual probablemente lleve a la formacién de una
cantidad pequefia, indetectable a simple vista, de Cu(OH). De ser asi, el tltimo equilibrio no estaria
completamente caracterizado; sin embargo, la precipitacion de hidréxidos es una reaccion
secundaria no deseada dificil de eliminar, debido a que la solubilidad del Cu(Il) es incluso menor
que la del Zn(II) en estas condiciones de pH. Una posibilidad es trabajar con otro amortiguador,
pero debe tomarse en cuenta que encontrar el amortiguador Optimo que cumpla con las
caracteristicas requeridas, esto es, buena capacidad amortiguadora a pH 8.0 y una afinidad lo
suficientemente baja para que no interfiera con la union con la proteina, pero no tan baja como para
que el Cu(Il) precipite, implica una larga busqueda, que nos llevo, en este trabajo, a considerar al

Tris como el amortiguador més cercano a cumplir con estos requisitos.

Las graficas de variacion de especies (Figura 41.C y D) muestran una evidente tendencia a

formar, con ambos metales, la especie PaSdsA1-M3, pero la forma holo nunca llega a alcanzar el
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100 % de las especies en disolucion. Esto esta en concordancia con el hecho de que, durante la
titulacion, nunca se alcanzo6 la linea base, ni siquiera restando los correspondientes experimentos
de dilucioén de los iones metalicos. Esto también parece explicar por qué razén, durante la expresion
de la proteina, nunca se alcanzaron lotes donde el 100 % de la poblacion de la enzima fuera la
forma PaSdsA1-holo (ver seccién 6.1). La especie PaSdsA1-holo solo fue posible conseguirla al
calentar hasta 70 °C y luego eliminar los precipitados generados por centrifugacion a 14 000 rpm

y filtracion.

En resumen, el mecanismo hibrido planteado en la Figura 39 representa el comportamiento
experimental observado durante la titulacion de la enzima tanto con Zn** como con Cu?*. Ademas,
confirma los resultados observados por espectroscopia de absorcion electronica, dicroismo circular

y EPR, para el caso del Cu(I).
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8 Conclusiones

1. La desnaturalizacion térmica de la forma holo es irreversible y esta controlada cinéticamente.

2. La desnaturalizacion quimica con urea de la forma holo es reversible, lo cual implica que
el entrelazamiento de las cadenas en el dominio de dimerizacién se conserva en el estado

desnaturalizado.

3. La afinidad de la proteina por los iones Zn?>* es lo suficientemente alta como para que el
dimero desplegado quimicamente sea capaz de reclutar al Zn necesario del medio durante el

proceso de renaturalizacion, produciendo nuevamente las tres formas del estado nativo de la enzima.
4. En presencia de SDS, la desnaturalizacion térmica favorece la disociacion de los dimeros.

5. La desnaturalizacion térmica de los mondmeros estabilizados por SDS es reversible pero

no produce dimeros, atin en presencia de un exceso estequiométrico de Zn (II).

6. El mecanismo de unién de la forma PaSdsAl-apo con Cu®*, a partir de los resultados
espectroscopicos, involucra la interaccion entre dos equivalentes de Cu(Il) y un sitio de unioén
independiente presente en ambos monomeros de la sulfatasa y, posteriormente, la unidén secuencial

y estequiométrica de dos equivalentes de Cu(II) al segundo sitio disponible de cada monomero.

7. Los mecanismos de unién PaSdsA1-Cu®* y PaSdsA1-Zn?>* son esencialmente el mismo.

8. La hidrdlisis de la molécula de SDS puede ser catalizada tanto por PaSdsA1-Zn?" como por
PaSdsA1-Cu?’, pero la kear de la enzima con Cu(Il) es la tercera parte del valor de la kcat para la

sulfatasa con Zn(II). Los valores de Km son iguales.
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9 Perspectivas

En el area de la caracterizacion de los mecanismos de desnaturalizacion térmica y quimica de
la PaSdsAl, se sugiere considerar mutaciones puntuales en el dominio de dimerizacion para llegar
auna comprension y corroboracion, a nivel molecular, de la importancia de este dominio y su papel
en la reversibilidad de la desnaturalizacion. Una posibilidad es introducir residuos de cisteina en el
lazo entre las hélices a10 y al1 (ver Figura 10), que es la region clave del dominio de dimerizacion.
Modulando el ambiente redox de la disolucién de proteina, se podria controlar la formacion del
entrelazado de este dominio mediante el establecimiento de puentes disulfuro, una interaccion
covalente que permitiria estudiar el desplegamiento de la enzima impidiendo que el dimero se
disocie en los procesos de desnaturalizacion térmica y quimica. Favoreciendo la ruptura del puente
disulfuro entre estos residuos hipotéticos de Cys con ambientes reductores, podria también
estudiarse a detalle la desnaturalizacion en una proteina que, en principio, deberia comportarse
como la PaSdsAl1 silvestre. No obstante, una posibilidad interesante seria estudiar la formacion de
monomeros por incremento de la temperatura en presencia de SDS, y después someterlos a un
ambiente oxidante que favorezca la formacion del puente disulfuro, restableciendo el entrelazado
del dominio de dimerizacion y permitiendo, en teoria, regenerar el dimero plegado a partir de
mondmeros. Esta mutacion podria controlar la reversibilidad del proceso de desnaturalizacion. Por
otra parte, no debe dejarse de lado analizar el efecto de los iones metélicos en la reversibilidad del
desplegamiento de la proteina. Se sabe que la eliminacion de los atomos metalicos tiene un efecto
directo en la Ty, de las tres formas del estado nativo de la PaSdsA1; sin embargo, a pesar de que
los estados finales de la desnaturalizacion térmica (en presencia de SDS) y quimica no contienen

metales, se ignora el momento en que la enzima pierde sus metales y si el mecanismo de

88



10. Apéndice

desplegamiento serd el mismo en ausencia de Zn**. Los resultados globales que se obtengan

permitirian un analisis mas profundo y a nivel molecular del proceso general de desplegamiento.

Respecto al mecanismo de interaccion entre la PaSdsAl y los metales, se sugiere realizar la
simulacion de los espectros de EPR con la intencion de obtener informacion acerca de la geometria
de los residuos que coordinan a los iones Cu?* en la proteina PaSdsA1-Cu(Il). Tambien seria de
importancia lograr cristalizar la proteina sustituida con Cu(Il), lo cual generaria evidencias sobre
las similitudes y las diferencias entre las esferas de coordinacion de la enzima con Cu(Il) y con
Zn(II). Igualmente, seria importante contar con la estructura cristalografica de la forma apo de la
PaSdsA1 que, junto con los ya disponibles para las formas holo y 2Zn [58]), serian de utilidad para
comprender el papel de los iones Zn(II) como elementos vitales en la estabilidad estructural de la
proteina. Finalmente, se sugiere concluir el estudio cinético de la PaSdsAl tanto en sus formas
holo-Zn y 2Zn, como la de sus andlogos holo-Cu y 2Cu, con la intencion de contribuir a la
comprension del mecanismo de catalisis. En este trabajo, inicamente se reportaron las constantes
de Michaelis-Menten a 20 °C para la proteina coordinada con alguno de los metales utilizados
(formas holo), por lo cual es preciso realizar un estudio completo que incluya la determinacion de
las constantes de rapidez y las energias de activacion considerando el mecanismo mostrado en la
Figura 8. Esto es especialmente importante para explicar la capacidad del Cu(Il) y de la forma 2Zn

para realizar la catalisis.
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Figura 42. Espectro de masas de la proteina PaSdsAl en forma holo dimérica con cola de histidinas. Puede apreciarse el pico correspondiente
al ion molecular (145.5 kDa).
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Figura 43. Espectro de masas de la proteina PaSdsAl en forma holo dimérica después del corte de la cola de histidinas. E! pico correspondiente

al ion molecular ha disminuido a 143.5 kDa. La diferencia en peso observada corresponde a 1.1 veces la secuencia GHHHHHH por monomero.
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Tabla 6. Vecinos del residuo E280, los iones ZnA y ZnB determinados a partir de las estructuras de las formas holo y 2Zn.

Las distancias fueron obtenidas utilizando el programa Ligand-Protein Contacts & Contacts of Structural Units, disponible en
http://bip.weizmann.ac.is/oca-bin/lpccsu/

Sobolev V., Sorokine A., Prilusky J., Abola E. E. and Edelman M. (1999) Automated analysis of interatomic contacts in proteins.
Bioinformatics, 15, 327-332

Cdédigos PDB: 2CFU (PaSdsAl-holo) y 2CG3 (PaSdsA1-2Zn)

Cutoff: 5 A
PaSdsAl-2Zn PaSdsAl-Holo PaSdsAl-2Zn PaSdsAl-Holo
NEIGHBOURS OF E280 NEIGHBOURS OF E280 NEIGHBOURS OF ZnA NEIGHBOURS OF ZnA and ZnB
Atom Atom Dist. Atom Atom Dist. Atom Atom Dist. Atom Atom Dist.
@* (€] (€D) ()

N GLU 280 C THR 279 1.3 N GLU 280 C THR 279 1.3 ZnA 1001 NE2 HIS 169 | 4.2 ZnA 1001 NE2 HIS 169 | 4.1
N GLU 280 CA THR 279 2.4 N GLU 280 CA THR 279 | 2.5 ZnA 1001 CE1 HIS 169 | 4.2 ZnA 1001 CE1 HIS 169 | 4.2
N GLU 280 N SER 281 2.6 N GLU 280 0G1 THR 279 | 2.7 ZnA 1001 0OD2 ASP 173 | 2.4 ZnA 1001 OD1 ASP 173 | 3.3
N GLU 280 0G1 THR 279 3.1 N GLU 280 N SER 281 2.7 ZnA 1001 OD1 ASP 173 | 3.4 ZnA 1001 0OD2 ASP 173 | 2.2
N GLU 280 0 GLY 278 3.9 N GLU 280 CB THR 279 | 2.8 ZnA 1001 CG ASP 173 | 3.2 ZnA 1001 CG ASP 173 | 3.1
C GLU 280 N SER 281 1.3 N GLU 280 CZ3 TRP 322 | 3.9 ZnA 1001 CB ASP 173 | 4.6 ZnA 1001 CB ASP 173 | 4.4
C GLU 280 CA SER 281 2.5 C GLU 280 N SER 281 1.3 ZnA 1001 NE2 HIS 174 | 2.3 ZnA 1001 CE1 HIS 174 | 3.0
C GLU 280 C THR 279 3.2 C GLU 280 CA SER 281 | 2.5 ZnA 1001 CE1 HIS 174 | 3.2 ZnA 1001 NE2 HIS 174 | 2.0
C GLU 280 CD PRO 282 3.3 C GLU 280 C THR 279 3.1 ZnA 1001 CD2 HIS 174 | 3.3 ZnA 1001 ND1 HIS 174 | 4.1
C GLU 280 CB SER 281 3.6 C GLU 280 0 THR 279 3.2 ZnA 1001 CG HIS 174 | 4.4 ZnA 1001 CD2 HIS 174 | 3.0
C GLU 280 0OG SER 281 3.9 C GLU 280 NE ARG 317 | 4.0 ZnA 1001 ND1 HIS 174 | 2.9 ZnA 1001 CG HIS 174 | 4.2
0 GLU 280 N SER 281 2.3 0 GLU 280 N SER 281 2.3 ZnA 1001 OE1l GLU 299 | 2.0 ZnA 1001 OE1 GLU 280 | 4.4
0 GLU 280 CA SER 281 3.0 0 GLU 280 CA SER 281 | 2.8 ZnA 1001 OE2 GLU 299 | 2.8 ZnA 1001 OE2 GLU 280 | 4.4
0 GLU 280 CD PRO 282 3.3 0 GLU 280 CZ ARG 317 | 3.1 ZnA 1001 CD GLU 299 | 2.7 ZnA 1001 OE1l GLU 299 | 2.1
0 GLU 280 CB ALA 198 4.2 0 GLU 280 NE ARG 317 | 3.2 ZnA 1001 CG GLU 299 | 4.2 ZnA 1001 OE2 GLU 299 | 3.0
0 GLU 280 0G SER 281 4.3 0 GLU 280 | NH2 ARG 317 | 3.2 ZnA 1001 CB GLU 299 | 4.7 ZnA 1001 CD GLU 299 | 2.9
CA GLU 280 C THR 279 2.5 0 GLU 280 CE1 HIS 171 | 3.2 ZnA 1001 NE2 HIS 344 | 2.1 ZnA 1001 CG GLU 299 | 4.3
CA GLU 280 0 THR 279 2.9 0 GLU 280 NE2 HIS 171 | 3.8 ZnA 1001 CE1 HIS 344 | 3.0 ZnA 1001 CB GLU 299 | 4.9
CA GLU 280 0 GLY 278 4.8 CA GLU 280 C THR 279 2.5 ZnA 1001 ND1 HIS 344 | 4.2 ZnA 1001 CG HIS 344 | 4.2
CB GLU 280 N SER 281 3.3 CA GLU 280 0 THR 279 2.8 ZnA 1001 CG HIS 344 | 4.3 ZnA 1001 ND1 HIS 344 | 4.1
CB GLU 280 0G SER 281 4.9 CA GLU 280 | CH2 TRP 322 | 3.7 ZnA 1001 CD2 HIS 344 | 3.1 ZnA 1001 NE2 HIS 344 | 2.0
CB GLU 280 CB SER 281 4.9 CA GLU 280 | CZ3 TRP 322 | 3.8 ZnA 1001 CB ALA 123 | 4.1 ZnA 1001 CD2 HIS 344 | 3.0

CA GLU 280 CD ARG 317 | 4.3 ZnA 1001 CD1 1SO 239 | 4.4 ZnA 1001 CE1 HIS 344 | 3.0

CB GLU 280 N SER 281 3.4 ZnA 1001 CB VAL 343 | 4.9 ZnA 1001 0 1002 2.1

CB GLU 280 | OE1 GLU 284 | 3.5 ZnA 1001 Zn 1002 | 3.3

CB GLU 280 | CH2 TRP 322 | 3.6 ZnA 1001 CB ALA 123 | 4.6

CB GLU 280 0 GLU 299 | 3.7 ZnA 1001 CD1 1S0 239 | 4.5

CB GLU 280 | CZ2 TRP 322 | 3.8 ZnB 1002 NE2 HIS 169 | 2.1

CB GLU 280 | OE2 GLU 284 | 3.9 ZnB 1002 CE1 HIS 169 | 3.2

CB GLU 280 | OG1 THR 279 | 4.3 ZnB 1002 ND1 HIS 169 | 4.3
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Tabla 5. Vecinos del residuo E280, los iones ZnAy ZnB determinados a partir de las estructuras de las formas holo y 2Zn. (Cont.)

PaSdsA1-2Zn

PaSdsAl1-Holo

PaSdsAl-2Zn

PaSdsAl-Holo

NEIGHBOURS OF E280

NEIGHBOURS OF E280

NEIGHBOURS OF ZnA

NEIGHBOURS OF ZnA and ZnB

Atom Atom Dist. Atom Atom Dist. Atom Atom Dist. Atom Atom Dist.
(&) () (&) (&)
CB GLU 280 C GLU 299 | 4.3 ZnB 1002 CD2 HIS 169 | 2.9
CG GLU 280 | CE1 HIS 306 | 3.6 ZnB 1002 CG HIS 169 | 4.2
CG GLU 280 0 GLU 299 | 3.6 ZnB 1002 ND1 HIS 171 | 2.1
CG GLU 280 | NE2 HIS 306 | 3.7 ZnB 1002 CE1 HIS 171 | 3.0
CG GLU 280 | CH2 TRP 322 | 3.9 ZnB 1002 CG HIS 171 | 3.1
CG GLU 280 | NH1 ARG 317 | 4.2 ZnB 1002 NE2 HIS 171 | 4.2
CD GLU 280 Zn1002 2.8 ZnB 1002 CD2 HIS 171 | 4.2
CD GLU 280 | CE1 HIS 171 | 3.5 ZnB 1002 CB HIS 171 | 3.4
CD GLU 280 CB GLU 299 | 3.5 ZnB 1002 CA HIS 171 | 4.9
OE1 GLU 280 | OE1 GLU 284 | 2.6 ZnB 1002 OD1 ASP 173 | 4.3
OE1 GLU 280 | CD2 HIS 169 | 2.9 ZnB 1002 0OD2 ASP 173 | 4.9
OE1 GLU 280 | NE2 HIS 169 | 3.1 ZnB 1002 CD2 HIS 174 | 4.0
OE1l GLU 280 CD GLU 284 | 3.4 ZnB 1002 NE2 HIS 174 | 3.9
OE2 GLU 280 Zn1002 2.0 ZnB 1002 CE1 HIS 174 | 5.0
OE2 GLU 280 CD GLU 299 | 2.9 ZnB 1002 OE2 GLU 280 | 2.0
OE2 GLU 280 | OE2 GLU 299 | 3.1 ZnB 1002 CD GLU 280 | 2.8
OE2 GLU 280 | ND1 HIS 171 | 3.2 ZnB 1002 OE1 GLU 280 | 3.0
OE2 GLU 280 | CE1 HIS 171 | 3.3 ZnB 1002 CG GLU 280 | 4.3
ZnB 1002 OE1l GLU 299 | 2.8
ZnB 1002 OE2 GLU 299 | 3.6
ZnB 1002 CD GLU 299 | 3.3
ZnB 1002 CG GLU 299 | 4.3
ZnB 1002 CB GLU 299 | 4.3
ZnB 1002 Zn 1001 3.3
ZnB 1002 0 1002 1.9
ZnB 1002 0 2532 3.7
ZnB 1002 0 2530 3.5
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Understanding the mechanisms as to how interlinked proteins entangle and
fold is a challenge. PaSdsAl sulfatase is a homo-dimer containing two zinc
atoms per monomer. The monomer chains are interlinked in a dimerization
domain. To study the unfolding pathways denaturation experiments were per-
formed. In the native protein three forms coexist in chemical equilibrium,
each with a different number of zinc atoms. In the chemical unfolding of the
holo-dimers the entanglement of the chains is preserved and acts as a ‘folding
seed’, allowing the unfolding process to be reversible. Thermal irreversible
unfolding of the holo-dimers favours dissociation, producing monomers that
are SDS-stabilized. The thermal unfolding of these monomers is reversible.
However, it is not possible to form dimers from unfolded monomers.
PaSdsAl

Keywords: entangled chains; interlinked chains; sulfatase;

stabilization with SDS; unfolding pathways

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative bacillus
which belongs to Pseudomonas genus [1]. This bac-
terium is an opportunistic pathogen that usually infects
individuals whose immunological system has been
weakened [2-4]. It has been found growing in wastewa-
ter, sewages and other places where sodium dodecyl sul-
fate (SDS) and other surfactants used in cleaning

Abbreviations

products are present [5.6]. Several studies have shown
that the Pseudomonas enzyme PaSdsA 1 sulfatase is cap-
able of hydrolyzing SDS to yield I-dodecanol and
S0,* as its sources of carbon and sulfur respectively
[7-10]. PaSdsA1l structure has been solved by X-ray
diffraction (Fig. 1A) and it was found that it defines the
first member of class III sulfatase [8]. These proteins

DSC, differential scanning calorimetry; DTT, dithiothreitol; E,q, activation energy; HEPES, 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid;
IPTG, isopropyl-p-o-1-thiogalactopyranoside; ITC, isothermal titration calorimetry; k, first order rate constant; Ni-NTA, Ni%*-nitrilotriacetic acid;
0D, optical density; PAR, 4-{2-pyridylazo)-resorcinol; PaSdsA1, Pseudomonas aeruginosa SdsAlsulfatase; TEV, tobacco etch virus; Tn,

melting temperature; Tris, tris(hydroxymethyllaminomethane.
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Fig. 1. Crystal structure of PaSdsA1 (PDB
2CFZ). (A) Crystal structure of the homo-
dimeric sulfatase showing the two
monomers. (B} Position of the two zinc
atoms in each monomer and the
dimerization domain. Panels (C) and (D)
are two views of the dimerization domain.
The entanglement between both chains
involves the loops separating the 210 and
211 helices. W in (C) denotes a cavity
occupied by 30 water molecules.

have in their catalytic site two zinc atoms [11] per mono-
mer (hereon denoted as the holo form) and a folding
motif similar to that present in the metallo-B-lactamases
family [12.13]. From the structural characteristics, a cat-
alytic mechanism has been proposed. This involves a
nucleophilic attack to the sulfur atom of SDS by one
water molecule which is activated through specific inter-
actions with an OH™-bridge group that coordinates
both zinc atoms in the catalytic site [8,11,14].

PaSdsAl is a large homo-dimeric protein (146.7
kDa) that contains 658 amino acid residues per mono-
mer. These subunits are bound together by a dimeriza-
tion domain, composed by 140 amino acids, where the
two chains are entangled (Fig. 1B,C,D) [8]. The entan-
glement or linking between both chains involves the
loops separating the 210 and «11 helices, and contains
14 amino acids (GYYDGNPATLDPLS). This loop
deeply penetrates the adjacent subunit as shown in
Fig. IB,C.D. There are no intermolecular disulfide
bonds leading to this topological linkage since the
sequence of PaSdsA1l does not contain any single cys-
teine residuc. The entanglement possesses a cavity
where 30 water molecules are located (Fig. 1C).

When the protein is expressed in a media with a
reduced amount of zinc and crystallized [8], a form of
PaSdsA1 which contains one zinc atom per monomer
(hereon denoted as the 2Zn form) was found. This
suggests that in solution the holo and 2Zn forms might
coexist in chemical equilibrium. Figure 2A shows that

all
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the whole dimerization domain, and hence the entan-
glement and the cavity filled with water, are identical
in the holo and 2Zn forms. The main difference
between them is found in the coordination sphere of
the catalytic zinc atoms, where a loop containing the
amino acid E280 -that coordinates with a zinc atom- is
greatly displaced, as can be observed in Fig. 2B,C, the
B-factor values (Fig. S1) and the E280 contact maps
(Table S1). On the other hand, the coordination
spheres of the metal ions in the holo form (ZnA and
ZnB in Fig. 2B) and the 2Zn form (ZnA in Fig. 2C)
are much less changed by the absence of a zinc atom
in 2Zn (Table S1). In general. the B-factor values
(Fig. S1) shows that the 2Zn form has a higher confor-
mational flexibility than the holo form.

Topologically interlinked protein chains are extre-
mely rare among natural proteins, and differ from
domain-swapped dimers [15-19] and knotted proteins
[20-23]. Two notable examples are the Pyrobacu-
lum aerophilum citrate synthase and the Pichia pas-
toris lysyl oxidase, where two cyclized chains are
linked together [24.25]. There are also other examples
where the interlinkage between protein chains is pro-
duced by a chemical modification over the native
form [23,26-31]. Understanding the mechanisms as to
how interlinked proteins entangle and fold is an
important challenge. In addition. it could prove bene-
ficial in engineering stable proteins and enzymes for
therapeutic and industrial applications. In this con-

FEBS Letters (2016) © 2015 Federation of European Biochemical Societies
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ZnA ()

Fig. 2. (A) Superposition of the dimerization domain of PaSdsA1
for the holo (in magenta, PDB 2CFU) and for the 2Zn (in cyan, PDB
2CG3) forms. Catalytic site for the holo (B) and 2Zn (C) forms. The
zinc atoms (ZnA and ZnB) are shown as yellow spheres. The red
sphere between the two zinc atoms in the holo form is a water
molecule bridging the two metal ions. The loop containing the
amino acid E280, that coordinates a zinc atom in the holo form, is
greatly displaced in the 2Zn form.

text, in this work the unfolding pathways of PaSdsAl
have been examined with chemical and thermal
denaturation experiments, using spectroscopic and
calorimetric techniques.

Materials and methods

Materials

All chemicals were reagent grade and purchased from
either Sigma-Aldrich or Nacalai Tesque (Kyoto, Japan).
They were used without further purification. Water was
purified to a resistivity of 18 MQ-cm™' using a Millipore
Gradient deionizing system.

FEBS Letters (2016) @ 2015 Federation of European Biochemical Societies
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Protein preparation and purification

The pasdsal::tev::his6 construction in vector pUCI17 was
purchased from GenScript (USA), where fev denotes the
cleavage recognition sequence of TEV protease. This con-
struction was cloned into the expression vector pET41 a(+)
(Novagen, Cambridge, MA, USA) by using the restriction
enzymes Ndel and Bgl/ll. PaSdsA1-TEV-His6 fusion protein
was expressed in E. coli BL21 (Novagen). grown in LB med-
ium supplemented with 50 pgmL ™' kanamycin. Cells were
grown to an ODgyy nym value of 0.75 at 37 °C and protein
expression was induced by adding 0.5 mm IPTG and incu-
bated overnight at 20 °C. Cells were centrifuged, re-sus-
pended and lysed by sonication. Purification was achieved
using Ni-NTA affinity (GE Healthcare) and molecular exclu-
sion (Superdex 200 26/600; GE Healthcare, Pittsburgh, PA,
USA) columns. In order to avoid interferences due to the
HisTag. TEV Protease (TurboTEV, 10 000 units, used with-
out further purification) was added to protein solution and
the mixture was incubated overnight at 30 °C. Then, the
sample was purified again using Ni-NTA chromatography
collecting the fractions not retained by the column (Fig. 82).
Protein concentration was determined by UV-Vis absorption
(CARY-50; Varian, Mulgrave, Vic.. Australia) at 280 nm
(extinction coefficient 92 250 M em™' from BRENDA
Database [32]). The yield was 100 mg per litter of culture.
Protein was concentrated to 15 mgmL™" and stored in
20 mm Tris pH 8.0 at 4 °C.

When the dimeric protein was heated to 90 °C in the
presence of 1.5 mm SDS (and immediately cooled down to
room temperature), it was possible to separate monomers
from remaining dimers and amorphous aggregates using
molecular exclusion chromatography. Monomeric frac-
tions, containing 1.5 mm SDS, were stored at 4 °C in
20 mm Tris.

All protein samples were examined by Native-PAGE.
SDS/PAGE, Mild-SDS and Urea-PAGE electrophoresis.
Native- and SDS/PAGE were performed as described in
the literature [33,34]. Mild-SDS electrophoresis was used to
be able to distinguish between monomeric and dimeric
bands without having interferences due to the presence of
aggregates. To this end, the SDS/PAGE protocol was fol-
lowed except that samples were not boiled and both run-
ning and loading buffers did not contain SDS or DTT. In
the Urea-PAGE electrophoresis the running buffer. the gel
and the protein sample contained urea at the same concen-
tration (without SDS). This electrophoresis was used to
avoid diluting the urea concentration in the protein sample
when it is charged in the gel.

Circular dichroism measurements

Circular Dichroism (CD) measurements were performed
using a Jasco J820 Spectropolarimeter (Tokyo, Japan) at
20 °C. For far-CD experiments, the employed protein con-



11. Articulo FEBS Letters

Thermal and chemical unfolding pathways of PaSdsA1

centration was 0.219 mg-mL~" in 20 mm HEPES buffer pH
8.0, without and with urea at various concentrations.
HEPES instead of Tris was used for these measurements to
have a better signal to noise ratio. For near-CD assays. the
protein concentration was 1 mg-mL~'. Quartz cuvettes of
l-mm and l-cm path lengths were used for far and near-
CD spectra respectively. The spectra are reported as molar
ellipticity ([0]. deg em*-dmol™") after subtracting baseline.

Differential scanning calorimetry measurements

Differential Scanning Calorimetry (DSC) measurements
were developed using a VP-DSC capillary (GE Healthcare)
and a VP-DSC (Microcal, Northampton, MA, USA)
calorimeters. Protein solutions were prepared by exhaustive
dialysis against 20 mm Tris at pH 8.0. The employed protein
concentration was | mg-mL~'. Several scan rates were used,
within the 0.5-3.5 °C-min~' range. Data were fitted to the
two-state irreversible model previously described [35-37].

Isothermal titration calorimetry measurements

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) measurements were
performed using a VP-ITC microcalorimeter (Microcal) at
20 °C. The ITC equipment was used in order to assess
PaSdsAl enzyme activity, following a methodology previ-
ously described [38].

Quantification of zinc content (PAR method)

The Zn content was measured employing a colorimetric
metal ion assay [39.40]. In this method, 4-(2-pyridylazo)-
resorcinol (PAR) is used to coordinate the free metal ions,
that is, those in the solvent media, and its absorption fol-
lowed with a UV-Vis spectrophotometer (CARY-50, Var-
ian). We used quartz cuvettes of l-cm path length. The
standard curves (the buffer was 20 mm Tris at pH 8.0) were
determined in the 0-10 pm Zn>" concentration range using
(a) buffer, (b) buffer containing 1.5 mm SDS and (c) buffer
containing 8 M urea. Instead of denaturing the protein sam-
ples with guanidine-HCl to liberate the Zn atoms, we
heated to 85 °C (case (a)) or to 93 °C (case (b)). For case
(c) the incubation time was 5 days. In all cases, samples
were centrifuged and their absorption measured at 500 nm.
It is important to emphasize that this method measures the
amount of metal released to the media by a protein when
subject to denaturation that, in the present case, was
achieved heating or incubating in urea. The application of
this method requires that all the employed plastic ware is
free of metal traces. For this, the recommended procedure
is as follows: wash with 0.5 HCI, incubate in 4 mm
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EDTA for 2 days, rinse exhaustively with deionized water
and dry carefully.

Results and Discussion

Thermal unfolding

The DSC trace of PaSdsAl displayed three transitions
as shown in Fig. 3A. In order to find out the species
responsible for each of these three peaks, and inspired
in some reported methodologies to eliminate metal
atoms from metalloenzymes [41,42], the following
approach was developed here: (a) when a native pro-
tein sample was preheated to 70 °C and cooled down
to room temperature, aggregates were visible. After
centrifugation and filtration (using a 0.22 ym mem-
brane) the DSC trace only showed the high tempera-
ture peak (Fig. 3B); (b) when another sample was
incubated at room temperature for 24 h in the pres-
ence of 75 mm EDTA, heated to 50 °C, centrifuged
and filtered, only the middle temperature transition
was visible (Fig. 3C); (c) finally, when a native sample
was treated with 200 mm EDTA for 48 h and in the
presence of Chelex resin (approximately 1 g per
100 mg of enzyme), centrifuged and filtered, the DSC
trace only displayed the low temperature transition
(Fig. 3D). The proteins producing all the transitions in
Fig. 3 are dimers (Fig. S3), whose concentration was
determined as indicated in Materials and methods sec-
tion.

Using the PAR spectroscopic method [39.40], the
number of zinc atoms per dimer was determined for
each of the three samples that produced the transitions
in Fig. 3B,C,D. The results in Fig. 4A showed that each
transition corresponds to proteins containing different
number of zinc atoms per dimer: four (holo form), two
(2Zn) and none (apo form). It appears that in the native
PaSdsAl three forms coexist in chemical equilibrium,'
each with a different number of zinc atoms. The coexis-
tence of these species is not a consequence of the E. coli
post-translational machinery (see below). Analysing the
CD spectra, we found that the secondary structures of
these three forms are almost identical (Fig. 4B). The
near-CD spectra (inset Fig. 4B) show a noticeable
change in intensity as well as the wavelength of maximal
signal, indicating that their tertiary structures are differ-
ent to some extent. Clearly, the zinc atoms play a crucial
role in the thermal stability of these proteins. There are
large differences between their T, values (at a scan rate
of 1.5 °C-min~'): 74.5, 61.1 and 44 °C for the holo, 2Zn

'This has been confirmed by isothermal titration calorimetry (ITC) measurements at 293 K in our laboratory, providing the equilibrium

constants linking the three forms. Unpublished results.
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Fig. 3. Thermal-induced unfolding of PaSdsA1. (A) Native dimer,
(B) the holo form (four zinc atoms), (C) the 2Zn form (two zinc
atoms in the dimer) and (D) the apo form (no zinc atoms). The

procedures to obtain samples in B, C and D are described in the
1

text. The scan rate was 1.5 °C-min~ .
and apo forms respectively. A similar situation was
found for AE036 metallo-B-lactamase of Aeromonas hy-
drophila [43]. The difference in T, values for the holo
and 2Zn forms (13 degrees) cannot be attributed to
changes in secondary structure which is not affected by
the loop displacement observed in the 2Zn form
(Fig. 2B.,C). Instead, the decrease in T, can be ascribed
to the modification of the coordination sphere of the
metal ions which is accompanied by a large loop dis-
placement and, in general, to the higher conformational
flexibility of the whole protein structure indicated by
the B-factor values (Fig. S1).
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Thermal and chemical unfolding pathways of PaSdsA1

The thermal unfolding of the holo, 2Zn and apo
forms was studied using DSC at several scan rates.
Fig. 5 shows that the calorimetric traces were scan rate
dependent, implying that the unfolding process is
kinetically controlled [35]. In all cases, reheating scans
did not show any transition. Hence, the thermal
unfolding of the three forms present in native PaSdsAl
are irreversible. Furthermore, visual examination of
the samples showed aggregation. The calorimetric
traces in Fig. 5 were fitted to the two-state irreversible
model as described previously [35-37]. In this model,
the native state converts to a final state (unable to fold
back to the native protein) following a first order pro-
cess characterized by a rate constant k& and an activa-
tion energy E,. obtained from a /nk vs. 1/T Arrhenius
plot (Fig. S4). This activation energy corresponds (o
the barrier between the native state and the transition
state. For globular proteins, the values for E,. range
between 100 and 800 kJ-mol™ [35]. The E, values
obtained for the three PaSdsAl forms are close:
370.3 + 5.7, 415.5 + 40.6 and 371.4 + 6.6 kJ-mol ™'
for the holo, 2Zn and apo forms respectively. Thus,
the zinc content is not a determinant of the kinetic sta-
bility of these PaSdsAl forms, and their transition
states seem to be structurally and energetically similar.

Chemically induced unfolding

PaSdsAl samples in its holo form, prepared as
described above, were incubated at several concentra-
tions in the 0-8 m urea range for different periods of
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Fig. 4. Metal quantification and CD Spectra of the three forms of PaSdsA1. (A) Quantification of Zn®* content using the PAR method. This
method determines the amount of metal released to the media by a protein when subject to denaturation and was used for (1) each of the
three forms of PaSdsA1, (2) the unfolded dimer and (3) the folded monomer. The media were: 20 mm Tris pH 8 with the standard curve in
black for (1); 8 M urea, 20 mm Tris pH 8 with the standard curve in blue for {2); 1.5 mM SDS, 20 mm Tris pH 8 with the standard curve in
magenta for (3). Protein denaturation was achieved heating to 85 °C for (1) and to 93 °C for (3). (B) Far-CD spectra for the holo, 2Zn and
apo forms of PaSdsA1. The inset shows the near-CD spectra for the same samples.

FEBS Letters (2016) © 2015 Federation of European Biochemical Societies

100



11. Articulo FEBS Letters

Thermal and chemical unfolding pathways of PaSdsA1

C. Aguirre et al.

Apo 2Zn Holo
“Comin- 50 0.50 °C-min-"
i 0.50 °C-min-1 I
150
I 50 1.00 °C-min-1 1.50 °C-min-!
1,50 °C-min-"

Fig. 5. Experimental DSC thermograms
for the apo, 2Zn and holo forms of
PaSdsA1. Symbols represent experimental
apparent heat capacity data, and
continuous lines are the best fits of the
two-state irreversible model [35-37]. Note
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that, for clarity, the profiles have been
shifted in the y-axis.

time. The unfolding patterns followed by CD spec-
troscopy at 220 nm are displayed in Fig. 6A, showing
that equilibrium is reached after 3 days of incubation.
Figure 6B shows the CD spectra for the native protein,
for a 5-day-incubated sample with 8 M urea and for the
later when the denaturant had been removed. The
results indicate the unfolding process is reversible. The
CD spectra were also recorded at other urea concentra-
tions (Fig. 6C). The unfolding and refolding curves do
not overlay because in these experiments the system was
not allowed to reach equilibrium, that is, samples of the
protein at 8 m (incubated in this condition for 5 days)
were diluted to different urea concentrations and mea-
sured immediately (in only a few minutes).

The nature of the unfolded protein was revealed by
Nalive-PAGE clectrophoresis in Fig. 6E, where it is
seen that at high urea concentrations the dimeric spe-
cies continue to be present. This is not an effect of
the dilution of the sample in the native-page gel since
when the running buffer contained the same amount
of urea as the sample (Urea-PAGE, see Protein
preparation and purification), the dimeric band is pre-
sent and the monomeric band is absent (Fig. 6F).
Moreover, using the PAR method, it was determined
that the dimer in 8§ M urea do not retain any zinc
ions (Fig. 4A). Hence, the results in Fig. 6 strongly
suggest that the entanglement of the chains in the
dimerization domain is preserved and this allows the
chemically induced unfolding process to be reversible.
After refolding the sample previously unfolded in 8 m
urea, the original holo, 2Zn and apo forms were pro-
duced as shown by the DSC trace in Fig. 6D. This
occurs in the absence of any chaperonins and clearly
confirms the presence of the three native state forms
of the protein is not the result of the E. coli overex-
pression system. Furthermore, it appears that the
affinity of PaSdsAl for Zn atoms is high enough for
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the unfolded dimer with entangled chains to be able
to recruit Zn from the media during the refolding
process. This Zn uptaking was also previously
observed for AE036  metallo-pB-lactamase  of
Aeromonas hydrophila [43).

Dissociation of dimers and monomer
stabilization

In order to evaluate if the monomer chains can untan-
gle without producing aggregation, holo PaSdsAl
samples in the presence of 1.5 mm of SDS (the concen-
tration used in standard SDS/PAGE gels) were heated
to different temperatures, immediately cooled to room
temperature and analysed using a Mild-SDS elec-
trophoresis (see Protein preparation and purification)
with a gel SDS concentration of 1.5 mm. The resulting
gel is shown in Fig. 7A where it can be observed that
for preheating temperatures up to 80 °C the protein
remained as a dimer, while for 90 °C and 100 °C
monomeric species appear. When the sample preheated
to 90 °C was subject to a molecular exclusion chro-
matography (Fig. 7B). two main peaks were found.
The nature of the proteins producing these peaks was
verified using Mild-SDS electrophoresis  (Fig. 7C),
which indicated that the low exclusion volume peak is
a dimer and the high volume peak is a monomer.
When the SDS was eliminated via Native-PAGE elec-
trophoresis (Fig. 7D), the monomers were seen (o
aggregate while dimers remained as such (first lane).
However, these dimers in the presence of SDS were
also thermally stabilized as shown by its Tj, value
increasing by eighteen degrees respect to the sample
without the surfactant (Fig. 8A). For this reason, in
Fig. 7A dimers were seen to dissociate above 74.5 °C,
that is, above its T, without SDS, as in the absence of
SDS the unfolding of the dimers was an irreversible
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process. It is worth mentioning that the employed SDS
concentration in the experiments in Fig. 7 (a) was
below the critical micelle concentration (2.75 mm) in
the working buffer (Fig. S5) and (b) inhibited the
enzyme activity (hydrolysis of SDS) as shown by ITC

FEBS Letters (2016) ©@ 2015 Federation of European Biochemical Societies

experiments (Fig. 8B). Hence, stabilization of the
monomers by SDS was neither produced by the pres-
ence of surfactant micelles or by l-dodecanol. It
appears that PaSdsAl monomers arc stabilized by
SDS at a concentration of 1.5 mm, while dimers are
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Fig. 6. Chemically induced unfolding of the holo form of PaSdsA1. The sample was prepared as described in the Thermal unfolding section.
(A) Effect of incubation time on denaturation followed by CD Spectroscopy. After 3 days of incubation, the equilibrium has been reached.
From the equilibrium CD data (5 days incubation), the change in Gibbs free energy for the unfolding of the holo PaSdsA1 dimer to the
unfolded dimer (D*), AGHZ__ _, Is estimated to be 17.45 kJ-mol~" with a m value of 3.31 kJ-mol~"m~" (B) CD spectra for the native protein,
for a 5-day-incubated sample with 8 m urea and for the later when the denaturant had been removed (final urea concentration was
approximately 0.5 m). (C) The molar ellipticities at 220 nm for the unfolding and refolding processes at several urea concentrations are
shown; for unfolding, samples were incubated 5 days while refolding was assayed without any incubation time, diluting protein samples
from 8 m urea to the final urea concentrations shown in the figure. (D) DSC trace of the refolded PaSdsA1 protein from the denatured state
at 8 m urea. The inset is a Native-PAGE gel of the holo PaSdsA1 dimer and of the refolded protein after removal of urea. (E) Native-PAGE
electrophoresis in the presence of the indicated urea concentrations, for samples incubated for 5 days. At 1 m urea a small amount of
aggregates is visible; however, as urea concentration increases, these aggregates appear to solubilize. (F) Urea-Page electrophoresis (see
Protein preparation and purification) for holo PaSdsA1 samples incubated for 5 days at 4, 6 and 8 m urea. The running buffer and the gel
contained the same amounts of urea. At each urea concentration, the left lane is a molecular weight marker and the right lane is the protein
sample. At the three urea concentrations, a band corresponding to the dimer (molecular weight of 146.7 kDa) is visible, while no band
appears for the monomer (molecular weight of 73.4 kDa).

stable with and without SDS. Protein stabilization by
SDS has been previously observed for membrane and
globular proteins [44.,45]. The results in Fig. 7 indicate
that thermal unfolding favoured dimer dissociation,
untangling the topologically interlinked chains in the
dimerization domain and producing monomers that
are stabilized by the SDS molecules.
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The structural features of PaSdsAl monomers were
investigated by CD spectroscopy in the presence of
1.5 mm SDS. In Fig. 9A, far- and near-CD spectra are
shown. The secondary structure of the monomers is
slightly different from that of the holo dimeric protein,
particularly around 210 nm. On the other hand, the
near-CD spectrum indicated a less structured protein.
Moreover, using the PAR method with 1.5 mm SDS it
was found that the folded monomers are devoid of
zinc ions (Fig. 4A). In summary, compared to the
dimeric form the monomeric PaSdsAl appears to be
structurally weaker but retaining some elements of the
secondary structure.

The DSC profile of the PaSdsAl monomer in the
presence of 1.5 mm of SDS is shown in Fig. 9B. It has
a T, value of 89.3 °C, only three degrees below that
for the dimeric form (Fig. 8A), indicating a quite ther-
mally stable protein. When the sample was subject to
a several rescans (Fig. 9B), it appeared that the ther-
mal unfolding is reversible (ratios of the peaks arcas
indicate 90% refolding). Thus, the folding of the dena-
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Fig. 7. Dissociation of dimers and monomer stabilization by SDS.
(A) Mild-SDS gel of holo PaSdsA1 samples that were preheated at
the indicated temperatures from room temperature (RT) to 100 °C,
in the working buffer with 1.5 mm SDS. (B) Molecular exclusion
chromatography of the sample preheated at 90 °C. The elution
buffer contained 1.5 mm SDS. (C) Mild-SDS gel of the samples
eluted from the molecular exclusion column: one fraction from the

low exclusion volume peak and five fractions of the high volume
elution peak. (D) Native-PAGE gel of the same samples described
in (C). Working buffer was 20 mm Tris at pH 8. The holo form was
prepared as described in the Thermal unfolding section.

tured monomers does not produce entangled dimers.
Using an excess of zinc (100 equivalents), it was deter-
mined by DSC (no transition observed between 20 and
110 °C) and Mild-SDS electrophoresis (only mono-
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Fig. 8. Effect of SDS over the DSC calorimetric profile and the enzymatic activity of holo PaSdsA. (A) DSC first scans are shown in the
absence of SDS and in the presence of 1.6 mm of SDS. Second, reheating scans show no transitions implying that in both cases the
unfolding process is irreversible. The scan rate was 1.5 °C-min~'. The complete thermogram of the sample with SDS displays a peak at low
temperatures, associated with the Krafft temperature of SDS [48-50] in that particular media (Fig. S6). The holo form was prepared as
described in the Thermal unfolding section. (B) Enzymatic activity of holo PaSdsA1 followed by Isothermal Titration Calorimetry (ITC) at
20 °C. From these raw data of thermal power as a function of time, reaction rates vs. substrate concentration plots can be obtained, and
with a nonlinear fit to the Michaelis-Menten equation, the steady-state parameters (ke and Ky) can be evaluated as described in [38]. The
trace in black corresponds to an ITC experiment where the PaSdsA1 was placed in the calorimeter cell at 50 nm and the substrate (SDS) in
the calorimetric syringe at a 3.5 mm concentration. A single injection of 40 pL was performed. The final SDS concentration in the cell was
100 pm. Under these conditions, the reaction to produce 1-dodecanol reached completion in 45 min. The trace in red (inset) corresponds to
an ITC experiment where SDS at 1.5 mm was placed in the calorimeter cell and the calorimetric syringe was filled with PaSdsA1 at
1.75 um. A single injection of 40 ul was performed. The final PaSdsA1 concentration in the cell was 50 nm. The trace indicates that SDS at
1.5 mm inhibits the enzyme activity for at least 1 h, the reaction reaching completion only after 14 h.

T T T—" — v T T T v T T T

A 15} 'E 2::: B —— Monomers
o ": 0.100 gok |[T5°° ReScan1 i
T S --- Rescan2
S 10} P 0075 - — asis R 3
£ 2 a0 o L escan
,F E 0.025 o,
£ 5k E 0000 - ','_ 40
- - ' 2
3 of {1 3
! -
a‘: -~ 20
-~ g,
= ~5r . 1 o
= A | N ot Holo dimer | |

—10k R e Monomer | | 0

200 210 220 230 240 250 260 60 70 80 90 100
A (nm) Temperature (°C)

Fig. 9. Structural characterization and thermal denaturation of monomeric PaSdsA1. (A) Far-CD spectra for a PaSdsA1 monomers sample
(eluted from the molecular exclusion column (Fig. 7B)) and for the holo dimers. The inset shows the near-CD spectra for the same samples.
(B) DSC profile for PaSdsA1 monomers sample (eluted from the molecular exclusion column (Fig. 7B)), showing also three rescans. The
scan rate was 1.5 °C.min~'. The complete thermogram displays a peak at low temperatures, associated with the Krafft temperature of SDS
in that particular media (Fig. S6). The holo form was prepared as described in the Thermal unfolding section.

meric band present) that the unfolded monomers do stabilization of the folded and unfolded monomers,
not refold into the dimeric form. It is difficult to assess facilitating somehow the reversibility process. It does
if the role of the SDS molecules goes beyond the mere not appear possible to form dimers from unfolded

FEBS Letters (2016) © 2015 Federation of European Biochemical Societies 9

104



11. Articulo FEBS Letters

Thermal and chemical unfolding pathways of PaSdsA1

C. Aguirre et al.

F

Aggregates

T | r=745°c

* Heat to 90 °C
D + [Urea] D +1.5 mm SDS 2U
Unfolded g Native ———# Unfolded
dimer - [Urea] dimer monomers
; 11 T
3 +1.5 mu SDS
o :
ok
Intact chain 2M sDS
entanglement T T,,._" 93 °C Folded __-_ Aggregates
+1.5mm SDS monomers
Fig. 10. Thermal and chemical unfolding F
pathways of the holo form of the PaSdsA1 Aggregates

dimers.

monomers, indicating that the chain entanglement is
not a spontaneous process but instead requires exter-
nal aid [21,46.47).

Conclusions

Understanding the impact of chain entanglement over
unfolding pathways of topologically interlinked proteins
is an interesting challenge. A good candidate to perform
such studies is the large homo-dimeric metalloenzyme
PaSdsA1l sulfatase, where the monomer chains are dee-
ply entangled. In the native state three forms coexist in
chemical equilibrium, each with a different number of
zinc atoms in the catalytic site, and this is not the result
of the post-translational machinery of the expression
system. The zinc atoms strongly influence the thermal
stability of these three proteins, their secondary struc-
tures being almost identical. These three forms can be
isolated to be studied independently. The thermal and
chemical unfolding pathways of the holo form of
PaSdsAl are summarized in Fig. 10.

The main conclusions emerging from the pathways
shown in Fig. 10 are: (a) the thermal unfolding of the
holo form is irreversible and kinetically controlled, the
final state being protein aggregates; (b) the chemical
denaturation with urea is reversible implying that the
entanglement of the chains in the dimerization domain
is preserved in the unfolded state, and allowing the pro-
cess Lo be reversible; (¢) the affinity of the protein for
Zn ions is high enough for the chemically unfolded
dimer with entangled chains to be able to recruit Zn
from the media during the refolding process, producing
the three forms; (d) in the presence of SDS, the thermal

10

Untangled chains

unfolding favours dimer dissociation, untangling the
interlinked chains and producing monomers that are
stabilized by the SDS molecules; (e) the thermal unfold-
ing of the SDS stabilized monomers is reversible but
does not produce dimers, even with an excess of zinc
ions, implying that chain entanglement is not a sponta-
neous process but instead requires external aid.

The pivot factor that correlates the above summarized
findings is the stability of the entanglement between the
monomer chains in the dimerization domain of the holo
form. Upon heating, the noncovalent interactions that
maintain this entanglement stable are severely disturbed,
ultimately producing temperature irreversible protein
aggregates. When urea is used as a denaturant agent, the
results indicate that some of the key amino acid/amino
acid and amino acid/solvent interactions that maintain
the entanglement stability must be preserved, or at least
not greatly perturbed. In fact, this entanglement can be
thought as a ‘folding seed” around which both dena-
tured, but entangled monomers, are able to refold upon
urea removal, recruiting zinc atoms from the media and
producing the dimer. As the unfolded monomers are
unable to refold into dimers even in the presence of an
excess of zinc ions, preserving the entanglement identity
is crucial for the refolding process.
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