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            E252 V453 C286 E252 V453 C286 C286 en la conformación de “descanso” C286 en la conformación de “ataque” OXIDACIÓN DE LA CISTEÍNA CATALÍTICA DE LA BETAÍNA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA DE Pseudomonas aeruginosa González-Segura Lilian*, Mújica-Jiménez Carlos y Muñoz-Clares Rosario A. Departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM, México, D. F., 04510, México. Tel: 56225276; Fax: 56225329; Correo electrónico: [email protected] Introducci Introducción La betaína aldehído deshidrogenasa cataliza la oxidación irreversible de betaína aldehído a glicina betaína con la concomitante reducción de NAD(P) + a NADP(H). En Pseudomonas aeruginosa, esta reacción participa en la asimilación de carbono y nitrógeno desde colina o sus precursores. La BADH de Pseudomonas aeruginosa (PaBADH) es un tetrámero con 4 cisteínas por subunidad, siendo la Cys286 esencial para la actividad. En la estructura cristalográfica de la BADH de Pseudomonas aeruginosa (PaBADH) se observó que la Cys286 está oxidada a sulfénico o está formando un puente disulfuro con el β- mercaptoetanol (González-Segura et al., 2008). Este hallazgo sugiere que la PaBADH es susceptible a oxidación aún en condiciones suaves de oxidación y que un reductor fisiológico, como el glutatión reducido (GSH), puede proteger a esta enzima in vivo contra la oxidación irreversible. El objetivo principal de este trabajo fue estudiar los efectos de diferentes reactivos oxidantes en la actividad de la PaBADH. Materiales y m Materiales y métodos todos Purificación de PaBADH y ensayo de actividad La PaBADH recombinante fue expresada, purificada y medida su actividad utilizando los procedimientos publicados anteriormente (Velasco-García et al., 2006; Velasco-García et al., 1999). Modificación química La modificación química de los residuos de Cys se llevó a cabo mediante la incubación de la enzima con los diferentes reactivos oxidantes como la diamida, peróxido de hidrógeno por 60 min, en ausencia y presencia de betaína aldehído (BA) o de las coenzimas a 30 ºC en un amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5, conteniendo EDTA 1mM y KCl 150 mM. La reversibilidad de la inactivación de la PaBADH con los diferentes reactivos se llevó a cabo agregando a la enzima inactivada DTT 20 mM, β-mercaptoetanol 50 mM, o glutatión reducido (GSH) 50 mM. Resultados y discusi Resultados y discusión Oxidaci Oxidación de C286 por diamida n de C286 por diamida Mecanismo propuesto de reacción de la diamida con un tiol de proteína Diamida diamida – DTT diamida- GSH 100μM diamida- GSH 100μM - DTT diamida – BA 5 mM diamida – BA 5 mM-DTT diamida- BA 5 mM – GSH 100μM diamida- BA 5 mM- GSH 100μM -DTT La incubación de la PaBADH con diamida produjo una inactivación que fue parcialmente revertida al agregar DTT, sugiriendo que la modificación con diamida afecta irreversiblemente la estructura nativa de la enzima, tal como ocurre con los reactivos para tioles muy voluminosos (Velasco- García et al., 2006b). La BA protege contra esta inactivación. La presencia de GSH aumenta la inactivación, indicando que se forma de un disulfuro mixto con la C286. Este disulfuro puede romperse por el DTT. 37 73 31 92 59 89 26 75 Oxidaci Oxidación de C286 por H n de C286 por H 2 O 2 Peróxido de hidrógeno (H 2 O 2 ) H 2 O 2 BA 5 mM - H 2 O 2 BA 5 mM - H 2 O 2 - DTT BA 5 mM-GSH- H 2 O 2 BA 5 mM -GSH-H 2 O 2 -DTT Inactivación de la PaBADH por 100μM H 2 O 2 , y reactivación por DTT 80 52 20 15 70 Mecanismo propuesto para la reacción del peróxido de hidrógeno con un tiol de una proteína La incubación PaBADH con H 2 O 2 100 M produjo una inactivación de 20%. El grado de inactivación se vé incrementado con la presencia de BA en el medio de incubación, mientras que el NADP + y el NADPH ofrecen una protección total frente a la inactivación por H 2 O 2 . El DTT no pudo revertir completamente la inactivación por H 2 O 2 , sugiriendo que una porción de los residuos de C286 se encuentran oxidados a ácidos sulfínicos o sulfónicos. La presencia de GSH incrementó la proporción de enzima activa, y lo más importante, incrementó la proporción de enzima susceptible a ser reactivada por DTT. De nuevo, estos resultados indican glutationilación de la enzima. Las diferencias en la protección ofrecida por el aldehído y los nucleótidos contra los diferentes reactivos podrían deberse a las diferencias en la reactividad de la Cys catalítica cuando se encuentra en la conformación “descanso” y de “ataque”. Residuos de cisteína en la estructura tridimensional de la PaBADH Oxidaci Oxidación de C286 por n de C286 por óxido xido de fenilarsina (PAO) de fenilarsina (PAO) A) Mecanismo propuesto de reacción de PAO con tioles vecinales de proteína B) Mecanismo propuesto de reacción de PAO con un tiol de proteína Inactivación de la PaBADH por 50 μM PAO y reactivación por DTT +2-mercaptoetanol - 2-mercaptoetanol + 20 mM 2-mercaptoetanol + 20 mM DTT Referencias Referencias Agradecimientos Agradecimientos González-Segura, L., Rudiño-Pinera, E., Muñoz-Cllares, R. A. and Horjales, E. 2008. aceptado en J. Mol. Biol. Velasco-García, R., Villalobos, M. A., Ramírez-Romero, M. A., Mújica-Jiménez, C., Iturriaga, G. and Muñoz-Clares, R. A. 2006. Arch Microbiol, 185:14-22. Velasco-García, R., Mújica-Jiménez, C., Mendoza-Hernández, G., and Muñoz- Clares, R. A. 1999. J. Bacteriol. 181: 1292-1300. Velasco-García, R., Zaldívar-Machorro, Mújica-Jiménez, C., González-Segura, L. and Muñoz-Clares, R. A. 2006b. Biochem. Biophys. Res. Commun. 341, 408-415. Trabajo financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (51480 y 59654). C286 (sulfénico) C286 (unida con β-mercaptoetanol) Estados de oxidación de la C286 encontrados en la estructura de la PaBADH (González-Segura et al., 2008) Diaceno Tiolato Sulfenil hidracina Tiolato Hidracina Disulfuro Sulfenil hidracina La incubación de la PaBADH con PAO produjo una inactivación que fue parcialmente revertida al agregar DTT. Cuando la inactivación se realizó en presencia de 2-mercaptoetanol en el medio de inactivación el grado de inactivación disminuyó considerablemente en comparación con la que se observó en ausencia del monotiol. La enzima inactivada en presencia y en ausencia alcanzan de mercaptoetanol alcanzaron el mismo grado de reactivación. Las diferencias en la inactivación por PAO obtenida en ausencia y presencia de mercaptoetanol puede deberse a que el tiol de la molécula de mercaptoetanol puede reaccionar con el complejo C286-PAO. 
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E252
 V453
 C286
 E252
 V453
 C286
 C286 en la conformación de “descanso” C286 en la conformación de “ataque”
 OXIDACIÓN DE LA CISTEÍNA CATALÍTICA DE LA BETAÍNA ALDEHÍDO DESHIDROGENASA
 DE Pseudomonas aeruginosaGonzález-Segura Lilian*, Mújica-Jiménez Carlos y Muñoz-Clares Rosario A.
 Departamento de Bioquímica, Facultad de Química, UNAM, México, D. F., 04510, México. Tel: 56225276; Fax: 56225329; Correo electrónico: [email protected]
 IntroducciIntroduccióónnLa betaína aldehído deshidrogenasa cataliza la oxidación irreversible de betaína aldehído a glicina betaína con la concomitante reducción de NAD(P)+ a NADP(H). En Pseudomonas aeruginosa, esta reacción participa en la asimilación de carbono y nitrógeno desde colina o sus precursores. La BADH de Pseudomonas aeruginosa(PaBADH) es un tetrámero con 4 cisteínas por subunidad, siendo la Cys286 esencial para la actividad.En la estructura cristalográfica de la BADH de Pseudomonas aeruginosa (PaBADH) se observó que la Cys286 está oxidada a sulfénico o está formando un puente disulfuro con el β-mercaptoetanol (González-Segura et al., 2008). Este hallazgo sugiere que la PaBADH es susceptible a oxidación aún en condiciones suaves de oxidación y que un reductor fisiológico, como el glutatión reducido (GSH), puede proteger a esta enzima in vivo contra la oxidación irreversible. El objetivo principal de este trabajo fue estudiar los efectos de diferentesreactivos oxidantes en la actividad de la PaBADH.
 Materiales y mMateriales y méétodostodosPurificación de PaBADH y ensayo de actividadLa PaBADH recombinante fue expresada, purificada y medida su actividad utilizando los procedimientos publicados anteriormente (Velasco-García et al., 2006; Velasco-García et al., 1999).Modificación químicaLa modificación química de los residuos de Cys se llevó a cabo mediante la incubación de la enzima con los diferentes reactivos oxidantes como la diamida, peróxido de hidrógeno por 60 min, en ausencia y presencia de betaína aldehído (BA) o de las coenzimas a 30 ºC en un amortiguador de fosfato de potasio 50 mM, pH 7.5, conteniendo EDTA 1mM y KCl 150 mM. La reversibilidad de la inactivación de la PaBADH con los diferentes reactivos se llevó a cabo agregando a la enzima inactivada DTT 20 mM, β-mercaptoetanol 50 mM, o glutatión reducido (GSH) 50 mM.
 Resultados y discusiResultados y discusióónn
 OxidaciOxidacióón de C286 por diamidan de C286 por diamida
 Mecanismo propuesto de reacción de la diamida con un tiol de proteína
 Diamida
 diamida – DTT
 diamida- GSH 100μM
 diamida- GSH 100μM - DTT
 diamida – BA 5 mM
 diamida – BA 5 mM-DTT
 diamida- BA 5 mM – GSH 100μM
 diamida- BA 5 mM- GSH 100μM -DTT
 La incubación de la PaBADH con diamida produjo una inactivación que fue parcialmente revertida al agregar DTT, sugiriendo que la modificación con diamida afecta irreversiblemente la estructura nativa de la enzima, tal como ocurre con los reactivos para tioles muy voluminosos (Velasco-García et al., 2006b). La BA protege contra esta inactivación. La presencia de GSH aumenta la inactivación, indicando que se forma de un disulfuro mixto con la C286. Este disulfuro puede romperse por el DTT.
 37
 73
 31
 92
 59
 89
 26
 75
 OxidaciOxidacióón de C286 por Hn de C286 por H22OO22
 Peróxido de hidrógeno(H2O2)
 H2O2
 BA 5 mM - H2O2
 BA 5 mM - H2O2-DTT
 BA 5 mM-GSH- H2O2
 BA 5 mM -GSH-H2O2-DTT
 Inactivación de la PaBADH por 100μM H2O2 , y reactivación por DTT
 80
 52
 2015
 70
 Mecanismo propuesto para la reacción del peróxido de hidrógeno con un tiol de una proteína
 La incubación PaBADH con H2O2 100 M produjo una inactivación de 20%. El grado de inactivación se vé incrementado con la presencia de BA en el medio de incubación, mientras que el NADP+ y el NADPH ofrecen una protección total frente a la inactivación por H2O2. El DTT no pudo revertir completamente la inactivación por H2O2, sugiriendo que una porción de los residuos de C286 se encuentran oxidados a ácidos sulfínicos o sulfónicos. La presencia de GSH incrementó la proporción de enzima activa, y lo más importante, incrementó la proporción de enzima susceptible a ser reactivada por DTT. De nuevo, estos resultados indican glutationilación de la enzima.
 Las diferencias en la protección ofrecida por el aldehído y los nucleótidos contra los diferentes reactivos podrían deberse a las diferencias en la reactividad de la Cys catalítica cuando se encuentra en la conformación “descanso” y de “ataque”.
 Residuos de cisteína en la estructura tridimensional de la PaBADH
 OxidaciOxidacióón de C286 por n de C286 por óóxido xido de fenilarsina (PAO)de fenilarsina (PAO)
 A) Mecanismo propuesto de reacción de PAO con tioles vecinales de proteína
 B) Mecanismo propuesto de reacción de PAO con un tiol de proteína
 Inactivación de la PaBADH por 50 μM PAO y reactivación por DTT
 +2-mercaptoetanol
 - 2-mercaptoetanol
 + 20 mM 2-mercaptoetanol
 + 20 mM DTT
 ReferenciasReferencias
 AgradecimientosAgradecimientos
 González-Segura, L., Rudiño-Pinera, E., Muñoz-Cllares, R. A. and Horjales, E. 2008. aceptado en J. Mol. Biol. Velasco-García, R., Villalobos, M. A., Ramírez-Romero, M. A., Mújica-Jiménez, C., Iturriaga, G. and Muñoz-Clares, R. A. 2006. Arch Microbiol, 185:14-22. Velasco-García, R., Mújica-Jiménez, C., Mendoza-Hernández, G., and Muñoz-Clares, R. A. 1999. J. Bacteriol. 181: 1292-1300.Velasco-García, R., Zaldívar-Machorro, Mújica-Jiménez, C., González-Segura, L. and Muñoz-Clares, R. A. 2006b. Biochem. Biophys. Res. Commun. 341, 408-415.
 Trabajo financiado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología (51480 y 59654).
 C286 (sulfénico)
 C286 (unida con β-mercaptoetanol)
 Estados de oxidación de la C286 encontrados en la estructura de la PaBADH (González-Segura et al., 2008)
 Diaceno Tiolato Sulfenil hidracina
 Tiolato Hidracina Disulfuro Sulfenil hidracina
 La incubación de la PaBADH con PAO produjo una inactivación que fue parcialmente revertida al agregar DTT. Cuando la inactivación se realizó en presencia de 2-mercaptoetanol en el medio de inactivación el grado de inactivación disminuyó considerablemente en comparación con la que se observó en ausencia del monotiol. La enzima inactivada en presencia y en ausencia alcanzan de mercaptoetanol alcanzaron el mismo grado de reactivación.
 Las diferencias en la inactivación por PAO obtenida en ausencia y presencia de mercaptoetanol puede deberse a que el tiol de la molécula de mercaptoetanol puede reaccionar con el complejo C286-PAO.
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