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2. Resumen

Ensifer meliloti (E. meliloti) es una bacteria gram negativa fijadora de nitrégeno
gue forma ndédulos en las raices de ciertas leguminosas. Con la formacién de
nédulos se establece una relacién simbidtica de tipo mutualismo en la que la
bacteria recibe compuestos carbonados proporcionados por la planta mientras que

ésta Ultima se beneficia de los productos nitrogenados de la fijacion del nitrégeno.

Debido al entorno donde se desarrolla E. meliloti, la presiébn osmética cambia
constantemente por lo que ha desarollado, como mecanismo adaptativo, el uso de
compuestos osmoprotectores. Uno de los compuestos osmoprotectores mas
potententes es la glicina betaina la cual puede ser obtenida del medio o puede ser
sintetizada a través de una ruta metabdlica codificada por el operén betiICBA.

La enzima colina sulfatasa (COS), es codificada por el gen betC y cataliza la
primera reaccion de la via metabdlica. El residuo 54 es un aminoacido vital para la
actividad catalitica. Se encuentra conformado por una formil-glicina que se obtiene
tras la modificacion postraduccional del aminoacido precursor cisteina. La
modificacion es llevada a cabo por la Enzima Generadora de Formil-glicina (FGE).
El residuo formil glicina se encuentra en forma de diol y es quien realiza el ataque

nucleofilico sobre el enlace tipo éster del sulfato de colina para generar colina.

El presente trabajo se centrd en la generacion de las mutantes serina, alanina,
acido aspartico y treonina (todas localizadas en el residuo 54) y su caracterizacion
cinética contra el sustrato natural (sulfato de colina) y artificial (p-nitrofenilsulfato)
por métodos espectrofotométricos y calorimétricos.

Los parametros cinéticos de la mutante C54S contra el sustrato p-nitrofenilsulfato
(PNPS) obtenidos son 116 mM, 3.2 x 10° s y 6,7 x10° Ms™ para la Kn Keat Y Vinax:
respectivamente, mientras que contra su sustrato natural (sulfato de colina) se
obtuvo una Knar de 14.9 mM, una Vimax de 5.3x107 M/s y un coeficiente de hill de

1.6. En base a los mudltiples ciclos cataliticos, se determindé que la enzima era
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capaz no solo de hidrolizar los ésteres de sulfato, sino que ademas de llevar a

cabo la desulfonacion.

Por otro lado, no fue posible determinar los parametros cinéticos para las
mutantes C54D y C54T debido a su baja actividad e inestabilidad. La mutante
C54A tampoco mostrdé actividad apreciable, lo cual es concerniente con su

naturaleza no nucleofilica.
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3. Marco tedrico

3.1. Sobre Ensifer (Sinorhizobium) meliloti
3.1.1 Generalidades y osmoproteccion

Ensifer meliloti, anteriormente Illamada Sinorhizobium meliloti (antiguamente
denominada Rhizobium meliloti) [1] es una a-proteobacteria fijadora de nitrdgeno
que forma nodulos en las raices de ciertas plantas leguminosas [2] como
Medicago, Melilotus y Trigonella [3] [4] estableciendo una relacién simbiética por la
cual la raiz le provee de compuestos carbonados mientras que E. meliloti aporta

amoniaco [2], producto de la fijacion del nitrégeno.

Debido al ambiente donde se desarrolla (rizosfera), Ensifer meliloti se encuentra
sometido a cambios constantes en la presidbn osmética debidos a periodos de
sequia, inundacién o lluvias por lo cual ha desarrollado, como mecanismo
osmoprotector, la acumulacién de glicina betaina (N,N,N-trimetilglicina) que resulta
ser uno de los osmolitos mas efectivos [5][6]. La glicina betaina puede ser tanto
sintetizada como también transportada al interior de la bacteria y cuando es
degradada, es utilizada como fuente de carbono y nitrégeno [7].

La sintesis de glicina betaina en E. meliloti puede ser iniciada a partir de
sulfato de colina utilizando tres enzimas codificadas en el operén betICBA (Figura
1): colina sulfatasa [COS] (betC), betaina aldehido deshidrogenasa (betB) y colina

deshidrogenasa (betA) que son regulados por el gen represor (betl)[5] (figura 2).

- D D

Figura 1. llustracién del perén betlICBA. Figura adaptada de
referencia [5] que muestra el orden de los genes que conforman el
operdn asi como las regiones intergénicas

10
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Figura 2. Via de sintesis de glicina betaina por los genes betC, betA y
betB en E.meliloti.

La transcripcion del operdn es inducida por la presencia de colina en el medio, y
en menor medida por sulfato de colina pero, curiosamente, no es inducida por la
presencia de altas concentraciones de sales [8]. Se ha observado que E. meliloti
puede también utilizar colina como osmoprotector cuando la ruta metabdlica se
encuentra truncada en algun punto, aunque es menos eficientemente que la

glicina betaina [5].
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3.1.2 Uso de E. meliloti como biofertilizante

Los nutrientes que necesitan las plantas se toman del aire y del suelo. Si los
requerimientos de la planta no son satisfechos, el crecimiento de la planta es
limitado y los rendimientos de cultivo escasos. Es por esto que durante mucho
tiempo se ha hecho uso de fertilizantes quimicos que proporcionan los nutrimentos
esenciales para la planta [9]. Sin embargo, su uso ha ocasionado desastres
ambientales como son la contaminacion de aguas subterraneas, erosion de
suelos, cambios de la composicion fisicoquimica del suelo, ademas de una notable
destruccion de la biota y microbiota del suelo.

Una alternativa para el uso de fertilizantes quimicos es
el uso de Dbiofertilizantes, los cuales son
microorganismos fijadores de nitrégeno inoculados a
las raices de las plantas. Esta actividad parece ser una
alternativa segura, efectiva y econémica para recuperar
la calidad y productividad de los suelos. Se han
encontrado algunos grupos de rhizobia clasificados

como Sinorhizobium en suelos mexicanos asociados a

la leguminosa Leucaena leucocephala [10] (Figura 3) Yy Figura 3. Leucaena
a ciertas especies de acacias mexicanas (Vachellia y leucocephala.

) Imagen tomada de
Senegalia) [4]. http://www.tropicalforages.info
Asi mismo, E. meliloti puede formar nédulos del frijol comun [4] [11] y alfalfa [12]
[13]. Otras plantas de gran interés en México que establecen relaciones
simbibticas con organismos del género Rhizobium son el maiz [14], el cacahuate

[15] y la soya [16].

12
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3.2. Sulfatasas

3.2.1.Caracteristicas generales

Las sulfatasas (CE 3.1.6.6) [17] son una familia de enzimas que catalizan la
hidrélisis de ésteres de sulfato (CO-S) y sulfamatos (CN-S) [18] (figura 4) aunque
se ha visto que éstos Ultimos son potentes inhibidores de sulfatasas [19]. Tienen
una gran variedad de sustratos como son los ésteres de sulfato,
glicosaminoglicanos sulfatados [20] y pequefios compuestos aromaticos
sulfatados [21]. Su actividad esta relacionada con regulacion hormonal,
degradaciéon celular, modulacion en la sefializacion de rutas metabdlicas y
patogénesis bacteriana [20]. Se han encontrado sulfatasas en el citoplasma,

periplasma y regiones extracelulares.

R — 0S0; + H,0 > R — OH + HSO;

RN(H)S03 +H,0 — RNH, + HSO,

Figura 4. Reacciones de hidrolisis de
ésteres de sulfato y sulfamatos de las
sulfatasas.

Esta familia constituye una clase de enzimas altamente conservadas en
secuencia, estructura y mecanismo tanto en especies eucariotas y procariotas: 1)
presentan del 20 al 60% de similitud en toda su secuencia, 2) presenta una region
N-terminal que contiene motivos conservados, y 3) un Unico sitio activo
conformado por un residuo a-formilglicina (FGly), el cual es modificado
postraduccionalmente [20].

En el primer tercio de la regién N-terminal se encuentra un motivo muy
importante que permite clasificar a las enzimas como sulfatasas del tipo |
(posteriormente se ahondara en la clasificacion) [22]. La secuencia caracteristica
de las sulfatasas tipo | comprende los 12 aminoacidos C/S-X-P-S/X-R-X-X-X-L/X-

13
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T/IX-G/IX-R/X (figura 5). Mas alla de la clasificacion, dicho motivo es critico para
guiar la modificacion postraduccional del residuo cisteina o serina para dar lugar a
la FGly (2 amino 3 al-propanoico). La modificacion puede ser llevada a cabo
mediante tres rutas dependiendo del organismo, en una de ellas interviene la
Enzima Generadora de a-Formilglicina (FGE) que requiere especificamente un
residuo cisteina [23]. El segundo mecanismo involucra la Enzima Maduradora
anaerobia de Sulfatasas (anSME) que es capaz de convertir cisteina o serina [24].
Se propone la existencia de un tercer mecanismo de maduracion observado en
Escherichia coli que presentaba sulfatasas funcionales aun cuando los
mecanismos de maduracion antes mencionados se encontraban deshabilitados
[25].

Figura 5. Alineacién de secuencias proteicas consenso del sulfatasas tipo | humanas, de
eucariotas inferiores y de procariotas. Notese el motivo presente en colin sulfatasa de
Sinorhizobium meliloti (residuo 54: cisteina). Imagen tomada de referencia [20]
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En general, se ha determinado que el aminoacido destinado a ser
modificado para formar FGly puede ser cisteina, tanto para eucariotes como
procariotes, o serina so6lo para procariotes [20]. Dependiendo de su residuo
catalitico, las sulfatasas que presentan cisteina suelen encontrarse en el citosol,
mientras las sulfatasas que tienen serina, se localizan tipicamente en el

periplasma [26].

En el caso de colin sulfatasa (betC) de S. meliloti, se tiene que ésta es una
sulfatasa de tipo | localizada en el citosol. Tiene en su residuo 54 una cisteina que,
muy posiblemente, es modificada postraduccionalmente por una FGE [27] ya ésta
enzima requiere especificamente de cisteina y experimentalmente se trabajé en
condiciones aerobias lo cual descarta la posibilidad de que sea anSME (descrita
anteriormente) quien realice la modificacion (figura 6); la hidroxilacion de a-
formilglicina por una molécula de agua es necesaria para la actividad catalitica [21]

siendo su sustrato natural el sulfato de colina.

*cisteina * a-formilglicina * hidroxiformilglicina
SH H o) HO OH
»CT@SQ &CTPSQ »C‘TPS‘?
—_—> S
b

Figura 6. Representacién ilustrativa del proceso de modificacion
postraduccional de colin sulfatasa por FGE en su residuo 54 (cisteina) de la
secuencia consenso. a-formilglicina se encuentra en solucion en equilibrio
predominando la forma de diol.
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3.2.2.Clasificacion de las sulfatasas

Anteriormente, las sulfatasas eran clasificadas de acuerdo a su substrato de modo
gue se tenian arilsulfatasas, carbohidrato sulfatasas y alquilsulfatasas [28]. El
nombre de la clase de las arilsulfatasas deriva del sulfato aromatico p-
nitrofenilsulfato (pNPS), que es usado como substrato estandar para la deteccion
de actividad. La clase de las alquilsulfatasas deriva de la observacion de que la
bacteria Pseudomonas sp. es capaz de crecer en dodecil sulfato de sodio (SDS)
[26] lo que sugirid que éste se podia utilizar como fuente de carbono y azufre. Por
otro lado, las carbohidrato sulfatasas son capaces de degradar glicoproteinas
sulfatadas [29].

Actualmente, las sulfatasas pueden ser clasificadas en tres grupos distintos en

base a su mecanismo:

Grupo | (mencionado en la seccion 3.2.1): Son dependientes de formilglicina que
actian sobre carbohidratos sulfatados [18] resaltando asi la importancia de la
modificacion postraduccional ya que incluso a partir de 1960 su estudio se
incrementd enormemente cuando se descubri6 que ciertos padecimientos
hereditarios estaban relacionados con la deficiencia (o reduccion de actividad) de
sulfatasas [20] debido a la ausencia de la modificacion postraduccional del residuo
de cisteina a FGly que causaba un raro desorden autosomico recesivo llamado
Deficiencia Multiple de Sulfatasas (MSD, Multiple Sulfatase Deficiency) que
ocasiona un cuadro neurolégico similar al de la leucodistrofia metacromatica
infantil [30].

Muchas sulfatasas tipo | son denotadas como arilsulfatasas simplemente
porque pueden catalizar la hidrélisis de substratos arilsulfatados colorimétricos in
vitro [31].

Grupo II: Incluye las Fe (Il) a-cetoglutaratodependiente dioxigenasas [18] y [32].
Esta familia de enzimas oxida ésteres de sulfato a sulfato inorganico y al aldehido
correspondiente; requiere hierro (II) como cofactor y a-cetoglutarato como co-

substrato (aceptor de electrones) el cual es descarboxilado para formar succinato.
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Un ejemplo de este grupo de enzimas es la alkilsulfatasa AtsK de Pseudomonas
putida S-313 [33].

Grupo llI: Las sulfatasas tipo lll son alquilsulfatasas Zn-dependientes y fueron
descubiertas recientemente y solo unos pocos ejemplos pueden describirse [18],
uno de los cuales es la sulfatasa SdsAl de P. aeruginosa [32] cuya estructura
cristalogréfica revela tres dominios distintos; el dominio N-terminal con dos Zn?* es
distinto al de la familia de las B-lactamasas, ya que permite resistir altas
concentraciones de SDS mientras que el dominio C-terminal provee un surco
hidrofébico presumiblemente para reclutar sustratos alifaticos largos. Las
estructuras cristalograficas de apo-SdsAl y complejos con substratos analogos
indican un mecanismo enzimatico que involucran una molécula de agua activada

indirectamente por los 4tomos de Zn?*[32].

17

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

3.2.3.Estructura

Varias son las sulfatasas tipo | que
han sido cristalizadas y su
estructura elucidada, pero no la de
la sulfatasa de E. meliloti.

Hanson[20] y Ghosh [21] analizaron
independientemente las estructuras
de distintas enzimas entre las que
se encuentran HARSA (de sus
siglas en inglés, Human
Arylsulfatase A) , HARSB (Human
Arylsulfatase B), HARSC (Human
Arylsulfatase (03] y PAS
(Pseudomonas aeruginosa

arylsulfatase). Las  estructuras

resultan ser muy similares a pesar

de pertenecer a especies distintas ) L
Figura 7. Superposicion de cuatro estructuras

(figura 7) cristalograficas de sulfatasas [21]: esteoride

sulfatasa (verde), ARSA (azul claro), ARSB (rosa) y
Las estructuras revelaron a un pag (amarillo).

mondmero esférico globular con
una topologia a/f mezclada que se divide en dos dominios: el dominio C-terminal
y el dominio N-terminal (figura 8).

El dominio N-terminal es el mas grande y esta compuesto de a-hélices que rodean
hojas B-plegadas. El dominio C-terminal contiene cuatro hojas [-plegadas
antiparalelas recubiertas por a-hélices expuestas. El sitio activo suele encontrarse
anidado por el extremo del C-terminal con el residuo FGly localizado al fondo del
centro catalitico [20].
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El sitio catalitico es altamente conservado y ) Cemnal
subdoman

esta compuesto por 10 residuos [21] polares
interconectados y un metal divalente como
Ca* o Mg® (figura 9). El papel propuesto
para cada aminoacido se describe en la tabla
1 [20],[31]y[34].

La cavidad catalitica se encuentra rodeada de
varios residuos cargados positivamente
(como LysA y LysB) que permite atraer la
carga negativa del sustrato sulfatado. Tanto
HisB y el metal divalente probablemente
I bo | lizacion de | Figura 8. Estructura modelo
evan a cabo la neutralizacién de la carga (PARS). Notese el dominio C-
negativa del anién sulfato y polarizan la carga  terminal y el N-terminal [20]

a modo de crear en el sulfato un nucleo electrofilico. Estos aminoacidos también
orientan al sulfato tetraédrico para un ataque nucleofilico en linea por la FGly.
Ademas, HisB y LysB se encuentran implicados en la protonacién del oxigeno
puente que permiten llevar a cabo la ruptura del éster [20]. El residuo FGly

descansa al fondo de la cavidad catalitica.

19

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

Figura 9. Descripcién genérica del sitio activo de una sulfatasa que resalta los
residuos altamente conservados observados en estructuras cristalogréficas; en
lineas punteadas se muestran las principales interacciones de tipo puente de
hidréaenol201 .

Tabla 1. Funciones propuestas para los residuos del sitio catalitico de las
sulfatasas [20]

Residuo Funcion propuesta
FGly Catalisis nucleofilica como formilglicina hidratado (FGH)
Metal Unién y activacion de substrato, estabilizacion FGH
AsnA Coordinacién del metal, activacion de FGH
AspA Coordinacién del metal
AspB Coordinacién del metal
AspC Coordinacion del metal
ArgA Estabilizacién de FGH
HisA Estabilizacion de FGH, eliminacién FGly-sulfato
HisB Unién y activacion de substrato, protonacion de alcohol [34]
LysA Unidn y activacion de substrato, estabilizacion FGH
LysB Unidén y activacion de substrato, protonacion de alcohol
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3.2.4.Mecanismo

El mecanismo de la hidrélisis de los ésteres de sulfato fue desconocido por mucho
tiempo, hasta que con ayuda de estructuras cristalograficas y la comparacion
estructural con las fosfatasas alcalinas se propusieron dos mecanismos
principales, el mecanismo de Adicion-Hidrélisis (figura 10a) y el de
Transesterificacion-Eliminacion (figura 10b) [20] y [31]. Sin embargo, ambos

mecanismo fueron sujeto de debate.

a) Mecanismo Adicién-Hidrélisis

b) Mecanismo Transesterificacion-Eliminacion

Figura 10. Esquemas de mecanismos propuestos para la hidrolisis de ésteres de sulfato
por el residuo FGly. a) Mecanismo de Adicion-Hidrolisis y b) Mecanismo de
Transesterificacion-Eliminacion.

El mecanismo de adicion-hidrélisis comienza con un ataque nucleofilico por un
atomo de oxigeno del grupo sulfato sobre el aldehido electrofilico de la FGly para
formar un diester. El alcohol conjugado es liberado por la accion de un nucledfilo
como es el agua. Sin embargo, este mecanismo presenta ciertas discrepancias
mostradas en estudios con mutantes de HARSA y HARSB en los cuales era
posible la transesterificacion pero las mutantes no eran capaces de liberar el
sulfato. También, se considerd poco probable que fuese el oxigeno del grupo
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sulfato quien realizara el ataque nucleofilico, lo cual fue confirmado con estudios
estructurales que revelaron lo contrario: la orientacién adecuada para el ataque
nucleofilico por parte de un grupo hidroxilo de la FGly al sulfato. Finalmente,
estudios de quiralidad en substratos de arilsufatasas de Aspergillus mostraron
inversion de la configuracion, cambio que no se lleva a cabo por el mecanismo de

adicién-hidrolisis [20].

El segundo mecanismo propuesto fué el de Transesterificacion-Eliminacién el cual
comienza con un ataque Sn2 de uno de los grupos hidroxi (Oy1) de FGly
hidratado sobre el atomo de azufre del sulfato generando la hidrélisis del grupo
hidroxilo del sulfato y la formacion de un intermediario covalente Formilglicina-
Sulfato (FGS). El segundo grupo germinal hidroxi (Oy2) es desprotonado y

reacciona para eliminar el sulfato y regenerar el aldehido. Finalmente, el ciclo

Figura 11. Mecanismo de reaccion detallado de Transesterificacion-Eliminacion
derivado experimentalmente por Boltes para PAS [35].
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catalitico se completa con la hidratacién del aldehido para formar la FGly hidratada
(diol). Se han propuesto mas mecanismos para la hidrélisis enzimatica de ésteres

. H N HisB
Lys —NH; H o
resting state
& R
M O—8.-0
ROSOy o "W
HisA N H 0 o H 0 Asp $u2 o o
FGly HisA N H H O—Asp
FGly
.
ROH_ ,ROH
H;0
o o OH
0—8—0 (1ol 0—$—0
HisA h H o
HmA N H o, 0 H - @
FGly i H— O Asp AH -
Sy2: H 0 + HOSOy FGly FGly
E2: 807 £2
elimination Sy2 substitution

Figura 12. Mecanismo de desulfonacion. Una vez formada la sulfoenzima, la desulfonacion
puede ocurrir por uno de dos mecanismos, el segundo grupo germinal hidroxi (Oy2) reacciona
para eliminar el sulfato y reformar el aldehido o bien, por hidrdlisis que involucra un ataque
nucleofilico posiblemente por agua. Imagen tomada de referencia 20.

de sulfato en procariotes[20]y [35] (como se muestra en la figura 12), sin embargo,
de los mecanismos mas aceptados es aquel mostrado en la figura 11 que ilustra
el esquema del mecanismo enzimatico de Transesterificacion-Eliminacion
propuesto por Boltes [35] a partir de evidencia experimental cristalografica de
rayos X para PAS. Como se mencionaba anteriormente, las sulfatasas constituyen
una familia altamente conservada, lo que incluso sugiere que tienen un origen
comun y comparten un ensamblaje y un centro catalitico, lo que permite hacer

ciertas generalizaciones sobre el mecanismo consenso de las sulfatasas.

Ahora bien, se ha propuesto que el grupo sulfato unido covalentemente puede ser
tanto liberado por hidrélisis que involucra un atague nucleofilico posiblemente por

agua [36] (como se ha visto en el caso de las fosfatasas alcalinas[37]) o por un
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enlace relativamente débil y pueda existir un equilibrio con entre la forma libre del
aldehido FGly y la forma FGS [36] a diferencia del mecanismo de
Transesterificacion-Eliminacion donde el segundo grupo germinal hidroxi (Oy2)
reacciona para eliminar el sulfato y reformar el aldehido (figura 12, pagina 24).

3.2.5. Actividad catalitica de la colina sulfatasa de Ensifer meliloti

La sulfatasa de colina silvestre de E. meliloti no modificada fue anteriormente
estudiada por Sanchez [27]. La proteina se expresO en células de E.coli para
después ser purificada por cromatografia de afinidad (HisTrap) y de exclusion
molecular (HiLoadSuperdex). La filtracion en gel y analisis de Dispersién Dinamica
de Luz (DLS) mostraron que la colina sulfatasa existe en solucion en forma de
dimero. Los parametros cinéticos contra el sulfato de colina obtenidos fueron Kga=
2.7x107* s™! y una K, =11.1mM. Para el p-nitrofenilsulfato, kea= 3.5x1072 s y una
Km =75.8 mM.

Se determing la falta de la modificacién postraduccional mediante la cuantificacion
de cisteinas presentes en la proteina utilizando la reaccién de Ellman.
Adicionalmente, se realizdé un analisis de espectroscopia de masas que confirmo
la ausencia total del residuo FGIly en la proteina lo que significa que en el sitio
catalitico se tiene un residuo de cisteina y es muy probable que sea el
responsable de la baja actividad mostrada por esta enzima[27].

A lo largo de éste texto se hara referencia y se comparara las enzimas

recombinantes mutadas con la sulfatasa de colina (COS) silvestre no modificada.

Ciertas sulfatasas como aquellas aisladas de A. carrageenovora y Campylobacter
jejuni que no muestran homologia significativa con el sitio catalitico de sulfatasas
comunes (no tienen incluso el sitio de reconocimiento para la modificacién de la
FGly) pueden llevar la hidrélisis de ésteres de sulfato, lo que sugiere que existen
otros mecanismos enzimaticos que no han sido elucidados para explicar su
actividad [20].
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3.3. Mutagénesis de sitio dirigida

La mutagénesis es una herramienta cuyos usos son delimitados por el ingenio. Se
ha utilizado, por ejemplo, para conocer los aminoacidos esenciales para la
catdlisis enzimatica o aquellos que son importantes para mantener la estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria, permite también conocer sitios que soporten
una insercion o delecién y con ello crear moléculas por ingenieria genética.

En este estudio, la mutagénesis de sitio dirigida tiene el fin de obtener
mayor informacion sobre el mecanismo enzimatico mediante la mutacién de la
cisteina 54 la cual es modificada postraduccionalmente a FGly. Las mutaciones
llevadas a cabo en la cisteina 54 de la sulfatasa de colina son: a serina (C54S-
COS), alanina (C54A-COS), treonina (C54T-COS) y acido aspartico (C54D-COS)

gue se muestran en la figura 13.

Sitio de
Extremo reconocimiento de Extremo
N-terminal el C-terminal
LCTPSR
il
o
M HgN—=C—C
H | /o il “or
1 e=c?
wid-f -l I8
CHy 0 CHy & \\"o
= — Alanina Acido
mutaciones (C54A) aspartico
Cisteina " M
silvestre u,u’—cI - cf) u,u’-—-é - cf
~ Ciy
OH CHy |
OH
Treonina Serina
(C54T) (C545)

Figura 13. Representacion esquemaética comparativa de las mutaciones realizadas en
el residuo cisteina 54 del sitio catalitico de la sulfatasa de colina de E.meliloti.
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Conformacionalmente hablando, cada atomo en la FGly juega un papel importante
en la hidrélisis de los ésteres de sulfato, por lo que se plante6 variar cada uno de
los grupos para conocer el efecto que tienen en la catalisis, asi por ejemplo, la
serina tiene un Unico grupo hidroxilo, por lo que carece del otro grupo hidroxilo
geminal de la FGly. Por otro lado, la treonina tiene el grupo hidroxilo de la serina
pero también un grupo metilo geminal que no es capaz de donar los electrones al
sulfato para completar el ciclo catalitico y que pudiera generar impedimientos
estéricos [38]. En el caso del acido aspartico, su grupo carboxilo no es
generalmente un buen nucleofilico sin embargo existen algunos ejemplos en los
gue es capaz de llevar a cabo la catalisis actuando como nucledfilo importante [39]
pero presumiblemente de manera distinta a la serina . Finalmente, la alanina
mostrd actividad apreciable, lo cual es concerniente con su naturaleza no

nucleofilica.
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3.4. Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC)

3.4.1 Generalidades

La Calorimetria de Titulacion Isotérmica (ITC, por sus siglas en inglés Isothermal
Titration Calorimetry) mide directamente el calor generado o absorbido cuando dos
0 mas moléculas interaccionan, estas interacciones pueden ser del tipo: proteina-
molécula pequefia, enzima-inhibidor, proteina-proteina, proteina-ADN[40], etc. El
ITC permite determinar también de manera directa y precisa la constante de

afinidad (Kj), la energia libre de

Gibbs (AG°®), la entalpia (AH®), la e
entropia (AS°) y la capacidad
calorifica (Cp) asociada a la

interaccién entre estas moléculas,

lo cual representa una ventaja con »
respecto a otras técnicas como R Inyector
medicion de fluorescencia, b 4 :
- Embolo
absorbancia, RMN, entre otras, Sl
que permiten determinar I T Mezcador
solamente la constante de Cublerta
adiabatica
afinidad y de manera indirecta los ’ Jeringa
(r— — —
parametros antes mencionados
) ] Cubi . Cubierta
cuando se realizan repetidos IR 1 externa
interna
experimentos a distintas
p Celda d? R R “+1+1-1 Celda de la
temperaturas [41]. Dado que Feferencis muestra
todas las reacciones quimicas,

incluyendo aquellas que son

catalizadas enziméaticamente, Figura 14. Componentes principales del ITC. [43]

ocurren con algun efecto calorifico (calor absorbido o liberado) las técnicas

calorimétricas pueden servir para determinar la cinética de una reaccion ya que el
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calor involucrado es proporcional al nUmero de moles de producto y a la entalpia
molar de la reaccion [42].

De manera general, el ITC consiste de una jeringa con agitador y un control de
unidad conectado a una computadora (figura 14). El control de unidad es una
cubierta adiabatica que resguarda dos celdas idénticas con forma de moneda con
un volumen de trabajo de 1.4 mL, una de ellas es la celda donde se coloca la
muestra, y la otra es una celda de referencia[43]. Cada una de ellas esta rodeada
por sensores de temperatura y por sistemas de calentamiento o enfriamiento. El
sistema es mas complejo de lo que se describe, sin embargo, para nuestros fines,

no se explicara mas a detalle.

El ITC opera bajo el principio de compensacion dinamica de potencia, de manera
que es capaz de medir calores de dilucion, de mezclado, de unién entre dos
moléculas, de reaccion (entre otros) mediante la medicion de un Potencial
Diferencial (DP, Differential Power) en pcal/sec entre la celda de referencia y la
celda de la muestra [43], de manera que ambas celdas se mantienen a la misma y
constante temperatura a través de proveer o extraer calor a la celda de la muestra
[42]. Valores positivos de DP significa que la celda de referencia se encuentra
mas caliente que la celda de la muestra (proceso endotérmico), mientras que
valores negativos de DP significa que la celda de la muestra se encuentra mas
caliente que la celda de referencia (proceso exotérmico). Los sensores de
temperatura detectan la diferencia de temperaturas entre las dos celdas y la

compensan. Lo anterior es la razon de la direccidon de los picos que se muestran

a) __| b) =
(D) W (YVTY D
[©] n
w) ~
= T
8 [&]
= =
= 5
S >
S 1 ©

Tiempo Tiempo

Figura 15. a) Termograma representativo de un proceso exotérmico. b) Termograma
representativo de un proceso endotérmico.
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en los termogramas resultantes , es decir, si son hacia arriba (proceso
endotérmico) o hacia abajo (proceso exotérmico) [43] (figura 15). Cada pico

completo, representa una inyeccion.

En una titulacion directa se coloca la macromolécula en la celda de la muestra [M]
y se hacen inyecciones del ligando [L], mientras que en una titulacion inversa, la
macromolécula es la que se inyecta a la celda de muestra donde ahora se
encuentra el ligando. Ambas titulaciones arrojan informacion relevante que
depende de cada caso de estudio. La titulacion inversa es especialmente
importante cuando la solubilidad del ligando es baja [41].

Cuando no existe reaccion quimica, la linea base (ver figura 16a) regresa a su
posicion original, sin embargo, cuando hay reaccion quimica (Figura 16b), no hay
regreso a la linea base ya que conforme transcurre la reaccibn se va

absorbiendo/generando calor hasta llegar al equilibrio.

a) b)
) &
;
= ~
g g
ot 2
S =
> 2
S g
Tiempo Tiempo

Figura 16. a) Termograma representativo de un proceso endotérmico donde no hay reaccion
quimica endotérmica. b) Termograma representativo de una reaccion quimica endotérmica.
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3.4.2 Caracterizacion cinética de una reaccidon enzimatica
utilizando ITC

El progreso de una reaccion enzimética puede seguirse utilizando ITC mediante
dos técnicas: una Unica inyeccion y con inyecciones multiples. En ambas técnicas

se lleva a cabo el siguiente tratamiento matematico [42]:

1. Dado que el calor involucrado (Q) es proporcional a la entalpia molar de la

reaccion (AH) y al nimero de moles (n), se tiene la ecuacion (1a).
Q=n-AH..(1a)

De la definicién de concentracion [Plwwa=n/V, donde [P] es la concentracion
del producto y V el volumen de reaccion, se despeja n y se sustituye en (1a)

resultando la ecuacion (1b).
Q= [P]total -V - AH ... (1b)

2. Dado que el ITC detecta flujos de calor con respecto al tiempo (dQ/dt,
potencia térmica), la ecuacion (1b) se puede expresar como una diferencial

con respecto al tiempo obteniendo la ecuacion (2).

dQ d[P]
—=AH-V-—— .. (2
dt dt @)
3. Dado que el cambio en la concentracién de producto con respecto al tiempo
(d[P]/dt) es una medida de la velocidad de reaccion, la ecuacién 2 puede

expresarse como.

_dIPl 1 dQ

dt _V-AHE'"(B)

Es importante ver que la ecuacion (3) permite establecer una velocidad de

v

reaccion conociendo la potencia (dQ/dt) que es proporcionada por el ITC, el

volumen de reaccion y el AH molar de la reaccion.
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4. El AH de reaccion que se necesita para obtener la velocidad de reaccion
(retomando ecuacién 1a), es obtenido experimentalmente permitiendo que
la reaccion enzimatica de una sola inyeccion transcurra en su totalidad lo
cual arroja un calor total de reaccién Q y se divide entre el nimero total de

moles de sustrato consumido n, se obtiene la ecuacion (6).
tdQ
n= [S]totalV (5)

1 tdQ
AH:—f =t (6
[S]totalV 0 dt ( )

La técnica utilizada en el presente trabajo fue la de inyecciones multiples. Esta
técnica consiste en poner la enzima en la celda de muestra y el substrato en la
jeringa a una concentracion muy por encima de la K., esperada (~5 veces mayor)
Una vez que el equipo esta equilibrado térmicamente, se realiza una pequefa
inyeccion de sustrato, y se mide la potencia registrada por el ITC generada por la
reaccion enzimatica. Momentos después de la inyeccidbn y antes de que se
consuma mas de un 1% de sustrato inicial, se hace una segunda inyeccion para
aumentar la concentracion de sustrato y se determina la nueva potencia. Este
proceso se repite consecutivamente para obtener las potencias a concentraciones
cada vez mas elevadas de substrato. Con los valores de potencia y la ecuacion (3)
se determinan los valores de velocidad inicial para cada una de las
concentraciones empleadas en el experimento de manera que al obtener los
valores de velocidad de reaccién para cada inyeccion (pico) y graficarlos con
respecto a la concentracidbn de sustrato correspondiente, se obtienen curvas
ajustables a distintos modelos como de Michaelis-Menten, de inhibiciébn por

sustrato, de cooperatividad, etc.

Todo el procedimiento anteriormente descrito, es realizado de manera automatica
por el programa MicroCal® Origin®, al cual se le especifica la concentracién de
sustrato en la jeringa (el volumen varia de acuerdo al modelo de ITC), la

concentracion de enzima en la celda y el AHapp de la reaccion.
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En la figura 17, se muestra el ajuste del termograma a una curva de Michaelis
Menten para COS contra el sulfato de colina obtenida por Olguin y colaborador
[27], quienes obtuvieron una key de 0.27+0.02 s, K, de 11.1+x1.0 mM, K; de
11.4+1.1 mM y el cociente de ke/ Km de 24.32 +2.84 s*M™. En la figura 17B
observa una disminuciéon de la velocidad a partir de los 4000 segundos indicando
gue existe una inhibicion por sustrato [27].

Figura 17. A) Termograma de la reaccién enzimatica de COS contra sulfato de colina. B)
Isoterma de saturacién de COS contra sulfato de colina
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3.5. Cooperatividad

La cooperatividad es una caracteristica de una enzima u otra proteina en la que la
union de una primera molécula de ligando resulta en un rearreglo estructural que
cambia la afinidad hacia una segunda molécula [44] [35]. Este fendbmeno es
descrito por la ecuaciéon de Hill (ecuacion 7) que es una expresion derivada de la
ecuacion de Michaelis-Menten.

Vmax [S]h

= _Khalfh + [S]h (7)

UO
Donde Vnax €s la velocidad maxima, [S] la concentracion de sustrato, Khar €s la
concentracion a la cual el substrato produce la mitad de la velocidad maxima, K
(K= (Kna)" ) €5 €l andlogo a la Kn y h es el coeficiente de Hill [45].

Cooperatividad positiva: Se observa cuando la unién de la primera molécula de
sustrato facilita la union de la siguiente molécula de sustrato mediante el aumento
de las afinidades. Este efecto se ve reflejado en un valor mayor a 1 del coeficiente
de Hill (n>1)[44]. Al graficar la velocidad inicial vs concentraciéon de sustrato se
observa una curva sigmoidea caracteristica (Figura 18), en la que la pendiente
inicial es pequefia ya que la afinidad es baja pero conforme la concentracion
aumenta la pendiente también aumenta ya que la afinidad ha aumentado producto
de la primera unién del ligando a la enzima [46]. Un sistema ampliamente
estudiado prototipo de la cooperatividad positiva es la asociacion del oxigeno con
la hemoglobina tetramérica.

Cooperatividad negativa: Se genera cuando la union del sustrato produce la
disminucion de la afinidad de la segunda molécula de sustrato [47]. El valor del
coeficiente de Hill es menor a 1 (n<1)[44]. La apariencia de la curva de velocidad
inicial vs concentracion de sustrato es parecida a la curva de Langmuir pero con

una aproximacioén mas lenta al valor maximo (figura 18).

Notese que cuando el coeficiente de Hill es igual a 1, la unién es no cooperativa y
la ecuacién de Hill es igual a la ecuacién de Michaelis-Menten.
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Figura 18. Formas representativas de cooperatividad positiva,
no cooperativad y cooperatividad negativa.

La cooperatividad puede impactar tanto a las propiedades termodinamicas como a
las cinéticas de un sistema biolégico. Los efectos termodinamicos de
cooperatividad son usualmente observados como una alteracion de la afinidad de
unién que resulta de los sitios mdltiples de unién. Por otro lado, los efectos
cinéticos de la cooperatividad se observan en la desviaciébn de la cinética

hiperbdlica en el estado estacionario (lo descrito en el parrafo anterior) [44].

Tradicionalmente, la cooperatividad se asocia a sitios multiples de union que se
comunican via rearreglos estructurales inducidos por la unién de los ligandos, sin
embargo, se han encontrado cooperatividad en ciertas enzimas monoméricas que
poseen un solo sitio de unién. El ejemplo mejor estudiado de este tipo es la
glucocinasa humana, que juega un papel esencial en la homeostasis de la
glucosa. La cooperatividad en enzimas monoméricas con un sitio Gnico de union
es exclusivamente cinética [44] de manera que afecta la velocidad de reaccién y
con ello la forma sigmoidal caracteristica de las isotermas de reaccion; cabe
mencionar que existen fendmenos cooperativos que presentan cinéticas

michelianas.
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Para sistemas que describen cooperatividad termodinamica, como el caso de la
asociacion del oxigeno con la hemoglobina, el coeficiente de Hill representa el
namero de sitios de unién comunicados [48][49]. Sin embargo, en el caso de las
enzimas mononéricas con un solo sitio de union, el coeficiente de Hill no tienen
significado estructural, es decir, no indica en nimero de sitio de union y mas bien

es una medida de la magnitud relativa del efecto de cooperatividad [44].

Existen distintos modelos que explican los mecanismos de unién cooperativa, el
primer modelo fue propuesto por Monod, Wyman y Changeux es el llamado
modelo MWC o modelo concertado en el que se considera que las subunidades
de una proteina con unién cooperativa son funcionalmente idénticas, que cada
subunidad puede existir en dos conformaciones, como minimo y que todas las
subunidades sufren la transicion de una conformacion a otra de manera
simultanea. En este modelo ninguna proteina tiene subunidades con
conformaciones diferentes. Las dos conformaciones del oligobmero estan en
equilibrio. El ligando puede unirse a cualquiera de ellas aunque con diferente
afinidad (la cual seria mas estable en ausencia de ligando) hace mas probable la
transicion a la conformacion de alta afinidad [50].

En un segundo modelo, el modelo secuencial propuesto en 1966 por Koshland y
colaboradores, la unién del ligando puede inducir un cambio de conformacion en
una subunidad individual. Un cambio de conformacion en una subunidad provoca
un cambio similar en la subunidad adyacente, asi como hace mas probable la
union de una segunda molécula.

Se tienen modelos de estados mudltiples, que son modelos mas complejos que
conservan el concepto de MWC de un cambio concertado de conformacién pero

consideran méas de dos estados para la molécula completa [50].
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4. Justificacion

La osmoproteccion es vital para la supervivencia de los microorganismos, dentro
de este proceso la sulfatasa de colina juega un papel muy importante en la
sintesis de glicina betaina el cual es un osmolito ampliamente utilizado por
bacterias y plantas. Debido a su importancia, fue de gran interés, en un trabajo
previo, caracterizar cinéticamente la enzima nativa [27] (sin modificacion
postraduccional) el cual es complementado con el presente trabajo en el que se
caracterizaron las mutantes C54S, C54A, C54T y C54D y que ha arrojado mayor
informacién sobre el mecanismo enzimatico. El aminoacido mutado (serina o
cisteina dependiendo de la especie) se encuentra altamente conservado en la
familia de las sulfatasas, lo que concuerda con su vital participacion en la catalisis

de la hidrélisis de ésteres de sulfato.

El presente trabajo se suma al estudio sobre Ensifer meliloti cuyo mejor
entendimiento eventualmente conllevara a su mejor aplicacion como biofertilizante
que tendra impacto directo en el rendimiento de las cosechas[51] y la disminucion
del uso de fertilizantes quimicos que dafian el medio ambiente. La utilizacién del
conocimiento intimo de los procesos vitales (como es la osmoproteccion) por la

biotecnologia agricola servira para el mejoramiento de la agricultura.
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5. Objetivo

Estudiar la actividad enzimatica de las mutantes C54S, C54D, C54A, C54T de la
enzima sulfatasa de colina contra su sustrato natural y artificial, sulfato de colina y
p-nitrofenilsulfato  respectivamente, por medios espectrofotométricos vy

calorimétricos.

6. Hipotesis

Dadas la caracteristica nucleofilica de la FGly, las mutantes C54S, C54D Y C54T
seran capaces de llevar a cabo el ataque nucleofilico sobre el grupo sulfato del
sulfato de colina y el p-nitrofenilsulfato y con ello la hidrélisis del éster de sulfato
sin embargo la enzima no podra ser regenerada puesto que ninguna de las

mutantes presenta un grupo acido.
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7. Materiales y métodos

MATERIALES

Reactivos Quimicos

Generales
| Reaw ] Mam
Alcohol Etilico -

Extracto de Levadura Fluka

Triptona Fluka

Agar Fluka

NacCl Distribuidora quimica Alvi
Tris-HCI SIGMA

Bradford BIO-RAD

Acrilamida 40% BIO-RAD

Agarosa PROBIOTEK
Kanamicina GOLDBIO

IPTG [isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido] | GOLDBIO

Bromuro de Etidio SIGMA-ALDRICH
Glicerol BIO BASIC INC.
Hidroxido de Sodio Distribuidora quimica Alvi
Acido clorhidrico J.T. Baker

Imidazol SIGMA

PIPES [ &cido piperazin-N,N"-bis(2-

etanosulfonico)] SIGMA

MnCl, M&B

KCI PETROQUIFIN
D-Glucosa ALDRICH

MgSO, SIGMA-ALDRICH
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PNP (4-nitrofenol)

ALDRICH

pPNPS (p-nitrofenilsulfato)

SIGMA

Sulfato de colina

Cambridge Isotope Laboratories

SDS (DodecilSulfato de Sodio)

SIGMA-ALDRICH

TAE (Tris Acetato EDTA)

SIGMA-ALDRICH

Marcador de peso de ADN

BIOLINE (HyperLadder I)

Buffer de carga ADN BIOLINE

Isopropanol J.T.Baker

Persulfato de amonio J.T. BAKER

TEMED SIGMA
Kits

DNA polimerasa KOD N 10X Buffer para la DNA polimerasa KOD Hot
ovagen
Hot Start J Start, MgSO4 y dNTPs
) Buffers: de lisis, de neutralizacién, de activacion,
Fast-n-Easy Plasmid .
o ) Nalgene de lavado,de elucion, columnas, tubos de
Mini-Prep Kit y
recoleccion, Rnasa A

Enzimas utilizadas

DNA polimerasa KOD Hot Start | Novagen

Dpnl Biolabs

Xhol Thermo Scientific
Ndel Fermentas
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Cebadores y plasmidos

PET26b+COS

Trabajo anterior [27]

*COS fue clonada entre los
sitios de restriccion Xhol y
Ndel asi como optimizada para
la expresion en E. coli

For C54S ccggtgcggacageggagagetcg

Rev C54S cgagctctccgcetgtccgcaccgg

For C54A gcacgagecggtgecgecageggagagetcg

Rev C54A cgagctctccgectggecggceaccggetegtge Sigma

For C54T cacgagecggtgcggtcageggagagete Disenadas por Suer de
referencia [27].

Rev C54T gagctctccgetgaccgcaccggctegtg

For C54D cgcacgagccggtgcatccagcggagagctcgt

Rev C54D acgagctctccgetggatgcaccggcetegtgeg

Instrumentos y equipos

Autoclave SK 101C/111C

Yamato Scientific America

Balanza analitica AT250

Mettler Toledo

Bafio de agua 5

Julabo

Céamara de electroforesis

Thermo Scientific

Céamara de electroforesis Mini-

protean

Bio-Rad

Centrifuga Siemensster

Hemle LaborTechnik

Columna de afinidad HisTrap HP

GE Healthcare Life Sciences
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Columna de exclusién molecular
HiLoadSuperdex 200 16/600 GL

GE-Healthcare Life Sciences

Desionizador de agua Rios-D UV3

Millipore

Espectrofotdmetro 50 Bio UV-Visible

Varian Cary

Fuente de poder EC-300XL

Thermo Scientific

Fuente de poder Power Pac Basic

Bio-Rad

HPLC

Shimadsu Serie 20

Incubadora IC103C/103CW

Yamato Scientific America

Incubadora New Brunswick Excella

Eppendorf

Lampara UV MultiDoc-It

UvpP

Megacentrifuga 16 Heraeus

Thermo Scientific

Pipetas (P2,P100,P200,P1000)

Eppendorf

Pipetas (P20,P100,P200,P1000)

Pipetman

Potenciometro Orion Star pH A211

Thermo Scientific

Roto-shake Genie

Scientific Industries

Sistema de purificacion de agua UV

Millipore

Termociclador TC-3000

Techne

Vortex

Scientific Industries

VP-ITC microcalorimetro

MicroCal
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Esquema general de trabajo

Generacién de .,
Transformacion

m,utan.teds.,. id células E. coli Purificacion del
.(.Mutagenes[s irigida DH5a plasmido
utilizando un s6lo cebador

en dos PCR en paralelo)

Transformacion

Expresion células E. coli Secuenciacion
proteica C41 (DE3)
4 e
Purifi_cacic’)n pP:‘;;gs:ZC;Z’: Pruebas de
proteica por tabilidad
— . esta y
columna de columna exclusion actividad
afinidad molecular
\_ )

Caracterizacion
cinética por
calorimetriay
espectrofotometria

. y,

42

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

Reconocimiento del plasmido

Como control antes de iniciar todo el trabajo experimental, y con el fin de
identificar el plasmido pET26b+COS, éste se analiz6 mediante electroforesis en un
gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE. El gel se coloc6 en la camara de
electroforesis, se cargaron las muestras y se aplicé una diferencia de potencial de
80 volts por 30 minutos. También, se llevd a cabo la restriccion del plasmido con
las enzimas Xhol y Ndel, las cuales fueron utilizadas originalmente para la

clonacion (Figura 19).

Figura 19. Plasmido pET26b+COS. Sitios de clonacion (Ndel y Xhol) para
COoS

La longitud del gen del plasmido y de la sulfatasa de colina es de 5231 y 1575 pb,
respectivamente. En la tabla 2 se muestran las condiciones a las que se llevé a

cabo la digestion, la mezcla se incub6 a 37 °C durante 4 horas.
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Tabla 2. Condiciones de digestion

pET26b+COS [134 pg/mL] | 1.5
Buffer cut smart 1

Ndel [20 U/pL] 0.2
Xhol [10 U/uL] 0.4
H,O desionizada 6.9

Tanto la muestra del plasmido digerido como la del plasmido no digerido se
sometieron a electroforesis SDS-PAGE al 10%; se mezclaron 4 pL de muestray 1
uL de buffer de carga de DNA 5X.

Mutagénesis dirigida utilizando dos PCRs en paralelo con un soélo

cebador

La generacion de mutantes se realiz6 por el método de Edelheit [52] que se
distingue de los otros procedimientos de mutagénesis dirigida por utilizar dos PCR
por separado, cada una con un solo cebador del par que contienen la mutacion de
manera que se minimizan las alineaciones no deseadas entre cebadores y con
ello las repeticiones en tandem. La reaccién de polimerizacién comenzara por el
cebador y recorrera todo el plasmido completo (que contiene al gen de la proteina

de interés COS) hasta alcanzar el otro extremo del cebador.

Ambas mezclas de reaccién se mezclan una vez terminada los ciclos de
polimerizacién. Posteriormente se realiza un proceso de desnaturalizacion-re
naturalizacion lenta para promover distintas hibridaciones ademas de aquellas que
se forman entre la cadena molde y la cadena sintetizada. Es importante notar que
Unicamente la cadena recién sintetizada porta la mutacién y que el templado se
encuentra metilado (como proceso natural de marcaje de DNA propio de la célula).

Finalmente, se adiciona Dpnl para degradar las moléculas metiladas.
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Experimentalmente, se llevaron a cabo tres Cadena
reacciones de PCR (figura 20), una de ellas ey
contenia s6lo uno de los cebadores que

contenian la mutaciébn (ver seccion de \'
cebadores utilizados), otra reaccion contenia )

el cebador complementario (que también

contenia la mutacion) y la dltima se utilizd

como control negativo pues no se le agrago Pc'm P(!tz F'C'RB
cebador alguno. Los cebadores utilizados se RSELe
habian disefiado ya anteriormente y se l l l
muestran en la tabla 3 [27]. Se trabaj6é con un AN RN
volumen de reaccién de 12.53 pL descritas O
en la tabla 4. -
|
Figura 20. Reacciones de PCR
independientes cada una con un
cebador correspondiente y su
Tabla 3. Cebadores utilizados control negativo.
Nombre del :
oligonucleotido secuencia 5'a s
For C54S ccggtgcggacagcggagagctcg
Rev C54S cgagctctccgctgtccgcaccgg
For C54A gcacgagccggtgccgccagcggagagctcg
Rev C54A cgagctctccgcetggeggcaccggctcgtge
For C54T cacgagccggtgcggtcagcggagagctc
Rev C54T gagctctccgctgaccgcaccggctcgtg
For C54D cgcacgagccggtgcatccagcggagagctcgt
Rev C54D acgagctctccgcetggatgcaccggcetcgtgeg
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Protocolo general para la generacién de mutantes (C54S, C54A, C54T y C54D).

1. Realizar la mezcla de reaccién acorde a la tabla 4.

Tabla 4. Componentes de la mezcla de reaccion de PCR

Se utiliz6 un termociclador TC-3000 (Techne) en el cual se llevd a cabo el
programa descrito en la tabla 5.

Tabla 5. Programa de PCR

Calentamiento de tapa 105 °C

Precalentamiento de tapa |encendido

Pausa apagado

Desnaturalizacion inicial 95.0 °C 2 min

calentamiento incial apagado
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Continuacién tabla 5

NUmero de ciclos 30

Paso 1 95.0°C 30 seg
Paso 2 57.0°C 30 seg
Paso 3 72.0 °C 3 min 10 seg
I
Fin de la extensién apagado

Conservacion muestra 10.0°C

2. Mezclar las dos reacciones prestando especial atencion en el Optimo
mezclado. Se obtiene un volumen de 25.06 uL (excepto el control que no se
mezcla) (figura 21).

Figura 21. Mezcla de los
productos de las dos PCR
correspondientes.

3. Realizar el programa de desnaturalizacién-alineamiento descrito en la tabla
6, de manera que se tienen alineaciones del tipo: cadena parental-cadena
sintetizada, cadena sintetizada-cadena sintetizada, cadena parental-cadena

parental (figura 22).
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e O OOO

Figura 22. Proceso de desnaturalizacion y enfriamiento
paulatino que promueve la alineacion de cadenas mezcladas.

Tabla 6. Programa de

desnaturalizacién-alineamiento PCR

Paso Temperatura Tiempo
(°C) (min)
1 95 5
2 90 1
3 80 1
4 70 0.5
5 60 0.5
6 50 0.5
7 40 0.5
8 37 Espera

4. Digerir las cadenas metiladas con 15 unidades de la enzima Dpnl (0.8 L,
stock 20 000 U/uL) durante 16 horas a 37°C (figura 23) .

( ( (
Figura 23. Digestion de las cadenas metiladas con Dpnl.
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5. Finalmente, utilizar la mezcla resultante para transformar bacterias de E.
coli DH5a utilizando el protocolo que se describe en el siguiente apartado.
Sélo aquellos plasmidos de doble cadena y clonados en su totalidad seran

los que transformen células de E. coli competentes.

Transformacion de células de E. coli DH5a

La transformaciéon se realizd con células de E. coli DH5a quimicamente
competentes preparadas segun el método de Inoue [53]. Se realizaron
modificaciones menores al procedimiento de transformacion (descrito en el mismo

protocolo del método de Inoue).
Protocolo:

1.-Agregar 25 ng de DNA (de 0.4 a 3 uL de DNA, segun la concentracion de la
muestra) a 50 pyL de células quimicamente competentes. Mezclar
cuidadosamente. Es importante manejar una muestra de bacterias a la cual no se
le adicione ADN (control negativo) y transformar células con los “blancos” de la

reaccion de mutagénesis lo que permitira saber si la enzima Dpnl funcioné.
2.- Incubar en hielo durante 20 min.

3.-Tranferir las células a un bafio de agua precalentado a 42 °C. La exposicion se

realiz6 durante exactamente 45 segundos.

4.-Inmediantamente después de transcurrido el shock térmico, la muestra se

incubd en hielo durante 1 minuto (maximo 2 minutos).

5.-Adicionar cada muestra de células a 950 pL de medio SOC independientes.
Incubar el medio con células a 37 °C durante 1.5 horas con agitacién vigorosa
(250 rpm).

6.-Sembrar 150 pL de cada muestra en placas independientes de agar SOB
[MgSO4 20 mM]-Kan [50 pg/mL].
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7.- Posteriormente, centrifugar las células a 5000 rpm durante 3-4 minutos y retirar
aproximadamente 700 puL de medio. Volver a resuspender el pellet formado,
incrementando asi su concentracion de células. Utilizar esta muestra para sembrar

placas independientes de agar SOB [MgSO, 20 mM]-Kan [50 pg/mL].

8.- Almacenar las placas a temperatura ambiente hasta que todo el liquido sea
absorbido.

9.-Incubar las placas en posicion invertida a 37 °C durante 16-18 horas.

Purificacidon del plasmido

La purificacion del plasmido se realizé siguiendo el protocolo del proveedor para el
uso del kit de purificacion de Jena Bioscience (Fast-n-Easy Plasmid Mini-Prep
Kit)[54]. De las colonias resultantes de la transformacion, se eligi6 una colonia
aislada que se apostaba, tenia la mutacion.

Dado que esta purificacion es usada para realizar secuenciacion, es esencial que
la muestra se encuentre altamente concentrada por ello, se realizaron tres mini-
preps independientes pero todas se conjuntaron en una sola columna y se eluye
con un volumen reducido (40-50 pL). Se observé que la elucion del DNA es mas
efectiva si se realiza de manera fraccionada, es decir, adicionar 20 pL (que es el
volumen minimo que se requiere para mojar la columna) y posteriormente el

volumen restante para completar el volumen deseado.

La cuantificacion de los plasmidos se realizé midiendo la absorbancia de una
dilucién 1:10 a una longitud de onda de 260 nm. Esta concentracion se corrobora
con un gel de agarosa al 1% con amortiguador TAE. No se realizd digestion del
plasmido debido a que el objetivo principal es estimar una concentracion

adecuada para la secuenciacion.
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Secuenciacion del ADN plasmidico

La secuenciacion del ADN plasmidico recombinante se realizé en la Unidad de
Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Se utilizaron
los cebadores universales para el promotor y el terminador T7 (ver figura 24). El
equipo utilizado fue un secuenciador automatico ABI PRISM 310 Genetic Analyser

de Perkin-Elmer Applied Biosystems.

T7 promoter primer #68348-3

Bl T7 promoter Iac operator Xbal oha
> w15
L == peiB leades Mscllml BarH| EooR| Sscl
o . i
Eagl Aval* sgnal peobidase
Sall Mdm _ Notl Xhol His-Tag Bew11021
. e ——
T7 terminator T7 terminador primer B5337-3

PET-26b(+) cloning/expression region

Figura 24. Region de expresion/clonacion del plasmidos pET-26b(+) se encuentra
delimitadas por secuencias correspondientes al promotor y terminador T7, los
cebadores correspondientes son utilizados para amplificar el segmento y llevar a cabo
la secuenciacion.

Los electroferogramas se visualizaron utilizando el software gratuito FinchTV

(http://www.geospiza.com/ftvdlinfo.html).El analisis de las secuencias se realiz6

utilizando ExPASy-Translate tool [22] (http://web.expasy.org/translate/ ) al cual se

exporta la secuencia de ADN en formato FASTA y se traduce automaticamente a
secuencia de aminoacidos, esto permite identificar facilmente codones de inicio.
La alineacion multiple de secuencias de aminoacidos se realizé con ClustalW2 [55]

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) lo que permiti6 saber si se habia

llevado a cabo la mutacién deseada ademés de identificar si existian mutaciones

no deseadas.

51

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.


http://www.novapdf.com/

Transformacion de células de E. coli C41 DE3

Una vez que se corroboré mediante la secuenciacién del ADN que se tenia la
mutaciéon deseada (y ninguna mutacion no deseada) se llevd a cabo la
transformacion de células E. coli C41 DES3.

Al igual que la transformacion de células de E. coli DH5aq, las células de E. coli
C41 DE3 se trataron quimicamente siguiendo el método de Inoue [53] con
modificaciones menores para hacerlas competentes. El protocolo se detalla en la
seccion de “Transformacion de células de E. coli DH5a”.

Expresion proteica

El plasmido pET26b se encuentra bajo el control del promotor del bacteriéfago T7.
En cepas con el sistema de expresion DE3 integrado a su cromosoma (como C41
(DE3) o BL21 (DE3)), el gen que codifica para la polimerasa originaria del virus T7
se encuentra a su vez bajo el control del promotor lacUV5 (codificado también en
el cromosoma bacteriano), de manera que los niveles de expresién pueden ser

regulados afiadiendo IPTG al medio [56].
Protocolo:

1. Inocular de 3-5 mL de medio LB-kanamicina [50 ug/mL] con una colonia de
E. coli C41 (DE3) transformada con el plasmido de interés (mutantes C54S,
C54D, C54A, C54T). Dejar crecer durante 16 horas.

2. Utilizar el precultivo para inocular a 500 mL de medio LB-kanamicina [50
pHg/mL] e incubar a 37 °C por aproximadamente 3 horas (cuando son
diluciones 1:100) y con agitacién vigorosa (250 rpm) hasta que se alcance
una D.Oj=600 nm de 0.5-0.6.

3. Una vez alcanzada la densidad Optica adecuada, adicionar 500 pL de IPTG
[1 M] de modo que obtenga una concentracion final de 1 mM.
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4. Incubar a 30 °C durante 6 horas.

5. Recolectar las células por centrifugaciéon a 10 000 rpm durante 5 minutos.

6. El sobrenadante puede ser desechado y el pellet almacenado a -20 °C para

su posterior utilizacion.

Purificacidn proteica
Lisis celular

Debido a que la proteina expresada se almacena en el citoplasma celular, se

necesitan lisar las células para extraer la proteina.
Protocolo

1. Resuspender el pellet en 20 mL de buffer de Lisis (NaCl 500 mM, Imidazol
20 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.4), es decir 1/25 del volumen original de

cultivo.

2. Adicionar 2 mL de lisozima [10 mg/mL], para alcanzar una concentracion

final de Img/mL. Incubar en hielo durante 30 minutos.
3. Sonicar en ciclos alternados de 15 segundos de sonicaciéon y 30 segundos
de reposo, durante un tiempo total de sonicado de 8 minutos con una

potencia de 4 W.

4. Centrifugar la muestra a 15 000 rmp durante 45 minutos a temperaturas

preferentemente bajas (4 °C).
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5. Recuperar el sobrenadante (extracto crudo) y filtrar con filtro de 0.22 uM
para asegurarse de que no queden particulas que pudieran obstruir las

columnas de purificacion.

Se recomienda mantener en hielo la muestra durante todo el proceso.

Purificacién por columna de afinidad

Una caracteristica muy util de las proteinas recombinantes que permite su facil
purificacién, es que pueden estar provistas de una cola de histidinas. En este
caso, todas las mutantes expresadas (C54S, C54D, C54T, C54A) tienen una cola
de seis histidinas en su extremo carboxilo terminal, de modo que fue posible
purificarlas por medio de la columna de afinidad HisTrap HP cargadas con niquel.

Protocolo:

1. Lavar la columna con al menos tres voliimenes de agua.

2. Equilibrar la columna con 5 volumenes de buffer de lisis (NaCl 500 mM,
Imidazol 20 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.4).

3. Aplicar el extracto crudo a la columna por la parte inferior de la columna
para lo cual se necesita tener un acoplador hembra-hembra que permita
conectar a la jeringa con la parte saliente de la columna. Este proceso
permite obtener, en cierta medida, la muestra concentrada en un volumen
pequefio al final de la purificacién. Se aplica mejor a volimenes pequefios

de muestra.
4. Lavar la columna con 5 volimenes de buffer de lisis/bajo imidazol (NaCl

500 mM, Imidazol 20 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7.4). El imidazol permite

disminuir las uniones inespecificas de proteinas.
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5. Invertir el sistema de modo que se introduzca el buffer de alto imidazol por
la parte superior de la columna. Eluir la proteina con 7 volimenes de
columna de buffer de alto imidazol (NaCl 500 mM, Imidazol 250 mM, Tris-
HCI 50 mM pH 7.4). Recolectar fracciones de 1 mililitro incubadas siempre
en hielo. Por lo general la proteina se encuentra concentrada en las
primeras cuatro fracciones. La concentracion de proteina se pude estimar
utilizando el reactivo de Bradford. En el presente trabajo se manejaron 80

uL del reactivo de Bradford y 1.6 uL de cada fraccion.

Purificacién por columna de exclusion molecular

A pesar de que la purificacién por columna de afinidad es buena, es recomendable
realizar una purificacién adicional con la columna de exclusibn molecular que
ademas de separar las proteinas por tamafo ajenas a la proteina de interés y
agregados de la misma, también permite desalar la muestra y hacer cambio de
buffer. Los extractos resultantes de la columna de afinidad pueden ser sometidos
directamente a la purificacion por exclusién molecular.

Para usar la columna de filtracion en gel se requiere usar HPLC ya que la presién

a la que se trabaja la columna asi como los volimenes manejados son grandes.
Protocolo:

1. Asegurarse que el HPLC se encuentre limpio de sustancias externas.

Conectar la columna.

2. Hacer pasar 2 volumenes de columna de agua para eliminar restos de

etanol al 20% en el que se debe almacenar la columna.

3. Equilibrar la columna con 2 volimenes de buffer Tris-HCI (20 mM) pH 7.4.
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4. Preparar y establecer las condiciones de elucion a 0.25 mL/min. Fijar
presibn maxima a no rebasar, en este caso 25 bar. Establecer absorbancia
a 280 nmy 220 nm.

5. Inyectar la muestra. En la columna utilizada y bajo las condiciones antes
mencionada, la proteina sale de la columna al minuto 39-45 por lo que son
estas fracciones las que deben ser recolectadas. Se recuerda mantener las

muestras siempre en hielo.

Es importante mencionar que es poco recomendable almacenar las proteinas
manejadas en este trabajo cuando éstas se encuentran en buffer de alta
concentracion de sales pues son poco estables y gran parte de la muestra se
precipita. Se opto por hacer todo el proceso de purificacion en un solo dia o bien,
hacer cambio de buffer (por didlisis o utilizando unidades centricon), almacenar y
dejar la purificacion por filtracién en gel para otro momento.

Las fracciones de proteina resultantes de la purificacion de proteina por las
columnas antes mencionadas, se analizaron en un gel de poliacrilamida SDS-
PAGE al 10% al cual se le aplico una diferencia de potencial de 120 V por 120
minutos. (Buffer de carga 5X: 4.8 ml H20; 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 1.2 ml; Glicerol
1 ml; SDS al 10%, 2ml; Azul de bromofenol al 0.1%, 0.5ml), BME ( Beta-
Mercaptoethanol).

Cuantificacion de proteina

La concentracion de todas las sulfatasas recombinantes se realiz6 por medio de
espectrofotometria, midiendo la absorbancia de la muestra (en buffer de reaccién)
a una longitud de 280 nm. Ademas, se utilizé el coeficiente de extincion molar
tedrico calculado con ProtParam tool de ExXPASyY

(http://web.expasy.org/protparam/) el cual tiene un valor de 97,750 M™* cm™ para

todas las proteinas recombinantes. Partiendo de la ley de ley de Beer-Lambert, se
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despeja la concentracion. El peso molecular de la proteina nativa fue determinado
detallada y experimentalmente por Sanchez [27], obteniendo que COS tiene un
peso molecular de 59 kDa, sin embargo, se observd que en solucién la proteina se
encontraba en forma dimérica con un peso de 118 kDa.

Pruebas de estabilidad

Se prepararon cinco buffers 5x (1 M Tris) con distinta concentracién de sal (tabla
7) para conocer las mejores condiciones de reaccion de las enzimas
recombinantes. Los volumenes agregados se muestran en la tabla 8. La mutante
utilizada para esta prueba fue la C54S ya que se habia utilizado para pruebas

utilizando ITC. Las muestras se incubaron también en hielo durante 30 minutos.

Tabla 7. Buffers 5X (1M Tris) con distintas

concentraciones de NaCl con C54S

Tris-HCI [M] NaCl [mM]
Buffer 1 1 500
Buffer 2 1 250
Buffer 3 1 100
Buffer 4 1 50
Buffer 5 1 0

Tabla 8. Mezcla para pruebas de actividad mutante C54S

Buffer 1 | Buffer 2 | Buffer 3 | Buffer 4 | Buffer 5

Buffer 5X (uL) 4 4 4 4 4
Concentracion final 1x

C54S [1.17X10™* M] (uL)

14 14 14 14 14

Concentracion final 82 X10° M
H,O desionizada (uL) 1 1 1 1 1
Volumen total (uL) 20 20 20 20 20
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Pruebas cinéticas indagatorias

Inmediatamente después de la purificacion por HisTrap HP, se realizaron pruebas
indagatorias de actividad utilizando la fraccibn mas concentrada de proteina. La
mezcla de reaccion se incub6 a 37 °C durante 24 horas. Las condiciones de
reaccion se describen en la tabla 9.

Se utilizé el sustrato artificial de las enzimas recombinantes, el p-nitrofenilsulfato
(PNPS), que al ser hidrolizado produce un color amarillo que permite seguir la

reaccion midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 420 nm.

Tabla 9. Condiciones indagatorias de actividad.

C54S C54A C54D C54T
Enzima (fraccion HisTrap HP) (uL) | 10 10 10 10
Buffer de reaccion 5X[1 M NaCl, |5 5 5 5
1M Tris-HCI] (uL)
Concentracion final 1x
pNPS [0.1 M] (L) 6 6 6 6
Concentracion final 24 mM
H,O desionizada (uL) 4 4 4 4
Volumen total (uL) 25 25 25 25

De las cuatro mutantes, la que mayor actividad mostr6 fue la mutante C54S. Estos
resultados se discutiran ampliamente en la seccion de resultados, sin embargo,
tomando esto en cuenta, se midié la cinética de tres reacciones enzimaticas con
distintas concentraciones de C54S para determinar qué concentracion de enzima
producia un delta de absorbancia adecuado para poder caracterizar cinéticamente
a C54S (Tabla 10).
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Tabla 10. Concentracion final de C54S para pruebas

indagatorias de

actividad
Concentracion de C54S-> 1uM 5 uM 10 uM Blanco
H,O desionizada (uL) 30.22 23.11 14.21 32
Buffer 5X [1 M NaCl, 1M Tris- 16 16 16 16
HCI] (uL)
Concentracion final 1x
pNPS [0.1 M] (uL) 32 32 32 32
Concentracion final 40 mM
C54S [4.5x10™ M] (pL) 1.78 8.89 17.79 0
Volumen final (uL) 80 80 80 80

Caracterizacion cinética por espectrofotometria

De acuerdo a las pruebas indagatorias de estabilidad y actividad, se procedi6 a

caracterizar propiamente la enzima bajo las condiciones de reaccion descritas en

la tabla 11. Se tiene entonces una concentracion de 12 uM de C54S.

Tabla 11. Mezclas de reaccion para la caracterizacion cinética

Concentracion de pNPS (mM)

20 40 60 80 Blanco 1 | Blanco 2
H,O desionizada (L) 45 34 23 12 54 21
Buffer 5X[1 M Tris 1 M
NaCl] (uL) 16 16 16 16 16 16
Concentracion final 1x
PNPS [150 mM] (uL) 10 20 32 43 10 43
Concentracion final variable
C54S [1.011x10™] (uL) 9 9 9 9 0 0
Concentracion final 12 pyM
Volumen final (uL) 80puL | 80puL | 80puL | 80 puL 80 pL 80 pL

Para minimizar el error experimental, se recomienda hacer mezclas maestras

considerando los componentes comunes, como lo es el buffer y la enzima. Las

mediciones se realizaron en celdas de cuarzo de 80 pL (ver seccion de equipo).
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También se realizaron pruebas formales para las mutantes C54A, C54T Y C54D
que descartaran la viabilidad de caracterizarlas contra el p-nitrofenilsulfato por
técnicas convencionales (tabla 12). Se manejé una concentracion final de enzima
de 40 uM de 30 mM de pNPS. Las muestras se incubaron durante 24 horas a 20
°C.

Tabla 12. Prueba de niveles de actividad para las mutantes C54A, C54T, C54D

C54T C54D C54A
Enzima [concentracion inicial variable] 69 27 9
[concentracién final 40 uM] (L)
Buffer 5x (uL) 24 24 24
concentracion final 1X
pPNPS [190 mM] 19 19 19
concentracion final 30 mM
H>O (uL) 8 51 68
120 uM 120 uM 120 uM
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Caracterizacion cinética por calorimetria (ITC)

La mutante C54S también se caracterizé contra su sustrato natural, el sulfato de
colina por medio de calorimetria de titulacion isotérmica con el equipo VP-ITC. Las
condiciones finales de reaccién se muestran en el tabla 13. Se recomienda leer el
manual de usuario para el correcto uso del ITC [43].

Tabla 13. Resumen de las condiciones de caracterizacion cinética por ITC

Concentraciones finales

Sulfato de colina (jeringa)
*En buffer 1X [200 mM Tris 200 150 mM

mM NaCl]
C54S (celda) 5uM
Condiciones de experimento
Sustrato: NUmero de inyecciones 20
Sulfato de colina Temperatura de la celda 25°C
Potencia de referencia -
(ucal/sec) (1-34.9)
Retardo inicial 300
Velocidad de mezclado 300
Modo de retroalimentacion alto
Macromolécula Volumen de inyeccion 10 uL
C54S Duracién 17.1s
Espaciamiento 400 s
Periodo de filtro 2 (Hertz)
Mezcla de reaccion: celda ITC
Volumen (pL)
H,O desionizada 1515
Buffer 5X [1 M Tris 1
M NaCl] 400
C54S 85
Volumen total 2000
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8. Resultados y discusion

Reconocimiento del plasmido pET-26b+

En la figura 25 se muestra la electroforesis realizada al plasmido pET26b-COS
digerido y se compara con el plasmido sin digerir. Los pesos en los que se ubican
las dos bandas del carril (2) corresponden a COS (1575 pb) y al plasmido vacio
(5231 pb). El plasmido sin digerir (carril 1) muestra tener un peso aparentemente
mayor a 6806 pb lo que se explica por la asociacion no especifica entre mas de un

plasmido.

g S
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g
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6000 -~ S ——>DNA de plasmido pET26b+
4000 -
3000 -~ = ']
2500 -~ ’
AR — S DNA de la sulfatasa de colina
e la Sulratasa de coli
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1000 -~ i

B

1) @

Figura 25. Electroforesis (en agarosa al 1%) del plasmido pET26b+COS:
sin digerir (carril 1) y ya digerido (carril 2) con Xhol y Ndel.
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Transformacion de células DH5a

Las eficiencias de la transformacion, se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Eficiencias de la transformacion

Numero de colonias
Muestra mutagénesis | blanco
C54A 11 0
C54T 15 5
C54S 34 0
C54D 23 0

Purificaciéon del plasmido

La confirmacién de la concentracion e identidad del plasmido para la

secuenciacion se muestra en la figura 26.
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Figura 26. Electroforesis de agarosa al 1% de las purificaciones de las
mutantes (pET26b + mutante de sulfatasa de colina) C54A, C54T,
C54D, C54S en el carril (1), (2), (3) y (4) respectivamente.

An evaluation version of novaPDFE was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

63


http://www.novapdf.com/

Secuenciacion

En la figura 27, se muestra el andlisis de la secuencia de cada una de las
mutantes. Se pueden observar el cambio en la secuencia de DNA y el cambio en
la secuencia de aminoacidos. Las secuencias completas se muestran en el anexo.
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Figura 27. Secuenciaciones de las mutantes C54D, C54A, C54T,C54S
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Purificacion y cuantificacion de proteina.

Columnade afinidad: HisTrap HP

Como se describié en la seccion de materiales y métodos, la primera fase de la
purificacién proteica realizada con la columna HisTrap HP se realiz6 en un solo
paso (no se aplicd un gradiente de imidazol). Usar el reactivo de Bradford permitié
seguir de manera adecuada las concentraciones relativas (con respecto al blanco)
y cualitativas de proteina (figura 28).

1->Extracto crudo (sin purificar)
2->Extracto crudo salido de la columna
3->Lavados con buffer de bajo imidazol
4->Blanco

5-10->Fracciones eluidas con buffer de alto
imidazol

Figura 28. Fotografia representativa de una seccion de un plato de 96 pozos donde
se llevdé a cabo el seguimiento cualitativo de la concentracidon de proteina de las
fracciones obtenidas de la purificacién por columna de afinidad HisTrap HP de las
mutantes C54S, C54D, C54T y C54A.

Purificacion por cromatografia de filtracion en gel

En la figura 29 se muestra un cromatograma representativo de la purificacion de
las mutantes de COS por columna de exclusibn molecular. Como se puede

observar, la proteina eluye de la columna al minuto 40 aproximadamente.
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Figura 29. Cromatograma representativo de la purificacion de las mutantes C54S, C54D,
C54D Y C54T por cromatografia de exclusion molecular HiLoadSuperdex 200 16/600 GL. La
enzima eluye de la columna al minuto 40 aproximadamente con un flujo de 0.25 mL/min.

En las figuras 30 y 31 se muestra los geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 10%
gue reune las distintas muestras obtenidas tras la purificacion por columna de
afinidad (HisTrap) y de exclusién molecular (HiLoadSuperdex 200 16/600 GL).
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Figura 30. Gel de poliacrilamida
SDS-PAGE al 10% de las
fracciones finales recolectadas
de las purificaciones por

cromatografia afinidad
(HisTrap) y de exclusion
molecular (HiLoadSuperdex

200 16/600 GL) de las mutantes
C54T y CbH4A. Las fracciones se
describen arriba de su carril

correspondiente.

(1)~>Extracto crudo mutante C54T
(2)(3) > Fracciones HisTrap mutante
C54T

(en buffer 500 mM NacCl, 250 mM
imidazol, 50 mM Tris-HCI)

(4) a (8)> Fracciones columna de
exclusion molecular mutante C54T
(en buffer 20 Mm)

(9) y (10)>Fracciones columna de
exclusién molecular mutanteC54A
(en buffer 20 Mm)

Figura 31. Gel de poliacrilamida SDS-
PAGE al 10% de las fracciones
recolectadas de las purificaciones por
cromatografia afinidad (HisTrap) y de
exclusién molecular (HiLoadSuperdex
200 16/600 GL) de las mutantes C54D
y C54S.

(1)~ Fracciones HisTrap mutante C54D

(en buffer 500 mM NacCl, 250 mM imidazol, 50
mM Tris-HCI)

(2)> Fracciones columna de exclusién molecular
mutante C54d

(en buffer 20 Mm)

(3)> Fracciones HisTrap mutante C54S

(en buffer 500 mM NacCl, 250 mM imidazol, 50
mM Tris-HCI)

(4)~> Fracciones columna de exclusién molecular
mutante C54S

(en buffer 20 Mm)
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Las muestras resultantes de la purificacion tenian una concentracion promedio de
4.35x10° M (2.74 mg/mL) y, por lo general, se obtenian de 5-6 mL de disolucion
de proteina, de manera que se obtenian 16.44 mg de proteina en promedio por
cada medio litro de cultivo.

Resultados de pruebas de estabilidad previas

Todas las muestras de C54S resultaron ser estables en todo el rango de
concentracion de NaCl (tabla 7), es decir, no se observé precipitacion alguna,
recordando que esta mutante se tom6 como modelo representativo de estudio de
todas las mutantes. Las muestras fueron también estables cuando se incubaron

en hielo, la precipitacion tampoco se hizo visible.
Curva patrén

Mediante una curva patron de 4-nitrofenol (p-nitrofenol, pNP) a 420 nm a un pH de

7.4 se obtuvo un coeficiente de absortividad molar de 4820.27 M™* cm'1 (figura 32).

Figura 32. Curva patrén 4-nitrofenol a 420 nmaun pHde 7.4
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Pruebas cinéticas indagatorias de actividad

Con las pruebas indagatorias de actividad (Tabla 15) fue posible estimar el nivel
de actividad que tenia cada una de las mutantes. Esta prueba permitid observar
gue las enzimas recombinates eran inestables a temperaturas “altas” (20-30 °C) y
gue ademas, la que presentaba mayor actividad era C54S. Se tomé una fraccion
directa de la purificaciéon por HisTrap HP porque, como se menciona en el

protocolo, es una muestra altamente concentrada.

Tabla 15. Pruebas indagatorias de actividad

Mutante Observaciones A Abs

C54A precipitacion No detectable
C54T precipitacion No detectable
C54D precipitacion No detectable
C54S precipitacion Detectable

Con respecto a la mutante C54S, se determind que una concentracién adecuada
de ésta para obtener la curva de velocidades iniciales vs concentracion de sustrato
era de 12 uM de acuerdo al delta de absorbancia presentado (figura 33). Asi
mismo, permiti6 observar la linealidad entre concentracion de enzima y la

velocidad inicial.

2.0x107

Vo

0 L] L] L] L] 1
0 2 4 6 8 10

[C54S] (um)

Figura 33. Gréfica de velocidad inicial de la hidrdlisis de pNPS contra la

concentracion de la mutante C54S.
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Resultados de la caracterizacidon cinética por espectroscopia UV-
VIS

En la tabla 16, se puede observar que para las mutantes C54A, C54T y C54D no
fue posible detectar actividad en el tiempo establecido. Este comportamiento
concuerda con lo esperado para C54A pues ésta no es por lo general un buen

nucledfilo.

Tabla 16. Resultados pruebas cinéticas rigurosas de
C54T, C54A y C54D con pNPS

Mutante Observaciones A Abs

C54A precipitacion No detectable
C54T precipitacion No detectable
C54D precipitacion No detectable

Con respecto a C54S, los valores de las velocidades iniciales graficadas contra la
concentracion de sustrato (figura 34), corroboraron que el comportamiento se
ajusta al modelo de Michalis-Menten obteniendo los valores de 116.00 mM =+
30.90, 3.19 x 10°s?+ 3.08 x 10* y 6.66 x 10°Ms™+ 3.68 x 10 para la Km Keaty Vinax
respectivamente. Como puede observarse en la figura 33, no se llegdé a la saturacion

debido a que se alcanzé el limite de solubilidad del sustrato lo cual ocasiona los altos

errores de los parametros.

Figura 34. Cinética de Michaelis-Menten para la hidrdlisis del pNPS a 25°C y pH 7.5
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En la tabla 17, se muestran los parametros cinéticos tanto de COS como de C54S-

COS. La comparacion de K, arroja que C54S-COS es 1.5 veces menos a fin por

su sustrato artificial p-nitrofenilsulfato y una eficiencia 20 veces menor (Kcai/ Km).

En la figura 35 se demuestra la existencia de multiples ciclos cataliticos (6.5 ciclos

en una hora)

Tabla 17. Resumen de los parametros cinéticos
de C54S-COSy COS con pNPS como sustrato

C54S-COS COS

Km (Mm) 116.0 75.8
Keat (S 3.2x10°3 3.5 x 107
Keat! Km (M?*s™) 2.7x10% 4.6 x 10™

Figura 35. Grafica del curso de reaccion de C54S (12 uM) a una concentracion de 80
mM de pNPS a 25°C y pH. 7.4 que demuestra los multiples ciclos catliticos.
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Resultados de la caracterizacion cinética por calorimetria (ITC)

El mismo comportamiento de inestabilidad observado para las mutantes C54T,
C54D Y C54A se repitid con las pruebas calorimétricas (no se detalla), por lo que

se procedid a caracterizar la mutante C54S contra el sulfato de colina por

calorimetria (figura 36).
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Figura 36. Termograma representativo resultado de la reaccién enzimética de
C54S contra el sulfato de colina.
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El modelo que mejor representa el comportamiento enzimatico es el modelo de

cooperatividad (Figura 37).

Figura 37. Grafica de velocidad inicial contra la concentracion de sustrato. El
mejor modelo encontrado que describe este comportamiento es cooperativo. Los
parametros se describen en la tabla 18.

En la tabla 18, se retnen los parametros cinéticos de COS y C54S-COS. Para el
sulfato de colina, el mejor modelo encontrado para describir su comportamiento es
el modelo cooperativo positivo (que se discute en parrafos posteriores) obteniendo
un valor de Knar de 14.90 mM + 3,34, una Vmax de 5.36x107 M/s + 7,93x10° y un
coeficiente de hill de 1.6 + 0,10.

Para hacer la comparacion entre C54S y la enzima silvestre, se tomara la K* (K

prima) como analoga a la Kp, [45].
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Tabla 18. Resumen de los parametros cinéticos de C54S-
COS (figura 37) y COS con sulfato de colina

C54S-COS COS
Km 6 K (prima) (Mm) 64.36 111
Kear (S7) 0.11 0.27
‘kcat/ Km é 3
Keat / K (prima) ( M-ls-l) 1.67X10 24.32
h 1.6 1

La naturaleza poco nucleofilica de la mutante C54A explica la falta de actividad
contra el p-nitrofenilsulfato lo cual concuerda con Usén y colaboradores[34] que
también realizaron mutaciones que carecian del aminoacido FGly y en su lugar
presentaba alanina y serina . La estructura cristalografica del complejo de la
mutante inactiva Avrilsulfatasa A (ASA) C69A y p-nitrocatecol sulfato (Pncs) imita
el intermediario que se forma durante la hidrélisis del éster de sulfato lo cual ofrece
la ventaja experimental pues permite obtener una estructura cristalogréafica del
complejo enzima-sustrato con relativa facilidad, en comparacion con la enzima
silvestre que lleva a cabo la catdlisis tan rapido que es dificil obtener la estructura
justo al momento de la formacion del complejo, incluso manejando bajas
temperaturas.

Asi mismo, la naturaleza no nucleofilica el grupo metilo de la alanina evita la
formacién del enlace covalente entre el sustrato y la enzima razén por la cual es
inactiva, sin embargo, esta situacion permite estudiar las interacciones en el sitio

catalitico del resto de los amino&cidos indispensables para la catalisis.

Por otro lado, Usén y colaboradores también determinaron que C69S-ASA es
capaz de unir covalentemente al sustrato e hidrolizarlo, pero es incapaz de liberar
el sulfato resultante so6lo un pequefio porcentaje es recuperado (20%). Sin
embargo, colina sulfatasa muestra multiples nimeros de recambios, por lo que se
demuestra que en este caso si se esta llevando a cabo la hidrdlisis de los
sustratos y que también si se esta desorbiendo el sulfato resultante, se piensa que
el mecanismo que permite la desulfonacion hidrolitica involucra el ataque

nucleofilico por una molécula de agua|36]. El esquema del mecanismo propuesto
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se muestra en la figura 38 en donde la serina 54 de COS-C54S realiza un ataque
nucleofilico sobre el grupo sulfato del éster de sulfato formandose asi el
intermediario covalente diéster de sulfato. Una molécula de agua activada (OH")
del medio es quien realiza un segundo ataque nucleofilico sobre el azufre del
intermediario covalente y de esta manera se libera el alcohol conjugado,

regenerandose a su vez la enzima.

Figura 38. Esquema del mecanismo propuesto seguido por COS-C54S.

Con respecto a las mutantes C54D y C54T, las mediciones no mostraron actividad
detectable en las primeras 24 horas, sin embargo si se observé actividad catalitica
con pNPS a concentraciones de enzima de 45 uM (no mostrado) a las 120 horas
acompafnado siempre de precipitacién enzimatica por lo que su estudio se reserva
para condiciones de reaccion especiales que permitan seguir la reaccion por
periodos de tiempo largos, o incluso mediante estudios de tipo competitivo en el
gue la actividad de la enzima silvestre COS sea afectada por la enzima
competitiva (en este caso la mutante). Di Cera y colaboradores [38] trabajaron con
mutantes de proteasas las cuales son caracterizadas por presentar serina como
nucléofilo para realizar la ruptura al enlace peptidico. Se observé que la mutante
treonina, a pesar de retener la nucleofilicidad de la serina, su capacidad de formar
puentes de hidrogeno y tamafio de cadena similar carecia completamente de
actividad atribuido a su grupo metilo (el cual no presenta la serina) por lo que se
piensa que posibles efectos estéricos importantes también se presentan en C54T.

La baja actividad mostrada podria ser resultado de su inestabilidad aunado al

proceso lento de liberacion del sulfato.
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El andlisis del comportamiento de C54S resultante de los ensayos contra el sulfato
de colina que arroja un coeficiente de hill de aproximadamente 2, es consistente
con los sitios de reaccién de la forma dimérica de COS que prevalece en

solucién[27] , uno por cada mondémero.
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9. Resumen de resultados

e Los parametros cinéticos de la mutante C54S contra su sustrato artificial
(PNPS) son 116 mM, 3.19 x 10° s y 6.66 x10°Ms™ para la Km Keaty Vinax

respectivamente

e Los parametros cinéticos de la mutante C54S contra su sustrato natural
(sulfato de colina) son: Kna de 14.90 mM, una Vmax de 5.363x107 y un

coeficiente de hill de 1.6.

e No fue posible determinar los parametros cinéticos para las mutantes C54D

y C54T debido a su baja actividad e inestabilidad.

10. Conclusion

C54S es capaz de llevar a cabo multiples ciclos cataliticos por lo que es capaz no
s6lo de hidrolizar ésteres de sulfato, sino que ademas se lleva a cabo la

desulfonaciéon que permite a la enzima regenerarse.
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11. Perspectivas

La generacibn de mutantes es el inicio de todo un estudio sistematico del
mecanismo de reaccion de la sulfatasa de colina. A partir de este punto, se
plantea encontrar las condiciones 6ptimas que permitan seguir adecuadamente la
actividad de C54D y C54T como lo son, cinéticas interrumpidas por largos
periodos de tiempo a temperaturas bajas que eviten la precipitacion de las
enzimas. Se piensa también, que al poner a reaccionar dos sulfatasas, una de las
cuales puede ser una de las mutantes, la velocidad de la sulfatasa predominante
(COS) disminuiria por la presencia de la mutante que compite por el sustrato,
dicho cambio podra ser medido cuidadosamente. Finalmente, se podria realizar
las estructuras cristalograficas de las mutantes para saber si existen cambios
estructurales debido a la presencia de grupos voluminosos como lo es el acido
aspartico, o bien, C54A permitird tomar una foto al intermediario que se forma
durante la hidrélisis del éster de sulfato y descartar el proceso de histéresis como
causante del comportamiento de C54S.
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13. Anexo

Alineaciones completas de las mutantes C54S, C54T, C54D y C54A con el
promotor y terminador universal T7.
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