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qué tal experiencia ha de operar de tal modo.

Aforismos. Leonardo Da Vinci.
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1. INTRODUCCION

1.1. Streptococcus pneumoniae: NEUMOCOCO

1.1.1. CARACTERISTICAS GENERALES

Streptoccoccus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram positiva de 1,2-1,8 um
de longitud, que presenta forma oval y la extremidad distal lanceolada, es inmévil, y no forma
endosporas. Generalmente, se presenta en forma diploidea, por lo que inicialmente fue
denominada Diplococcus pneumoniae (Fig. 1.1), aunque existen algunos factores que pueden
inducir la formacién de cadenas. Neumococo es un patdgeno humano causante de un gran
numero de infecciones (neumonia, sinusitis, peritonitis, etc) y de procesos invasivos severos
(meningitis, septicemia, etc), particularmente en ancianos, nifios y personas inmunodeprimidas.
Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la neumonia es la cuarta causa de mortalidad
mundial, y neumococo es el responsable del 10-25 % de los casos en paises desarrollados
(Shann, 1990), y de hasta un 70% en paises en vias de desarrollo (OMS, 1997). El habitat
natural de neumococo es la nasofaringe humana y la colonizacion puede tener lugar durante los

primeros dias de vida.

Figura 1.1. Diplococos de S. pneumoniae.

La variante morfolégica mas frecuentemente aislada en personas infectadas con
neumococo es la forma “lisa” de Griffith, que se presenta encapsulada, con los margenes lisos y

cuyas colonias tienen una apariencia de tipo mucosa (Austrian, 1953). Fue precisamente Giriffith,
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quien, en 1928, puso de manifiesto que la capsula es el principal factor de virulencia. Mediante
la inoculacion a ratones de neumococos encapsulados (estirpe lisa) y no capsulados (estirpe
rugosa), encontro que los animales tratados con la forma encapsulada morian, mientras que la
inyeccion de la estirpe rugosa era inocua (Griffith, 1928). Posteriormente, se aisldé una nueva
variedad que se manifestaba como no capsulada, con superficies irregulares, y que mostraba

alteraciones en el patron de division, produciendo filamentos de gran longitud (Dawson, 1933).

Una de las caracteristicas mas importantes de neumococo es que presenta un
requerimiento nutricional absoluto por colina. La ausencia de este aminoalcohol del medio de
cultivo produce alteraciones fisiolégicas como la detencion de la division celular y la formacién
de cadenas celulares, unidas mediante pequefias expansiones de los polos (filamentos) de la
pared celular (Tomasz et al, 1975). Este efecto también se observa si se incluyen
concentraciones elevadas de colina en el medio de cultivo (20 pg/ml) o si ésta se sustituye por
analogos estructurales como la etanolamina (Tomasz, 1968) y otros compuestos de amonio
cuaternario. Cuando se reemplaza la colina por etanolamina, ademas de no producirse la
separacion de las células hijas, aparecen otras alteraciones, como el bloqueo de la autolisis al
final de la fase estacionaria, la resistencia a la lisis producida por desoxicolato sédico (DOC), la
tolerancia a antibidticos B-lactdmicos, la incapacidad de transformacion y el aumento de la
resistencia a la infeccién por fagos (Tomasz, 1970). Sin embargo, la adicién de colina al medio
revierte todos estos efectos. Estudios posteriores han permitido la obtencion de mutantes de
neumococo (cepas JY2190 y R6Col- ) que no muestran este requerimiento por colina y que son
capaces de multiplicarse en ausencia de este aminoalcohol (Yother et al., 1998; Severin et al.,
1997).

Existen otros factores que pueden alterar la morfologia de neumococo, como son los
iones metélicos (Austrian, 1953). En ausencia de cationes divalentes las formas no filamentosas
se comportan fenotipicamente como las filamentosas, lo que indica que los metales pueden
influir en el proceso de division celular (Webb, 1951; Shankar y Bard, 1952). En base a este
hecho se ha sugerido la presencia de una enzima, en las formas no filamentosas, que estaria
implicada en la separacion de las células hijas tras la division celular y cuya actividad seria

dependiente de metales divalentes.

En un principio se describi6 que la virulencia de neumococo venia exclusivamente

determinada por la presencia de la capsula (Austrian, 1953) aunque, recientemente, se han
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descrito nuevos factores de virulencia, entre los que se encuentran diversas proteinas y

componentes de la pared celular (McCullers y Tuomanen, 2001; Mitchell, 2003).

A continuacion se describen detalladamente los distintos componentes estructurales de

la envuelta celular de neumococo.

1.1.2. LA CAPSULA POLISACARIDICA

La capsula es la estructura méas externa (Fig.1.2) y el principal factor de virulencia de
neumococo. Esta compuesta, principalmente, por polisacaridos cargados negativamente
(Kamerling, 2000) que rodean a la célula y que se mantienen unidos a la superficie de la
bacteria, posiblemente, mediante enlaces covalentes (Sarensen et al., 1988; Yeung y Mattingly,
1986). Existen aproximadamente 90 serotipos capsulares distintos con una composicion quimica
compleja y variable (Paton y Morona, 2000), en la que los polisacaridos confieren las
propiedades inmunogénicas y los componentes no sacaridicos proporcionan el caracter

antigénico.

200-00n CAPSULA

15-40 nm
=9nm

Figura 1.2. Esquema de Ila
estructura externa de S.
pneumoniae. Los espesores
aproximados de cada capa se
indican a la izquierda de la
figura.

PARED CEHLULAR

MEVBRANA
PLASVATICA

A pesar de que la cédpsula no parece tener ningun papel en los fenémenos de
adherencia, invasién o inflamacion, es esencial para la virulencia de la bacteria debido a su

capacidad para bloquear el reconocimiento de neumococo por parte del hospedador, impidiendo
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asi fagocitosis (Jonsson et al., 1985; Yother, 2004). Existen variantes morfoldgicas de cepas de
neumococo con diferente capacidad de union a las células de la nasofaringe, y que se clasifican
en funcion del fenotipo que presentan (variacion de fase) sobre placas transparentes de agar
solidas. Las variantes se denominan opacas, semi-transparentes y transparentes (Weiser et al.,
1994). Las primeras presentan mayor cantidad de capsula polisacaridica, menor contenido de
acidos teicoicos en la pared celular (Kim y Weiser, 1998), y su mayor virulencia se ha asociado
a una mejora de la supervivencia en sangre. Las variantes transparentes poseen menor
cantidad de capsula y mayor contenido de acidos teicoicos, lo que aumenta la capacidad para

colonizar la nasofaringe (Weiser et al., 1994).

1.1.3. LA PARED CELULAR DE NEUMOCOCO

La pared celular rodea a la membrana citoplasmatica (Figs. 1.2 y 1.3) y confiere a la
bacteria una morfologia tipica. La adquisicion de este tipo de estructuras, a modo de
exoesqueleto, ha servido a las bacterias como mecanismo de adaptacioén al medio externo,
protegiéndola de su posible lisis, ya sea osmética 0 mecanica (Salton, 1994). Ademas de ser el
medio de intercambio de solutos entre el exterior y el interior celular, la pared bacteriana sirve de
punto de unidn para toda una bateria de proteinas implicadas en procesos de crecimiento y
division celular, y en las interacciones de la célula con el medio exterior. De hecho, la pared
desempefia un papel importante en los procesos de colonizacion, adherencia, inflamacion e
invasion bacteriana (McCullers y Tuomanen, 2001), ya que neumococo modula, a través de la
variacion de fase, la distribucion de subcomponentes de la pared relacionados con la
internalizacién de la bacteria o la induccion de la respuesta inflamatoria durante el proceso de

infeccidn (Tuomanen et al., 1985a; Tuomanen et al., 1987).

La composicion de la pared varia de unas especies a otras. En el caso de neumococo
estd constituida por un entramado de cadenas de peptidoglicano (mureina) y los &cidos
teicoicos asociados a ellas, formando este conjunto una estructura multilaminar con un espesor

comprendido entre 15-40 nm (Figs. 1.2y 1.3).
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Figura 1.3. Representacion
esquematica de la pared
celular de S. pneumoniae. Esta
constituida por el peptidoglicano
(fibras amarillas) y los acidos

TOL TR i | teicoicos (trazos verdes), asi
' como la membrana plasmatica
(bolas marrones) y proteinas de

membrana (morado).

1.1.3.1. El peptidoglicano

El peptidoglicano de neumococo estd formado por un entramado tridimensional de
cadenas glicanicas constituidas por residuos alternantes de &cido N-acetilmurdmico y
glucosamina unidos mediante enlaces glicosidicos p1—4 (Fig. 1.4a y 1.5), que se entrecruzan
mediante cortos segmentos peptidicos. Cada cadena glicanica posee alrededor de unos 35
disacaridos (Beveridge, 1981), lo que supone, en su conformacion mas extendida, una longitud
media de 35 nm (Formanek, 1983). La orientacién de las cadenas es perpendicular al eje mayor
de la célula, y el crecimiento de la pared se realiza intercalando nuevos anillos de peptidoglicano
a los ya existentes (Pelzer, 1983). El nivel de acetilacion de los residuos es del 90% para el
muramico y del 16% para la glucosamina (Vollmer y Tomasz, 2000). La desacetilacion de los
residuos tiene lugar tras su incorporacion a la pared celular y constituye uno de los mecanismos

de virulencia de la bacteria, al hacerla resistente a las lisozimas del hospedador.

La union entre el polisacarido y las pequefias cadenas peptidicas se realiza mediante el
grupo D-lactilo del acido muramico (Fig. 1.4a). La disposicion helicoidal que adoptan las
cadenas glicanicas hace que las unidades peptidicas queden proyectadas en las tres
direcciones del espacio, lo que permite establecer enlaces cruzados con los péptidos de
cadenas proximas (Barnickel et al., 1983) (Fig.1.4b y 1.5). Las capas de mureina se disponen
formando &ngulos de 68° con las adyacentes, favoreciendo asi la formacion del mayor numero

de conexiones interpeptidicas. Esto proporciona rigidez a la pared y aumenta la resistencia a la
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degradacion por las enzimas liticas, manteniendo, por otra parte, cierta flexibilidad debido a la
presencia de las cadenas peptidicas. Ademas, la estructura del peptidoglicano presenta poros
que facilitan la interaccidn de la pared con las proteinas de superficie de la bacteria (Beveridge,
1981).

PCOL PCOL
[ Is
a GalNAC-GalNAC -AATGal - Glu| -
|t
——————————— | P-RBT .
' 2-8
H,C"Ca )
LAl o
Glc D-Glx NAM Gle
L-lys Gle-NAM-Glc
D-Ala
. L-Ala
D-Glx D-Ala
\- L-Lys )

Figura 1.4. Estructura primaria del peptidoglicano (@). Cadena glicanica formada por la
repeticién de los residuos de acido N-acetiimuramico (NAM) y glucosamina (Glc). En la
posicion 6 del NAM se unen las cadenas de acido teicoico (GalNAC, N-acetilglucosaming;
AATGal, diacetoamidotridesoxigalactosa; Glu, glucosa; PC, fosforilcolina; P-RBT, ribitol
fosfato). Unida al grupo D-lactilo en posicién 2 del NAM se posiciona la cadena peptidica que,

en su conformacion mas estable, presenta un giro (b).

En neumococo las cadenas peptidicas contienen mayoritariamente tres (L-Ala-D-iGIn-L-
Lys) o cuatro (L-Ala-D-iGIn-L-Lys-D-Ala) aminoacidos, apareciendo en mucha menor proporcién
el pentapéptido L-Ala-D-iGIn-L-Lys-D-Ala-D-Ala (Schleifer y Kandler, 1972). La presencia del
tripéptido parece indicar la existencia de D,D y D,L-carboxipeptidasas (Garcia Bustos et al.,
1987; Garcia Bustos y Tomasz, 1990). Existen dos tipos de conexiones interpeptidicas: la
primera tiene lugar mediante el puente L-Ala-L-Ser (o menos frecuentemente L-Ala-L-Ala) entre
la D-Ala en posicion terminal de la unidad donadora y la L-Lys en posicion 3 de la unidad
receptora; el segundo tipo es el enlace directo entre la D-Ala terminal y la L-Lys (Fig. 1.5). El
primer tipo es el mas abundante y, aunque, estos son los aminoacidos que se han encontrado
en mayor proporcidn en las uniones interpeptidicas, se ha descrito también la presencia
minoritaria de glicina y aspartico (Fischer y Tomasz, 1985). Por otro lado, se ha observado que
las estirpes resistentes a penicilina presentan un contenido importante de péptidos ramificados,
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mientras que en cepas sensibles el 70% de los peptidos son lineales (Garcia Bustos y Tomasz,
1990; Severin y Tomasz, 1996).
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Figura 1.5. Esquema de la pared celular de neumococo. Cadenas glicanicas (rojo y
verde); péptidos y uniones interpeptidicas (violeta); acido teicoico (azul). Las flechas
indican los enlaces de la pared que hidrolizan las amidasas (rosa), lisozimas (rojo),
glucosaminidasas (verde), peptidasas (violeta), y fosforilcolin esterasa (azul).

1.1.3.2. Otros componentes de la pared celular

La pared celular contiene otros polimeros sintetizados por la propia bacteria que le
confieren caracteristicas diferenciales. Entre estos compuestos se encuentran los acidos
teicoicos (TA) y lipoteicoicos (LTA) (Salton, 1994). Los &cidos teicoicos (TA) fueron descritos por
primera vez en 1930 como el polisacarido C de neumococo debido a su interaccion con la
proteina C reactiva humana (Tilled et al., 1930). Los acidos lipoteicoicos (LTA), denominados
antigeno F, poseen la misma composicidn que los acidos teicoicos, lo que genera una situacién
unica en bacterias Gram-positivas (Fischer, 1994). Mediante el empleo de técnicas
inmunocitoquimicas se comprob6 que los TAs se localizan en las caras externas e internas de
paredes celulares aisladas (S@rensen et al., 1988), mientras que los LTAs lo hacen sobre la
membrana citoplasmatica, uniéndose a ella a través de un glicolipido. Su sintesis se inicia en el
citoplasma bacteriano por distintas rutas metabdlicas (Bracha et al., 1978; Glaser y Lindsay,

1974) y, una vez sintetizados, son translocados a través de la membrana citoplasmatica
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(Lazarevic y Karamata, 1995; Fischer, 1993), aunque la incorporacion al peptidoglicano

insoluble tiene lugar durante la formacion de la pared celular.
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Figura 1.6. Estructura del pentasacarido que forma la unidad repetitiva basica del
acido teicoico. Se encuentra constituido de izquierda a derecha por: P-RBT, ribitol
fosfato; dos residuos de N-acetilgalactosamina (GalNAC) sustituidos en posicion 6 por
fosforilcolina (recuadro verde); diacetoamidotridesoxigalactosa (AATGal), y glucosa
(Glu).

Los acidos teicoicos son polimeros del pentasacarido [D-ribitol (B1—1) D-N-
acetilgalactopiranosa  (a3—1) D-N-acetilgalactopiranosa (a4—1) diacetamidotridesoxi-
galactopiranosa (B3—1) a-D-glucopiranosa] (Fig. 1.6), en los que el residuo de o-D-
glucopiranosa de cada repeticidn se une, en posicién 3, con el ribitolfosfato del siguiente
pentasacarido a través de un enlace fosfodiéster (Fischer et al., 1993). Los dos residuos de N-
acetilgalactopiranosa, o s6lo el unido al ribitol fosfato, pueden estar sustituidos en posicién 6 por
fosforilcolina (PC) (Fig. 1.4). Las cadenas de teicoico contienen, como promedio, de 6 a 8
repeticiones del pentasacarido (Yother et al., 1998) y constituyen entre un 40% y un 50% del
peso seco de la pared. El contenido medio es de una cadena de TA por cada unidad de
tetradisacéarido-tetrapéptido (Garcia Bustos et al., 1987). La distribucion uniforme de los TAs y
LTAs en la pared celular (Umeda et al, 1992) le confiere carga negativa debido a sus
numerosos grupos fosfato, capaces de formar quelatos con magnesio y ofros cationes

divalentes, lo que aumenta la rigidez del exoesqueleto.

La union de los TAs a la pared celular se establece a través de un conector formado por
glicerol fosfato, ribitol fosfato o glucosil-fosfato que puede estar glicosilado o esterificado (su

composicion en neumococo no ha sido todavia determinada). Este conector se une, a su vez, a
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la cadena glicanica (Fig. 1.4A y 1.5) a través de un disacérido que establece un enlace
fosfodiester con la posicion 6 del NAM (Behr et al., 1992). Los &cidos lipoteicoicos se unen
covalentemente a un glicolipido (D-Gal(a1—2)-D-Glu(a1—3)-di-O-acilglicerol) insertado en la
cara externa de la membrana citoplasmatica, y al intercalarse a través de la pared celular
acceden hasta la superficie de la bacteria, donde pueden actuar como antigenos (Fischer,
2000).

Como ya se ha mencionado, la presencia de colina como componente estructural de la
pared celular es una caracteristica especifica de neumococo (Tomasz, 1967). El 85% de la
colina macromolecular presente en la célula se encuentra formando parte de los TAs (Brundish
y Baddiley, 1968), por lo que el 15% restante esta unido a los LTAs. El porcentaje de residuos
de N-acetilgalactosamina monosustituidos por PC es de un 83%, correspondiendo el resto a la
doble sustitucidn, aunque estos valores pueden variar de unas cepas a otras (Fischer et al.,
1993). Recientemente, se ha detectado la presencia de colina como componente de estructuras
periféricas en otros patdgenos del tracto respiratorio como Streptococcus mitis, Haemophilus
influenzae, Neisseria meningiditis, Streptococcus oralis, Streptococcus constellatus, Clostridium
beijerinckii y Clostridium NI-4 (Gosink et al., 2000).

La fosforilcolina (PC) tiene un papel importante en la patogenicidad de neumococo.
Participa directamente en la internalizacion de la bacteria, interaccionando con los receptores
celulares del factor de activacion plaquetaria (PAFr) expuestos en la superficie de las células
epiteliales activadas (Cundell et al., 1995). Ademas, durante el proceso de inflamacion la PC es
reconocida por la proteina C-reactiva humana (CRP) (Mold et al., 1982), implicada en la
respuesta inmune del hospedador (Szalai et al., 1996; Hirschfield y Pepys, 2003). Por otra parte,
los residuos de fosforilcolina actuan como receptores para toda una familia de proteinas
codificadas por la bacteria, denominadas CBPs (del inglés ‘choline binding proteins’), entre las
que se encuentran las enzimas que hidrolizan la pared celular (murein hidrolasas) y otros
factores implicados en la infectividad de la bacteria (Holtje y Tomasz, 1975b; Rosenow et al.,
1997; Hammerschmidt et al., 1999; Jedrzejas, 2001).

Ademas de intervenir en el control de la actividad de las CBPs, tanto los TAs como los
LTAs forman parte de los receptores de algunos bacteriéfagos, y activan la ruta alternativa del
complemento (Holtje y Tomasz, 1975a; Horne y Tomasz, 1985; Bierbaum y Shal, 1985; Rogers

y Thurman, 1985; Tsuchido et al., 1985; Fischer, 1988). Ademas, son altamente antigénicos,
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actuan como agentes quimiotacticos en la inflamacion meningea (Tuomanen et al., 1985b) y
estimulan la formacién de interleucina 1 en los monocitos humanos (Riesenfeld-Orn et al.,
1989).

1.2. PROTEINAS DE UNION A COLINA

En la Tabla 1.1 se muestran las distintas CBPs identificadas en las dos cepas de
neumococo cuyo genoma ha sido secuenciado completamente: TIGR4 (Tettelin et al., 2001) y
R6 (Hoskins et al., 2001). Entre ellas se encuentran las murein hidrolasas codificadas por
neumococo, diversos factores asociados con adhesion y virulencia, y otras proteinas con
funcién desconocida. Ademas de las funciones especificas desarrolladas por cada una de ellas,
las CBPs podrian ser importantes en el establecimiento de interacciones de contacto no
especificas con las células del hospedador, y estabilizar electrostaticamente la capsula por la
carga neta positiva que aportan a la superficie celular (Swiatlo et al., 2002).

Las CBPs muestran una organizacion modular de la cadena polipeptidica. Ademas del
maodulo responsable del reconocimiento de colina (CBM), generalmente situado en posicién C-
terminal, cada CBP contiene uno o varios modulos responsable/s de la funcion especifica
desarrollada por cada una de ellas (Lépez y Garcia, 2004). EI CBM tiene una estructura
repetitiva y esta formado por la disposicién en ‘tandem’ de un motivo conservado de secuencia,
que contiene unos 20 aminoacidos, variando el numero de repeticiones de unas proteinas a
otras (Garcia et al., 2000; Garcia et al., 1999a y 1999b; Tabla 1.2).

La presencia de colina en la pared celular parece haber condicionado también la
estructura de las enzimas liticas (endolisinas) codificadas por los bacteriéfagos de neumococo
que facilitan la salida de progenie fagica al final del ciclo vegetativo (Lopez et al., 1982). Todos
los fagos de neumococo, con la excepcion de Cpl7, codifican para una endolisina constituida por
un maédulo catalitico en posicidén N-terminal y un mddulo de union a colina en el extremo C-
terminal, altamente relacionado en secuencia con los de las murein hidrolasas codificadas por la
propia bacteria (Garcia et al., 1990). De hecho, las primeras CBPs identificadas fueron LytA, la
autolisina mayoritaria de neumococo y Cpl-1, la lisozima codificada por el fago Cp-1 (Garcia et
al., 1987a; Garcia et al., 1987b).
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Tabla 1.1. Proteinas de union a colina (CBPs) identificadas en las cepas TIGR4 y R6 de S. pneumoniae

TIGR4 R6 Funcion Referencia
Cbpl n.d. (Tettelin et al., 2001)
PspA PspA Proteina de superficie. Inhibe la ruta del (Hammerschmidt et al., 1999; Tu et al.,
complemento y une la lactoferrina humana.  1999)
CbpC CbpF nd. (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,
2001)
CbpJ n.d. (Tettelin et al., 2001)
CbpG CbpG truncada'  Serin-proteasa (CbpG-truncada); (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,
adhesina (CbpG) 2001 ; Gosink et al., 2000 ; Mann et al.,
2006) Z82002**
CbpF PcpC n.d. 282002 **
PSP2 Proteina hipotética n.d. (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,
2001)
CbpE Pce? Hidrolisis de fosforilcolina de la pared celular (Héltjie y Tomasz, 1974; de las Rivas et
(ver apartado 1.3.1.5) al., 2001)
Glucosaminidasa LytB Separacién de células hijas (ver apartado (de las Rivas et al., 2002; Garcia et al.,
1.3.1.2) 1999a)
CbpA PspC* Adhesina. Une la inmunoglobulina A y la (Briles et al., 1997; Hammerschmidt et al
proteina C3 del complemento ., 1997; Rosenow et al., 1997; Smith y
Hostetter, 2000)
PspC,
degenerada SpsA truncada n.d.
* LytC Lisozima. Autolisis a 30 °C (ver apartado (Garcia et al., 1999b)
1.3.1.3)
Autolisina LytA Amidasa (ver apartado 1.3.1.1) (Garcia et al., 1985; Holtie y Tomasz,
1976)
PcpA PcpA Adhesina (Sanchez-Beato et al., 1998)
CbpD CbpD Posible amidasa (ver apartado 1.3.1.4) (Tettelin et al., 2001; Hoskins et al.,

2001; Gosink et al., 20002

Nombre alternativo PcpB ; 2 Pneumococcal surface protein; ® Nombre alternativo LytD; 4 Nombre alternativo SpsA
y PbcA; n.d, no determinada; * Salto de fase en el marco de lectura. ** Nimero de acceso PcpB-PcpC.

El motivo de union a colina, inicialmente descrito en neumococo, ha sido identificado

posteriormente en proteinas de otros microorganismos que contienen colina en su pared celular

y en las de los bacteridéfagos que las infectan (Sédnchez-Beato, 1995a; Sanchez-Beato, 1995b;

Katayama et al., 1995). Por otro lado, se han encontrado secuencias relacionadas en

glicosiltransferasas y proteinas de union a carbohidratos de diversas especies de Leuconostoc y

Streptococcus (Janecek et al., 2000), y en toxinas de Clostridium (Garcia et al., 1988a; Wren,

11



Introduccion

B.W., 1991; Green et al., 1995;) (http://www.Sanger.ac.uk/Software/Pfam/numero de acceso
PF01473).

1.3. MUREIN HIDROLASAS DE LA PARED DE NEUMOCOCO

Las murein hidrolasas hidrolizan de forma especifica los enlaces del peptidoglicano de
la pared bacteriana. Las hidrolasas codificadas por la bacteria estan implicadas en la
remodelacion continua de esta estructura celular y, por su potencial actividad “suicida”, el
desarrollo de su funcién debe estar finamente regulado a lo largo del ciclo celular (Giesbrecht et
al., 1976). Las murein hidrolasas estan presentes en todas las eubacterias conocidas, en
general de forma redundante, y pueden, eventualmente, causar la lisis celular, siendo entonces
denominadas autolisinas (Lépez y Garcia, 2004). Neumococo fue el primer microorganismo
sobre el que se estudio la naturaleza enzimatica de la autolisis bacteriana (Dubos, 1937) y del
que se clond el gen que codifica a una autolisina bacteriana (Garcia et al., 1985; Garcia et al.,
1986). Por el contrario, las endolisinas codificadas por fagos deben garantizar la liberacién de la
progenie fagica al final del ciclo litico, produciendo la desintegracion de la pared bacteriana tras
la hidrélisis de determinados enlaces y su actividad no esta, en principio, regulada como las de

las murein hidrolasas bacterianas.

En funcién del tipo de enlace covalente que hidrolizan, las murein hidrolasas se pueden

clasificar como:

e Muramidasas (lisozimas): hidrolizan el enlace 31— 4 entre el acido N-acetil-murdmico
y la glucosamina de la cadena glicanica, liberando grupos reductores de acido N-
acetilmuramico. A este grupo pertenecen LytC, codificada por neumococo y las lisozimas

fagicas Cpl-1, Cpl-7 y Cpl-9.

e  Glucosaminidasas: hidrolizan el enlace B1 — 4 entre la glucosamina y el acido N-
acetilmuramico. LytB, codificada por neumococo, es la Unica enzima de este tipo identificada

hasta el momento.

o Amidasas (N-acetilmuramil-L-alanil amidasas): hidrolizan el enlace amida entre la
cadena glicanica y el péptido, concretamente entre el grupo D-lactilo del NAM y el grupo amino
de la L-alanina. Pertenecen a este grupo LytA, la autolisina mayoritaria de neumococo, y las
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enzimas Pal, Hbl, y Ejl, codificadas por los fagos Dp-1, HB-3, y Ej-1, respectivamente (Lopez y
Garcia, 2004).

o Endopeptidasas: hidrolizan tanto los péptidos principales como los puentes
interpeptidicos, eliminando siempre el residuo de D-alanina situado en la posicidén terminal.

Hasta el momento no se ha identificado ninguna endopeptidasa en neumococo.

e Fosforilcolin esterasa: Neumococo codifica también para una enzima (Pce o CbpE)
que hidroliza los residuos de fosforilcolina de los &cidos teicoicos y lipoteicoicos unidos a la

pared celular o a la membrana (Holtje y Tomasz, 1974).

En la Figura 1.7 se representa, de forma esquematica, la organizacion modular de las
murein-hidrolasas codificadas por neumococo y sus bacteriéfagos. EI modulo de unién a la
pared determina la especificidad hacia el sustrato y Cpl-7 es la Unica capaz de hidrolizar
paredes de bacterias crecidas en etanolamina (Lépez y Garcia, 2004). Esta organizacion
modular de la cadena polipeptidica incrementa la actividad enzimatica varios érdenes de
magnitud (Sanz et al., 1992).

N Lyta )
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[I]]]]]]]]]l | LytC > S. pneumoniae
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Fagos
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N B e
- NN Mml M
— Pal  Dpd
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Figura 1.7. Representacion esquematica de las murein hidrolasas que actuan sobre la pared de
neumococo clasificadas por el organismo de procedencia. Los dominios cataliticos se identifican segun
su funcion; en azul (amidasas), gris (posible amidasa de la familia CHAP), rojo (glucosaminidasa), amarillo
(lisozimas), y morado (fosforilcolin esterasa). Las repeticiones de los CBMs se muestran en naranja y Cpl-7
en verde.
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Hasta el momento solo se han identificado dos proteinas, LytB y LytC, cuyo CBM se
localiza en el extremo N-terminal de la cadena polipeptidica. Ambas proteinas son, junto con
Pce, las Unicas murein hidrolasas cuyos CBMs estan formados por mas de seis repeticiones.
Este hecho podria indicar una adaptacion evolutiva para optimizar y/o regular el desarrollo de su
funcion (Garcia et al., 1999a y 1999b; Garcia et al., 2000). En la Tabla 1.2 se muestran las
secuencias consenso de las repeticiones que constituyen el CBM de las distintas murein

hidrolasas identificadas hasta el momento, el nimero de repeticiones que los forman y los

organismos de procedencia.

Tabla 1.2. Secuencias consenso de las repeticiones que forman los CBMs de las murein
hidrolasas codificadas por neumococo y sus fagos. Los residuos conservados en mas del 50% de
las repeticiones de cada proteina se indican en mayuscula, y en minusculas los conservados
entre un 25-50%. En azul aparecen los residuos conservados, al menos, en un 50% en todas las
secuencias consenso.

Enzima

Microorganismo

Repeticiones del ChBM

de origen
N° Rep? N° aa? Secuencia consenso?

LytA S. pneumoniae 6 20-23 gwxKxxDGT WYYf dxsxGaMaxx
LytB S. pneumoniae 18 17-23 EWvyDkhsq WyylkSd  GyMAen
LytC S. pneumoniae 11 17-23 EwxxDxxGxx WYYLKxd  GaMAQn
Pce S. pneumoniae 10 19-23 GWxkxxxx  WYY¥lxxx  Gxmxx
CbpD S. pneumoniae 4 20-21 GW1Kxn GS WYY1kSS  GamxT
Cpl-1 Fago Cp-1 6 19-22 eWvKdgkg  WYYmd dn Gamxtx
Cpl-9 Fago Cp-9 6 19-22 eWvKdgkg  WYYmd dn Gamxtx

Ejl Fago Ej-1 6 20-22 gWkKxxxGt WYYf Dxx GxMad

Hbl Fago HB-3 6 20-22 GWkKiaDGT WYYf Dxx GaMaxx
Mm1 Fago MM1 6 20-24 gWkKixdGT WYYf Dxd GaMatd

Pal Fago Dp-1 6 21-23 gWiKxxdg wyYfxaD GyMaxx

NUmero de repeticiones que forman el CBM. 2Variacion en el nimero de residuos que forma cada
repeticion.3Los residuos no conservados entre motivos de la misma proteina se indican con una x y los

espacios en blanco indican saltos en la secuencia.
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1.3.1. MUREIN HIDROLASAS CODIFICADAS POR NEUMOCOCO

1.3.1.1. LytA

La amidasa LytA es la autolisina mayoritaria de neumococo. Esta implicada en la
separacion de las células hijas tras la division celular, y en la lisis en fase estacionaria o inducida
por detergentes y antibidticos B-lactdmicos (Sanchez-Puelles et al., 1986; Lopez et al., 1986).
LytA esta considerada, ademas, como uno de los factores de virulencia de neumococo (seccion
1.4; Berry et al., 1989). El producto primario del gen LytA es una proteina que se encuentra en
una forma de baja actividad enzimética (forma E) capaz de transformase tras su union a la
pared en la forma de alta actividad (forma C) a través de un proceso denominado ‘conversion’
(Tomasz y Westphal, 1971). La conversion ‘in vitro’ tiene lugar tras la incubacion de la enzima
con paredes que contengan colina o en presencia de cloruro de colina al 2% (Briese y
Hakenbeck, 1985).

LytA, al igual que las otras murein hidrolasas cuyos CBMs contienen 6 repeticiones (Fig.
1.7) puede autoasociar a través del CBM, generando dimeros elongados (Usobiaga et al., 1996;
Séiz et al., 2002; Varea et al., 2004). La unién a colina desplaza el equilibrio hacia la formacién
del dimero, en cuyos extremos se situarian los mddulos cataliticos (Usobiaga et al., 1996). La
existencia de varios sitios de union a colina en cada mondmero y el aumento de la multivalencia
a través de la dimerizacion son mecanismos complementarios para incrementar la afinidad de
las murein hidrolasas hacia la pared celular mediante la formacion de enlaces multiples. La
pérdida de la capacidad para dimerizar, al delecionar los Ultimos 11 aminoacidos de la cadena
(Varea et al., 2000), lleva asociada una caida del 90% en la actividad catalitica de LytA
(Sanchez-Puelles et al., 1990).

1.3.1.2. LytB

LytB es la primera murein hidrolasa no litica de neumococo y es responsable de la
separacion de las células hijas al término de la division celular (Garcia et al., 1999a). Se localiza
en las zonas polares de la superficie de neumococo (De las Rivas et al., 2002) y su CBM

contiene 18 repeticiones, de las que aproximadamente la segunda mitad (p10-p18) presentan
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una alternancia casi perfecta en sus secuencias. Estas diferencias podrian explicar el que LytB
se pueda unir a paredes de células crecidas en etanolamina aunque no sea capaz de dispersar

las células hijas (De las Rivas et al., 2002).

1.3.1.3. LytC

La lisozima LytC es dependiente de colina y se encuentra fuertemente unida a la pared
celular de la bacteria (Garcia et al., 1999b). Presenta su actividad méaxima a 30 °C, induciendo la
lisis bacteriana, por lo que su funcién podria desarrollarse en las vias superiores del tracto
respiratorio, donde la temperatura es inferior a la corporal (Garcia et al., 1999b). EI CBM de LytC
posee 11 repeticiones con una notable variabilidad de secuencia y, al igual que en LytB, se
encuentra en el extremo N-terminal. En ausencia de colina, LytC forma agregados de alto peso
molecular debido a la exposicion al solvente de zonas del CBM que no tienen la conformacion
nativa. La union de colina estabiliza la estructura y provoca su disociacion en mondémeros
correctamente plegados (Monterroso et al., 2005). Esta caracteristica puede contribuir a confinar
la actividad de LytC en areas especificas de la envuelta celular, ya que su completa disociacion

de la pared seria altamente desfavorable (Monterroso et al., 2005).

1.3.1.4. CbpD

CbpD es, probablemente, una amidasa, que posee en posicidn N-terminal un dominio
CHAP (peptidasa/amidohidrolasa dependiente de cisteina e histidina) seguido de dos dominios
SH3 y del CBM (Kausmally et al., 2005). Esta implicada en el fenomeno de ‘alolisis’, basado en
la capacidad de las bacterias competentes para inducir la muerte celular de las no-competentes

y promover asi la liberacion de factores de virulencia (Guiral et al., 2005).

1.3.1.5. Fosforilcolin esterasa (Pce)

En 1974 se describio por primera vez en S. pneumoniae la presencia de una enzima
capaz de eliminar un numero limitado de residuos de fosforilcolina de los acidos teicoicos de la

pared celular (Holtjie y Tomasz, 1974). Posteriormente, se identificd una enzima con el mismo
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tipo de funcién en S. oralis, un microorganismo genéticamente relacionado con S. pneumoniae

que coloniza también el tracto respiratorio humano (Ronda et al., 1991).

Pce contiene un péptido sefial de 25 aminoacidos que, tras su liberacion, da lugar a una
proteina madura de 602 aminoacidos con una masa molecular de 69.426 Da (de las Rivas et al.,
2001; Vollmer y Tomasz, 2001). El andlisis de secuencia muestra que Pce presenta la
organizacion modular caracteristica de las CBPs aunque el CBM, constituido por 10
repeticiones, va seguido de un segmento C-terminal formado por 86 aminoacidos que no
presenta similitud de secuencia con otras proteinas incluidas en las bases de datos (de las
Rivas et al., 2001; Vollmer y Tomasz, 2001). Por el contrario, el dominio catalitico de Pce
presenta cierta similitud con las enzimas que poseen un plegamiento de tipo metalo-f3-

lactamasa (seccion 1.6).

Pce es inactiva frente a paredes celulares de bacterias crecidas en etanolamina, aunque
es capaz de hidrolizar otros sustratos de pequefio tamafio como p-nitrofenilfosforilcolina (NPPC)
0 CDP-colina (de las Rivas et al., 2001; Vollmer y Tomasz, 2001).

La inactivacién del gen Pce da lugar a una alteracion de la morfologia de las colonias,
que se ha relacionado con el contenido en fosforilcolina de la pared celular, y a un aumento de
la virulencia en un modelo animal de infeccién intraperitoneal con la cepa R36A (Vollmer y
Tomasz, 2001). Por otra parte, se ha observado una pérdida de la capacidad de colonizacion de
la nasofaringe en mutantes Pce-(cepa TIGR tipo IV), que ha sido atribuida a una disminucién en
la capacidad de adhesion a células humanas (Gosink et al., 2000). EI mecanismo mediante el
cual se produce el aumento en la virulencia del mutante Pce- en la cepa R36A no se conoce
aun, aunque el mayor contenido en residuos de fosforilcolina de la pared celular del mutante
podria facilitar la interaccion con los receptores del PAF durante la infeccion y/o aumentar la

retencion de la capsula (Vollmer y Tomasz, 2001).

1.3.2. MUREIN HIDROLASAS CODIFICADAS POR FAGOS
Todos los bacteriéfagos de neumococo codifican para una lisozima (Cpl-1, Cpl-7 y Cpl-

9) 0 una amidasa (Hbl, Ejl, Mml y Pal) cuya actividad es, salvo en el caso de Cpl-7, dependiente

de colina (Lopez y Garcia, 2004). Ademas, la union del aminoalcohol induce su dimerizacién a
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través del CBM (Saiz et al., 2002; Varea et al., 2004; Monterroso et al., 2005). Como se indico
en el apartado 1.3, la lisozima Cpl-7 es la unica capaz de degradar paredes de neumococo que
contengan colina o etanolamina y su modulo de unién a la pared celular esta formado por un
motivo de 48 aminoacidos que se repite 2,8 veces (Garcia et al., 1990). El hecho de que las

repeticiones de Cpl-7 sean idénticas sugiere una duplicacion reciente.

La comparacion de las secuencias de las murein hidrolasas codificadas por neumococo
y sus bacteriéfagos sugiere la existencia de una coevolucion (Garcia et al., 1988b; Garcia et al.,
1990), y su estudio ha aportado una de las primeras evidencias experimentales a la teoria de la
evolucién modular de las proteinas (Sanchez-Puelles et al., 1990; Sanz et al., 1992; Sanz et al.
1993; Usobiaga et al., 1996). La capacidad de intercambio de los distintos mddulos se puso de
manifiesto mediante la construccién de enzimas quimeras entre la autolisina LytA y las enzimas
fagicas Cpl-1 y Cpl-7 (Diaz et al., 1991a; Diaz et al., 1991b). En todos los casos se obtuvieron
proteinas funcionales que poseian la actividad y la especificidad hacia el sustrato
correspondientes al médulo catalitico y al mddulo de union a la pared utilizados. Asimismo, la
amidasa Pal puede considerarse una quimera natural originada por la fusion de dos genes, uno
de origen desconocido que codifica para el mddulo catalitico y que se encuentra presente en
fagos de Lactococcus lactis y S. mitis (Sheehan et al., 1997; Siboo et al., 2003), y otro que
codifica el CBM presente en las otras murein hidrolasas de la pared celular de neumococo
(Figura 1.7).

1.4. PAPEL DE LA ENVUELTA CELULAR Y DE LAS PROTEINAS DE
SUPERFICIE EN LA VIRULENCIA DE NEUMOCOCO

Como ya se ha mencionado, S. pneumoniae es un colonizador pasivo habitual de la
nasofaringe humana y uno de los principales patdgenos humanos (Musher, 1992). El
mecanismo mediante el cual se produce la invasion hacia el tracto inferior respiratorio y el

pulmdn, o hacia el cerebro no se ha elucidado completamente (Novak y Tuomanen, 1999).

Entre los factores de virulencia mas importantes se encuentran, ademas de la capsula y
de los componentes de la pared celular (secciones 1.1.2 y 1.1.3) diversas proteinas de la

superficie celular, incluidas algunas CBPs, y la neumolisina (Mitchell, 2003; Fig. 1.8).
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Las proteinas de la familia de las CBPs consideradas como factores de virulencia son
CbpA, PspA, CbpG y LytA (Tabla 1.1). CbpA fue la primera adhesina identificada en la superficie
y esta implicada en los procesos de adherencia y colonizacion de la nasofaringe a travées de su
interaccidn con citoquinas en células humanas activadas (Rosenow et al., 1997). Ademas, se
une a la IgA humana y a sus componentes de secrecion (Hammerschmidt et al., 1997), asi
como a la proteina del complemento C3. Por otro lado, PspA (proteina A de la superficie de
neumococo) inhibe y reduce la efectividad del sistema del complemento del hospedador,
ademas de prevenir la fagocitosis de neumococo (Neeleman et al., 1999; Tu et al., 1999). CbpG
(Tabla 1.1) ha sido identificada como un determinante de la virulencia operativo tanto en
adhesion, durante la colonizacion, como en la sepsis (Gosink et al., 2000), siendo junto con
PspA las Unicas CBPs conocidas que desempefian un papel dominante en el desarrollo de
infecciones sistémicas. Recientemente, se ha descrito una forma truncada de CbpG (Tabla 1.1)
que carece del CBM y presenta actividad proteasica cuando es secretada ‘in vitro’ (Mann et al.,
2006). La autolisina LytA (seccién 1.3.1.1), aunque de manera indirecta, coopera en la
patogenicidad de neumococo al liberar componentes de la pared celular y otros factores de

virulencia tan importantes como la neumolisina y la neuraminidasa (Berry et al., 1989).

Liberadén de la neumolisinapor

LytA

CBPs.

Sistema transportador deMn

LIPOPROTEINAS

PROTEINAS CON
MOTIVOS LPXTG

Figura 1.8. Esquema representativo de los principales factores de
virulencia de S. pneumoniae (modificada de Mitchell, 2003).
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Por otra parte, y aunque no se han descrito como tales factores de virulencia, CbpD,
LytB, LytC, Pce y CbpG estan implicadas en la colonizacidn de la nasofaringe. A Pce y CbpG se
les atribuye, también, un papel en el proceso de adherencia (Gosink et al., 2000), mientras que
CbpD asiste a LytA en la lisis celular (Kausmally et al., 2005). LytC, al igual que LytA, tiene un
efecto directo en la patogénesis derivado de su funcién litica, que se sugiere localizada en la
nasofaringe. En cuanto a LytB, la formacién de cadenas de neumococo parece limitar la
diseminacién de la bacteria durante el proceso de infeccién, por lo que interés hacia dicha
enzima aumenta debido a su actuacion en la separacion de las células hijas tras la divisién

celular (de las Rivas et al., 2002).

A diferencia de las CBPs, la hialuronidasa y la neuraminidasa se encuentran unidas
covalentemente a la pared celular mediante un motivo LPXTG localizado en posicién C-terminal
y su actividad parece relacionada con la degradacién de la matriz extracelular y la exposicion de
posibles receptores celulares (Mitchell, 2003). Otro grupo de proteinas con el mismo tipo de
anclaje a la pared celular son las metaloproteasas IgA1, ZmpB, ZmpC, ZmpD y PrtA, cuya
contribucién a la virulencia se ha caracerizado recientemente mediante experimentos de
infeccién en modelos animales (Oggioni et al., 2003; Blue et al., 2003; Chiavolini et al., 2003;
Bethe et al., 2001).

Otras proteinas de superficie consideradas como factores de virulencia son las
lipoproteinas PsaA y PavA unidas covalentemente a la membrana celular, cuya actividad esta
relacionada con los fenomenos de adhesion de neumococo a las células humanas (Tseng et al.,
2002; Holmes et al., 2001).

Por ultimo, la neumolisina, de origen citoplasmatico, es la principal toxina codificada por
neumococo y promueve la colonizacion reduciendo la capacidad de eliminacion del ‘mucus’
(Jedrzejas, 2001). Otras de sus acciones mas relevantes son la formacién de poros, la
activacion de la via del complemento (Rubins et al., 1996), la estimulacién de la produccién de
mediadores inflamatorios (Houldsworth et al., 1994), la inhibicion fagocitica y leucocitica (Paton

y Ferrante, 1983) y la induccién de apoptosis y dafio en células cerebrales (Braun et al., 2002).
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1.5. ESTRUCTURAS CRISTALOGRAFICAS DE CBPs

De todas las CBPs identificadas hasta el momento sélo se han caracterizado las
estructuras tridimensionales de un fragmento del CBM de la autolisina LytA (Fernandez-Tornero
et al., 2001), la estructura completa de la lisozima del fago Cp1, Cpl-1 (Hermoso et al., 2003), y
el dominio R2 de CbpA (Luo et al., 2005), debido principalmente, a la dificultad que conlleva la

cristalizacién de proteinas modulares.

1.5.1. C-LytA

El CBM aislado de la amidasa LytA (C-LytA) fue la primera estructura resuelta de un
modulo de union a colina (Fernandez-Tornero et al., 2001 y 2002). La forma cristalizada

corresponde al dimero estabilizado en presencia de colina (Usobiaga et al., 1996).

C-terminal

Figura 1.9. Estructura cristalografica del dimero de C-LytA. Cada monémero aparece con distinto color
y junto a cada horquilla se indica el motivo al que pertenece (datos tomados de Fernandez-Tornero et al.,
2001). Los dos primeros sitios del mondmero azul se encuentran ocupados por moléculas de DDAO (N-
Oxido de N,N-dimetil-decilamina), utilizadas en la cristalizacién. El sitio 3 del monémero rosa estd ocupado
por el derivado de platino utilizado para la resolucién de la estructura (cloruro de 2,2:6',2"-terpiridina-
platino I1). En el resto de los sitios de ambos monémeros se encuentra situada la molécula de colina.
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Las repeticiones visibles en la estructura (p2-p6) y el extremo C-terminal se pliegan
formando una horquilla B seguida de un bucle, que enlaza con la siguiente repeticion y que
contiene un giro y una zona en conformacion extendida. Las horquillas 3 estan constituidas por
unos 5 aminoéacidos por hebra y se disponen formado una superhélice a izquierdas (solenoide
B) de unos 25 A de diametro y 60 A de altura, en la que cada horquilla esta girada 120° con
respecto a la anterior, de tal forma que las horquillas i y Bi+3 adoptan una disposicion paralela.
A diferencia de otros [3-solenoides (Kobe y Kajava, 2000), la estructura de C-IytA esta formada

por unidades individuales de estructura supersecundaria (horquillas 3).

Cada mondmero de la estructura cristalizada posee cuatro sitios de union a colina,
localizados en las interfaces hidrofébicas creadas entre dos horquillas B consecutivas. Cada
uno de los sitios de unién a colina esta conformado por tres residuos aromaticos, situados en las
horquillas B, y un amino&cido hidrofébico localizado en el bucle que las une. Las interacciones
que se establecen en la cavidad son, por un lado, de tipo hidrofébico con los grupos metilo de la
colina, y por otro de tipo cation-rt entre los anillos ricos en electrones de los aminoacidos

aromaticos y la carga positiva de la colina.

Los mondmeros se disponen formando un &ngulo de unos 85° e interaccionan a través
de la regién C-terminal del médulo de unién a colina (Fig. 1.9), tal y como se habia sugerido
previamente (Varea et al., 2000). La interfase esta formada por las horquillas de p6 y la cola C-
terminal de cada mondmero, encontrdndose ligeramente giradas para favorecer las
interacciones con la otra subunidad. La molécula de colina no participa directamente en la unién

entre mondmeros, aunque potencia la dimerizacion (Varea et al., 2000).

1.5.2. Cpl-1

La estructura completa de la lisozima Cpl-1 ilustra claramente la naturaleza modular de
las CBPs (Fig. 1.10; Hermoso et al., 2003). La cadena polipeptidica esta formada por el médulo
catalitico y el modulo de unidn colina, unidos mediante un conector acido constituido por 11
residuos. El médulo catalitico esta formado por un Unico dominio estructural que se pliega
formando un barril o/ de estructura irregular (caracteristico de la familia GH25 de las

glicosilhidrolasas), al que le faltan las tres Ultimas hélices o y en el que la hebra 38 adopta una
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disposicion antiparalela. Como en C-LytA, las repeticiones del CBM se pliegan formando una
horquilla B seguida de un bucle y se organizan en dos regiones estructurales bien definidas,
denominadas Cl y Cll (Figs. 1.9 y 1.10). Cl esta formada por las cuatro primeras repeticiones
(p1-p4) que se disponen formando una superhélice a izquierdas, mientras que el dominio Cl|
esta constituido por una hoja p antiparalela de seis hebras que incluye las horquillas de las
repeticiones p5 y p6 y dos hebras de la cola C-terminal. Esta region esta directamente implicada

en las interacciones existentes entre los dos modulos que forman Cpl-1.

Médulo catalitico cem

Figura 1.10. Estructura de Cpl-1. El
codigo de colores es el siguiente: modulo
catalitico en amarillo, conector en naranja y

= CBM en rosa. Se indican, ademas, las
repeticiones del CBM y los dos dominios (Cl
y Cll) que lo forman.

La posicion relativa de ambos mddulos viene determinada por la estructura extendida
del conector que los une, constituido mayoritariamente por residuos acidos, y por las fuertes
interacciones hidrofébicas que se establecen entre las hebras (36-$8 del modulo catalitico y la
region C-terminal del CBM (Hermoso et al., 2003).

A pesar de que todas las repeticiones del CBM de Cpl-1 presentan el mismo tipo de
estructura secundaria y de que los residuos implicados en la unién a colina estan absolutamente
conservados, la desviacion del plegamiento global de Cll con respecto a la superhélice a
izquierdas hace que so6lo dos de los cinco posibles sitios de unién a colina de Cpl-1 sean
funcionales (Hermoso et al, 2003). Es hecho pone de manifiesto la versatilidad de las
repeticiones que forman los CBMs y su capacidad para actuar como receptores de colina o para

mediar en las interacciones entre dominios y en la autoasociacion de las CBPs.
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1.6. ESTRUCTURAS CRISTALOGRAFICAS DE PROTEINAS DE LA
SUPERFAMILIA DE LAS METALO-B-LACTAMASAS

Las enzimas con plegamiento de tipo metalo-B-lactamasa han sido clasificadas en 17
grupos (Figura 1.11) basandose en similitud de secuencia (PSI-BLAST) y/o similitud estructural
(Daiyasu et al., 2001). De acuerdo con esta clasificacion, Pce formaria parte del grupo noveno.
Actualmente, se dispone informacién estructural a alta resolucion de los grupos 1 (B-
lactamasas), 2 (glioxalasas Il), 3 (flavoproteinas y oxido-reductasas) y 6 (proteinas de

procesamiento de ARNm).

A pesar de las diferencias encontradas en determinados elementos de estructura
secundaria, caracteristicas de cada familia o grupo, todos los dominios de tipo metalo-p-
lactamasa presentan el mismo patrén global de plegamiento, con un nucleo central formado dos
laminas-B antiparalelas flanqueadas por hélices o, que constituyen el denominado sandwich
ap-Ba (Fig. 1.12; Fabiane et al., 1998; Ullah et al., 1998; Garau et al., 2005a; Cameron et al.,
1999; Frazao et al., 2000; de la Sierra-Galay et al., 2005). En las B-lactamasas (grupo 1) la
cavidad del sitio activo forma un surco poco profundo y accesible (Wang et al., 1999) que esta
cubierto por un gran bucle y que cambia de conformacion en presencia de sustratos e
inhibidores (Toney et al., 1998; Fitzgerald et al., 1998).

Las enzimas de esta familia normalmente requieren como cofactor cationes Zn2*
(Fez*/Fe®* en la oxigenoxidoreductasa de D. gigas) y, dependiendo de la enzima, se necesita la
presencia de 1 6 2 atomos de metal por molécula para que la actividad catalitica sea maxima
(Rasia et al., 2003). Sin embargo, en el caso de la metalo-B-lactamasa 2 de Aeromonas
hydrophila la union del segundo equivalente de cinc inhibe la actividad enzimatica (Valladares et
al., 1997; Garau et al., 2005a).

Los residuos implicados en la coordinaciéon de los metales estan conservados en
estructura y se localizan, con frecuencia, en los conectores situados entre elementos de

estructura secundaria.
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Figura 1.11. Alineamiento secuencial multiple de los 5 segmentos conservados en la familia de las metalo-B-lactamasas (modificada de Daiyasu et al., 2001). Cada
proteina se indica segin su cddigo correspondiente (banco de genes, PIR, Swissprot, o PDB), eliminando en las secuencias los péptidos sefial. Los aminoacidos consenso se
indican en la parte superior de la figura. Los residuos coloreados en rosa indican méas de un 50% de ocupacion por el mismo residuo, y cuando estos aminoacidos estan sustituidos
por otros que mantienen las propiedades fisicoquimicas se muestran en azul. Los residuos sombreados en gris conservan las propiedades fisicoquimicas en un 70%, pero la
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Introduccion

Figura 1.12. Estructuras cristalograficas de proteinas pertenecientes a la superfamilia de las
metalo-B-lactamasas. a. Se representan de izquierda a derecha, las estructuras de las tres
subclases del grupo 1; B1 (BCIl de Bacillus cereus), p2 (CpHA de Aeromonas hydrophila), y B3 (L1
de Xanthomonas maltophilia). b. Siguiendo el mismo orden, se muestran las estructuras de los
dominios que presentan este plegamiento en: Glioxalasa Il humana (grupo 2), RRO de Desulfovibrio
gigas (grupo 3), y Rnasa Z de Bacillus subtilis (grupo 6). Los elementos de estructura se colorean

desde el azul al rojo comenzando por el extremo N-terminal y los &tomos metalicos se representan
con esferas amarillas.

El motivo de secuencia HxHxDH (Fig. 1.11) forma parte de la esfera de coordinacion del
cinc y constituye la huella distintiva de la familia, aunque la ultima histidina no esta conservada
en las subclases B1y 2 del grupo 1 (Wang et al., 1999; Fabiane et al., 1998; Ullah et al., 1998;
Garau et al., 2005a). La geometria de coordinacion de los atomos metalicos varia ligeramente
de unas enzimas a otras (Wang et al., 1999; Cameron et al., 1999; Frazao et al., 2000; de la
Sierra-Galay et al., 2005), aunque las dos primeras histidinas del motivo HxHxDH actian como
ligandos del primer atomo metalico (Zn1) y el par DH forma, generalmente, parte de la esfera de
coordinacion del segundo (Zn2). La coordinacion del Zn1 se completa, en casi todas las
estructuras conocidas, con un residuo de histidina alejado en secuencia y una molécula de agua
0 i6n hidroxilo que actua también como ligando del Zn2, cuya esfera de coordinacion puede
incluir, ademas, y otra histidina. Por otra parte, en algunas de ellas se ha descrito la presencia
de un residuo &cido que, junto con la molécula de agua, hace de puente entre ambos metales, y
que es caracteristica de enzimas cuya actividad requiere la union de dos atomos metélicos

(centros cocataliticos; Auld, 2001a).
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2, OBJETIVOS

Neumococo es el Unico microorganismo conocido que presenta un requerimiento
nutricional absoluto por colina. Este aminoalcohol es incorporado en forma de fosforilcolina a los
acidos (lipo)teicoicos que forman parte de la envuelta celular y desempefia un papel
fundamental en la fisiologia y la patogenicidad de neumococo. Asi, los residuos de fosforilcolina:
i) promueven la migracién e internalizacion de neumococo, interaccionando con receptores
especificos en las células del hospedador; i) son reconocidos por componentes especificos del

sistema inmune; y iii) actiian como receptores para las CBPs.

En este contexto, es interesante el estudio funcional y estructural de la proteina Pce,
responsable de la liberacion de los residuos de fosforilcolina de la pared celular, por la
importancia que puede tener la modulacion de su distribucién en la envuelta celular sobre la
patogenicidad e infectividad de neumococo. Cabe destacar que, hasta hace tan sdlo tres afios
no se obtuvo la primera estructura tridimensional de una CBP completa debido, principalmente,

a la dificultad que entrafia la cristalizacion de proteinas modulares.

En el presente trabajo se ha planteado la caracterizacion estructural y funcional de Pce

con los siguientes objetivos concretos:

e (Caracterizacion de la actividad enzimatica de Pce frente a un sustrato soluble.

Determinacion de los posibles residuos implicados en la catalisis.

e Anidlisis de metales unidos a Pce y reconocimiento de colina. Implicaciones

estructurales y/o funcionales.

e Caracterizacion estructural a alta resolucion de Pce. Cristalizaciéon de la enzima.
Andlisis de la estructura. Planteamiento de hip6tesis sobre el mecanismo catalitico y asignacion

de nuevas capacidades funcionales.
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3.1. MATERIALES

3.1.1. REACTIVOS QUIMICOS

La acrilamida, la N,N’ metilen-bis-acrilamida y los patrones de peso molecular utilizados
fueron de Laboratorios Bio-Rad. EI SDS, el EDTA, y la C545 DEAE-celulosa de Fluka. El
carbonato sddico, los cloruros de sodio y potasio, el acetato amonico y la glicina eran de
Panreac, el TEMED de Pharmacia Biotech y el persulfato aménico de Anresco. De Sigma se
utilizaron: PIPES, HEPES, HEPBS, TRIS-HCI, BIS-TRIS, BIS-TRIS propano, sulfato de
estreptomicina, PAF, NPPC, fosfato (sales monosodica y disddica) y cloruro de colina. Las
soluciones estandar de cinc, hierro y calcio fueron de Alfa Aesar. El cloruro de cinc fue de
Merck.

Las soluciones, detergentes vy aditivos de cristalizacion, incluida la n-
dodecilfosforilcolina, fueron de Hampton Research. Los metales utilizados para la obtencion de
derivados de atomos pesados en la cristalizacion fueron: acetato de fenilmercurio (Fluka),
cloruro de platino (Hampton Research), yoduro de platino (Panreac), tetracloruro de platinato (Il)
potasico y el compuesto de gadolinio Gd-HPDO3A, proporcionado por la empresa Bracco

Imaging.

Todos los reactivos utilizados eran de grado analitico o superior. Las disoluciones se

prepararon utilizando agua Milli-Q.

3.1.2. EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS

La forma silvestre de Pce fue expresada en las cepas de Escherichia coli BL21(DE3)
transformadas con pRGR12, mientras que la forma truncada (PceA55) y el mutante H90A se
obtuvieron mediante la transformacion de dichas cepas con los plasmidos pAPM01 y pAPMO02,
respectivamente (de las Rivas et al., 2001; Lagartera et al., 2005a; Lagartera et al., 2005b). La
proteina con SeMet se expres6 en medio M9 utilizando la misma cepa que se empled para la

forma silvestre (VanDuyne et al., 1993). Cuando el cultivo alcanzé la fase de crecimiento
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logaritmico se indujo la expresion de SeMet-Pce con IPTG mediante la adicion de una mezcla
de aminoacidos que inhiben la ruta de la metionina, produciendo, asi, la proteina con dicho
derivado en lugar de metionina. Las células se recogieron en la fase estacionaria de crecimiento
mediante centrifugacion a 10.000 x g durante 10 minutos, resuspendiéndose posteriormente en
tampdn fosfato 20 mM, pH 7,0. A continuacién, se lisaron las células utilizando una ‘French
Press’ y el extracto celular se centrifugd a 15.000 x g durante 15 minutos. Las proteinas se
purificaron a partir del sobrenadante mediante cromatografia de afinidad en columnas de DEAE-
celulosa (Sanchez-Puelles et al., 1990). Todo el proceso se llevo a cabo a 4 °C. Tras agregar
NaCl a una concentracion final de 1M y sembrar el extracto en la columna, Pce se purifico

siguiendo el procedimiento descrito a continuacion:

1) Lavado exhaustivo de la columna con tampdn A (fosfato 20 mM, NaCl 1,5 M y
ZnClp 3uM, pH 7,0) para eliminar otras proteinas retenidas en la columna.

2)  Lavado con tampén B (fosfato 20 mM, NaCl 0,05 M y ZnCl, 3uM, pH 7,0) hasta
conseguir la eliminacién total de ADN.

3)  Elucién de Pce con un gradiente lineal de 0 a 70 mM colina en tampdn B. La
duracion del gradiente fue de 2 horas y el flujo de 1ml- min', recogiéndose

fracciones de 1 ml.

Mw 1 2 3 Mw
200000 m— — 200000
116250 s — 116250
97400 97400
66200 —— | S - - — 66200
45000 — = 45000 . .
Figura 3.1. Electroforesis en SDS-PAGE

al 12%. Pce (carril 1), mutante H90A (carril
2), y PceA55 (carril 3). La movilidad de los
marcadores de peso molecular (Mw) se
indican por orden creciente: Miosina, B-
galactosidasa, fosforilasa b, seroalbimina
bovina y ovoalbumina.

La pureza de las muestras se verifico mediante electroforesis en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12% (Laemli et al., 1970; Fig. 3.1) y
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espectrometria de masas (MALDI-TOF). La tincion de proteinas en el gel se realizd con

Coomassie o plata.

Las proteinas purificadas se mantuvieron congeladas a —20 °C y, cuando fue necesario,
se concentraron por ultrafiltracién utilizando un concentrador de proteinas (Amicon YM-30) con

un limite nominal de peso molecular de 30 kDa.

Antes de su utilizacion, las proteinas se dializaron durante 24 horas a 4 °C frente a 400
volumenes de tampon (5 cambios) y, posteriormente, se centrifugaron a 13.000 x g durante
cinco minutos para eliminar posibles precipitados. La concentracién de proteina se determind
espectrofotométricamente (Shimadzu UV-2100) a partir de la absorbancia a 280 nm, utilizando

un coeficiente de extincién molar de 194.020 M-'-cm -*.

La concentracion de colina se determiné a partir del incremento del indice de refraccion
de la solucion con respecto al tampén, utilizando un interferémetro diferencial Carl Zeiss Jena
LI3, previamente calibrado para la luz de la linea del sodio (589 x 10-7 ¢cm), y una célula de
doble sector con paso 6ptico de 1cm. El incremento del indice de refraccién molar para colina en
los tampones de HEPES y TRIS-HCI utilizados fue de 0,021 M-1.

3.1.3. ESTUDIOS DE RECONSTITUCION DE LA APOENZIMA

La apoenzima se prepar6 mediante didlisis extensiva de muestras de Pce frente al
tampdn indicado en presencia de EDTA (3-20 mM). En paralelo, se realizaron controles en los
que la enzima se dializ6 frente al mismo tampon pero eliminando el quelante del medio. Una vez
preparadas las muestras de apoenzima se procedié a medir su actividad, segin el método
descrito en el apartado 3.2.4, utilizando las soluciones de dialisis como medio de reaccion. La
reconstitucién con Zn2* se realiz6 incubando las muestras a diferentes tiempos (entre 7 minutos
y una hora) en la solucién de dialisis suplementada con un exceso de, aproximadamente, 10 uM
de Zn?* sobre la concentracién EDTA. En la reconstitucién con Fe2* se utilizd el compuesto
Fe(NH4)2(SO4),, y para prevenir la oxidacion del Fe2* se incluyd DTT 10 mM. En el caso del
Fed*, se siguid el procedimiento empleado para el Fe?* pero sin la inclusién del agente reductor

en el medio, generandose un color marrén caracteristico de las disoluciones de Fe3*.
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3.2. METODOS
3.2.1. ESPECTROSCOPIA DE EMISION POR PLASMA DE ACOPLAMIENTO INDUCTIVO

3.2.1.1. Consideraciones generales

La espectrometria de emision oOptica (OES) es una técnica analitica basada en la
espectrometria atdmica que se utiliza, principalmente, para detectar y cuantificar trazas de
elementos quimicos (rango ppb). Tras someter la muestra a altas temperaturas (6.000-10.000
K) para provocar la disociacion atémica e inducir una excitacién colisional/ionizacion elevada, se
determina la intensidad de la luz emitida por los distintos elementos que la componen al
regresar a los estados de menor energia. Una de las principales ventajas de la OES es su
capacidad para generar diferentes niveles de energia de excitacion, lo que permite, por una
parte, cuantificar un mismo elemento analizando la emision a diferentes longitudes de onda vy,

por otra, determinar simultdneamente varios elementos.

Cuando la OES se combina con la utilizacién de descargas de plasma (obtenido a partir
de argon) como sistema para inducir la disociacion y la excitacion/ionizacion atémica, se la
denomina espectroscopia de emisién oOptica por plasma de acoplamiento inductivo, ICP-OES
(Fig. 3.2; Greenfield et al., 1964).

A,

Plasma Policromador Detector

Figura 3.2. Representacion esquematica del sistema de ICP-OES.

A continuacion se describen las caracteristicas generales de la ICP-OES:

e Descarga de ICP: El argdn es introducido a través de una antorcha formada por 3 tubos

concéntricos de cuarzo y recubierta por un serpentin de cobre, que esta conectado a un
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generador de radiofrecuencias, el cual es sometido a una descarga eléctrica para provocar la
ionizacion de algunos atomos. Los electrones emitidos son capturados y acelerados dentro del
campo electromagnético generado por la corriente aplicada a la cubierta de cobre, aumentando
asi su energia (acoplamiento inductivo). La ionizacién colisional de nuevos atomos de argon,
inducida por estos electrones de alta energia, da lugar a reacciones en cadena que convierten el
gas en un plasma de electrones, iones y atomos de argon, originando lo que se conoce como

descarga de plasma generado por acoplamiento inductivo (Hasegawa y Haraguchi, 1992).

e |radiaciacién de la muestra con la descarga de ICP: La muestra se introduce en el

centro del plasma para producir, en primer lugar, su vaporizacién y atomizacion y, a

continuacién, la excitacidén/ionizacién de los elementos presentes en ella.

e Deteccion de la emision: La luz emitida por los atomos/iones excitados es policromatica,

por lo que se utiliza un policromador para poder medir simultaneamente la radiacién emitida por
la muestra a diferentes longitudes de onda. La identificacion univoca de cada elemento requiere,

al menos, la caracterizacion de tres lineas espectrales del mismo.

e Cuantificacion del elemento/s: La determinacién cuantitativa de cada elemento se

realiza a partir de curvas de calibrado, en las que se representa la intensidad de la luz emitida
frente a la concentraciéon, utilizando disoluciones estandar para cada uno de los elementos a

identificar.

3.2.1.2. Cuantificacion de los metales unidos a Pce

La cuantificacion de metales mediante ICP-OES se realiz6 en el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular de la Facultad de Veterinaria de Murcia, utilizando un
espectrometro Perkin-Elmer Optima 2000DV. Los metales analizados fueron: Znz*, Ca?*, Fe?*,
Mg?*, Co?*, Cu?*y Mn2*. Las medidas se realizaron utilizando muestras de proteina (=10uM)
dializadas extensivamente frente al tampdn de medida correspondiente. Los tampones y las
soluciones patrén se prepararon y almacenaron en contenedores y tubos de plastico. La
cantidad de metal unido se calcul6 a partir de la diferencia entre la concentracion total de metal
en la muestra de Pce y el tampon de dilisis, utilizando las rectas de calibrado construidas con

los correspondientes estandares. Todas las muestras se midieron por triplicado.
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3.2.2. ESPECTROMETRIA DE MASAS

3.2.2.1. Consideraciones generales

La espectrometria de masas es una técnica basada en la ionizacién de las moléculas y
en su separacion en funcion de la relacién masal/carga (m/z). La ionizacién de las moléculas

puede realizarse mediante diferentes técnicas:

e  Electronebulizacién o electrospray (ESI): La ionizacion se produce mediante la

aplicacion de una diferencia de potencial (3-5 kV) al capilar por donde se introduce la disolucidn
al analizador, que actua como contraelectrodo. Con ayuda de nitrdgeno gaseoso se consigue
una nube de gotas cargadas que van siendo desolvatadas hasta obtener los correspondientes

iones pseudomoleculares.

e lonizacion y desorcion por laser inducida por matriz (MALDI): La ionizacion de las

moléculas de la muestra se consigue tras mezclar éstas con una matriz formada por una
sustancia capaz de absorber en el UV. La mezcla sdlida formada se irradia con un laser cuya
energia es absorbida por la matriz, lo que provoca su ionizacién y la de la proteina. Una vez
ionizadas y en estado gas, las moléculas se hacen pasar a un analizador donde se produce la

separacion en funcion de la relacién masalcarga.
En la actualidad se utilizan dos tipos de analizadores distintos para proteinas:

e Analizador de trampa ionica (IT): Cuando la ionizacién se ha realizado por ESI se suele

utilizar un analizador de trampa idnica (IT). Los iones se confinan durante un cierto tiempo (ms)
en el analizador de campos eléctricos de corriente continua y radiofrecuencias. Posteriormente,
son expulsados hacia el detector, de forma secuencial, en orden creciente de la relacion m/z por

la aplicacion de una rampa de radiofrecuencias.

e Analizador de tiempo de vuelo (TOF): Es el sistema utilizado cuando se ha ionizado por

MALDI. Los iones formados en la camara de ionizaciéon son acelerados y se dejan volar
libremente hacia el detector. Su separacion se consigue por la distinta velocidad que adquieren
debido a la diferencia de masas.

Finalmente, la representacién de la corriente idnica detectada frente a la relacion

masalcarga de los iones, constituye el espectro de masas de la muestra analizada.
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3.2.2.2. Determinacion de especies moleculares en muestras purificadas de Pce

Los experimentos de MALDI-TOF se realizaron en el Servicio de Espectrometria de
Masas del Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano (CSIC) y se llevaron a cabo en un
espectrometro de masas Voyager DE-PRO (Applied Biosystems) equipado con un laser de
nitrégeno (A = 337 nm; anchura de pulso =10 ns; v = 3 Hz) y una fuente idnica con extraccion
retardada. Los iones positivos generados por la desorcidn laser fueron introducidos en el tubo
de vuelo (1,3 m de longitud) con un voltaje de aceleracion de 25 kV, trabajando en modo lineal.
Todos los espectros de masas se obtuvieron recogiendo una media de 500 disparos, y la matriz
utilizada fue acido sinapinico (10 mg -ml* en TFA al 0,21% y acetonitrilo al 30%). La calibracién
necesaria para los espectros de masas fue externa, empleandose albumina de suero bovino
(BSA).

3.2.2.3. Identificacion de sustratos no cromogénicos de Pce y cuantificacion de la

reaccion de hidrdlisis

La cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS) posee una
elevada sensibilidad y permite diferenciar entre compuestos que coeluyen, minimizando al
mismo tiempo posibles interferencias en la muestra. Esta técnica se utilizd para detectar y
monitorizar la posible hidrélisis de n-dodecilfosforilcolina y PAF por Pce. Los experimentos se
realizaron en un sistema LC-MS compuesto por una bomba modelo Finnigan Surveyor acoplada
a un espectrometro de masas de trampa i6nica modelo LCQ Deca. Ambos compuestos se
incubaron por separado, a una concentracion de 1,5 mM, en presencia y ausencia de Pce (80
MM) en tampén Bis-Tris 20 mM, pH = 5,5. Tras una dilucién 1:100 de las alicuotas tomadas a
distintos tiempos de incubacion, los productos de la reaccidn se separaron por cromatografia
utilizando una columna Hypersil Hypurity C18 para la n-dodecilfosforilcolina, y una columna
Hypersil HyPurity Advance para el PAF (100 x 2.1 mm; 3 um de tamafio de particula en ambos
casos). Ambas columnas se equilibraron en agua/metanol (80/20, v/v) y tras la inyeccion (10 pl)
de la muestra se mantuvo la composicion del eluyente durante 1 minuto. A continuacion, se
aplicé un gradiente lineal de metanol (20-90% en 10 minutos; velocidad de flujo 100wl - min-) y

se mantuvo constante (90% etanol) durante 15 minutos, alcanzando la composicién original en 1
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minuto. La deteccion fue monitorizada mediante ESI ( + ), aplicando un voltaje de 4.0 kV y una
temperatura al capilar de 185 °C. Los espectros se recogieron, realizando previamente un
barrido de masas (m/z= 50-1200), y los iones [M*H]*, [M*Na]*, [2M*H]*, y [2M*Na]* fueron
seleccionados para la cuantificacion (352, 374, 703, 725 para n-dodecilfosforilcolina; 524, 546,
1047 y 1069 para el PAF).

3.2.3. ULTRACENTRIFUGACION ANALITICA

El estado de asociacion de Pce se ha caracterizado mediante ultracentrifugacion
analitica. La masa molecular promedio se determiné mediante medidas de equilibrio de
sedimentacion. Los experimentos se realizaron en una ultracentrifuga analitica modelo Optima-
XLA (Beckman), equipada con un sistema optico UV-Vis instalado en el interior de la cdmara de
la centrifuga que permite la seleccion de una longitud de onda en el intervalo de 200-700 nm. Se
utilizaron celdas de cuarzo de doble sector y seis agujeros con un paso dptico de 12 mm, siendo
la temperatura de medida de 20 °C. Las muestras de proteina (2,9 uM) se equilibraron en
tampdn fosfato 20 mM pH 7,0 y pH 8,0 y, en su caso, diferentes concentraciones de colina. Con
el volumen de muestra utilizado (=70 wl) la altura que se genera en la celda es de unos 0,14 cm,
por lo que el equilibrio se alcanza en menos de 12 horas si la seleccion de la velocidad de
sedimentacion es adecuada (Chervenka, 1969). En nuestro caso la velocidad fue de 15.000
r.p.m. Posteriormente, se restd la linea de base (contribucién del material no proteico) realizada

tras centrifugar la muestra, una vez alcanzado el equilibrio, a 42000 r.p.m. durante seis horas.

La determinacion de las masas moleculares promedio se realizé ajustando a los datos
experimentales la ecuacién [1], que describe la distribucion radial del gradiente de
concentracion para un soluto ideal tras alcanzarse el equilibrio entre los flujos de las moléculas

que sedimentan y difunden en cada posicién radial:
w;(r) = wl.(ro)exp[(M;ka)2 /2RT)(r2 - r02 )J [1]

donde W; es la concentracidn (peso/volumen) de la especie i, ry ro son las posiciones radial y
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de referencia, respectivamente, »; es la masa molecular de flotacion de la especie i, wes la

velocidad angular, R es la constante universal de los gases y T es la temperatura absoluta. La
masa de flotacién de la especie i esta relacionada con la masa molecular aparente, M;, por la

expresion:

M =M(1-v,p,) [2]

donde V; es el volumen especifico parcial del soluto y o, es la densidad del disolvente. El

ajuste se realiz6 utilizando los programas XLAEQ basados en el algoritmo de conservacion de la
sefial (Minton, 1994).

Los valores de M, se convirtieron en las correspondientes masas moleculares

aparentes usando un volumen especifico parcial de 0,73 ml - g, calculado a partir de la
composicion de aminoacidos (Laue et al., 1992). La densidad de las disoluciones de colina a 20
°C se determind con un densitémetro de precision Anton PAAR DM2, y las viscosidades con un

viscosimetro Ubbelhode 01.

3.2.4. MEDIDAS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA CON NPPC

Los estudios de actividad enzimatica se realizaron utilizando como sustrato p-
nitrofenilfosforilcolina (NPPC), cuyo enlace éster es hidrolizado por Pce, para dar lugar a la

formacion de p-nitrofenol y fosforilcolina (de las Rivas et al., 2001; Vollmer y Tomasz, 2001):

NO,
0 CH, [¢] CH,
l ® | — || ©) |
NO3 O0—p—O0—=CH, —CHZ—Il\I—CH3 + Ho—l|>—o—CHz—CH2—1|\1—CH3
(|)® CH; Oe CH,
OH

NPPC p-nitrofenol fosforilcolina

La hidrdlisis da lugar a la aparicion de un color amarillo caracteristico del p-nitrofenol,
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que se cuantificd midiendo la absorbancia a 410 nm en un espectrofotdmetro Shimadzu UV-
2100. Debido a la ionizacion del grupo fenol, el coeficiente de extincion es dependiente del pH,

por lo que se utiliz6 el valor de 17.528 M- -cm-'a pH 11.

Las medidas de actividad (velocidades iniciales) se realizaron, habitualmente, con 500
ul de sustrato incubados durante 7 minutos en un bafio termostatizado a 25 °C. La reaccion se
inicid con la adiccion de 6 ul de enzima a una concentracion final de 0.1 uM y, tras 4 minutos,
se par6 con 20 ul de NaOH 2.5 N, midiéndose la cantidad de p-nitrofenolato formado. Las
medidas de actividad en funcion del pH se realizaron en los siguientes tampones: PIPES (6,5-
6,85), BIS-TRIS propano (6-10), HEPES (6,5-8,0), HEPBS (8,0-8,4), TRIS-HCI (7,6-8,8),
manteniendo la fuerza ionica constante (/ = 0.05) mediante adicion de KCI. Salvo que se indique
lo contrario, los tampones contenian, ademas, ZnCl, 3 uM. Las medidas en funcion del pH en
distintos tampones se han solapado para excluir la posibilidad de que alguno de ellos pudiese

inhibir la actividad enzimatica.

Los valores de las constantes cinéticas se determinaron a partir del ajuste no lineal de

las curvas de velocidades iniciales en funcion de la concentracion de NPPC segun la ecuacion:

[3]

donde kcat y Km son la constante catalitica y la constante de Michaelis, respectivamente, [S] es

la concentracion de sustrato y V es la velocidad inicial (Michaelis y Menten, 1919).

Las medidas de actividad a temperatura variable (20-70 °C) se realizaron a pH 7,0 en

tampdn HEPES y a una concentracion de NPPC de 10 mM.

3.2.4.1. Estudios de inhibicion de la hidroélisis de NPPC

Las constantes de inhibicién por elevadas concentraciones de cinc se determinaron a
partir de las curvas de velocidad obtenidas en funcion de la concentracion de sustrato y
realizadas a distintas concentraciones del inhibidor. Los datos experimentales se analizaron

utilizando la ecuacion de Lineweaver-Burk para determinar el tipo de inhibicion, y se ajustaron
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por minimos cuadrados no lineales a la ecuacion [4], obtenida para un modelo de inhibicion

competitiva, donde [7] es la concentracion de inhibidor y K, la constante de inhibicion.

V=t [£] [4]

D

Las medidas se realizaron a 25°C y pH variable, siguiendo el procedimiento descrito en

el apartado anterior.

3.2.4.2. Efecto del pH en la actividad enzimatica. Consideraciones generales

Existen varias causas por las que la actividad catalitica de una enzima nativa puede
variar con el pH. En primer lugar, el estado de protonacion del sustrato o de los grupos
cataliticos de la enzima pueden ser determinantes para el desarrollo de la reaccién enzimatica.
Por otro lado, la catalisis puede verse influida por cambios conformacionales derivados de

variaciones en el estado de protonacion de grupos alejados del centro activo (Cleland, 1977).

La dependencia de las constantes (kcat Ky kcatl Km) con el pH puede aportar informacion
sobre las condiciones en que las que la eficacia catalitica es 6ptima, el nimero de estados de
protonacion relevantes para la actividad, sus constantes de desprotonacion, y, ademas, su
posible asignacién a grupos especificos si sus valores de pK, se encuentran suficientemente
separados. Para ello es necesario conocer si el sustrato/s empleado tiene grupos ionizables en
el intervalo de pH analizado y, en su caso, determinarlos. Por otro lado, hay que tener en cuenta
que, debido a la influencia del entorno, la constante de disociacion de los grupos protonables
puede variar significativamente con respecto a los valores obtenidos para compuestos modelos

estructuralmente relacionados.

En el caso de un sistema simple, en el que la enzima se comporta como un &cido

monobésico y donde sblo la forma deprotonada une sustrato (Fig. 3.3a), la constante de

Michaelis aparente ( K ) disminuye con el pH (Fig. 3.3b), mientras que la constante catalitica

permanece invariable. En general, el perfil logaritmico de K ¥ en funcién del pH es complicado
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de interpretar al verse normalmente afectado tanto por la ionizacion de la enzima libre como por
la del complejo enzima-sustrato. En este caso particular, al depender sélo de la desprotonacién
de la enzima libre (Ka), es posible identificar el grupo esencial para la unién del sustrato,

independientemente de su posible implicacién en la catélisis.

a b i
Ka
EH S E+H -
i) is
ES S|
lkcat -
P+E

Figura 3.3. Esquema de reaccion para una enzima que se comporta como un acido
monoprétido y que une sustrato en la forma deprotonada (@) y dependencia de K2F

con el pH (b). Ka es la constante de desprotonacion de la enzima libre.
Cuando ambas formas de la enzima pueden unir sustrato, tanto K como k£ 'y, por

tanto £ /K" dependerén del pH, aunque solo uno de los dos estados sea cataliticamente

cat

activo (Fig. 3.4). En este caso, K” dependera de las constantes de desprotonacion de la

enzima libre y del complejo enzima-sustrato (Fig. 3.4c). Asi, cuando pK, < pKa'la formacion del

complejo ES se ve dificultada al aumentar la basicidad del medio y K aumenta con el pH

hasta alcanzar un valor limite (Kn). Por el contrario, cuando pKa > pKa, K ¥ disminuye al

aumentar el pH hasta alcanzar el valor limite en la regiéon de maxima formacién del complejo

enzima/sustrato competente para la catélisis. Por el contrario, £ y k

cat

[ K® dependen,

cat m
respectivamente, de la desprotonacion del complejo enzima-sustrato (Ks) y de la enzima libre

(Ka) (Fig. 3.4b y d). Ambos perfiles son similares, y a partir de ellos se puede determinar el valor
de pKs (Fig. 3.4b) y pKa (Fig. 3.4d). La dependencia del log &.> con el pH (Fig. 3.4.b) ilustra

cat

como al aumentar la basicidad del medio se ve favorecida la desprotonacién del complejo
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enzima-sustrato, lo que genera, a su vez, un incremento en la velocidad de liberacion del

producto de la reaccion.

log K _*

a b
Ka e
EH S E+H : - M
It ke U1 ; X
g /
ESH S ES+H e
/1 ca ca +
T Keat I (1 N H ]
P+E ' d
pH
c d
| 9
i iﬁ // pKa
L o B //
o /
/ q,
s i / kb _ Ko 1
R - /// Krip Km 1+[_[+J
B , )

Figura 3.4. Esquema de un sistema en equilibrio donde el sustrato se une al estado protonado y
deprotonado de la enzima () y perfiles logaritmicos de k. (b), K (c), yk” /K" (d) en

cat cat

funcion del pH.k_,, y K, son los valores limites de la constante catalitica y la constante de Michaelis,

respectivamente; Ka y Ko son las constantes de desprotonacion de la enzima libre y del complejo enzima-
sustrato.

La dependencia de ket con el pH suele mostrar, en muchos casos, forma de campana

(Fig. 3.5). Este comportamiento puede describirse, en términos muy sencillos, asumiendo que la

enzima contiene dos grupos ionizables esenciales para la actividad cuya protonacion y

desprotonacién puede ser detectada a partir de los ensayos de actividad enzimética. De acuerdo

con este modelo (Fig. 3.5a), y como se muestra en la Figura 3.5b, la enzima puede considerarse
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como un acido dibasico en el que la constante Ky refleja la disociacién del primer proton,
independientemente de la fraccion del mismo que derive de los grupos XH o YH, y K es la del
segundo (Cleland, 1982). K1 y K> se denominan, por tanto, constantes de disociacion
moleculares y son las Unicas medibles experimentalmente. La posibilidad de asignar las
constantes moleculares a grupos determinados depende de la diferencia existente entre las

constantes microscdpicas de ionizacion de los grupos en cuestion (Ky y Kj).

a X b '
e/ . A S — S
27N .
XH YH X <
x| / pK1 PK2
E / E / 8
\ \ '/ Kl =Kx +Ky \\\\
YH \K XH . \a / ' \
y K’ - / K _K \
/ — X .y \
\ E< / /, 2 = Kx N Ky \“
Y_ / 1 1 1 1 1 \ 1
pH

Figura 3.5. Esquema () y representacion (b) de un sistema en equilibrio donde la enzima se
comporta como un acido dibasico. Kx y Ky son las constantes microscopicas de disociacion de los

i

grupos X e Y cuando estas se producen sin que haya tenido lugar la disociacién del otro grupo. K’x y K’y
son las constantes microscdpicas de disociacion de los grupos X e Y cuando ya se ha producido la
disociacion del otro grupo. K1y K2 son las constantes moleculares de disociacion.

El método mas ampliamente utilizado para analizar el efecto del pH en la actividad
enzimatica es el de Dixon (Tripton y Dixon, 1979) y esta basado en la representacion logaritmica
de las constantes cinéticas frente al pH (Figs. 3.3-3.5). La determinacién de los valores de pKs
puede realizarse a partir del analisis de las regiones lineales de dichas representaciones, tal y
como se indica en las Figuras 3.3-3.5, 0 mediante el ajuste de la curva completa en términos de

las ecuaciones derivadas para la dependencia logaritmica de cada constante con el pH. Los

perfiles logaritmicos de k)% y k2 /K” pueden ser suficientes para determinar los valores de

cat

pKa con precisidn cuando éstos se encuentran bien separados (> 3.5 unidades de pH), aunque

existen casos en los que la utilizacion adicional de la representacion de log K puede ayudar a
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resolver posibles ambigiedades (Tripton y Dixon, 1979). Cuando un determinado pK. es

identificado a partir de las representaciones de log £ /K® ylog k* vs. pH, el proceso de

cat cat
protonacion/desprotonacion correspondiente estara, probablemente, implicado en la catalisis de
la reaccion. Por el contrario, si es identificado Unicamente a partir de la dependencia de

k™ /K™ con el pH estara implicado en el reconocimiento del sustrato (Cleland, 1982).

cat

3.2.5. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

La estabilidad y la organizacion estructural de una proteina pueden ser estudiadas a
través del proceso de desnaturalizacion inducido por temperatura o por agentes quimicos. La
calorimetria diferencial de barrido mide la variacion de la capacidad calorifica a presion
constante, Cp, de un sistema con la temperatura (Fig. 3.6), y permite monitorizar las
transiciones inducidas térmicamente. El andlisis de las mismas permite determinar los
parametros termodinamicos de la transicion/es que tienen lugar durante su desnaturalizacion,
siempre que tenga lugar en condiciones de equilibrio (Privalov, 1979; Freire et al., 1990a,
Sanchez-Ruiz, 1995), y es la Unica técnica que permite una medida directa de la energética del

proceso (Privalov, 1979; Freire et al., 1990a).

Cp (kcal mol' K)

Temperatura (°C)

Figura 3.6. Curva de capacidad calorifica en funcion de la temperatura de una proteina que se
desnaturaliza seglin un modelo de equilibrio entre dos estados (NSD). CpV y Cp?, son las capacidades
calorificas de los estados nativo (N) y desnaturalizado (D), respectivamente. La curva se ha generado
asumiendo los siguientes parametros: Tm= 45 °C; ACp= CpP- CpM= 2,1 kcal-mol! -K-'; AHp= 100 kcal -mol'. La
linea de trazo discontinuo entre las capacidades calorificas de ambos estados indica el incremento de la
capacidad calorifica del sistema con el avance de la reaccion. El area definida entre la curva experimental y la
linea de trazo discontinuo equivale a la entalpia de deshaturalizacion AHp.
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Los calorimetros actuales operan en modo diferencial, midiendo la diferencia entre la
capacidad calorifica de la célula de muestra (proteina) y la célula de referencia (tampén) (Fig.
3.7). El sistema se calienta cuasi-adiabaticamente a velocidad constante, y la potencia eléctrica
(CBF) necesaria para minimizar la diferencia de temperatura (AT1) entre las dos células es

proporcional a la diferencia de Cp entre las mismas (capacidad calorifica de exceso).

//L Ordenador

D % 8%
Temperatura (°C)

Control de

—r

Retroalimentacion de la
cubierta (JFB)

CFB sefial

Retroalimentacion de la

- Al, célula de muestra (CFB)

Figura 3.7. Representacion esquematica de un calorimetro diferencial de barrido (DSC). Se
muestran las dos células (muestra y referencia) rodeadas por la coraza adiabatica (en gris), y los
sistemas de termostatizacion (TS) y retroalimentacion (CFB y JFB) controlados por el ordenador. El
barrido de temperatura se realiza de manera adiabatica mediante un controlador de temperatura
(JFB) que mantiene constante la diferencia de temperatura (AT2) entre la coraza adiabatica (gris) y
la célula de temperatura constante. A velocidad de calentamiento constante, la potencia del CFB es
proporcional a la capacidad calorifica de exceso entre la muestra de proteina y el tampon. Los
principios basicos de funcionamiento son similares a los utilizados en ITC, donde la jeringa de
inyeccion del ligando en la célula de muestra es utilizada también como sistema de agitacion.
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Las transiciones conformacionales inducidas por la variacion de la temperatura en
proteinas vienen caracterizadas por la presencia de uno o varios picos en el intervalo de
temperatura en que tiene lugar la desnaturalizacion de la misma (Fig. 3.6), mientras que los

valores de Cp en las regiones de la pre- y post-transicidn corresponden a la capacidad calorifica
de la formas nativa (Cp") y desnaturalizada (Cp”), respectivamente. La entalpia de

desnaturalizacion, AHp, se obtiene por integracion del area comprendida bajo la curva de la

capacidad calorifica (Privalov, 1979).
Ty
AH, = L ACpdT [5]

La relacion existente entre ACp y AS (variacion de entropia) permite obtener ésta Ultima como

una funcion continua de la temperatura a partir de la integral definida en la ecuacién [6], siendo
Toy Tr, temperaturas situadas por debajo y por encima del intervalo de temperaturas en que

tiene lugar la transicion.

AS, = jTT’ ACp/TdT [6]

Conocidas AH, y AS,, puede calcularse la energia libre de Gibbs (AG) de
desnaturalizacion a partir de la relacion AG,, = AH,, — TAS,, y conocer la dependencia de la

estabilidad de la estructura nativa con la temperatura. En el caso de una proteina multidominios
la funcion de estabilidad debe definirse para cada una de las regiones cooperativas en que se

encuentra plegada la cadena polipeptidica.

Para una transicion que sigue el modelo de equilibrio entre dos estados, sin cambios en
el estado de asociacién, la dependencia de la estabilidad de la estructura nativa con la

temperatura vendria dada por la expresion:

AG,(T)=AH ,(1-T/T,)+ACp[(T -T,)-TIn(T/T,)] [7]

49



Materiales y Métodos

El analisis de los termogramas obtenidos durante la desnaturalizacion de una proteina
permite obtener informacién sobre el numero de estados implicados el proceso (sin necesidad
de asumir un modelo previo para el proceso estudiado; Freire y Biltonen, 1978); la organizacién
de la cadena polipeptidica en dominios cooperativos y tamafio de los mismos; o la existencia de
procesos acoplados a la pérdida de la estructura nativa (disociacion de subunidades, ligandos,
etc.) (Freire 1989; Brandts y Lin, 1990; Sanchez-Ruiz, 1995).

El andlisis termodinamico y la obtencion de informacion estructural mediante DSC estan
limitados, en principio, al estudio de procesos reversibles. Sin embargo, la desnaturalizacién
térmica de proteinas es, frecuentemente, irreversible. En muchos de estos casos, el proceso
esta controlado cinéticamente por lo que debe describirse mediante ecuaciones de velocidad
(Sanchez-Ruiz, 1992). En consecuencia, la forma de los termogramas obtenidos variara con la
velocidad de barrido y la obtencién de informacién termodinamica a partir del andlisis de las
curvas calorimétricas es posible, Unicamente, en aquellos casos en los que la poblacion de
formas reversiblemente desnaturalizadas sea significativa dentro del intervalo de temperaturas
en que se produce la transicion, de tal forma que puedan aislarse las contribuciones de las

formas reversible e irreversiblemente desnaturalizadas (Sanchez-Ruiz 1992; Varea et al., 2004).

Los experimentos de DSC se realizaron en un microcalorimetro MCS (MicroCal Inc.) a
una presion de nitrégeno de 2 atmoésferas, para evitar la formacion de burbujas durante el
calentamiento. La velocidad de calentamiento utilizada fue 20 °C/h, salvo que se indiquen otras
condiciones. La adquisicién de datos y el analisis de las curvas experimentales se realizaron
utilizando los programas MCS observer y Microcal Origin para DSC, respectivamente. Las
curvas de capacidad calorifica de exceso se obtuvieron tras restar la linea de base
correspondiente al tampon de medida procedente de la ultima dialisis, y aproximar las
variaciones en la capacidad calorifica existentes entre el estado nativo y el desnaturalizado
mediante una aproximacion cubica. Las curvas asi obtenidas se dividieron por el numero de
milimoles utilizados para expresarlas en cal-mol'-K-'. La ausencia de transiciones térmicas en
soluciones previamente calentadas indica que la desnaturalizacion de Pce es irreversible y la
influencia de proceso irreversible sobre la forma de los termogramas se analizd realizando

barridos a diferente velocidad de calentamiento (10-45 °C/h) (Sanchez-Ruiz, 1992).
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3.2.6. CALORIMETRIA DE VALORACION ISOTERMA (ITC)

La calorimetria de valoracién isoterma mide el calor absorbido o emitido como
consecuencia de una reaccion quimica a temperatura constante (Wiseman et al., 1989; Freire et
al., 1990b; Todd y Gomez, 2001). Es la técnica experimental mas directa para determinar los
parametros termodinamicos asociados a la formacion de un complejo proteina:ligando.

La reaccion se estudia midiendo el calor producido o absorbido al inyectar, en pasos
sucesivos, uno de los ligandos en la solucion del otro (generalmente proteina) situada en la
célula de muestra del calorimetro. Como en el caso del DSC, el calorimetro cuenta con una
celula de referencia que, en este caso, no participa en el proceso de valoracion y se llena
normalmente con agua o tampon. El calor absorbido o producido tras cada inyeccion de ligando
genera una diferencia de temperatura entre ambas células que se compensa automaticamente
mediante un sistema de retroalimentacion. La energia eléctrica necesaria para mantener la
paridad de temperatura entre ambas células tras cada inyeccién se registra en forma de picos
(Fig. 3.8a), cuya integral corresponde al calor producido/absorbido como consecuencia de la
reaccion. A medida que aumenta el grado de saturacion, la intensidad de los picos disminuye
hasta alcanzar un valor constante que corresponde al calor de dilucién del ligando. Este efecto
debe ser descontado del calor medido en cada inyeccion y se determina realizando una curva

de dilucién del ligando en el tampén bajo las mismas condiciones experimentales.

Tiempo (min)

0 10 20 30 40
I v I v I v I v I
(O r [all r ] ( \ V-
‘ ‘ ‘ ‘ [ M \/ \ /f
“ \‘ ‘\ ‘ X
g | “\ H ‘\ |
E=r \\ |
= . ol oo
s ‘ Figura 3.8. Valoracién calorimétrica de
\ a una proteina por un ligando. a. Datos
“or J “ experimentales para una serie de 20
o — ——————y inyecciones de 4pl espaciadas cada 5
T °r oo min. Tras crear una linea de base (rojo) e
8 i oc®
g i RSP o integrar todos los picos, Io§ simbolos en b
s “f K ssmesioes & muestran ?I. calor produ0|do. por mol de
R S Ilgando admpnado en cada inyeccion. El
2 I . ajuste de éstos datos por minimos
3 ol . cuadrados no lineales a una clase de sitios
g I . de unién (curva continta azul) genera los
= _ L [ 4 , .
g T yese®® b parametros recogidos en la Tabla (n =
AR 1,02; Kb = 5,510 M'; AH = -13,6 kcal-
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 mol1).
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El calor medido en cada inyeccion tras sustraer la dilucion del ligando (q) es
proporcional a la cantidad de ligando que se une a la proteina en cada inyeccion y a la entalpia
de unién (AH):

gi=v-ALi- AH [8]

siendo v el volumen de la celda de reaccion y AL; la variacién en la concentracion de ligando

libre tras la inyeccion i.

El analisis de la isoterma de valoracion generada a partir de la dependencia de g; con la
relacion molar ligando/proteina (Fig. 3.8b) en términos de un modelo de unién adecuado permite
calcular la entalpia de union (AH), la constante de equilibrio (Kp) y la estequiometria de la unidn
(n). Conocidos Ky y AH, es posible determinar la energia libre (AG = -RT In Kp) y la entropia
(AS) de union (Leavitt y Freire, 2001). La magnitud y el signo de AH y AS estan relacionados
con el tipo de fuerzas (hidrofébicas, electrostaticas, puentes de hidrogeno, van der Waals)
implicadas en la estabilizacion del complejo formado (Eftink y Biltonen, 1980) y se pueden
correlacionar con la estructura de las moléculas interaccionantes (Lin ef al., 1991; Leavitt y
Freire, 2001).

Wiseman et al., (1989) demostraron que el producto de la concentracién de proteina en
la célula calorimétrica, [Mo], por la constante de union y el nimero de sitios para el ligando
define un parametro (¢ = [Mo] K»n) cuyo valor debe ser inferior a 1000 para que el valor de Kp
pueda ser determinado con precision mediante ITC. Como puede verse en la Fig.3.9, por
encima de un cierto de valor de c la curva pierde su foma caracteristica y se hace indistinguible
de otra con valores mas elevados de Ky (n'y [Mo] constantes). La concentracion de sitios (n {Mo])
necesaria para que la determinacién de los parametros termodinamicos sea fiable viene
determinada por el valor de K (0.5 < Ks'n{Mo] <1000) y/o la sensibilidad del aparato, y ha de
elegirse de tal forma que la curva de valoracion contenga al menos 8-10 puntos y una curvatura

adecuada.
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La valoracion calorimétrica de Pce con colina se realizd inyectando una solucion de
colina 120 mM (12 inyecciones de 3 ul y 21 de 7 pl) sobre la célula de reaccion (1,4 ml), en la
que se encontraba la proteina a una concentracion de 3,29 10-° M. El tampén utilizado fue TRIS-
HCI 20 mM, ZnCl, 10 uM, pH 8,0. Los valores de Ky y AH se determinaron a partir del ajuste no

lineal de la curva de valoracion asumiendo un modelo de unién a dos clases de sitios de unién.

3.2.7. CRISTALOGRAFIA DE RAYOS X

3.2.7.1. Generalidades

La cristalografia de rayos X es una técnica experimental que se utiliza para la
determinacion de estructuras moleculares a resolucion atémica. El procedimiento a seguir para

la obtencién de la estructura tridimensional de una proteina mediante cristalografia de rayos X

consta de las siguientes etapas:
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3.2.7.2. Principios de la cristalizacion de proteinas

Los cristales estan formados por moléculas ordenadas de forma periddica y su
contenido puede entenderse como una red imaginaria de unidades elementales idénticas
denominadas celdilla unidad que viene definida por tres ejes y tres angulos interaxiales. La
repeticion por translacién en las tres direcciones del espacio de la celdilla unidad genera el
volumen del cristal. A su vez, la celdilla unidad contiene una unidad minima, denominada unidad
asimétrica, que mediante aplicacion de los elementos de simetria del grupo espacial genera el
contenido de la celdilla y, en consecuencia, el de todo el cristal. La combinacion de la celdilla
unidad con los elementos de simetria designa el grupo espacial, que describe el patron de
repeticion de la unidad asimétrica en el espacio tridimensional. Existen 230 grupos espaciales
de los que s6lo 65 estan presentes en los cristales de proteinas, ya que su quiralidad impide la

existencia de determinadas operaciones de simetria que contienen un centro de simetria.

La determinacion de la estructura tridimensional de una proteina por difraccidn de rayos
X requiere la produccion de monocristales de tamafio adecuado (McPherson, 1982), para lo que
es necesario disponer de una muestra pura y conformacionalmente homogénea. Durante el
proceso de cristalizacion las moléculas se llevan a un equilibrio de fases liquido/sélido mediante
una minimizacién de la energia libre. Esta situacion se alcanza cuando las interacciones
atractivas entre moléculas son maximas y las repulsivas minimas. Cuando el sistema se lleva
muy lentamente a un estado de minima solubilidad, se alcanza un grado limitado de
sobresaturacion (termodinamicamente inestable) que conduce a la cristalizacion de la proteina
(Fig. 3.10).

" Zona de
\ precipitacion
1

[Proteina]

Figura 3.10. Representacion de un
diagrama de solubilidad. Se indica
el equilibrio fase-liquida/fase-solida
alcanzado durante el proceso de
cristalizacion.

[Precipitante] 00
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Los cristales de proteina presentan unas caracteristicas particulares:

e El contenido en solvente es muy elevado (50-80%) ya que la baja densidad de
empaquetamiento de las moléculas de proteina en el cristal genera grandes canales ocupados

por moléculas de agua desordenadas (Mathews, 1968).

e El volumen de la celdilla unidad suele ser bastante grande debido al tamafio de las

proteinas y a su esfera de solvatacion.

Estos factores hacen que la fuerza de interaccion entre las moléculas sea débil, de
manera que los cristales son muy fragiles, sensibles a la radiacion y dificiles de manipular. Por
otra parte, el elevado contenido en solvente desordenado hace que los datos de difraccion que
se obtienen sean muy débiles. Por tanto, el primer objetivo en la resolucion de la estructura de
una proteina por difraccion de rayos-X es la obtencion de un monocristal que tenga el mayor
tamafio posible (mayor nimero de elementos dispersores) y la menor mosaicidad. Este
parametro informa del orden interno que posee un cristal, considerandolo como la adicién de
micro-dominios apilados en las tres direcciones del espacio. Cuanto més imperfecto y
desordenado sea este apilamiento mayor seré la mosaicidad y peor la calidad cristalina, lo que

generara peores datos de difraccion.

3.2.7.3. Proceso experimental de cristalizacion

El proceso de cristalizacién consta de dos etapas: nucleacién y crecimiento. En él

intervienen varios factores:

o Naturaleza y concentracidn de los agentes precipitantes.
o Concentracion de proteina.

o pH y temperatura.

. Presencia de aditivos, detergentes, ligandos e iones.

Debido al gran nimero de variables que influyen en el proceso y al desconocimiento ‘a
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priori de las condiciones de cristalizacion de una proteina, es necesario explorar condiciones
muy distintas establecidas a partir del analisis estadistico de las condiciones de cristalizacion de
cientos de proteinas (Jancarik y Kim, 1991).

Los experimentos de cristalizacién de este trabajo se han realizado con la técnica de
difusion de vapor denominada ‘gota colgante’ (Fig. 3.11). La muestra se lleva a un estado de
sobresaturacion mediante difusion de vapor entre la solucion madre, compuesta por el tampén y
el precipitante, y la solucion de proteina. El intercambio de vapor entre ambas disminuye el

volumen de la gota que contiene la proteina y, por tanto, aumenta la saturacion de la disolucion.

Solucién de proteina +
solucién madre

Solucién madre (tampén +
solucién precipitante)

Figura 3.11. Esquema del montaje experimental de cristalizacion mediante
la técnica de difusion de vapor en gota colgante utilizada en la
cristalizacion de Pce. En el interior del pocillo se colocan 500 l de la solucién
madre y sobre el cubre la solucién de proteina (hasta 10 pl) en mezcla con la
solucion madre.

3.2.7.4. Recogida de datos de difraccion

Una vez obtenido el cristal se procede a la medida de su espectro de difraccién. El
montaje experimental (Fig. 3.12) implica colocar los cristales en unos lazos de nylon donde un

haz monocromatico de rayos X incide sobre ellos.

N2

RayosX ?
cristal U_}

Rayos

difractados m

5 &

!

Figura 3.12. Proceso de recogida de datos de difraccion de un cristal. El cristal se protege mediante
un sistema de Nz liquido, bajo la accién de los rayoss¥.
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Los rayos X dispersados por los electrones de las moléculas ordenadas en el cristal
generan maximos de difraccion (dispersion cooperativa). Estos picos de difraccion, también
llamados reflexiones, siguen la ley de Bragg (Fig. 3.13) que relaciona el espacio entre planos
atomicos (d) con el angulo de incidencia de los rayos X (&) y la longitud de onda de la radiacién
(4) (Bragg, 1931). La intensidad de la difraccién decae al aumentar el angulo de incidencia
debido a la movilidad térmica de los atomos y a la calidad del cristal, lo que afecta a los datos de

mayor resolucién (mayor angulo ).

Haz incidente

Haz dispersado

AB +BC =n\A AB=BC
2AB = n\ sen 0 = AB/d
sen0=n\/2d

2dsen 6 = n\

Figura 3.13. Representacion de la ley de Bragg.

La dispersion de los rayos X generara un espectro de difraccion que se digitalizara y se
transformaré en valores de intensidades asociados a cada familia de planos de Bragg. El
espectro consta de una serie de elementos de area correspondientes a los maximos de

difraccion, ‘spots’, que constituyen el denominado ‘espacio reciproco’.

3.2.7.5. El problema de la fase en cristalografia

La resolucion estructural de una proteina implica obtener una imagen del ‘espacio real’
(nuestra proteina en el cristal) a partir del ‘espacio reciproco’. Ambos estan relacionados, ya

que la densidad electronica del cristal es la transformada de Fourier del patrdn de difraccidn

58



Materiales y Métodos

obtenido experimentalmente. Matematicamente, se relacionan mediante la siguiente expresion:

plxyz)= VL DD Fhk)e™; o = 2n(hx+ ky +12) [9]
donde F) es el fa::torhde I:estrluctura (magnitud vectorial asociada a cada reflexion) y o (xyz) la
funcidn de densidad electrénica en cada punto (xyz). Sin embargo, de los datos experimentales
se obtienen los mdulos o amplitudes de los rayos difractados | F(hki) | pero no sus fases, o, por
lo que no es posible la obtencion directa de la estructura a partir de los datos de difraccidn. Esto
constituye el denominado ‘problema de la fase’, punto critico en cristalografia, para el que se

han desarrollado diferentes técnicas de resolucion (Blundell y Johnson, 1976).

3.2.7.6. Equipos de difraccion y fuentes de radiacion

Convencionalmente, los rayos X se generan en tubos de alto vacio al emitir un catodo
electrones que son acelerados dentro de un campo eléctrico hacia el anodo, produciendo la
radiacion. Sin embargo, en el caso particular de cristales de proteinas, y debido a sus
caracteristicas especiales, es necesario utilizar con frecuencia fuentes de radiacion X mucho

mas intensas, que permitan obtener datos de difraccién adecuados.

En este trabajo se han empleado 2 tipos distintos de fuentes de radiacién y de equipos

de difraccion para la recogida de espectros de difraccion:

e  (Generador de rayos X de anodo rotatorio. Se ha utilizado el equipo de difraccion del

Grupo de Cristalografia Macromolecular y Biologia Estructural del Instituto de Quimica-Fisica
Rocasolano (CSIC). La fuente consta de un generador de anodo rotatorio Enraf-Nonius FR591.
Dicho 4nodo es de cobre y produce una radiacién con una longitud de onda de 1.5418 A. El
generador dispone de un sistema interno de refrigeracion por agua y transferencia de calor que
permite una potencia de 4 kW. El equipo consta de un sistema criogénico de Oxford
Cryosystems que permite enfriar la muestra a 100 K y con él se midieron los datos de difraccién
de la proteina nativa. Los datos de difraccion son recogieron en un detector del tipo Image Plate

de 345 mm de Mar Research.

e Radiacion sincrotrédn. La radiacion sincrotrén es la fuente de radiacion X mas intensa
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que existe. El sincrotron consta de un anillo de cientos de metros de longitud por el que se
hacen circular electrones a velocidades cercanas a las de la luz. Al quebrarse la trayectoria de
los electrones mediante imanes, para poder seguir la curvatura del anillo, se produce la emisién
de una radiacién muy energética y tangencial a la direccion seguida por los electrones
denominada radiacion sincrotron. La radiacion emitida muestra un espectro continuo de longitud
de onda muy amplio, en el que se encuentran incluidos los rayos X. Por tanto, la radiacién
sincrotron tiene como ventajas fundamentales su mayor brillo y la posibilidad de seleccionar la
longitud de onda de los rayos X. La recogida de datos de los cristales de Pce con derivados de
gadolinio se realizd en la linea BM30A del ESRF (European Synchrotron Radiation Facility)
utilizando la longitud de onda correspondiente a la capa Ly del gadolinio (. = 1,7110 A),
determinada a partir de espectros de fluorescencia de los cristales. Como sistema de deteccion

se utilizé una cdmara CCD y la temperatura de trabajo fue de 100 K.

3.2.7.7. Criocristalografia

Los cristales de proteina sufren un gran deterioro al ser expuestos a la radiacion,
perdiendo su orden interno. Este efecto es dependiente del tiempo de exposicion, de la longitud
de onda de la radiacion utilizada y de la potencia del haz incidente, condiciones que provocan la
generacion de radicales libres. Todo esto, unido al elevado contenido de solvente en el cristal,
facilita la difusion de los radicales, que pueden llegar a degradar el cristal mediante una serie de
reacciones quimicas. Este efecto se puede paliar recurriendo a técnicas de criocristalografia
(Garman y Schneider, 1997) que, al retrasar la ‘muerte’ del cristal permiten obtener un conjunto
completo de datos antes de su destruccion. Para que las temperaturas utilizadas en
criocristalografia (=100 K) no dafien el cristal por la formacion de cristales de hielo se pueden
utilizar sustancias crioprotectoras como el glicerol, metilpentanodiol, etilenglicol, etanol,
polietilenglicol, sacarosa, etc, que evitan la formacién de hielo mediante la generacién de un
estado vitreo alrededor del cristal. Sin embargo, estas sustancias pueden alterar el cristal,
dafiando el orden interno, o disolviéndolo en el crioprotector. Por este motivo, hay que elegir
apropiadamente el agente crioprotector, su concentracion y el tiempo de permanencia del cristal
en la solucién crioprotectora. El procedimiento seguido en nuestro caso, fue realizar la inmersién

del cristal en la solucion crioprotectora unos segundos antes de colocarlo a baja temperatura. La
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solucion crioprotectora utilizada fue la solucién madre con un 20% de glicerol y la temperatura
de trabajo fue de 100 K.

3.2.7.8. Procesado de los datos

A partir del espectro de difraccion (Fig. 3.12) se puede obtener informacién tanto de la
topologia del cristal como de las dimensiones de la celdilla elemental. Por otro lado, la
distribucion de intensidades permite obtener los elementos de simetria del grupo espacial. El

procesado de los datos de difraccion se llevd a cabo mediante los siguientes pasos:

— Caracterizacion del cristal: Se obtiene informacién sobre la geometria de la celdilla

unidad. Este proceso se denomina ‘indexado’ y en él se asignan a cada maximo de difraccion
unos indices hkl (indices de Miller) que representan la difraccién por un conjunto de planos de

atomos del cristal.

— Estimacién de las intensidades de los maximos de difraccion: Este proceso se

realiza en dos fases: la estimacion de la intensidad de cada reflexion y el escalado de las
intensidades. La intensidad de cada reflexion se estima a partir de los ‘spots’ mediante la
integracion de las intensidades asociadas a cada elemento de area de cada ‘spot’. Ademas, hay
que tener en cuenta el ruido de fondo de la imagen y la mosaicidad del cristal lo que hacen que
el perfil de los ‘spots’ sea diferente. Posteriormente, se aplican una serie de correcciones a las
intensidades para que todas sean comparables y se puedan promediar las reflexiones
equivalentes, reduciéndolas a la unidad asimétrica. En el proceso de escalado se utilizan una

serie de parametros estadisticos, siendo los siguientes los mas importantes:

e Rsym: Representa las diferencias de intensidad entre reflexiones relacionadas por

simetria.
¢ /ol Indica la intensidad de la sefial con respecto al ruido.

e Multiplicidad o redundancia: Representa el numero de observaciones por cada
reflexion. Cuanto mayor sea este parametro mejor es la estimacion de los errores

experimentales y sistematicos.

e Completitud: Indica el porcentaje del espacio reciproco recogido en los datos. Se
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necesita una completitud del 90-100% y de al menos del 80% en la esfera de mayor

resolucion.

— Obtencién del médulo del factor de estructura: Se obtiene a partir de la medida de

las intensidades corregidas y escaladas de cada haz difractado con indices hkl, siendo la

intensidad proporcional al cuadrado del modulo del factor de estructura, segun:

1(hit) o |F (it [10]

El factor de estructura es la resultante de las ondas dispersadas por todos los atomos
de la celdilla unidad en cada direccion, y al ser una magnitud vectorial se puede expresar como

una combinacion de amplitud y fase (Fig. 3.14).

F hkl > (k=] F(hkd] o

o (hkl)

N
>

Figura 3.14. Diagrama de Argand. Representacion vectorial del factor de estructura.

Mediante la asignacion a cada méaximo de los indices hkl y el célculo del mddulo de su
factor de estructura se llega al resultado final del experimento de difraccion. Para ello se
emplean los siguientes programas incluidos en el paquete informatico CCP4 (Collaborative
Project, N4, 1994):

e  MOSFLM: Programa para el procesado de los datos que incluye la determinacién de la
orientacion del cristal, los parametros de la celdilla unidad, la mosaicidad y propone un grupo
espacial, generando una lista de reflexiones e integra las intensidades difractadas.

e  SCALA: Programa que escala multiples observaciones de reflexiones y las reduce a una
intensidad promedio para después realizar un analisis estadistico de las medidas.

e TRUNCATE: Este programa permite obtener amplitudes a partir de las intensidades

medias y las coloca en una escala absoluta usando el diagrama de Wilson (French y Wilson,
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1978).

3.2.7.9. Resolucion de la Estructura

Para determinar la estructura tridimensional de una proteina se necesita obtener el
mapa de densidad electronica p (xyz) definido en cada punto de la celdilla unidad. Los maximos
de esta funcion (Ec. 11) determinan las posiciones de los atomos y, por tanto, la estructura

tridimensional.

p(xyz):Vi ZZZ |F(hkl)‘ e 27 (hx+ky+iz+a) [11]
c h k I

A pesar de disponer de los mddulos de F(hkl) de cada reflexién, obtenidos directamente
a partir de las intensidades, en el experimento de difraccion se pierden sus fases, a. Existen

diferentes métodos que se aplican para su resolucion.

Los métodos de Patterson (Patterson, 1935) no aportan una solucion directa al
problema pero dan una informacion que, combinada con los métodos de resolucién estructural
en proteinas, permite la obtencion de fases iniciales. La funcién de Patterson (Ec.12) es
basicamente la transformada de Fourier de las intensidades y proporciona informacion acerca
de la orientacion relativa y la longitud de cada vector interatomico de la estructura, tanto a nivel
intramolecular como intermolecular. Debido a la gran cantidad de vectores que se generan en el

caso de las moléculas de proteinas, estos métodos no son suficientes para su resolucién.

Plu,v,w)= Vizzz |F (k) cos 27 (hue + kv + bw) - [12]
h k1

c
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A continuacion se describen brevemente los métodos mas utilizados para resolver el

problema de las fases en proteinas:

e Reemplazamiento Molecular (MR): Este método utiliza como fases iniciales las de una

proteina de estructura conocida que se toma como modelo. La similitud de secuencia con la
proteina problema debe ser superior al 30%, por lo que la aplicacion de esta técnica depende de

la disponibilidad de un modelo apropiado.

e Reemplazamiento Multiple Isomorfo: Si no se conoce la estructura de ninguna proteina

homologa, se puede recurrir a la utilizacion de este método, basado en la introduccion de
atomos pesados (Au, Hg, Pd, Pt, etc) en zonas del cristal que estan ocupadas por el solvente.
Para que dos cristales cumplan la condicién de isomorfismo, sus grupos espaciales, la celdilla
unidad y su disposicién atomica debe ser casi idéntica. Mediante la comparacion de los
espectros de difraccion de la proteina nativa y del derivado con el dtomo pesado se pueden
determinar las posiciones de los atomos pesados en el cristal (utilizando los mapas de
Patterson), siempre y cuando el cristal nativo y derivado sean isomorfos. En el caso de Pce se

intentd la obtencion de derivados con sales de mercurio y de platino.

e Dispersién Anémala Multiple (MAD): Cuando la longitud de onda de los rayos X esta

muy proxima al maximo de absorcion de un elemento, la radiacion absorbida produce un
desplazamiento en la fase y la amplitud de la radiacién dispersada. Esto genera una
desigualdad en las reflexiones relacionadas por simetria (parejas de Friedel) que deberian ser
iguales en amplitud y presentar fases opuestas. Sélo los dtomos pesados contribuyen de forma
significativa a la dispersion anémala ya que los atomos ligeros como H, C, N'y O no absorben a
la longitud de onda de los rayos X. Las diferencias andmalas pueden utilizarse, como las
diferencias isomorfas, para localizar los dispersores anomalos a través de los métodos de

Patterson.

El factor de dispersion, f (4), de un atomo modificado por la dispersion anémala viene

dado por la siguiente expresion:

f(A)=fy+ AF (A)+iar(2) [13]
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siendo f'y " las componentes real e imaginaria de la dispersién anémala y f, la componente
normal. Para llevar a cabo un experimento de MAD se necesita tener un atomo pesado en el
cristal y recoger los espectros de difraccién a longitudes de onda adecuadas (generalmente
utilizando la radiacion sintonizable del sincrotron). La seleccién de las longitudes de onda se
realiza a partir de un espectro de fluorescencia del dispersor anémalo recogido en el sincrotron.
Es necesario obtener datos a tres longitudes de onda, correspondientes al maximo de absorcion
(méximo de f"), al punto de inflexion de la curva de absorcion (minimo de ), y a una longitud de
onda lejana donde la dispersion andémala sea minima, es decir, cuando el valor de f sea
cercano al valor normal. La combinacion de estos datos permite calcular la distribucion de
amplitudes y fases que generan los dispersores andmalos y resolver la estructura con un unico

cristal.

e Dispersiéon anémala simple (SAD): El método esta basado en la capacidad dispersora

andmala de atomos pesados con una sefial anomala muy intensa a la longitud de onda de
medida, lo que permite resolver el problema de la fase con datos recogidos a una Unica longitud
de onda. Recientemente, se ha descrito la utilizacion de complejos de lanténidos de alto poder
de faseado en la resolucion de macromoléculas bioldgicas (Girard et al., 2003).

En este trabajo se ha utilizado la técnica SAD para resolver la estructura de Pce,
utilizando como dispersor anémalo el atomo de gadolinio del complejo Gd-HPDO3A. El derivado
no isomorfo se prepard por inmersion rapida (1 minuto) en una solucion 10 mM del complejo de
Gd-HPDO3A. EI maximo de absorcion se determind a partir del espectro de fluorescencia
registrado en la linea BM30A del ESRF y se recogid un conjunto de datos de difraccion a la
longitud de onda correspondiente a la capa Li del gadolinio (A = 1,7110 A). Las posiciones de
los atomos de gadolinio en la estructura se determinaron mediante mapas de Patterson,

utilizando para ello el programa SHELX (Sheldrick, 1998).

3.2.7.10. Construccion del modelo y refinamiento

La construccion del modelo y la resolucion estructural se llevé a cabo en el GCMBE del
Instituto de Quimica-Fisica ‘Rocasolano’ por el Dr. J. A .Hermoso. Dicho modelo se gener6 a

partir de los mapas de densidad electronica experimentales mediante el empleo del programa O
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(Jones et al., 1991). El refinamiento matematico del modelo inicial se llevo a cabo mediante la
utilizacién de los programas CNS (Brunger et al., 1998) y Refmac (Murshudov, 1997). Por
ultimo, la estereoquimica y geometria del modelo final fue validada mediante el programa
PROCHECK (Laskowsky et al., 1993).

3.2.7.11. Construccion del modelo Pce-teicoico y Pce-NPPC

Para la construccion del modelo Pce-teicoico se utilizd el fragmento pentamérico de
acido teicoico resuelto por RMN (Klein et al., 1996). Con el fin de mantener las conformaciones
originales de los anillos de azucar de los &cidos teicoicos, solamente se realizaron torsiones,
siempre permitidas, para los residuos de fosforilcolina y la molécula de ribitol. En primer lugar se
fijo el residuo de fosforilcolina del acido teicoico sobre la cavidad generada por el sitio activo de
Pce. A continuacion, se posicionaron manualmente con el programa O los residuos de
fosforilcolina correspondientes a las siguientes unidades de teicoico en los sitios de unién a
colina del CBM. En segundo lugar, y, mediante el mismo procedimiento, se realiz6 un modelo
utilizando el sitio de unién a colina no canénico (generado en la parte posterior del centro activo)

y el sitio posicionado entre las repeticiones p3-p4.

El modelo del complejo Pce:NPPC se construy6 a partir de la estructura de Pce:PC y de
la estructura de la molécula de NPPC, extraida del complejo NPPC:anticuerpo-m3c65 (cddigo
PDB, 1DL7). En primer lugar, el residuo de fosforilcolina del NPPC se superpuso sobre la
molécula de PC unida al sitio activo de Pce y, a continuacién, se colocd el grupo p-nitrofenilo
manualmente con el programa O (Jones et al., 1991) hasta eliminar cualquier impedimento
estérico con la molécula de Pce. Durante el ajuste s6lo se modificaron los angulos de torsién
permitidos del grupo fosfato, para preservar la conformacion original del grupo p-nitrofenilo en la
molécula de NPPC. El modelo asi obtenido se minimizé energéticamente utilizando el programa
CNS (Brunger et al., 1998).
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Actividad enzimatica. Dependencia de metales

4. RESULTADOS

4.1. Pce: UNA ENZIMA DEPENDIENTE DE CINC

4.1.1. ANALISIS DE POSIBLES METALES UNIDOS A Pce. INFLUENCIA EN LA ACTIVIDAD

Para determinar si Pce era una metaloenzima, se cuantificd el contenido en metales
(Zn?*, Ca?*, Fe3*, Mg?*, Co?*, Cu?* y Mn?*) de la proteina mediante ICP-OES. El analisis de
muestras de proteina, aisladas en tampones preparados sin afiadir ninguno de los metales
investigados y equilibradas en HEPES 20 mM pH=7,0, puso de manifiesto la presencia de 1,8 +
0,1 equivalentes de Zn2*y 2,1 + 0,1 equivalentes de Ca2* por mol de Pce. En algunas muestras
se detectd la presencia de trazas de Fe?* (0,2 + 0,1 equivalentes/mol). Resultados similares se
obtuvieron con muestras de Pce purificadas en tampones suplementados con ZnCl; 3 uM
(Tabla 4.1).

Para estudiar la posible influencia de los cationes unidos a Pce en la actividad de la
enzima, se realizaron medidas de actividad enzimatica, tanto en ausencia como en presencia de

metales.

Tabla 4.1. Contenido en metales de Pce a pH 7,0. Influencia en la actividad enzimatica

Actividad (%) Relacién®
. ctivida
Tampon ’ cation/Pce

de dialisis HEPES 20 mM HEPES 20 mM HEPES 20 mM Zn2 Ca?*

Zn?* 10 uM EDTA 3 mM

HEPES 20 mM 100 100 100 200£001 2102 0,02
HEPES 20 mM 100 100 100 200£0,01  21100,01
Zn?* 3 M
HEPES 20 mM 100 100 100 22+ 0,1 22401
Zn?* 10 pM
HEPES 20 mM 40 2 40 0664004 17201
EDTA 3 mM

al as muestras de Pce purificadas en tampones suplementados con ZnCl2 0 EDTA se diluyeron o re-equilibraron
previamente en el tampon utilizado en los ensayos cinéticos para evitar posibles interferencias. bLas
estequiometrias cation/proteina se midieron en el tampon de didlisis (concentracion de Pce = 10 uM).
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La adicion de EDTA (3 mM) al tampdn de medida no producia ningun cambio significativo
en la hidrélisis de NPPC por Pce. Sin embargo, tras dialisis prolongada (24 h) frente a EDTA 3
mM en HEPES 20 mM a pH 7,0 la actividad disminuia un 60%, observandose una reduccion
simultanea del 67% en el contenido total de cinc (Tabla 1), y una pequefia variacion en el
contenido de calcio (1,7 equivalentes por mol de enzima). En la Figura 4.1 se puede observar
como a una concentracion de EDTA 20 mM (HEPES 20 mM, pH 8,0) se consigue una
inactivacion casi total de la enzima (5% de la actividad inicial) tras 28 horas de dialisis. Estos
resultados ponen de manifiesto que tanto el cinc como el calcio se encuentran fuertemente
unidos a la enzima, siendo necesaria una concentracion elevada de quelante y mas de 24 horas
de diélisis para poder eliminar el cation Zn?* en las condiciones descritas (t12=5,6 £ 0,5 h en
EDTA 20 mM).

100 |

60 |

Actividad (%)

20F

Tiempo (h)

Figura 4.1. Cinética de inactivacion de Pce. La enzima se dializ6 frente
a EDTA 20 mM en tamp6n HEPES 20 mM, pH 8,0.

Como puede observarse en los datos recogidos en la Tabla 4.1, la dilucién 1/100 de las
muestras de apoenzima en tampones que contenian un ligero exceso de Zn2* (= 10 uM) con
respecto a la concentracion total de EDTA permitia reconstituir la enzima, recuperandose hasta

un 90% de la actividad inicial, lo que indica la alta reversibilidad del proceso.

Estos resultados sugieren que Pce es una fosfodiesterasa dependiente de cinc, cuya

actividad requiere la ocupacién de los dos sitios del cation (40% de actividad para un nivel de
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ocupacion total de = 33%), mientras que el calcio, dificilmente eliminable en ninguna de las

condiciones ensayadas, podria desempefar un papel de tipo estructural.

4.1.2. ESTUDIOS DE INHIBICION POR Zn2*

Tras comprobar que el catidn Zn2* era esencial para la actividad de la enzima, se
procedio6 a estudiar su dependencia con la concentracion de metal.

Como puede verse en la Figura 4.2 la presencia de Zn2* a concentraciones superiores a
100 uM inhibe la actividad enzimatica de Pce. La adicién de un exceso de EDTA (2,5 mM) al
tampon de medida permite recuperar el 100% de actividad, lo que indica que el proceso de

inhibicion es completamente reversible.

10}
9l
o sl
=]
B |
= TF
k]
<€ L
6l Figura 4.2. Inhibicion de Pce por
i Zn?*, Actividad de Pce (0,1uM) sobre
NPPC (3 mM) en funcion de la [Zn?*].
Sr Las medidas se realizaron en HEPES
20 mM (pH=7,0)a25°Cya/=0,05.

0,01 0,1 1
[Zn™] (mM)

Con objeto de caracterizar el tipo de inhibicion producida por el cinc, se estudio la
dependencia de la velocidad de hidrolisis de NPPC con la concentracion de sustrato a distintas
concentraciones del catién. Debido a los problemas de solubilidad que presenta el cinc en
medios basicos, las medidas de inhibicion se realizaron en el intervalo de pH comprendido entre

6,5y 7,5 utilizando los tampones descritos en el apartado 3.2.4.

En la Figura 4.3 se muestran las curvas experimentales obtenidas a pH 7,22.
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10 |

Velocidad (s”)
»
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Figura 4.3. Dependencia de la
actividad de Pce con |Ia
concentracion de Zn?. Las medidas
se realizaron en presencia de 3 pM
(0), 200 uM (©), 400 uM () y 800 uM
(V) Zn?* en tampon HEPES 20 mM pH
7,22 (25 9C; | = 0,05). Las lineas
continuas corresponden al ajuste
tedrico de la ecuacién 4 a los datos
experimentales.

Los parédmetros obtenidos del ajuste de la ecuacion de Michaelis-Menten a los datos

experimentales (Tabla 4.2) muestran un aumento de la K aparente con la concentracion de

cinc, mientras que los valores de kcat permanecen aproximadamente constantes, lo que sugiere

un mecanismo de tipo competitivo.

Tabla 4.2. Variacion de los parametros cinéticos de Pce con la concentracion de Zn*

[Zn 2] Km,ap Keat keafKm,ap
(kM) (mM) (s) (mM-s7)
3 0,17 0,02 98+0,3 58+6
200 0,9+0,1 10,5+0,2 12+1
400 12+0,2 99+0,3 84106
800 23+04 99+03 45+0,2

Todas las medidas se realizaron en HEPES 20 mM a pH 7,22.
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Los resultados obtenidos pueden describirse, de hecho, asumiendo un modelo de
inhibicidn competitiva, como muestra la representacion de dobles inversos de Lineweaver-Burk
(Fig. 4.4).

<07

,(mM)

Km_

<06

0 200 400 600 800 1000
12n"] (M)

<05

04

1N (s)

<403

<02

- 0,1

7; /
0
1/[NPPC] (mM")

Figura 4.4. Representacion de Lineweaver-Burk de los datos experimentales
representados en la Fig. 4.3. El inserto muestra la dependencia de la Km,ap con la concentracion
de Zn2, Las lineas muestran el ajuste por minimos cuadrados de los datos experimentales a una

recta (Zn2*: 3 uM (), 200 uM (©), 400 uM () y 800 UM ().

Los parametros cinéticos obtenidos del ajuste simultaneo de la ecuacion 4 (inhibicion
competitiva; seccion 3.2.4.1) a las curvas de actividad medidas a pH 7,22 (Ki= 54 £ 2 uM, Kn =
160 + 40 uM y kear= 9,9 + 0,3 s°1) concuerdan con los calculados a partir de la representaciones
primaria y secundaria de Lineawever-Burk (Ki= 54 + 2 uM, K = 180 + 40 uM y kcat= 10,1 £ 0,3
s1). Resultados similares se obtuvieron a todos los pHs ensayados dentro del intervalo de
medida (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Influencia del pH en la inhibicién de la hidrélisis de NPPC por Pce.

[Zn*] Kin,ap Keat keat/Kim,ap
pH (uM) (mM) (%) (mi- )
3 0,40 + 0,07 6,6+ 0,2 1642
50 100 0,620,1 6,6+ 0,2 1042
400 12403 6,540,3 55+09
800 1,8+02 6,7+0,3 37403
3 0,30 £ 0,07 76403 2545
665 200 0,68 + 0,06 7,940,1 11,6408
500 1,20+ 0,09 7,901 6,6+ 0,4
800 16+0,1 8,0+0,1 51402
3 0,17 +0,04 79403 465
100 0,52 £ 0,06 79402 15+ 1
o7 400 1,120,1 7,940,2 8,107
800 18402 8,00,2 45+03
3 0,16 + 0,02 8,102 50 + 5
200 10£0,1 92402 95408
6,85 400 13£0,1 9,1£0,2 7005
600 2,201 9,20,2 4202
800 18+02 83102 47+03
3 0,16 + 0,02 9,902 60 + 10
250 10£0,1 9,802 10,109
no0 400 15402 95403 6,106
800 2,702 9,1£0,2 3,402
3 0,19 +0,02 102402 50 £ 20
200 0,47 £0,06 10,6403 2342
h3s 400 1,0£0,1 10,2+0,2 10,5+0,8
800 2,202 10,5+0,3 49+03
3 0,19 £ 0,04 111 £04 59 £ 8
o 200 0,840,1 12,5+ 04 162
400 10402 11,9+04 1141
800 2,08 £ 0,09 12,0 0,1 5,8+0,2
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Los parametros cinéticos (Km.ap, Kcat ¥ Kcat/ Kmap) Obtenidos a cada uno de los pHs
estudiados, asumiendo un modelo de inhibicion competitiva, se recogen en la Tabla 4.3,
observandose que la inhibicion es méaxima en torno a pH 7,0 (Ki = 46 £ 2uM), Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Dependencia con el pH de la inhibicién de la
actividad catalitica de Pce por Zn2* (T = 250C, / = 0,05)

PH ™)
6.5 0,25 +0,03
6.65 0,206 + 0,007
675 0,122 £ 0,007
6.85 0,056 + 0,004
7.00 0,0460 + 2E-4
722 0,0540 + 26-4
735 0,080 + 0,003
743 0,100 + 0,003

Tras caracterizar la inhibicion de la actividad enzimética de Pce a altas concentraciones
de cinc en tampén HEPES, se procedié a comprobar si este efecto inhibitorio era dependiente
de la naturaleza de las especies quimicas utilizadas como reguladoras del pH, usando como
tampdn BIS-TRIS propano. A diferencia del HEPES, que en el intervalo de pH 6,5-7,5 esta
constituido por especies ‘zwitterionicas’ y anidnicas, el BIS-TRIS propano es un regulador de pH

de tipo catidnico.

Como se muestra en la Figura 4.5, la actividad de Pce en BIS-TRIS propano no es
inhibida a altas concentraciones de cinc. Este hecho indica que la inhibicién observada en
presencia de cinc estd mediada por otros componentes del medio de reaccién, cuya

composicion quimica y/o carga son determinantes para que se produzca este efecto. La unién
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de diferentes especies quimicas procedentes de la solucidon tamponante al sitio activo ha sido
descrita previamente en otras enzimas de la familia de las metalo-f3-lactamasas, como en la 3-
lactamasa de Bacteroides fragilis (Fitzgerald et al., 1998) y la glioxalasa Il humana (Cameron et
al., 1999).

14
12 b
z 10 LA Figura 4.5. Actividad de Pce a
< A e N concentraciones crecientes de
. Zn?* en BIS-TRIS propano. Las

medidas se realizaron en BIS-TRIS
8r propano 20 mM (pH=7,0)a 25°C y |
= 0,05. Las concentraciones
utilizadas de Pce y NPPC fueron de
0,17uM y 3 mM respectivamente.

b3 aaaal " PR
0,01 0,1 1
[Zn*] (mM)

4.1.3. RECONSTITUCION DE LA APOENZIMA CON Fe?* y Fe¥*

Como se ha descrito en la seccion 4.1.1 de Resultados, la dialisis prolongada frente a
EDTA permite obtener la apoenzima. Debido a la existencia de centros cocataliticos Zn2*/Fe?*,
Fe?*/Fe2*, FeZ*/Fe¥, e incluso Mn2*Mn2* en dos de las metalo-hidrolasas pertenecientes a la
familia de las B-lactamasas (Schilling et al., 2003) y en otras metalo-fosfoesterasas (Guddat et
al., 1999; Griffith et al., 1995) se procedi6 a estudiar la posible incorporacion de Fe?* o Fe3* al
sitio activo de la apoenzima, ya que se habia detectado la presencia de trazas en algunas
muestras de Pce. Las medidas de reconstitucion a partir de la apoenzima se llevaron a cabo a
pH 6,0 siguiendo el procedimiento descrito en la seccion experimental (apartado 3.1.3) y
realizando un control paralelo sin EDTA en el medio de dialisis. Los resultados mostraron que la
enzima reconstituida con Fe2* tiene una actividad tres veces superior a la del control y a la

reconstituida con Zn?* (Tabla 4.5). Sin embargo, el bajo nivel de actividad de la enzima
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reconstituida con Fe®* (= 5%) indica que el estado de oxidacién del metal es importante para la
actividad de Pce. La actividad de la enzima reconstituida con Zn?* o Fe2* muestra que el centro
activo es capaz de aceptar diversos metales para generar formas funcionales de Pce, por lo que
la naturaleza del centro activo podria venir determinada por su afinidad hacia cada metal y la
disponibilidad de cada uno de ellos ‘in vivo’.

Tabla 4.5. Actividad relativa de muestras de Pce reconstituidas con ZnZ, FeZ*y Fe®*,

ACTIVIDAD ENZIMATICA (%)
Zn% Fe?* Fe¥* Control
100 302 5% 100

El control representa la actividad de una muestra de Pce procesada en paralelo sin incluir
EDTA en el medio. Las medidas de actividad se realizaron en 20 mM BIS-TRIS propano pH
6,0, utilizando NPPC 10 mM.

4.1.4. DEPENDENCIA DE LA ACTIVIDAD DE Pce CON EL pH

Con objeto de caracterizar la naturaleza de los residuos ionizables de la proteina
implicados en la reaccion de hidrélisis se estudio la dependencia de los parametros cinéticos
con el pH. En primer lugar, se analizé la estabilidad de la enzima en las condiciones de ensayo
a lo largo de todo el intervalo medida, verificando la recuperacion total de actividad cuando las

muestras expuestas a los pHs mas extremos se llevaban de nuevo a pH 8,0.

Para descartar la posibilidad de que las variaciones observadas en las curvas de
actividad se correspondiesen con cambios en la estequiometria de unién del cinc o del calcio se
realizaron medidas del contenido de ambos metales en el intervalo de pH a estudiar, no
observandose variaciones significativas con respecto a los valores obtenidos a pH 7,0 (Tabla
4.6).
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Tabla 4.6. Influencia del pH en la fraccion de metales unidos a Pce.

Estequiometria

Tamp6n? cation/Pce
Zn? Caz
Bis-Tris, pH 5,5 22+0,1 2,40+0,01
HEPES, pH 7,0 2,02+ 0,01 2,05+ 0,02
BIS-TRIS propano, pH 8,0 2,30 +£0,01 n.d.
BIS-TRIS propano, pH 9,0 2,00+ 0,01 2,50+ 0,01

aTodos los tampones contenian Zn2+ 3 uM.

La dependencia de la actividad de Pce con el pH en el intervalo comprendido entre 5,5 y
10 se estudio a partir de las curvas de actividad (velocidad iniciales) siguiendo el procedimiento
descrito en Materiales y Métodos (seccion 3.2.4). Las constantes cinéticas (kcat Y Km) se
calcularon a partir del ajuste de las curvas experimentales en términos de la ecuacion de
Michaelis-Menten. En las Figuras 4.6-4.8 se muestra la variacion de Kcat, Km Y Keat/Km con el pH.
El hecho de que el sustrato utilizado (NPPC) no tenga grupos ionizables en el intervalo
estudiado permite asignar a Pce los grupos responsables de las variaciones observadas en la

actividad enzimatica.

La representacion del log kca frente al pH (Fig. 4.6) muestra un incremento de la
actividad al aumentar la basicidad del medio, observandose una ligera inflexion en torno a pH
7,5y un ‘plateau’ a pHs superiores a 9,0. La pendiente del logaritmo de ket con el pH tiene un
valor limite de 0,25. Esta clara desviacion de un valor cercano a la unidad sugiere un sistema de
equilibrios de ionizacion complejo y la existencia de mas de una especie enzimatica
cataliticamente activa. El perfil del log K (Fig. 4.7) muestra un minimo en torno a pH 7,4 y el
aumento observado a pH basico podria indicar una disminucion en la afinidad de la enzima

hacia el sustrato.
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Figura 4.7. Representacion logaritmica
de Km (mM) en funcién del pH. La linea
continua muestra el mejor ajuste de los
datos experimentales en términos de la
ecuacion [15].
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Figura 4.6. Representacion logaritmica
de kcat () en funcion del pH. La linea
continua muestra el mejor ajuste de los
datos experimentales en términos de la
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La representacion del log Keat / Km en funcidn del pH (Fig. 4.8) muestra un perfil de
campana con un maximo centrado en torno a pH 7,4, y su caida a pH basico refleja el
incremento que se produce en la K. Los valores de 0,8 £ 0,1 (limbo acido) y -0,5 £ 0,1 (limbo
basico) obtenidos para las pendientes de la variacion del log kcat/ Km con el pH indican que la
actividad enzimatica de Pce dependeria, al menos, del estado de ionizacion de dos grupos. La
caida en la actividad observada por debajo de pH 6,0 sugiere que la primera desprotonacion es
esencial para la actividad de Pce, mientras que la segunda disminuye la eficacia catalitica,

posiblemente debido a una menor afinidad hacia el sustrato.

El sistema mas sencillo capaz de explicar la dependencia con el pH de los parametros
cinéticos obtenidos para la hidrolisis de NPPC (Fig. 4.9) requiere, por tanto, la existencia de tres
estados de protonacién distintos en el intervalo de pH estudiado, todos ellos capaces de unir

sustrato, aunque solo las formas monoprotonada (k" =k, ) y deprotonada (k>> =k, ) serian

cat

capaces de hidrolizarlo:

K;‘:'H: K.F;'H
EH, S5 EH S E
) i W

SEH, S SEH S SE
K SEH, Uc,- K ser lk;,

P P

Figura 4.9. Esquema de reaccion propuesto para la hidrélisis de NPPC por Pce.

De acuerdo con el esquema propuesto EH,, EH y E son las formas bi-protonada, mono-
protonada, y deprotonada de la enzima libre; SEH2, SEH y SE corresponden a los complejos
formados por cada una de ellas con el sustrato y P es el producto de la reaccion. Kenz y Ken son
las constantes de disociacion de las formas bi- y mono-protonadas de la enzima libre, y Ksexz y

Ksen las correspondientes a los complejos enzima-sustrato.
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Las ecuaciones [14]-[16] describen la dependencia con el pH de los pardmetros

cinéticos para el modelo propuesto en la Figura 4.9 (Tripton y Dixon, 1979):

kh + kl 1 OPKSEH -pH

log k"‘” = IOg lopKSEHz +pK ey —2pH + 1 + IOPKSEH -pH [14]
OPKEHZ +pK gy =2 pH +1+ 1OPKEH -pH

IOg Km = log Km,lim + 1Og IOPKSEIIZ +PK gy =2 pH + 1 + IOpKSE,, -pH [1 5]
k,, + k107 521

log(km, /K, ) =log At —logK, jin [16]

L b (1L

donde K im €s el valor limite al que tiende la constante de Michaelis-Menten a pH basico.

Como puede verse en la ecuacion [14], la kca depende de las constantes de disociacion
del complejo enzima-sustrato, mientras que la eficacia catalitica (Ec. 16) y la Ki (Ec. 15) estan
influenciadas tanto por las ionizaciones de la enzima libre, como por las del complejo enzima-
sustrato.

Los parametros cataliticos y las constantes de ionizacion obtenidos del anélisis de los
datos experimentales representados en las Figuras 4.6-4.8 en términos de las Ecuaciones [14]-
[16] se encuentran recogidos en la Tabla 4.7. Con objeto de minimizar el niumero de variables a
ajustar, se utilizaron los valores de ki, kn y Kmim obtenidos del analisis de la representacion

logaritmica de kcat y K frente al pH para ajustar la dependencia con el mismo de 10g Kcat Kin.
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Tabla 4.7. Pardmetros cinéticos y constantes de ionizacion
relevantes para la actividad enzimatica de Pce utilizando

como sustrato NPPCa

PARAMETROS
ki (s") 78+0,50
kn(s) 26,5+0,50
Km,im (mM) 22+0,2¢
7,3+0,3¢
PR o, 714060
7,3+0,3¢
PRy 714040
+03b
PKsen, 55403
5+ 1c

8,12 + 0,050
PKsen 8,9+0,1¢
8,6 +0,1c

aDatos obtenidos del ajuste de: bkcat, °Kim, y dKcatl K.

En el rango de pH en el que [H*)/ K, <<1, se pueden obtener, modificando la

ecuacion [14], representaciones lineales secundarias de la variacion de ket con la concentracién
de protones mediante las cuales es posible calcular el valor de Keus y la relacion o= kn/k;

utilizando como valor inicial de k», el maximo experimental de la constante catalitica (26,5 s-'):

-1
a k Kser
H—N—ﬂ e i
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A partir del ajuste de los valores de kcat comprendidos en el intervalo de pH 7-8,5 a la
ecuacion [17] se obtuvieron valores de o = 3,49 (k= 7.4 s') y de pKsex = 8,1, en concordancia
con los calculados a partir del ajuste por minimos cuadrados no lineales de todo el conjunto de
datos experimentales (Tabla 4.7).

De acuerdo con los resultados obtenidos, la primera desprotonacién daria lugar a la
formacion de una forma monoprotonada y activa (k = 7,8 s*') de la enzima con mayor afinidad
hacia el sustrato, mientras que el segundo proceso de desprotonacion, a pesar de aumentar 3,4
veces la constante de hidrolisis (kn = 26,5 s') aumenta significativamente la constante de
Michaelis-Menten (Km,im = 2,2 mM). Por otra parte, las constantes aparentes de ionizacion de los
residuos implicados en los grupos importantes para la actividad son muy parecidos en la enzima
libre (pKer2 = pKen = 7,2), pero claramente diferentes para el complejo enzima-sustrato (pKserz
=~ 5,3; pKsen = 8,5). Los desplazamientos observados cuando se comparan los valores de pKa
obtenidos para la enzima libre y los complejos enzima-sustrato sugieren que la unién de NPPC
favorece la liberacion del primer protdn y dificulta la del segundo, estabilizando la especie

monoprotonada, SEH, a pH neutro.

4.1.5. INFLUENCIA DEL SEGUNDO CATION Zn2* SOBRE LA ACTIVIDAD

De acuerdo con los alineamientos de secuencia de la Figura 1.11 la histidina 90 (H90),
altamente conservada dentro de la superfamilia de las metalo-B-lactamasas, podria ser uno de
los ligandos del segundo atomo de cinc, como se confirmé posteriormente al determinar la
estructura tridimensional de la enzima (seccién 4.4 de Resultados). Para estudiar el efecto de la
perturbacion de la coordinacién del segundo i6n Zn2* en la actividad enzimatica, se procedio a
sustituir la histidina 90 por alanina (H90A), analizando la influencia de esta mutacion en la

actividad y en la estequiometria del cinc unido al centro activo.

El contenido en metales del mutante H90A se midi6 a distintos pHs utilizando el mismo

procedimiento que en la enzima silvestre. Los resultados se muestran en la Tabla 4.8.
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Tabla 4.8. Variacion con el pH de la fraccion de cationes unidos

a Pce-H90A2
Relacién
Tampén cation/Pce-H90A
Zn? Caz
Bis-Tris (pH 5,5) 1,20 £ 0,02 3,10 £ 0,01
HEPES (pH 7,0) 2,40 £0,04 1,90 + 0,01

BIS-TRIS propano (pH 9,0) 2,10+ 0,02 1,90 + 0,03

a Medidas realizadas en presencia de Znz* 3 uM en el medio.

A pH neutro y basico el contenido en cinc del mutante no se ve afectado, indicando que
la mutacion en la H90A no altera la capacidad de unién de Pce al metal en este rango de pH. El
hecho de que disminuya a pHs acidos hasta un equivalente por molécula de Pce, refleja la caida
en la afinidad hacia el metal provocada por la sustitucion de la histidina por alanina, ya que la
presencia de una concentracion libre de Zn2* 3 uM no es suficiente para mantener los dos sitios
ocupados. En el caso del calcio, la estequiometria de unidn es similar a la de la enzima silvestre,

aunque se observa un aumento a pH 5,5.

La dependencia de la actividad del mutante H90A con el pH se estudi6 en las
condiciones empleadas para Pce silvestre. Los parametros cinéticos obtenidos se detallan en la
Tabla 4.9. Los resultados muestran como la ket y la eficacia catalitica del mutante disminuyen
hasta alcanzar valores del 12% y del 1%, respectivamente, comparadas con las de Pce

silvestre.

La dependencia del log kecat con el pH es similar a la de Pce silvestre (datos no
mostrados) aunque los valores de ket obtenidos, como ya se ha indicado, son un orden de
magnitud menor. A partir del anélisis de los mismos en funcién de la Ecuacidn [14] se obtuvieron
unos valores de pK, de 5,7 y 8,03, muy parecidos a los de Pce silvestre para la forma unida al

sustrato.

84



Actividad enzimatica. Dependencia de metales

Tabla 4.9. Constantes y parametros cinéticos del mutante H90A en funcién del pH

oH Kn Keat Kca/Km
(m) (s") (mN 5°)
6,0 1,1+£01 0,43 £ 0,02 0,38 £0,20
7,0 1,704 1,13+ 0,07 0,7+£0.1
7,6 26+0,3 1,47 £ 0,04 0,56 £ 0,05
8,0 1,0+ 0,1 2,84 +0,07 28+0,2
8,25 0,75+ 0,06 2,95+ 0,06 39+0,2
9,0 1,8£0,3 45+0,2 25+0,3
10,0 39+08 47+04 1,2%0,1

Las medidas se realizaron en medios suplementados con Zn?* 3 uM, a25°Cy /= 0,05.

En cuanto a la variacion del log Km con el pH, se observa un ligero desplazamiento de

la curva hacia pHs basicos, por lo que la eficacia catalitica es maxima en torno a pH 8,25. Estos

resultados, unidos al hecho de que el contenido en cinc so6lo disminuya a pHs acidos, indican

que la actividad es altamente dependiente de la geometria de coordinacion del centro

bimetélico. La caida en la afinidad hacia el metal, puesta de manifiesto a pH &cido, es

consecuencia de la pérdida de la histidina 90 como donador del Zn2 y de los posibles cambios

derivados de esta sustitucion en la disposicion de los residuos que contribuyen a mantener la

geometria del centro binuclear.
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4.2. ESTABILIDAD TERMICA Y RECONOCIMIENTO DE COLINA

Mediante técnicas de baja resolucidn se procedié a caracterizar la estructura terciaria y

cuaternaria de Pce, asi como los cambios estructurales inducidos por la unién de colina.

4.2.1. ESTABILIDAD TERMICA

La estabilidad de Pce y el papel estructural desempefiado por los atomos de cinc unidos
al centro activo se estudiaron comparando, por un parte, las estabilidades térmicas de la
holoenzima y la apoenzima y, por otra, analizando la desestabilizacion inducida por la
perturbacion de la esfera de coordinacion del cinc en el mutante H90A. El analisis, realizado
fundamentalmente mediante DSC, se completd estudiando la dependencia de la actividad

enzimatica sobre NPPC con la temperatura y la estabilizacion inducida por la unién de colina.
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Figura 4.10. Efecto de la velocidad de barrido en el perfil del
termograma de Pce. Las medidas se realizaron en tampén HEPES 20
mM (pH 7,0 y Znz* 3 uM) y las velocidades de barrido fueron: 10 °C/h
(negro), 30 °C/h (azul), y 50 °C/h (rosa). La concentracion de Pce fue de
1mg-ml-.
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La desnaturalizacién térmica de Pce resultd ser un proceso irreversible por lo que se
realizaron experimentos de DSC utilizando diferentes velocidades de calentamiento. Como
puede verse en la Figura 4.10 la desnaturalizacién térmica de la enzima silvestre en presencia
de Zn?* 3 uM (HEPES 20 mM, pH 7,0) presenta tres transiciones, de las que sélo la segunda de
ellas parece ser significativamente sensible a la velocidad de barrido utilizada. Asi, aparece
como un hombro de la ultima transicidén en la curva obtenida a 50 °C/h, mientras que en los
termogramas registrados a 30 °C/h y 10 °C/h es claramente visible a menor temperatura. Las
diferencias observadas en la T, de la Ultima transicion cuando se comparan los barridos
obtenidos a 50 °C/h 6 30 °C/h (Tm = 63,25 °C) con el de 10 °C/h (T = 61,7 °C) indican,
posiblemente, una mayor contribucién de la etapa irreversible asociada a esta ultima transicion

cuando se utilizan velocidades de barrido muy lentas.

La eliminacion de los iones cinc del centro bimetalico produce una drastica reduccién en
la estabilidad de la proteina que parece afectar a ambos mddulos, ya que la curva de
desnaturalizacién de la apoenzima, preparada por dialisis frente a EDTA (seccién 3.1.3 de
Materiales y Métodos), muestra dos Unicos picos centrados en torno a 30,7 °C y 36,2 °C (Figura
4.11). En el caso del mutante, la sustitucion de la histidina 90 por alanina disminuye la Ti, de las
dos Ultimas transiciones que aparecen a mayor temperatura, observandose un Unico pico
centrado a 49,9 °C ademas del primer pico cuya Tm permanece practicamente invariante. Las
diferencias existentes en los perfiles de desnaturalizacion representados en la Figura 4.11
sugieren que la primera transicion de la enzima silvestre y del mutante H90A corresponderia a la
desnaturalizacién del CBM, dada la escasa influencia de la union del cinc en la estabilidad de la
regién de Pce responsable de la misma. Por otro lado, los dos procesos que tienen lugar a
mayor temperatura en la forma silvestre podrian corresponder al médulo catalitico y a alguna
region del CBM cuya estabilidad fuera fuertemente dependiente de la estructura de éste. Las
claras diferencias observadas entre la estabilidad del mutante y la apoenzima son consistentes
con el hecho de que el primero sea todavia capaz de unir dos cationes cinc a pH neutro y
basico, poniendo asi de manifiesto el papel esencial que desempefia este cation en la
estabilizacion estructural de Pce, ya que su disociacion parece desestabilizar toda la estructura

de la enzima.
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Figura 4.11. Influencia del cinc en la estabilidad de Pce.
Comparacion de los perfiles de desnaturalizacién térmica de la
apoenzima (EDTA), el mutante H90A (Znz* 3 uM) y la proteina
silvestre (Zn2+3 uM).

Para intentar corroborar la asignacion de la desnaturalizacion del médulo catalitico a la
transicién de la holoenzima centrada en torno a 63 °C, se estudié la dependencia con la
temperatura de la actividad de Pce frente a NPPC, ya que su hidrolisis es independiente del
reconocimiento de colina por el CBM (de las Rivas, 2002). En la Figura 4.12 se muestra la
velocidad de reaccion en funcion de la temperatura (seccién 3.2.4 Materiales y Métodos). Como
puede observarse la caida de actividad se inicia en torno a 60 °C, lo que permite asignar de

forma inequivoca la ultima transicion de la holoenzima a la desnaturalizacion del mddulo

catalitico.
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Figura 4.12. Dependencia de la actividad de Pce con la temperatura.
Representacion de la velocidad hidrélisis de NPPC en funcion de la inversa
de la temperatura. Las medidas se realizaron en tampén HEPES (pH 7,0)
utilizando una concentracion de NPPC 10 mM y de Zn2+ 3 uM. Los diferentes
simbolos muestran los resultados de tres experimentos independientes.

La implicacion del CBM en las otras dos transiciones observadas en la holoenzima se
analiz6 estudiando la desnaturalizacién de Pce en presencia de Zn?* 3 yM y a concentraciones
crecientes de colina. Como puede verse en la Figura 4.13, la union de colina desplaza la
primera transicion hacia temperaturas mas altas, como cabe esperar de la estabilizacion
inducida por la union del ligando al CBM, solapando con la segunda transicion a 41,3 mM colina.
Aunque la magnitud del efecto es menor y las variaciones observadas se producen a mayor
concentracion de colina, la adicién del aminoalcohol produce también un incremento en la Tr, de
las dos Ultimas transiciones (Figura 4.13), lo que podria reflejar la union de colina al sitio activo
(de las Rivas, 2002) o a otros sitios del CBM con menor afinidad hacia el ligando. Aunque la
irreversibilidad de la desnaturalizacion de Pce limita el andlisis de las distintas transiciones
visibles en el termograma (particularmente en el caso de la segunda) se ha realizado una

deconvolucion aproximada de las mismas a partir de la envolvente, con objeto de facilitar su
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visualizacion y evolucion con la concentracion de colina. La union del ligando y el incremento en
la T de los distintos dominios cooperativos presentes en Pce dan lugar a un incremento en la
entalpia de desnaturalizacion desde valores de 276 + 8 kcal -mol-! en ausencia de colina hasta

430 £ 10 kcal ‘mol-' en presencia de 41,3 mM colina.

413 mM

ACp (kcal.mol".K")

4,7 mM

20 keal. mol”. K

Temperatura (°C)

Figura 4.13. Desnaturalizacion térmica de Pce en presencia de
concentraciones crecientes de colina. Las medidas se realizaron en HEPES
20 mM, Zn2* 3 uM (pH 7,0), a las concentraciones de colina indicadas en la
fiqura.

4.2.2. RECONOCIMIENTO DE COLINA

Debido a los fenémenos de asociacion mediados por colina encontrados en las murein-

hidrolasas caracterizadas hasta el momento (Varea et al., 2000; Saiz et al., 2002; Monterroso et
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al., 2005) se procedi6 a estudiar el estado de asociacion de Pce y su posible dependencia con

la union de este ligando mediante ultracentrifugacion analitica.

Los estudios de equilibrio de sedimentacion permitieron determinar el estado de
asociacién de la enzima, asi como su masa molecular aparente. Los resultados indican que
tanto en ausencia como en presencia de colina (Fig. 4.14) Pce sedimenta con una masa
molecular promedio en peso aparente, My, correspondiente al mondémero (69.053 Da; Mw/Mo=
0,98) en todo el rango de concentracion de proteina estudiado. Estos resultados estan en
concordancia con los obtenidos anteriormente para Pce y su dominio N-terminal en ausencia de
colina (de las Rivas, 2002).
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Figura 4.14. Variacion de la masa molecular promedio en peso de Pce y dependencia con la
concentracion de colina. a. Dependencia de la concentracion de Pce en ausencia de colina (triangulos

verdes). b. Medidas realizadas en fosfato pH 7,0 (triangulos verdes) y pH 8,0 (circulos naranjas) con la
concentracién de colina (mM).

La union de colina a Pce se caracterizO mediante calorimetria isoterma de valoracion
(ITC) a 25 °C. La figura 4.15 muestra una curva de unién obtenida a partir de la inyeccién de
colina 113,5 mM (12 x 3 inyecciones de 3 pl y 21x7 inyecciones de 73 pl) sobre una muestra de
Pce (2,3 mg -ml).
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Figura 4.15. Curva calorimétrica de saturacion de Pce por colina. El
experimento se realizo en tampon TRIS-HCI 20 mM, ZnCl2 10 uM, pH 8,0
a 25 °C. La concentracién final de colina alcanzada fue 13 mM. El trazo
continuo indica el ajuste a los datos experimentales asumiendo un modelo
de unién a dos tipos de sitios diferentes con n1=2y n2=8.

Los datos experimentales se ajustan a un modelo de unién con dos clases diferentes de
sitios de unién a colina. La unién a los sitios de mayor afinidad tendria lugar con una constante
de disociacion K1 = (3,5+0,4) 10 4 M vy una variacion de entalpia AHs = 13,2 + 0,9 kcal/mol,
mientras que los valores estimados para los sitios de menor afinidad K2 = (2,2+ 0,3) 10-3My
AHz = 4,2 + 0,4 kcal/mol. La constante correspondiente al primer tipo de sitios de union se
encuentra en el rango descrito para la disociacion de colina a los sitios de mayor afinidad en
otras CBPs como LytA y Pal (Medrano et al., 1996; Varea et al., 2004), mientras que la segunda
es del orden de los valores estimados para Cpl-1 (Monterroso et al., 2005). La determinacion de
la estructura (seccion 4.4) es consistente con la existencia de mas de un tipo de sitio de union,
siendo la estequiometria proporcionada por el mejor ajuste de los datos experimentales ny =2y

no=8.
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4.3. CRISTALIZACION

4.3.1. OBTENCION DE CRISTALES DE Pce

Como se ha indicado en Materiales y Métodos uno de los pasos determinantes en la
resolucion de la estructura tridimensional de una proteina es la obtencién de muestras que sean

homogéneas y puras, facilitando asi el proceso de obtencion del cristal.

4.3.1.1. Busqueda de condiciones iniciales

Para la determinacion de las condiciones iniciales de cristalizacion se utilizaron las
soluciones comerciales ‘Crystal Screen I, ‘Crystal Screen If, ‘Crystal Screen Lite’ e ‘Index’
(Hampton Research, CA, USA), que permiten realizar un rastreo de condiciones mediante la
combinacion de aditivos (sales) y precipitantes (polimeros y disolventes organicos) en un amplio
rango de pH (Jancarik y Kim, 1991). Ademas, se puede obtener informacion acerca de la
solubilidad de la proteina, lo que es importante para el disefio de experimentos posteriores.

Como ya se indicé en el apartado 3.2.7.3 de Materiales y Métodos se utilizo el método
de difusién de vapor en gota colgante a 293 K, mezclando 1 pl de Pce con 1 ul de solucion de
cristalizacion, equilibrando cada gota frente a 500 ul de dicha solucién. Se utilizé como solucién
de partida una muestra de Pce (8.2 mg-ml-') dializada frente a TRIS/HCI 50 mM, ZnCl, 3uM (pH
8,0) en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de colina (10-100 mM). Se intento,
también, cristalizar Pce en presencia de fosforilcolina (10-80 mM) agregando el ligando durante
la dialisis 0 como aditivo.

Se obtuvieron diversos tipos de cristales pero eran extremadamente finos en algunos
casos y pequefios en otros. Sin embargo, en presencia de colina y en la condicion TRIS/HCI
0.1M, pH 8,5 y 25% de PEG 3350 de la solucion ‘Index Screen I' crecieron unas placas de
mayor tamafo y espesor (Fig. 4.16). Estos cristales se obtenian en 20 dias, pero su
reproducibilidad dependia enormemente de los lotes de proteina empleados y, a pesar de
obtener datos de difraccién hasta 3 A de resolucion, los problemas de maclaje impidieron
determinar tanto el tipo de celdilla unidad como el grupo espacial y, por tanto, no se pudo llevar

a cabo el procesado de los datos.
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Figura 4.16. Placas de Pce
obtenidas en presencia de
colina 10 mM. El tamafio de
la gota fue de 1y de proteina
y 1 pl de solucidén madre.

4.3.1.2. Optimizacion del proceso de cristalizacion: Construccion de Pce A55

Con objeto de investigar las posibles causas de los problemas observados en el
crecimiento y reproducibilidad de los cristales, y mejorar asi las condiciones de cristalizacion, se
procedi6 a examinar las muestras de proteina utilizadas en la cristalizacion mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF).
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Figura 4.17. Espectro de masas MALDI-TOF de las muestras utilizadas en el proceso de

cristalizacion. Tras 15 dias a 293 K se puede observar la aparicion de tres especies de proteina,
con pesos moleculares de 69,4 kDa, 66,8 kDa y 63,3 kDa.
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Los espectros realizados indicaban la aparicién, dependiente del tiempo, de tres
especies proteicas con pesos moleculares de 69,4 kDa, 66,8 kDa, 63,3 kDa (Fig. 4.17), no
observandose especies de menor tamafio molecular incluso a tiempo largos de almacenaje.
Estas especies eran claramente detectables a los 15 dias de haber iniciado los experimentos de
cristalizacion e indicaban que Pce se degradaba, por lo que el proceso de cristalizacion se veia
dificultado. Para comprobar en qué zona de la proteina se producia la degradacion se analizo la
secuencia del extremo N-terminal de las distintas especies en el Departamento de Microbiologia
Molecular del C.1.B (CSIC), observandose que la hidrdlisis tenia lugar por el extremo C-terminal.
Para determinar si alguna de las especies formadas se incorporaba de forma preferencial a los
cristales de proteina, se disolvieron varios cristales, previamente lavados en agua, en 20 pl de
tampdn de carga. La muestra se analizd por electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y la deteccién de proteinas se realizd mediante tincion con plata, utilizando como
control la solucién de Pce utilizada para poner las gotas de cristalizacién. Como se puede
observar en la Figura 4.18, las tres especies de Pce detectadas por espectrometria de masas en
la solucién utilizada para la cristalizacién son visibles en el gel, mientras que la muestra
correspondiente al cristal solo contiene la especie de menor masa molecular (63,3 kDa). Estos
resultados demostraban que la Unica especie capaz de producir cristales carecia de los ultimos
55 aminoécidos. El hecho de que los métodos de prediccion de estructura secundaria (datos no
mostrados) indiquen que esta regién de la proteina estad desestructurada podria explicar el

problema de empaquetamiento de la proteina completa en el cristal.

Mw 1 2 3 4
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66200 Figura 4.18. Electroforesis en SDS-

PAGE de las muestras de Pce
utilizadas en la cristalizacion y de la
proteina cristalizada. El carril 1
corresponde a marcadores de alto peso
molecular, el carril 2 a la muestra de
proteina en el cristal. Los carriles 3 y 4,
representan las muestras de Pce
almacenadas después de 30 dias de la
realizacién de los experimentos en gota
colgante.
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En base a estos hechos se construyé un mutante de Pce en el que se delecionaron los
ultimos 55 aminoécidos (Pce A55; Fig. 4.19) con el objetivo de reproducir y mejorar los cristales
obtenidos con la proteina completa (Pce silvestre). La construccion y expresion de Pce A55 se
llevé a cabo en el laboratorio del Dr. Pedro Garcia (CIB, CSIC) (Lagartera et al., 2005a). Pce
AS5 fue purificada y dializada en las mismas condiciones que las descritas para Pce silvestre,
llevandose hasta una concentracion final de 11 mg: ml' (Pce A55 sin colina) y de 8.3 mg- ml-!
(Pce A55 en presencia de 10 mM colina). La actividad enzimatica de Pce A55 frente a NPPC es

similar a la de Pce silvestre (datos no mostrados).

NGKTPEGYTVDSSGAWLVDVSIEKSATIKTT l SHSEIKESKEV
VKKDLENKETSQHESVTNFSTSQDLTSSTSQSSETSVNKSESEQ

Figura 4.19. Aminoacidos delecionados en Pce A55. Secuencia de aminodcidos de la regién C-
terminal de Pce formada por 86 residuos. Los 55 marcados en amarillo se han delecionado en Pce A55.

4.3.2. OBTENCION DE CRISTALES DE Pce A55

Tras la obtencién de la proteina Pce A55 se procedid a realizar ensayos de

cristalizacion en presencia y en ausencia de colina.

4.3.2.1. Cristalizacion de Pce A55 en presencia de colina 10 mM

Para la busqueda de condiciones de cristalizacion de Pce A35 se ensayaron de nuevo
todas las soluciones de cristalizacion comerciales anteriormente empleadas con Pce silvestre.
En la caracterizacion de la dependencia con el pH se realizaron barridos finos de pH con
variaciones de 0,1 unidades de pH entre pH 5,0 y pH 8,5, modificando ademas la concentracion
y el tipo de precipitante. El resultado fue la obtencion de cristales en el intervalo de pH 6,5-6,8 y
a pH 8,54, siendo las mejores condiciones a pH 6,5 y a pH 8,54. En ambos casos se empled
PEG 3350 como precipitante. En el resto del intervalo de pH estudiado no se observaron
resultados positivos, confirmandose asi la tendencia descrita en la cristalizacién de Pce

silvestre. Mientras que a pH 6,5 los cristales eran pequefios y maclados (Fig. 4.20a) a pH 8,5y
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tras 8 dias crecian placas de mayor tamafio (Fig. 4.20b). Sin embargo, en los dos casos, los
cristales difractaron a baja resolucion, a pesar de los intentos de optimizar las condiciones de
cristalizacién utilizando distintos tampones para un mismo pH, la inclusion de diferentes sales, o

variaciones en el tamafio de la gota.

cristales

pH

Figura 4.20. Representacion y fotografias del habito cristalino de Pce A55 en funcion del
pH. a. Cristales en BIS-TRIS 0,1M, pH 6,5 y NaCl 0,2 M, con PEG 3350 al 23% como
precipitante. El tamafio de la gota fue de 1 pl de proteina + 1 pl de precipitante, necesitandose
1 mes para su crecimiento. b. Cristales crecidos en Tris/HCI 0,1 M pH 8,54, y PEG 3350 al 23
%.C. Perfil de crecimiento de los cristales en funcién del pH.

Para mejorar el proceso de cristalizacién se recurrié al empleo de 72 aditivos, tomando
como condiciones de partida aquellas en las que se habian obtenido los mejores cristales, tanto

en medio acido, como en medio basico. Los aditivos pueden influir en las interacciones proteina-
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proteina o proteina-disolvente, ademas de perturbar la estructura del agua, modificando asi las
condiciones de cristalizacion. El tamafio de la gota aplicada fue de 1 ul de proteina + 1 pl de
solucién madre + 0.5 ul de aditivo. La incorporacién de aditivos no mejor6 la calidad de los
cristales, por lo que se procedié a la utilizacion de una gama de 72 detergentes. Este tipo de
compuestos consiguen modificar las interacciones hidrofobicas proteina-proteina y suelen
resultar bastante eficaces a la hora de estabilizar las regiones no polares expuestas. De todos
los detergentes ensayados solo en presencia de HECAMEG se obtuvieron cristales diferentes y
mejores. Se profundizé en el estudio variando las concentraciones iniciales del precipitante y del
detergente alrededor de su concentracion micelar critica (CMC), ademas de probar diferentes
volumenes de gotas. Los mejores resultados (cristales tridimensionales) se obtuvieron a los 15
dias (Fig. 4.21), utilizando un tamafio de gota de 3 ul de proteina + 3 ul de solucién madre + 1
ul de detergente, siendo la concentracion inicial de éste 1,43 veces su CMC (19,5 mM), (Fig.
4.21b).

@

Figura 4.21. Barras y cristales tridimensionales de Pce A55 obtenidos utilizando muestras dializadas
frente a colina 10 mM. a. Cristales obtenidos en BIS-TRIS 0,1M pH 6,5, NaCl 0,2M y PEG 3350 al 24%. b.
Optimizacién tras la adiccion del detergente HECAMEG en las condiciones de a.

Los cristales asi obtenidos difractaban sélo hasta 3 A de resolucion en el difractémetro
de anodo rotatorio del GCMBE. Ademas, presentaban una alta mosaicidad y mostraban mas de
una molécula por unidad asimétrica, lo que complicaba el proceso de obtencién de las fases

cristalograficas.
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4.3.2.2. Cristalizacion de Pce A55 en ausencia de colina

En el caso de las muestras de Pce A55 dializadas en ausencia de colina, los mejores
resultados obtenidos con las soluciones iniciales fueron unas barras que crecieron en la
condicién 65 de la solucion ‘Index Screen If': BIS-TRIS 0,1M a pH 5,5, acetato aménico 0,1 M, y
PEG 10K al 17%, (Fig. 4.22a). Aunque los cristales no difractaban a alta resolucién se pudo
observar un cambio en el habito cristalino y la aparicion de puntos de nucleacion mas definidos
con respecto a las muestras de Pce silvestre. En este caso, la tendencia observada con el pH
para la cristalizacion de las muestras en presencia de 10 mM colina no se repetia, ya que dichos

cristales crecian en condiciones mas acidas.

Al igual que en el proceso seguido con Pce A55 en presencia de colina, se continué con
la adicion de las soluciones de aditivos y detergentes. En el primer caso no se obtuvieron
resultados positivos, pero en el segundo, tras la adicion del detergente Fos-Choline 12 (n-
dodecilfosforilcolina) se produjo un cambio en el habito de los cristales, pasando de ser barras
bastante finas y no polarizantes a pequefios cristales tridimensionales y polarizantes, que

crecian en 15 dias apareciendo varios nucleos por toda la gota (Fig. 4.22b).

4 g o

Figura 4.22. Cambio en el habito de cristalizacion de Pce A55 producido por el detergente Fos-Choline 12.
a. Barras crecidas en ausencia de detergente en las condiciones BIS-TRIS 0,1M, pH 5,5, acetato aménico 0,1 M,

y PEG 10K al 17%. El tamafio de la gota fue de 1 ul proteina + 1 pl solucion madre. b. Cristales obtenidos en las
condiciones anteriores pero con la adicién del detergente Fos-Choline 12 a una concentracion inicial 2 veces la
CMC (1,5 mM). El tamafio de la gota en este caso fue de 1 ul proteina + 1 ul solucién madre + 0,5 ul del
detergente Fos-Choline 12.
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Como los cristales no presentaban aun un tamafio suficiente para realizar experimentos
de difraccion, se procedié a realizar un barrido fino de condiciones, variando, al igual que en el
caso anterior, las concentraciones del precipitante y del detergente (en torno a su CMC) ademas
de modificar el tamafio de la gota. Al cabo de 15-20 dias se obtuvieron unos cristales
tridimensionales. El tamafio de gota con el que se producian los mejores cristales era de 9 pl: 4
ul proteina + 4 pl solucion madre + 1 ul del detergente Fos-Choline 12, que inicialmente se
puso a una concentracion de 1,5 mM (Fig. 4.23). Los cristales obtenidos en las condiciones
descritas en la Fig. 4.23 fueron los mejores en cuanto a calidad y reproducibilidad de todos los

mostrados anteriormente, por lo que se emplearon para los experimentos de difraccion

posteriores.

Figura 4.23. Optimizacion de las condiciones de cristalizacion de la muestra Pce A55 en ausencia de colina.
a. Cristales obtenidos en las condiciones BIS-TRIS 0,1M pH 5,5, acetato aménico 0,1 M, PEG 10K al 17%, y Fos-
Choline 12 (1,5 mM). El tamafio (0,1 x 0,3 x 0,3 mm) era mayor que el de los obtenidos en ausencia del detergente,
polarizaban y crecian independientes o en agrupaciones de varias unidades. b. Cristales en las mismas
condiciones que en @ pero a una concentracion de precipitante (PEG 10K) del 20 %.

Como se puede observar en la Figura 4.24, el detergente Fos-Choline 12 utilizado para
optimizar la cristalizacién de Pce A55 contiene un residuo de fosforilcolina. Puesto que el
sustrato natural de la enzima son los residuos de fosforilcolina presentes en los acidos teicoicos
y lipoteicoicos de neumococo, el detergente pudo haber contribuido en la estabilizaciéon de la

proteina en el cristal, favoreciendo asi el proceso de cristalizacion.
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0
n Figura 424, Formula
—P~
lcﬁ)/\/ © \éao\/\/\/\/\/\/ quimica del detergente Fos-

/ Choline 12 (n-
dodecilfosforilcolina).

4.3.3. EXPERIMENTOS DE DIFRACCION. RECOGIDA DE DATOS

Los cristales de Pce A55 obtenidos en BIS-TRIS 0,1M (pH 5,5), acetato aménico 0,1 M,
PEG 10K al 17%, y Fos-Choline 12 a 1,5 mM (Fig. 4.23), se sumergieron en una solucion
crioprotectora formada por la solucion madre y glicerol al 30% durante 10 segundos. Los
cristales se montaron en un lazo de nylon y se congelaron a 120 K. Posteriormente, se procedid
a medir su espectro de difraccion a una longitud de onda de 1,5418 A, utilizando el equipo de
difraccion del Instituto de Quimica-Fisica ‘Rocasolano’. La resolucion maxima alcanzada fue de
1,92 A,

Con el espectro recogido (Fig. 4.25) se determiné la celdilla unidad y se propuso el
grupo espacial. Los cristales pertenecian al grupo espacial monoclinico C2 y los parametros de
la celdilla unidad eran a= 173,49 A, b= 58,12 A, ¢=68,65A, p = 108,29° (o = y = 90°). En la
Tabla 4.10 se recogen las estadisticas del procesado de los datos de la proteina nativa que,

posteriormente, fueron utilizados para la construccién del modelo.

Figura 4.25. Imagen del espectro de
difraccién de los cristales de Pce A55.
El &ngulo de oscilacién, Ao, utilizado fue
de 1°.
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El contenido en solvente se calculd utilizando el peso molecular de Pce AS5 y los

volumenes de la celdilla unidad y de Mathews (Mathews, 1968), segun la expresion:

Vsolvente (%) =100 (1 - 1,23/VM) [18]

donde Vsowente €S €l volumen del solvente y Vi es el volumen de Mathews, definido como:

V= Veedita/ (Mw -z - n) [19]

siendo Vieuina €l volumen de la celdilla, Mw el peso molecular de la proteina (63.347 Da), z el n°
de posiciones equivalentes en la celdilla (4 para el grupo espacial monoclinico C2) y n el numero
de moléculas independientes por unidad asimétrica. De este modo, con una molécula

independiente se obtuvo un contenido en solvente del 49%.

4.3.4. RESOLUCION ESTRUCTURAL

Para resolver el problema de las fases, y debido a que no se disponia de ninguna
estructura tridimensional homdloga para obtener un modelo inicial, se intentd la obtencion de
derivados de atomo pesado mediante inmersién de los cristales en soluciones con diferentes
concentraciones de atomos pesados. Se probaron soluciones de mercurio, yodo, y platino a
concentraciones de 1y 10 mM (seccion 3.1.1 y 3.2.7.9 de Materiales y Métodos) variando,
ademas, el tiempo de inmersién en funcion del aspecto de los cristales. La mayoria de ellos no

daban buenos espectros de difraccion, debido principalmente a su degradacién.

Tras los problemas surgidos en la obtencion de derivados de atomo pesado se intento
obtener cristales de la proteina con SeMet. Al incorporar un dispersor anémalo, como es el
selenio, durante la sintesis proteica se pueden realizar medidas a diferentes longitudes de onda
(MAD) con un unico cristal, evitando asi los problemas de isomorfismo. La proteina se expreso,
al igual que la proteina silvestre, en el laboratorio de Dr. Pedro Garcia, como se indicd en
Materiales y Métodos (seccion 3.1.2). Sin embargo, se obtuvo muy bajo rendimiento en la
expresion y purificacién, consiguiendo sélo una cantidad aproximada de 20 ul a una
concentracion de 10 mg- ml'. Se intentd la cristalizacion utilizando las condiciones optimas

definidas para la proteina silvestre pero no se obtuvieron cristales.
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Tras estos resultados negativos se recurrio a la utilizacion del compuesto de gadolinio
Gd-HPDO3A (Fig. 4.26). Este tipo de compuesto se emplea como agente de contraste en la
visualizacion de imagenes en resonancia magnética (Girad et al., 2003) y, muy recientemente,
se ha comenzado a utilizar para resolver el problema de la fase en cristalografia de

macromoléculas bioldgicas. Los complejos de gadolinio poseen las siguientes caracteristicas:

e Son fuertes dispersores andmalos, especialmente en la longitud de onda de la capa L
del gadolinio (A= 1,711 A).

e Se disuelven con facilidad en agua a alta concentracion (1 M), lo que facilita su
penetracion en los cristales de proteinas sin dafiarlos, y no afectan de manera significativa a las
condiciones de cristalizacion.

e Son eléctricamente neutros.

HOOC N\ \N/— COOH

Figura 4.26. Acido 10-(2-hydroxipropil)-
1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7-

triacético (HPDO3A). Cuando el i6n Gd3*
se une a la molécula de HPDO3A los

/N OH grupos carboxilicos estan deprotonados
HOOC — \ / CH dando lugar al complejo neutro.
3

Se consiguio obtener un derivado mediante inmersion del cristal durante 1 minuto en
una solucién 10 mM del complejo Gd-HPDO3A. La recogida de los datos del derivado se llevé a
cabo en la linea BM30A del ESRF de Grenoble. Los cristales se congelaron a 100 K y la
longitud de onda para la recogida del espectro fue la del méximo de absorcion del Gd3* (A=
1,711 A), determinada previamente a partir del espectro de fluorescencia (Fig. 4.27). Los datos
se procesaron en el Departamento de Cristalografia del IQFR utilizando los programas
MOSFLM (Leslie, 1987) y SCALA del conjunto de programas CCP4 (Bailey, 1994; seccion
3.2.7.8 de Materiales y Métodos). En la Tabla 4.10 se muestran las estadisticas de los datos

procesados del derivado de gadolinio.
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Figura 4.27. Espectro de
fluorescencia del Gd*. El
05 4 maximo de absorciéon se
corresponde con una longitud
de onda de 1,711 A.
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Para la resolucion estructural se utilizd la técnica SAD (dispersién andmala a una Unica
longitud de onda). La determinacién de la ocupacién del gadolinio en la estructura se realizd
mediante la utilizacion de mapas de Patterson (Fig. 4.28), identificandose cuatro sitios con el
programa SHELX (Sheldrick, 1998).

Figura 4.28. Mapa de Patterson para el
complejo PceA55-gadolinio. En la figura
se indica la seccion de Harker (v=0) donde
se encuentra la densidad de uno de los
atomos de gadolinio.

Las fases iniciales fueron calculadas a 2,68 A de resolucién mediante el programa
SHARP (De la Fortelle y Bricogne, 1997) y el refinamiento de éstas se llevd a cabo mediante
aplanado del solvente con el programa DM del paquete CCP4, tomando 49% como contenido
de solvente (una molécula de proteina por unidad asimétrica). Tras el refinamiento de las fases
se realizd un modelado manual de la cadena peptidica para los dos médulos de Pce con el

programa O (Jones et al., 1991). El modelo inicial se refind con el programa CNS (Briinger et al.,
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1998). Posteriormente se utilizd el modelo de Pce A55 construido y se realizd un
reemplazamiento molecular con MOLREP (CCP4), usando los datos de Pce A55 nativa sélo
hasta 3,5 A. Los elementos de estructura adicional fueron construidos manualmente con el
programa O sobre el mapa de densidad electronica de Pce nativa hasta el maximo de resolucién
de los datos nativos, que fue de 1,92 A. El modelo completo se refino, en primer lugar, con CNS
y en él se incluyeron los iones metélicos, 433 moléculas de agua y siete moléculas de BIS-TRIS.
El refinamiento final de dicho modelo se realizd usando REFMAC, que utiliza restricciones
geomeétricas y aproximaciones de maxima probabilidad (Murshudov et al., 1997). El mapa de
densidad electronica mostraba 540 aminoacidos de los 547 que constituyen Pce A55. No fue
posible visualizar los ultimos 7 aminoacidos en posicidn C-terminal. Con el programa
PROCHECK (Laskowsky et al, 1993) se evalu6 la calidad del modelo final mediante
verificaciones estereoquimicas y energéticas. En la Figura 4.29 se representa el diagrama de
Ramachandran, donde se muestran los angulos de torsion y y ¢ de los residuos de la cadena
polipeptidica. El 87,5% de los residuos se encuentran en las zonas mas favorables, el 11,5% en
zonas permitidas, el 0,8% en zonas generosamente permitidas, y el 0,2% en zonas prohibidas.
Las estadisticas del refinamiento, asi como el contenido final del modelo y la estereoquimica se

detallan en la Tabla 1.

g o
Figura 4.29. Representacion de 2 | o
Ramachandran de la estructura de i ’—‘
Pce A55. Codigo de colores: rojo, zona EISEEDEY
mas favorable; amarillo, zona permitida;
amarillo claro, zona generosamente
permitida; blanco, zona prohibida. Con 1354 o ’—' R o
triangulos se representan los residuos v | | of 24
. 2T . ~b
de glicina, y con cuadrados el resto de . s slp )
residuos. 130 135 G0 45 5 00 135 180
Phi (degrees)

107



Resultados

Tabla 4.10 Datos estadisticos y de determinacion estructural para Pce nativa y del derivado

Derivado Gd-HPDO3A Pce
Estadistica del procesado de datos
Grupo espacial C2 C2
Parametros celdilla
a, (A) 169,82 173,49
b, (A) 57,26 58,12
¢, (A) 67,44 68,65
5 (%) 112,60 108,29
Longitud de onda (A) 1,710 1,5418
Resolucion (A) 43,85 (2,82)-2,682 27,52 (2,02)-1,92a
Numero total de reflexiones 58930 634062
Reflexiones Unicas 16810 44362
Redundancia 3,5(2,2) 6,2 (5,7)
Completitud (%) 97,8 (85,4) 95,5 (88,5)
/o (1) 20,2 (5,0 13,7 (1,7)
Rsym? 0,04 (0,28) 0,11 (0,60)
Estadisticas del refinamiento
Intervalo de resolucion (A) 43,85-2,68 27,52-1,92
Atomos de proteina no-hidrégenos 4439
Atomos metalicos 4
Atomos de ligando 108
Atomos del solvente 433
Factor R 0,19(0,32)
Factor Ribre® 0,23 (0,39)
Rmsd de los enlaces (A) 0,012
rmsd de los angulos (°) 1,36
Valor medio de los factores térmicos (A2) 34,1

a valores del paréntesis indican la Ultima concha de resolucion
bRsym=Z||-|av|/Z|
¢ R calculado para el 7% de los datos excluidos del refinamiento
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4.4, ESTRUCTURA TRIDIMENSIONAL DEL COMPLEJO Pce-Fosforilcolina

4.4.1. ORGANIZACION Y PLEGAMIENTO GENERAL

La estructura de Pce, la primera CBP resuelta codificada por la bacteria, muestra una
disposicion modular (Fig. 4.30), donde el mddulo catalitico (residuos 1-300) se encuentra unido
al modulo de unién a colina (residuos 313-547) por un conector formado por 12 residuos (301-
312). El extremo C-terminal esta formado por 86 aminoacidos (residuos 517-602), de los que 55

se delecionaron para construir Pce A55 (seccion 4.3.2).

b
1 300313 517 602

Figura 4.30. Estructura modular del complejo Pce-

fosforilcolina. a. Regiones estructurales de Pce diferenciadas por
colores: mddulo catalitico, azul; médulo de unién a colina y
extremo C-terminal, amarillo; conector, naranja. El bucle de médulo
catalitico que interacciona con el CBM se muestra en azul claro.
Con esferas se representan la molécula de fosforilcolina (PC) y los
atomos de cinc (amarillo) en el sitio activo, el calcio (rojo), y las
moléculas de Bis-Tris presentes en los sitios de unién a colina. b.
Esquema de la organizacién modular de la cadena siguiendo el
mismo codigo de colores.
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En el siguiente esquema se aprecian los aminoacidos que contiene cada elemento de
estructura secundaria para los modulos catalitico (Fig. 4.31a) y de unidn a colina (Fig. 4.31b),

asi como los residuos implicados en la coordinacion del cinc y calcio.

a
p1 p2 N @yl al
m—.. . .| et [P (o—
1 QESSGNKIHFINVQEGGSDAIILESNGHFAMVDTGEDYDFPDGSDSRYPWREGIETSYKHVLTDRVF &7
al pa a2 s 3102 3103 a3
) . g & s — = e
68 RRLKELSVQKLDFILVTHTHSDHIGN’VDELLSTYPVDRWLKKYSDSRITNSERLWDNLYGYDKVLQ 134
a3 Bs P pe @04 ps pro
(r— — oy, — . ) .
135 TATETGVSVIQNITQGDAHFQFGDMDIQLYNYENETDSSGELKKIWDDNSNSLISVVKVNGKKIYLG 201
a4 p11 . as fiz a6
B —  p— p— —, [r—
202 GDLDNVHGAEDKYGPLIGKVDLMKFNHHHDTNKSNTKDFIKNLSPSLIVQTSDSLPWENGVDSEYVN 268
a6 p13 p14 B15 @305
[F— =§ . _— d |
269 WLKERGIERINAASKDYDATVFDIRKDGFVNISTSYKPIPSFQA 312
b
s, —,
GWHKSAYGNWWYQAPDSTGEYAV. pl (313-335)
.
GWNEIEG.EWYYFNQT. .GILLON p2 (336-356)
QWKKWNN , HWFYLTDS . .GASAK. p3 (357-376) Flgura 4.31. Distribucion d.e
e,  — elementos de estructura secundaria
glng-lwg- -NQMET. p4 (377-396) para el médulo catalitico, @, y para
GWVQDKE.QWYYLDVD. . GSMKT. p5 (397-416) el médulo de unién a colina, b. El
=> => codigo de colores escogido se
GWLQ:YMG‘QWYY:FAPS‘ - GEMKH. pé (417-435) corresponde con el de la figura 4.30.
GWVKDKE. TWYYMDST. . GVMKT. p7 (436-456) Los residuos que coordinan al cinc y al
e, calcio estan coloreados en verde y
GEIEVAD.QHYYLGDS. .GAMKQ. p8 (457-476) azul, respectivamente. Los residuos
GWHKKAN, DWYFYKTD . . GSRAV. o9 (77-ass)  conservados en el modulo de union a
— — colina se muestran en rojo, y el bucle
GWIKDKD.KWYFLKEN. .GQLLV. p10(497-516) del médulo catalitico formado por los
— — — residuos 36-61 se ha subrayado en
NGKTPEGYTVDSS...... GAWLVDVSIEKSATIKTT (517-547) azul.

El mddulo catalitico de Pce esta formado por un Unico dominio estructural constituido
por un sandwich a.f-Bo. (Fig. 4.32). Esta es la primera fosfodiesterasa resuelta cuya estructura
presenta el plegamiento caracteristico de la familia de las metalo-B-lactamasas, a pesar de
tener una baja identidad de secuencia (< 13 %) con otras enzimas de esta familia y de poseer

un tamafio considerablemente mayor. Al igual que ocurre con la secuencia, la similitud
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estructural entre Pce y otras o/p hidrolasas con este tipo de plegamiento es baja, siendo la
metalo-f-lactamasa de Xanthomonas maltophilia la que presenta mayor similitud (13% de
identidad de secuencia y rmsd 3,1 A para 176 atomos Ca.), seguida de la glioxalasa Il humana
(15% de identidad de secuencia y rmsd 3,4 A para 173 atomos Ca.) y de la rubredoxin:oxigeno
reductasa de Desulfovibrio gigas (13% de identidad de secuencia y rmsd 7,9 A para 183 atomos
Cay). Las dimensiones aproximadas del médulo catalitico son 55 x 53 x 45 A3 dividiéndose en
dos regiones equivalentes constituidas por laminas-p antiparalelas con 5 y 4 hebras B,
respectivamente, seguidas de 3 motivos a3 que enlazan con los conectores (Fig. 4.32b). Las

hélices o se exponen al solvente rodeando el nicleo compacto formado por las hebras .

N

Ct

Figura 4.32. Estructura y topologia del médulo catalitico de Pce. a. Estructura del mddulo catalitico.
Los elementos de estructura secundaria se colorean desde el azul al rojo comenzando por el extremo N-
terminal. Los atomos de cinc, calcio, y la molécula de fosforilcolina se representan igual que en la figura

4.30. b. Topologia del médulo catalitico de Pce dividido segin la disposicion del sandwich, con las

laminas B coloreadas en azul y las hélices o en rosa. Las hélices 310 se han omitido por claridad (ver
Fig. 4.31a).

El conector que une ambos mddulos esta formado por una regidn con varios residuos
polares plegados en una hélice 31o, seguida de una zona constituida por residuos aromaticos y

prolinas que no presenta elementos de estructura secundaria.

El mdédulo de union a colina estd formado por 10 repeticiones (p1-p10) de 20
aminoacidos aproximadamente, con una secuencia consenso similar a la encontrada en otras
CBPs (GWXK-X4.5-WYY-hidrofobico-X3.5-GXMXz2.3). Cada repeticion contiene una horquilla 3
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seguida de un bucle que forma un giro (Fig. 4.33a). Esquematicamente, la forma del mddulo
puede asemejarse a un prisma triangular regular de 110 A de altura y 26 A de base, con los
sitios de union a colina situados a lo largo de las tres caras laterales del prisma (Fig. 4.33b). El
patron de plegamiento global es el de una superhélice a izquierdas semejante a la descrita en
C-LytA y el dominio CI del CBM de Cpl-1 (Ferndndez-Tornero et al., 2001; Hermoso et al.,
2003). Las horquillas que la forman se disponen perpendicularmente al eje de la hélice, y cada
repeticion presenta un giro de 120° con respecto a la anterior, de tal forma que la horquilla 3i es

paralela a la horquilla Bi+3 (Fig. 4.33b)

110 A

Figura 4.33. Vista lateral y superior del médulo de unién a

colina. En a se indican las dimensiones y en b cada una de las
repeticiones (p1-p10) y los primeros 21 aminoacidos del extremo
C-terminal. Las moléculas de BIS-TRIS presentes en los sitios
de unién a colina se representan con bastones. El color de los
elementos de estructura secundaria en ambos paneles se
degrada del azul al rojo a partir del extremo N-terminal.

Curiosamente, los primeros 21 aminoacidos (residuos 517-534) del extremo C-terminal,
a pesar de no tener identidad de secuencia con las repeticiones, adoptan el mismo tipo

plegamiento, alargando la superhélice que forma el CBM (Fig. 4.33a).
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4.4.2. MODULO CATALITICO: DESCRIPCION DEL SITIO ACTIVO

Como se indica en la Introducciéon, Pce hidroliza residuos de PC unidos covalentemente
a la N-acetilgalactosamina presente en los acidos teicoicos y lipoteicoicos (Holtjie y Tomasz,
1974; Fig. 1.6).

El centro activo se localiza en la interfaz que generan las hojas-$, donde una profunda
depresion con un potencial electrostatico altamente negativo alberga a los dos atomos de cinc
(Fig. 4.34 y Fig. 4.30) detectados por espectrometria ICP-OES (seccidn 4.1.1). Su localizacién
en el fondo de la cavidad apoya su participacién como cofactor en la catélisis, tal y como
indicaban los estudios de inactivacion por deplecion del cinc en las muestras de Pce (seccion
4.1.1).

Figura 4.34. Superficie molecular de Pce
representada en funcion de su potencial
electrostatico. En rojo se muestran las cargas
negativas y en azul las positivas. La linea discontinua
amarilla marca la unién entre mddulos. Mediante bolas
verdes y naranjas se representan las moléculas de PC
y BIS-TRIS, respectivamente.

Por otra parte, la presencia de una densidad electronica en contacto con el centro
bimetalico revel6 la existencia de una molécula de PC (Fig. 4.34), que podria haberse originado
por hidrolisis del detergente (n-dodecilfosforilcolina) utilizado en la cristalizacion de la enzima

(ver seccion 4.4.6).
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Figura 4.35. Centro binuclear de cinc con la molécula de PC unida al centro activo. a. EI modelo
muestra el mapa de densidad electrénica 2F, — F contorneado a 1o (naranja), y a 5c (granate). Se
representan los atomos de cinc (bolas amarillas), los residuos implicados en la coordinacién de los metales y

la molécula de fosforilcolina (bastones). b. Los residuos que coordinan a los atomos de cinc y a la molécula
de PC se representan con bastones utilizando el mismo cédigo de colores que en a. Las interacciones de la
PC y los cationes con los residuos de Pce se indican con lineas discontinuas.

Los atomos de cinc del centro bimetalico (Zn1 y Zn2) estan situados a una distancia de
3,6 A y presentan una geometria de tipo piramidal con base cuadrada distorsionda, siendo la
distancia media con respecto a los ligandos de 2,04 A. Los residuos de Pce involucrados en la
coordinacion del cinc son: H85, H87 y N183 para el Zn1 y D89, H90 e H229 para el Zn2.
Ademas, el D203 coordina ambos metales a través de su 031 (Fig. 4.35b). Las posiciones
apicales de los dos atomos de cinc estan ocupadas por los residuos N183 (061) e H229 (N&2),
encontrandose que el Zn2 esta desplazado del plano basal 0,6 A El grupo fosfato de la PC se
encuentra a una distancia Optima para interaccionar con ambos cationes, pudiendo, ademas,
establecer interaccion con la H228 y dos moléculas de agua, mientras que el grupo
trimetilamonio de la colina estaria estabilizado por interacciones polares con el D89 y de tipo

cation-r con el W123.
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4.4.3. MODULO DE ANCLAJE A LA PARED CELULAR. SITIOS DE UNION A COLINA

Como se indicd en la Introduccion, el CBM reconoce los residuos de colina presentes en
los &cidos teicoicos y lipoteicoicos, permitiendo asi la unién de la proteina a la pared celular de
la bacteria mediante interacciones no covalentes. Los sitios de unidén a colina se situan entre
dos repeticiones consecutivas (Fig. 4.36) y estan formados por una cavidad hidrofébica
delimitada por tres residuos aromaticos pertenecientes a las dos horquillas que conforman el
sitio y un residuo hidrofébico (metionina o leucina) situado en el fondo de dicha cavidad. Los dos
primeros residuos aromaticos (triptéfanos en el caso de Pce) pertenecen a las dos hebras (B1ny
[2,) de la repeticion ‘n’ y el tercero (tirosina o fenilalanina en Pce) a la segunda hebra (B2n+1) de
la repeticion ‘n +1’ (Fig. 4.36). Los residuos de triptéfano expuestos al solvente estan
estabilizados a través de la cadena lateral de una lisina o una tirosina. Todo este conjunto de
interacciones permiten estabilizar la estructura del modulo de unién a colina. En la Figura 4.36
se muestran los residuos aromaticos implicados en la formacion de la cavidad generada entre

las repeticiones p5 y p6.

Figura 4.36. Sitio de unién a colina de
Pce generado entre las repeticiones p5
y p6. Se muestran los residuos de las
hebras [ implicados en la unién del BIS-
TRIS (andlogo de colina) que se
representa en verde.

Los contactos entre la proteina y el ligando son de tipo hidrofébico, pero se potencian
por interacciones electrostaticas, en las que la carga positiva del grupo amonio de la colina o del
BIS-TRIS es reconocida y estabilizada por medio de interacciones cation-nt con los sistemas

ricos en electrones de los anillos aromaticos (Dougherty y Stauffer, 1990). Estas interacciones
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también se producen en el caso de derivados y analogos de colina como la molécula de BIS-
TRIS (Harel et al., 1993).

Tabla 4.11. Residuos aromaticos implicados en la formacion de los sitios
(candnicos y no candnicos) de unién a colina en Pce. En rojo se indican los

residuos no conservados en las repeticiones p8 y p9.

Motivos Residuos aromaticos
p1-p2 W314 W322 Y345
p2-p3 W337 W344 F366*
p3-p4 W358 W365 Y386
p4-p5 W378 W385 Y406
p5-p6 W398 W405 Y426 Sitios
canonicos
p6-p7 W418 W425 Y446
p7-p8 W437 W444 Y466
p8-p9 E458 H465 Y486
p9-p10 W478 W485 Y506
p1 Y319 W323 Y333 .
Sitios no
P10-C terminal W498 W505 Y524 canonicos

* La tirosina (Y) esta sustituida por una fenilalanina (F) en la posicién 366 (p3).

Teniendo en cuenta el numero de repeticiones, podrian existir nueve sitios de unién a
colina en el modulo de union a la pared celular, pero tanto la estructura tridimensional (Fig. 4.37)
como la secuencia (Tabla 4.11) muestran que la cavidad formada por las repeticiones p8 y p9
carece del sitio de union a colina. Los residuos 458 y 459 son, respectivamente, glutamico e
histidina, en lugar de triptéfano, lo que impide la interaccion de tipo cation-n. Ademas, la
presencia de una arginina, en lugar de una metionina, en la posicion 494 produce un cambio en

la naturaleza y en la geometria de la cavidad, contribuyendo a impedir la union (Fig.4.37).
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Figura 4.37. Representacion estereografica del modulo de unién a colina. Las
moléculas de BIS-TRIS y las cadenas laterales de los residuos que forman los dos sitios
adicionales (el primero formado por aminoacidos de la repeticidén p1, y el segundo por
residuos de la repeticion p10 y el extremo C-terminal) se representan con bolas y bastones.
Ademas, se sefialan los residuos que impiden la union a colina entre las repeticiones p8 y
p9.

Existen algunas peculiaridades del CBM que se hacen patentes a partir de la estructura
cristalina de Pce. Por un lado, hay siete moléculas de BIS-TRIS unidas al CBM (Fig. 4.37) v,
ademas, se detectd una densidad residual en otros dos sitios, aunque no pudo ser asignada.
Este hecho se debe a la capacidad de los sitios de unidn a colina para reconocer aminas
terciarias (Sanz et al., 1988) y, por tanto, a las moléculas de BIS-TRIS como analogos de colina.
Si se tiene en cuenta la proporcién relativa (200:1) en que se encuentran las moléculas de BIS-
TRIS y los residuos de PC procedentes del detergente en el tampén de cristalizacion, no es

extrafio que los sitios de union a colina estén ocupados por el primero.

Por otra parte, es interesante destacar que, junto a los ocho sitios canonicos de union a
colina identificados en la estructura de Pce, existen otros dos sitios adicionales que deben ser

considerados como sitios putativos de union para este ligando (Tabla 4.11'y Fig. 4.38):
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—  El primero, localizado en una cavidad situada en la parte posterior del modulo catalitico,
esta formado por tres aminoacidos aromaticos (Y319, W323, Y333) pertenecientes a la primera
repeticion (Fig. 4.38a). En este sitio, se modeld, inequivocamente, una molécula de BIS-TRIS
en el mapa de densidad electrénica.

— El segundo se forma por las cadenas laterales de cuatro residuos aromaticos, que
provienen de la repeticion p10 (W498 y W505) y la horquilla (Y524 y W532) de la cola C-terminal
(Fig. 4.38b). En este sitio, se observd una densidad residual, aunque no pudo ser asignada a
una molécula de BIS-TRIS.

Por tanto, teniendo en cuenta estas consideraciones, el mddulo de unién a la pared

bacteriana de Pce presentaria un total 10 sitios de unién a colina.

T W323

W
\ %ris

Modulo de
union a colina .

Figura 4.38. Sitios no canonicos de union a colina. a. Sitio localizado entre la parte posterior del

modulo catalitico y la primera repeticion del mddulo de union a colina. b. Cavidad generada entre la
repeticion p10 y el extremo C-terminal.

4.4.4. ESTRUCTURA MODULAR DE Pce

La molécula de Pce es rigida pese a que ambos médulos presentan grandes diferencias
tanto en tamafio como en forma (Fig. 4.30). La rigidez de la estructura viene determinada por los

siguientes factores:
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— Un conector corto, situado sobre la superficie de la molécula, permite la interaccion
entre ambos médulos a través de aminoacidos hidrofobicos y aromaticos.

— Lapresencia de un largo bucle en el mddulo catalitico (residuos 36-61) que interacciona
fuertemente con las tres primeras repeticiones del CBM (Fig. 4.39a).

— La existencia de dos atomos de calcio estructurales (Ca1 y Ca2) que refuerzan la

conformacién del bucle anterior (Fig. 4.39b).

Figura 4.39. Interacciones entre médulos y sitios de unidn a calcio en Pce. a. Interacciones mas
importantes entre el mddulo catalitico (azul oscuro) y el CBM (amarillo) mediadas por el bucle
constituido por los residuos 36-61 (azul claro). Los residuos de calcio y cinc se indican con bolas rojas y
amarillas, respectivamente. Los residuos implicados en la interaccion intermodular se representan
mediante bolas y bastones, asi como las moléculas de BIS-TRIS (BT) y de PC. Los residuos en rojo
participan en la estabilizacién del sitio de union a colina. b. Representacion de los centros de calcio. La
coordinacién (bipiramide pentagonal) de los atomos de calcio se indica con trazos discontinuos, y los
grupos implicados se representan con bolas y bastones siguiendo el mismo codigo que en a.

Las principales interacciones mediadas por dicho bucle tienen lugar mediante un
sistema de tipo ‘cremallera’, en el que los residuos aromaticos de ambos mddulos se van
alternando (Fig. 4.39a). La interaccion que se produce entre el W50 (residuo del bucle) y el
W361 (residuo de la repeticion p3 del CBM) ayuda a posicionar el sitio de union a colina
formado por las repeticiones p2 y p3, ya que el W361 también interacciona con el W337 (residuo
conservado en la repeticién p2), haciendo que dicho sitio se sitle a unos 22 A del centro activo
(Figs. 4.39ay 4.30).
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Por Ultimo, la presencia de dos puentes salinos entre D42-K359 y K59-D328 ayuda a
reforzar las interacciones entre ambos modulos. Los dos atomos de calcio estructurales tienen
una coordinacion de bipiramide pentagonal. El Ca1 esta situado al comienzo del bucle (residuos
36-61) y se coordina con los residuos D37 (O), D37 (O31) y tres moléculas de agua, formando
la base de la bipiramide pentagonal, mientras que en las posiciones apicales se colocan los
residuos E36 (Oe2) y D39 (O). En el caso del Ca2, solo el residuo D37 (052) pertenece al bucle
anterior y actua como ligando bidentado de los dos atomos de calcio, fortaleciendo la interaccion
entre el bucle y el modulo catalitico. Los otros ligandos implicados en la coordinacién del Ca2
son: G92 (052), D95 (051), E96 (Oe2), y tres moléculas de agua (Fig. 4.40).

Los contactos del bucle dan cuenta de la mayor parte de los 1985 A2 de la superficie de
Pce ocluida en la interfase de ambos mddulos y extienden la superficie del sitio catalitico de Pce
hacia el sitio de union a colina formado por las repeticiones p2 y p3, manteniendo al mismo

tiempo el fuerte caracter acido de la cavidad catalitica (Fig. 4.34).

E36 (0e2) G‘)Z (082)

%, Eog (0s2)

Dos 0s1)

D39 (0 H,O

Figura 4.40. Coordinacion de tipo bipiramide pentagonal de los atomos de
Ca? (rojo) en la molécula de Pce.

4.4.5. UNION DE Pce A LA CADENA DE ACIDO TEICOICO

La presencia de PC y anélogos de colina unidos a la estructura cristalina de Pce, y el
hecho de que se haya resuelto la estructura, en solucion acuosa, de un fragmento de acido
teicoico formado por cinco repeticiones de la unidad pentasacaridica basica (Klein et al., 1996),

ha permitido construir un modelo del complejo Pce:teicoico (Fig. 4.41; seccién 3.2.7.11). El
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fragmento de acido teicoico se acomoda a la gran cavidad que se genera entre el sitio activo y
la region N-terminal del médulo de union a colina, de tal forma que el residuo de PC que va a
ser hidrolizado interaccionaria con los dos atomos de cinc, mientras que los residuos de PC
correspondientes a las siguientes unidades de teicoico se podrian acomodar en los sitios de

union localizados entre las repeticiones p2-p3, y p5-p6 (Fig. 4.41a).

a 180° b

<

Figura 4.41. Complejos Pce-teicoico. En la figura @ se representa la unién de la cadena de teicoico (amarillo) con
los residuos de PC unidos al centro activo (bolas verdes) y a los sitios generados entre p2-p3 y p5-p6 (bolas
amarillas). En b se muestra la unién de la cadena de teicoico (verde) al sitio no candnico situado en la parte
posterior del centro activo (repeticion p1) y el sitio localizado entre las repeticiones p3-p4. Las moléculas de PC se
representan con bolas verdes.

El andlisis estructural indica que para poder satisfacer los requerimientos
estereoquimicos del residuo de PC que va a ser hidrolizado vy, a la vez, acomodar la cadena
saliente de &cido teicoico se tendria que producir un cambio en la conformacién del anillo de

NAcGal, portador del residuo de PC que va a ser hidrolizado.

Todo esto indica que la hidrélisis de los residuos de PC estd limitada por la
configuracion del sitio activo de Pce, de tal forma que solamente los residuos de PC situados al
final de las cadenas de los &cidos teicoicos son accesibles al mismo. Este hecho explicaria por
qué Pce sdlo elimina un porcentaje determinado (=30%) de los residuos de PC de la pared

celular de neumococo. Por otra parte, el sitio no candnico de la repeticién p1, situado detras del
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sitio activo, muestra una accesibilidad excelente (Fig. 4.41b) por lo que la enzima podria

interaccionar con residuos de PC provenientes de otros neumococos o de compuestos del

hospedador.

4.4.6. HIDROLISIS DE n-DODECILFOSFORILCOLINA Y PAF POR Pce

Para comprobar la hipétesis de que los residuos de PC unidos al centro activo de Pce
pudiesen proceder de la hidrolisis de la n-dodecilfosforilcolina utilizada en la cristalizacion, se
estudié la evolucion con el tiempo de muestras incubadas con Pce mediante cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). En paralelo se analizd la posible
degradacion de muestras de n-dodecilfosforilcolina incubadas en ausencia de enzima (seccién

3.2.2.3 de Materiales y Métodos). Como se muestra en la Figura 4.42, un 72% del detergente

era hidrolizado en 8 horas.
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La molécula de n-dodecilfosforilcolina tiene una gran similitud quimica con el factor de
activacion plaquetaria, PAF (Fig. 4.43). Como se ha indicado en la Introduccion, el PAF es un
fosfolipido de bajo peso molecular que esta implicado en la sefializacion intercelular en una gran
variedad de situaciones fisioldgicas (Chao y Olson, 1993). Considerando este hecho, y la
funcionalidad de sus receptores en el mecanismo de invasion de neumococo, se procedid a
comprobar si Pce era capaz de hidrolizar también dicho compuesto. Como se muestra en la
Figura 4.42, el 82% del PAF es hidrolizado en 5 horas por Pce cuando se incuba en condiciones
similares a las utilizadas para seguir la degradacion de la n-dodecilfosforilcolina, alcanzandose

el maximo (98%) en 25 horas.
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Figura 4.43. Estructuras quimicas del PAF (parte superior) y del detergente n-

dodecilfosforilcolina (parte inferior).
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5. DISCUSION

5.1. Pce: UNA METALO-FOSFODIESTERASA DEPENDIENTE DE CINC

Pce es una metalo-fosfodiesterasa con un centro catalitico binuclear constituido por dos
cationes Zn2*, tal y como demuestran los resultados experimentales obtenidos por ICP-OES y la
estructura cristalogréfica. Tanto el plegamiento encontrado para el médulo catalitico como la
deteccion de cinc confirman la inclusion previa de esta enzima en la familia de las metalo-f3-
lactamasas (grupo 9; Daiyasu et al., 2001). La saturacién de los dos sitios de unién al metal es
fundamental para la actividad de la enzima, como muestran la caida en la actividad cuando la
estequiometria es inferior a 2 equivalentes de Zn2*/mol de Pce (Tabla 4.12) y su inactivacién
total al producirse su disociacion completa (Fig. 4.1). Por otra parte, la dificil y lenta eliminacion
del cinc (dialisis extensiva con alta concentraciéon de EDTA) indica una afinidad elevada entre la
proteina y el cofactor metalico. Ademas, el hecho de que Pce mantenga unidos los dos atomos
de cinc durante la purificacién, independientemente de que ésta se realice en ausencia o en
presencia del metal, sugiere que los cationes Zn?* son capturados por la enzima durante el

crecimiento bacteriano y una vez unidos al centro activo son dificimente intercambiables.

Por otra parte, la actividad de Pce es inhibida competitivamente cuando se emplean
altas concentraciones de cinc en presencia de determinados tampones. Este hecho sugiere que
Pce es capaz de captar equivalentes adicionales del metal en la proximidad del sitio activo,
aunque la union requiere la participacién de otras moléculas, como el HEPES, que podrian
mediar o estabilizar el complejo formado. En este sentido, existe un numero significativo de cinc-
metaloenzimas y de enzimas independientes de metales que son inhibidas por cinc, aunque el
mecanismo de inhibicion no estd perfectamente establecido en muchos de los casos (Auld,
2001b). Asi, en la carboxipeptidasa A y la termolisina, activas con un solo atomo de cinc, la
inhibicién es de tipo competitivo, dependiente del pH, y la forma activa del inhibidor es el
complejo Zn(OH)*. Su unién desplaza a la molécula de agua catalitica inicialmente unida al cinc
del sitio activo (Auld, 2001b), y la coordinacién de la molécula de Zn(OH)* entrante se completa
con un residuo acido de la proteina y un anion cloruro, el cual potencia la inhibicion del atomo
de cinc (Larsen y Auld, 1991). Este tipo de complejos inhibitorios parecen ser importantes en

procesos biologicos asociados a enzimas que contengan atomos pesados (Auld, 2001b).
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Aunque en el caso de Pce no existen evidencias del tipo de complejo inhibitorio formado, el
grupo sulfénico presente en las moléculas de HEPES y PIPES podria actuar como donador,

estabilizando la union de nuevos equivalentes de cinc al centro activo.

Ademas de cinc, Pce contiene dos iones Ca2* que permanecen unidos a la enzima tras
didlisis exhaustiva en tampones con altas concentraciones de EDTA, y que no tienen una
influencia directa en la actividad, lo que sugeria una funcion de tipo estructural para dicho metal.
Esta hipotesis fue validada tras la resolucion de la estructura cristalografica (Fig. 4.30), dada la
localizacién de los dos atomos de calcio en la interfaz generada entre el mddulo catalitico y el

maodulo de unidn a colina (Hermoso et al., 2005).

La estructura tridimensional muestra que Pce esta correctamente plegada y su
desnaturalizacién térmica es irreversible, presentando dos grandes picos a 44,7 °C y a 60,8 °C
que son identificados mediante la asignacion del segundo a la desnaturalizacién del médulo
catalitico, por producirse a la misma temperatura que el maximo de actividad encontrado en la

representacion de Arrhenius (Figs. 4.11y 4.12).

5.2. ESTRUCTURA Y MECANISMO CATALITICO

El modulo catalitico de Pce presenta un plegamiento de tipo sandwich a-Ba. y, como
ocurre en las demas enzimas de la superfamilia de las metalo-p-lactamasas, ambas mitades
pueden superponerse mediante rotacion a través de un eje central, lo que sugiere que puedan
provenir de una duplicacion genética (Massova, y Mobashery, 1998). A pesar de la gran
divergencia existente entre las secuencias de las proteinas y de los diferentes tipos de
reacciones que catalizan, la existencia de motivos conservados y un patron global de
plegamiento similar, han permitido su clasificaciéon en una superfamilia, sugiriéndose un origen

evolutivo comun (Daiyasu et al., 2001; Garau et al., 2005b).

En un estudio paralelo realizado durante el transcurso de este trabajo, la estructura del
maodulo catalitico aislado de Pce ha sido resuelta mediante cristalografia de rayos X (Garau et
al., 2005b). El plegamiento del mismo es idéntico en ambas estructuras, aunque la asignacién
de la funcion realizada por el bucle al que se unen los iones calcio (residuos 30-61) es erronea.

La ausencia del modulo de union a colina en la estructura de Garau et al. (2005) impide ver el
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papel de interfase que juega esta region de la proteina al empaquetarse entre ambos modulos
(seccidn 4.4.4). Este hecho, unido a la presencia de un gran bucle que cubre la cavidad del sitio
activo tras la union del sustrato a las enzimas del grupo 1 (metalo-p-lactamasas) les llevd

proponer un papel similar para la region de Pce comprendida entre los residuos 30-61.

5.2.1. COMPARACION DEL CENTRO METALICO DE Pce CON EL DE OTRAS ENZIMAS
RELACIONADAS

La conservacion en secuencia de los residuos que constituyen la primera esfera de
coordinaciéon de los atomos de cinc en la superfamilia de las metalo-B-lactamasas no es
completa, encontrandose diferencias entre proteinas de un mismo grupo. En la Tabla 5.1 se
muestran los ligandos de coordinacién del cinc de las proteinas resueltas que pertenecen a
dicha familia. Como puede observarse, los ligandos del Zn1 estan conservados en la mayoria de
las estructuras, pudiendo destacarse, sin embargo, la ausencia de metal en la -lactamasa de
Aeromonas hydrophila (subclase B2; Garau et al., 2005a), y la sustitucién de la H196
(numeracion basada en las B-lactamasas) por la N183 en Pce. Sin embargo, los ligandos del
Zn2 son mas variables. En las B-lactamasas de las subclases 1y B2, la coordinacion se
completa con la C221, la H263 y una molécula de agua (en la mayoria de los casos), mientras
que en la B-lactamasa L1 de X. maltophilia (subclase (33) el residuo de cisteina es sustituido por
la H121, contigua al aspartico donador (Ullah et al., 1998). La coordinacién en los grupos 2
(glioxalasa Il humana), 6 (RNasa Z) y 9 (Pce) es equivalente a la de la pB-lactamasa de X.
maltophilia aunque, en ellas, ademas de la molécula de agua, un aspartico coordina
simultaneamente ambos metales (Figs. 1.11y 5.1). En la RRO de D. gigas (grupo 3), el residuo
de histidina (H84 en la numeracién de RRO) no actia como donador del Fe2, a pesar de estar
conservado, y es sustituido por una molécula de agua, manteniéndose la coordinacion

simultanea de los dos nucleos de hierro por un residuo acido (D54).

Como se indica en la Introduccion (seccion 1.6), la presencia de un residuo,
generalmente acido, y de una molécula de agua que coordina simultaneamente los dos atomos
metalicos es una caracteristica general de los centros binucleares cocataliticos que contienen

cinc (Auld, 2001a). Por el contrario, en los centros cataliticos (activos con un equivalente de
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dicho metal) so6lo se ha detectado la presencia de la molécula de agualion hidroxido actuando
como ligando del metal. Como puede observarse en la Figura 5.1 y en la Tabla 5.1, todas las
estructuras resueltas de la familia de las metalo-B-lactamasas, salvo las correspondientes al
grupo 1, muestran centros binucleares cocataliticos entrecruzados por un aspartico. En este
sentido, la estructura del centro bimetalico de Pce apoya los resultados de actividad que
indicaban que los dos atomos de cinc eran necesarios para la actividad de Pce.

Tabla 5.1. Ligandos de coordinacion de los atomos de cinc en Pce y otras enzimas con plegamiento
tipo metalo-p-lactamasa de estructura conocida. Los residuos de las enzimas del grupo 1 se numeran
siguiendo la nomenclatura utilizada para las metalo-p-lactamasas; entre paréntesis se indica la
subclase a la que pertenecen.

- Residuos Residuos
Nombre Codigo o o
coordinacion Zn1 coordinacion Zn2
PDB
Pce de S.pneumoniae 12I1B H85; H87; N183; D89; H90; H229;
D203 D203
1 de Bacillus cereus 1BC2 H116; H118;H196; D120; C221; H263;
H20 (1) H20(1); H20 (2)
1 de Bacteroides fragilis 1ZNB H116; H118; H196; D120; C221; H263;
H20 (1) H20 (1); H20 (2)
1 de Pseudomonas aeruginosa 1JJE H116; H118; H196 D120; C221; H263;
H20 (1)
1 de Chryseobacterium 1M2X H116; H118; H196 D120; C221; H263
meningosepticum
2 de Aeromonas hydrophila 1X8G * D120; C221; H263
33 de Xanthomonas maltophilia 1SML H116; H118; H196; D120; H121; H263;
H20 (1) H20 (1); H20 (2)
33 de Fluoribacter gormani 1K07 H116; H118; H196; D120; H121; H263;
H20 (1) H20 (1)
Glioxalasa Il humana 1QH5 H54; H56; H110 D58; H59; H173
D134; H20 (1) D134; H20 (1)
ROO de D. gigas 1E5D H79; E81; H146 D83; H226; H20 (2)
D165; H20 (1) D165; H20(1)
RnasaZ de Bacillus subtilis 1Y44 H63; H65; H140 D67; H68; H269

D211; H,0(1)

D211: H:0 (1)

Los ligandos conservados de GOX, RnasaZ, ROO, y Pce ocupan posiciones equivalentes en la secuencia
respecto al grupo 1, a pesar de la diferente numeracion de los residuos. Ver Figura 1.11 de Introduccién. *El
Zn1 puede unirse a la enzima dando lugar a una inhibicién de la actividad.
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Figura 5.1. Comparacion del centro metalico de Pce con los de enzimas de la familia de las metalo-f3-
lactamasas (a) y de las fosfatasas (b). Esquema de coordinacion del centro binuclear de las enzimas Pce;
metalo-B-lactamasa de Xanthomonas Maltophilia, L1, (codigo PDB 1SML); glioxalasa Il humana, GOX, (c6digo
PDB 1QH5); rubredoxin oxigeno: oxidoreductasa, ROO, (codigo PDB 1E5D); proteina de procesamiento del

ARN-t, RNasa Z, (codigo PDB 1Y44); fosfatasa acida purpura, PAP, (codigo PDB 1UTE), y calcineurina (cddigo
PDB 1AUI).
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La principal diferencia a nivel del centro activo entre la molécula completa de Pce y del
maodulo catalitico aislado reside en la sustitucion de los atomos de cinc por hierro en este ultimo
(Garau et al., 2005). En nuestro caso, solamente se detectd la presencia de trazas de hierro en
algunas de las muestras empleadas, y la ausencia de este metal en el centro activo de las
muestras de Pce utilizadas en el presente estudio se confirmo, ademas, por la ausencia de las
sefiales andmalas del hierro en el mapa diferencia de Fourier obtenido del pico de absorcién del
ligando de gadolinio. Por otra parte, los resultados de reconstitucion con Fe2* muestran que Pce,
en principio, podria ser activa con centros cinc/cinc, hierro/hierro, y quizas hierro/zinc como
ocurre en la glioxalasa Il de Arabidopsis thaliana (Schilling et al., 2003; Wenzel et al., 2004), y
en la fosfatasa &cida purpura (Guddat et al, 1999; Stréter et al., 1995). Sin embargo, la
inactivacion que se produce cuando el Fe?* se oxida a Fe¥* (proceso rapido sino se incluyen
agentes reductores) o cuando se reconstituye en presencia de Fe3* indica que para que la
enzima fuese activa con hierro como cofactor, este metal tendria que mantenerse en su estado
reducido, limitando asi su actuacién a medios anaerobios, como ocurre en el caso de la RRO,
ya que la oxidacion de Fe2* a Fe3* se produce de forma rapida en ausencia de agentes
reductores. Por otra parte, a diferencia del hierro, el cinc posee la ventaja de ser una especie
ionica estable en el medio bioldgico, donde el potencial redox se mantiene en flujo constante
(Auld, 2001b).

5.2.1.1. Comparacion de los centros bimetalicos de Pce y la Glioxalasa Il humana

Las geometria de coordinacion del centro metalico en la mayoria de las metalo-p-
lactamasas es tetraédrica para el primer atomo de cinc y de tipo bipiramide trigonal para el
segundo (Wang et al., 1999), aunque se han descrito coordinaciones octaédricas o piramidales
de base cuadrada en la glioxalasa Il (Cameron et al., 1999) y pseudo-octaédricas para la RNasa
Z (de la Sierra-Galay et al., 2005). En Pce, la geometria de coordinaciéon encontrada es
piramidal con la base cuadrada distorsionada, similar a la que presenta una de las estructuras

resueltas de la glioxalasa Il (Fig. 4.35).

La glioxalasa Il humana y la recientemente resuelta RNasaZ son las enzimas que mayor
similitud muestran con Pce en cuanto al centro bimetalico. La glioxalasa Il forma parte de un

sistema que cataliza la conversion de los oxoaldehidos (compuestos tdxicos) a los
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correspondientes acidos carboxilicos, utilizando glutation como coenzima. Dicha enzima cataliza
la reaccion de hidrolisis del tiol-ester generado en la primera etapa de la cadena de reacciones
para producir los &cidos hidroxicarboxilicos y el glutation. La glioxalasa Il humana se ha
cristalizado en ausencia y en presencia de un analogo del sustrato lentamente hidrolizable,
obteniéndose diversas estructuras en las que el centro activo contiene iones acetato y
cacodilato, el sustrato o el producto de la reaccién (Cameron et al., 1999). Las pequefas
diferencias entre las distintas formas cristalizadas afectan al tipo de coordinacién, pudiendo ser
de tipo 5 (Zn1 en presencia del sustrato) 0 6 (Zn1y Zn2 en el complejo con cacodilato/acetato y
con el analogo del producto), aunque en todos los casos se observan siete residuos de proteina
idénticos y una molécula de agua interaccionando con los iones cinc (Fig. 5.1 y Tabla 5.1). A
pesar de las distintas coordinaciones, son muy pequefios los cambios encontrados en las
posiciones de los ligandos de la proteina con respecto a los &tomos metalicos (Cameron et al.,
1999). En el caso de la estructura con cacodilato, la coordinacion octaédrica de cada metal se
completa con atomos de oxigeno de este ion (Fig. 5.1), mientras que en el complejo formado
con el anélogo del producto uno de los oxigenos del cacodilato es reemplazado por una
molécula de agua y el otro por el azufre del glutation. De manera analoga la coordinacién de los
atomos de cinc en el complejo Pce:PC se completa con dos oxigenos del grupo fosfato de la
PC. En la Figura 5.2 se muestra una superposicion de los centros metalicos de ambas enzimas,
que es practicamente idéntica al que se obtiene con la RNasa Z (datos no mostrados).

Figura 5.2. Superposicion de los centros bimetalicos de Pce y glioxalasa Il
humana. En azul se representan los residuos de coordinacién del cinc en la
glioxalasa Il y en gris los de Pce y sus interacciones (rayas discontinuas). Ademas,
se incluye la molécula de agua unida al centro activo de la glioxalasa Il y sus
posibles contactos (lineas discontinuas en naranja) con los residuos de Pce.
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Como se puede observar los residuos que forman la primera esfera de coordinacion del
cinc ocupan posiciones equivalentes en ambas enzimas. La principal diferencia es, como ya se

ha mencionado, la sustitucion de la H110 en GOX por la N183 en Pce.

5.2.2. GRUPOS RELEVANTES EN LA CATALISIS y MECANISMO CATALITICO

El mecanismo de reaccion actualmente aceptado para la hidrélisis del enlace fosfoéster
actualmente aceptado por las cinc-metalo-fosfatasas es de tipo aditivo con un ataque
nucleofilico sobre el dtomo de fosforo, en el que el grupo que ejerce el ataque se posiciona a
180° del grupo saliente (Lipscomb y Strater, 1996; Wilcox, 1996). Este tipo de ataque se
denomina ‘en linea’ y da lugar a la formacién de un intermedio con una configuracion de tipo
bipiramide-trigonal, con el atomo de fésforo en el centro y los grupos entrante y saliente en
posiciones axiales (Knowles, 1980). En los centros bimetalicos donde se producen este tipo de
reacciones el grupo atacante es, normalmente, la molécula de agua o i6n hidréxido que coordina
simultaneamente a los dos atomos de cinc. Esta molécula esta ausente en la estructura
cristalografica del complejo Pce:PC, un hecho que podria ser debido a la presencia de PC (uno
de los productos de la reaccidn) en el sitio catalitico. En este sentido, se ha observado que la
unién de analogos de sustrato a la fosfolipasa C desplaza al i6n hidréxido del centro metalico
(Hansen et al., 1992).

Por otra parte, la presencia de la molécula de PC en la forma cristalizada de Pce, ha
permitido la construccion de un modelo con el sustrato empleado en las medidas de actividad
(NPPC) en el sitio activo. La Figura 5.3a muestra como el grupo saliente (p-nitrofenol) del
sustrato sélo puede ser colocado en la posicion ocupada por el oxigeno de la PC que
interacciona con la H228. Los otros dos oxigenos se unen directamente a los 4tomos de cinc,
contribuyendo a neutralizar la carga negativa del fosfato, y haciendo al atomo de fésforo mas
susceptible al ataque nucleofilico, mientras que el D89 y el W123 estabilizan la carga positiva
del grupo trimetilamonio mediante una interaccion electrostatica y de tipo cation-r,

respectivamente (Fig. 5.3a).

Cuando se realiza la superposicion del modelo Pce:NPPC con el centro metalico de la
glioxalasa Il humana (Fig. 5.3b) se observa que la molécula de agualién hidréxido unida al

centro metalico en la enzima humana se encontraria en posicion 6ptima para realizar el ataque
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nucleofilico sobre el enlace fosfodiester del NPPC, formando un &ngulo de 161° con el enlace
formado entre el fosfato y el oxigeno del p-nitrofenol, quedando el grupo saliente orientado hacia

el solvente.

Figura 5.3. Modelo generado para el complejo Pce:NPPC. En @ se representan, mediante lineas

discontinuas, los contactos de los atomos de cinc y del NPPC (verde) con los residuos de Pce. b. Vista
superior de la superposicion del modelo Pce:NNPC (gris y verde) con el centro catalitico de la glioxalasa I
humana (azul; codigo PDB 1QH3).

La molécula de agua transferida al centro activo de Pce en una posicion equivalente a la
de la glioxalasa Il, se encontraria a la distancia adecuada para formar puentes de hidrégeno con
el D203 (O31) y con el D89 (051 y 082), (Fig. 5.3b). Estos residuos de caracter acido
contribuirian a orientar dicha molécula y a mantener fija su posicion, reduciendo asi la barrera
entropica necesaria para realizar el ataque nucleofilico sobre el sustrato (Christianson y Cox,
1999).

La dependencia de la actividad enzimatica con el pH sugiere la presencia de dos
eventos de desprotonacion relevantes para la hidrolisis del NPPC (Fig. 4.8). Los valores de pKa,
para la enzima libre (= 7,2) se encuentran en el rango descrito para las histidinas, aunque
también podria representar a carboxilatos, moléculas de agua unidas a Zn?* o la combinacion de
ambas posibilidades (Auld et al., 1986; Bounaga et al., 1998). La disminucion de la Kn tras la

primera desprotonacion seria consistente con la implicacion del D89 en este proceso, debido a
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la interaccion electrostatica que se establece con el grupo trimetilamonio del sustrato (Fig 5.3).
Por otra parte, se ha propuesto que el aminoacido equivalente en la glioxalasa Il (D58) y las -
lactamasas (D120) actuaria orientando a la molécula de agua/ion hidroxido mediante un puente
de hidrégeno (Fig. 5.2). Este residuo modifica su pKa. para que la molécula de agua/hidroxido
unida al metal realice el ataque nucleofilico sobre el enlace C-S (glutation) o el enlace C-N
(antibidticos p-lactamicos) (Cameron et al., 1999; Rasia y Vila, 2002; Garrity et al., 2004;
Yamaguchi et al., 2005). En Pce, el pKa, de 5,3 encontrado para el complejo enzima-sustrato
podria reflejar la ionizacién de la molécula de agua unida al metal, que estaria formando un
puente de hidrégeno con el D89. El hecho de que se hayan descrito en diferentes centros
cocataliticos valores de pKaen el rango de 4 a 6 para la desprotonacion de la molécula de agua
unida al metal, cuando el proceso es asistido por residuos de la primera y segunda esfera de
coordinacion del metal (Auld, 2001b), refuerza la asignacion del pK, de 5,3 a la triada ‘agua-
cinc-D89'. Ademas, hay que destacar que la acidez de la molécula de agua unida al metal es
dependiente del la naturaleza de los ligandos metélicos y del numero de coordinacion de éste
(Auld, 2001b).

El segundo proceso de desprotonacion da lugar a un aumento de la keat Y K @ pH
basico (Figs. 4.6 y 4.7). La estructura del centro catalitico muestra como la H228 esta a una
distancia correcta para poder formar un puente de hidrégeno (2,74 A) con el oxigeno del enlace
que se va a hidrolizar (Fig. 5.3a), luego la pérdida del proton de la histidina dificultaria la

formacion de este puente de hidrégeno y por tanto la union del sustrato.

Por otra parte, en el proceso de hidrolisis del intermedio de la reaccion, la
desprotonacion de la H228 podria acelerar la liberacion del producto (PC) del sitio activo,
explicando asi la dependencia de la kcat de un segundo grupo con un pKs en torno a 8,5. El
colapso hacia el producto del intermedio penta-coordinado formado durante la hidrdlisis del
sustrato natural, TA y LTA requiere la protonacion del residuo de N-acetil-galactosamina del
(lipo)teicoico por un &cido general. ‘A priori’, no existe un residuo obvio en la estructura Pce:PC
o en el modelo Pce:NPPC, que pudiese ejercer dicha accidn, aunque la red de puentes de
hidrégeno establecida entre los residuos H87-agua-D181, conservada en la glioxalasa Il, podria
actuar como un de captacion de protones en las proximidades del sitio activo para transferirlos
hacia el grupo saliente. En el mecanismo propuesto para la anhidrasa carboénica se ha descrito

un sistema de este tipo, en el que la transferencia de un proton del fondo de la cavidad catalitica
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a la superficie es un proceso mediado por grupos de la proteina no implicados en el centro
catalitico y por moléculas de tampon (Silverman y Tu, 1986).0tra posibilidad seria que uno de
los 4tomos de cinc actuase como acido general coordinando el grupo saliente. Sin embargo, la
distancia entre el oxigeno del enlace a hidrolizar y los cationes Zn2* en el modelo Pce:NPPC es
demasiado grande (=4,4 A) para un enlace Zn-O, por lo que la primera posibilidad parece la

mas probable.

Teniendo cuenta las informaciones cinética y estructural, el mecanismo que se propone

en la hidrélisis de NPPC por Pce es el siguiente (Fig. 5.4):

En primer lugar, se uniria el sustrato al centro activo mediante interacciones
electrostaticas entre el grupo fosfato del sustrato y los iones cinc, siendo este proceso asistido
por el D89 y el W123, que se encargarian de estabilizar el residuo de colina. A continuacién, los
oxigenos libres del fosfato se unirian a los atomos de cinc, haciendo que el fosforo sea mas
susceptible al ataque debido a la polarizacion del fosfato. Por otra parte, la molécula de agua,
orientada mediante un puente de hidrégeno con el D89 y, probablemente, también con el D203,
se posiciona en linea con el enlace éster que va a ser hidrolizado y produce el ataque sobre el
atomo de fésforo. El intermedio es estabilizado por las interacciones con los iones cinc y con la
H228, y tras la formacion de los productos de reaccion las repulsiones entre la PC y el p-
nitrofenolato facilitarian la liberaciéon de este Ultimo del centro activo, que iria seguida de la
disociacion de la PC. De acuerdo con este mecanismo, la union del NPPC favoreceria la
ionizacion cooperativa de la molécula de agua unida al metal y al D89 (agua-cinc-D89),
disminuyendo su pKa a un valor de 5,3 y estabilizando la forma monoprotonada del complejo
enzima-sustrato (SEH) a pH neutro. Por el contrario, la union del sustrato disminuye el valor de
la constante del segundo proceso de deprotonacidn que, aunque aumenta la constante de
hidrolisis, incrementa significativamente la Kin, haciendo que la eficacia catalitica sea méxima en
torno a pH 7,4 (Fig. 4.8).
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Figura 5.4. Mecanismo propuesto para la hidrélisis del
NPPC por Pce.

5.2.3. INFLUENCIA DE LOS METALES Y DE SUS ESFERAS DE COORDINACION EN EL
MANTENIMIENTO DEL SITIO ACTIVO

Las interacciones que mantienen la estructura del centro binuclear no se restringen a los
residuos directamente implicados en la coordinacion de los atomos de cinc, sino que se
extienden hasta esferas de coordinacion superior. Asi, la H90 se encuentra a distancia de
puente de hidrégeno de otros ligandos del cinc como el D203 y el D89 que, a su vez, forman
puentes de hidrdgeno con la H85 y la H229, respectivamente, generando a una compleja red de
coordinacion entre los ligandos de los dos atomos de cinc. Por otro lado, el Zn2 forma parte de
otra red de interacciones que comprende los residuos H229 y D19, siendo éste Ultimo el
responsable de formar un puente salino con K225 e interaccionar con la T252 (Fig 5.5).
Ademas, la H90 es un aminoacido importante a la hora de establecer contactos con residuos
altamente conservados en la familia, como son el D33 y la T84 (Cameron et al., 1999; de la
Sierra-Gallay et al., 2005). Asi, mutaciones en el D33 de la Rnasa Z inactivan la enzima lo que
refleja la importancia del papel que desempefia en la arquitectura del centro catalitico en su

conformacién activa (de la Sierra-Gallay et al., 2005).

Las interacciones secundarias con grupos capaces de formar puentes de hidrogeno
(grupos orientadores) puede ser critica para la formacién y estabilizacion de los sitios de unién

al cinc (Argos et al., 1978). Este hecho hace que al generar el mutante H90A, no sblo se
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produzca un cambio drastico en uno de los ligandos del Zn2 sino que, ademas, se altere una
amplia y compleja red de interacciones que abarca, en algunos casos, hasta la tercera esfera de

coordinacion del centro bimetalico.

H3C/ OH
H90
A
D33 _<o‘ _______ N\
\\_»N
0‘-‘ E ‘\‘O\
D203 —7 ; >— D89
_<,o?\ i o
H85 an O ,

cy Figura 55. Red de
Hsc” TOH “HaN*— K225 coordinacion de la H90.

La desestabilizacion del mddulo catalitico que muestra la curva de desnaturalizacion del
mutante H90A, con una disminucion de =10°C en la Ty (Fig.4.11), y la caida drastica que se
produce en los valores de Keat Y kcat /Km (88% y 99% respectivamente) con respecto a Pce
silvestre, refleja el gran cambio introducido en la arquitectura del sito activo tras la mutacion. Es
interesante que, a pesar del cambio de amino&cidos, el mutante H90A tenga todavia la
capacidad de unir los dos atomos de cinc a pH neutro/basico (Tabla 4.8), aunque la caida en la
afinidad hacia el metal se pone de manifiesto por la pérdida de casi un equivalente de cinc a pH
acido como consecuencia de la dependencia de la constante de unién con el estado de
protonacion de las hisdinas y carboxilatos que completan la esfera de coordinacion del Zn2. Un

efecto similar se ha descrito para la metalo-f-lactamasa IMP-1 de Serratia marcenscens
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(Yamaguchi et al., 2005), en la que la mutacion del D210 (ligando del Zn2) a alanina aumenta de
la constante de disociacion en un factor 3, aunque es capaz de mantener los dos atomos de
cinc unidos. La pérdida de los dos atomos de cinc no solo produce la inactivacion de Pce, sino
que disminuye drasticamente la estabilidad del modulo catalitico como se refleja en la caida de
aproximadamente 30°C que se produce en la temperatura de desnaturalizacidn del mismo (Fig.
4.11). Este efecto da cuenta, nuevamente, de la relevancia de los contactos que se establecen
entre los cationes Zn2*, sus ligandos, y los residuos que constituyen las segunda y tercera

esferas de coordinacién del centro activo.

5.3. RECONOCIMIENTO DE LA PARED BACTERIANA POR Pce

El reconocimiento de la pared bacteriana por Pce viene determinado por varios factores.
En primer lugar, la estructura del CBM en forma de prisma triangular y la disposicion de los sitios
de unién a colina (Fig. 4.33) indican que Pce podria unir hasta tres cadenas diferentes de acido
teicoico. Una de ellas se situaria en la cara préxima al sitio activo y actuaria como sustrato,
mientras que las otras dos mantendrian la enzima anclada a la pared celular. En segundo lugar,
la interfaz generada entre los mddulos es muy importante para el reconocimiento ‘in vivo’ de los
acidos teicoicos y lipoteicoicos ya que extiende la superficie de reconocimiento del centro activo
hasta la tercera repeticion del CBM, localizada a una distancia de 22A del sitio activo,

manteniendo el caracter fuertemente acido del mismo.

El modelo Pce:teicoico representado en la Figura 4.41 muestra como los contactos
entre la enzima y el sustrato, ademas de prolongarse hasta la repeticion p3 del CBM, pueden
extenderse hasta el sitio formado entre las repeticiones p5-p6. El conjunto de todas las
interacciones creadas contribuiria a facilitar la orientacion del residuo de 6-fosforilcolina-N-
acetilgalactosamina en el sitio catalitico. Es interesante destacar como la pérdida de los
residuos implicados en la union de colina de la repeticion p8 impide la creacidén de contactos
adicionales entre esta cadena de teicoico y el CBM. Teniendo en cuenta todas estas
consideraciones, es evidente que la disposicion de ambos modulos es fundamental para la
orientacion y el reconocimiento del sustrato natural y, por tanto, que la organizacién modular de
Pce es determinante para su actividad ‘in vivo’. En este sentido, estudios realizados con el N-

terminal de Pce asilado muestran una actividad similar a la de la enzima completa frente a
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sustratos solubles, aunque es practicamente inactivo frente a paredes celulares de neumococo
(de las Rivas, 2002). Por tanto, el CBM asiste a la orientacion del sustrato en el centro activo, a
la vez que mantiene a la proteina en contacto con los (lipo)TAs. Los resultados de este trabajo
aportan, por primera vez, evidencias estructurales sobre el papel determinante que desempefia
la organizacién modular de las murein hidrolasas de neumococo en la actividad enzimatica

sobre paredes intactas.

Las fuertes interacciones existentes entre el modulo catalitico y la region N-terminal del
CBM, reforzadas por la coordinacién de los dos iones calcio, hace posible la asignacion de la
segunda transicion (Fig. 4.10) observada durante la desnaturalizacion térmica de Pce a esta
region de la proteina, particularmente cuando se considera su fuerte dependencia con la
estabilidad del médulo catalitico (Fig. 4.11). En consecuencia, la transicién observada en torno a

44.7 °C reflejaria la desnaturalizacion del resto de la estructura que forma el CBM.

Otra peculiaridad del CBM de Pce es la presencia de dos sitios adicionales de union a
colina no candnicos. La gran accesibilidad del sitio situado en la parte posterior del médulo
catalitico (Figs. 4.38a y 4.41b), y la identificacion de una molécula de Bis-Tris unida, sugiere la
posibilidad de que pueda participar en fendmenos de agregacion celular o la formacion de
‘biofilms’ al interaccionar con residuos de PC expuestos en la superficie de otros neumococos,
ylo el reclutamiento de compuestos del hospedador que contuvieran PC. Por otra parte, su
disposicion espacial permitiria aumentar el nimero de posibles residuos de colina reconocidos a
través de la cara del CBM situada en la parte posterior del sitio catalitico (Fig. 4.11b). El
segundo sitio no canénico extiende el plegamiento de tipo solenoide del CBM hasta el extremo
C-terminal, lo que indica que esta nueva adquisicion podria optimizar el reconocimiento de las
moléculas de PC de la pared celular (Fig. 4.38b). En resumen, mientras que la cara del CBM
que prolonga la cavidad del sitio catalitico sélo tendria capacidad para reconocer tres residuos
de colina, uno de ellos unido al sitio activo, la presencia de los sitios no canonicos podria
incrementar hasta cuatro el nimero de residuos de colina presentes sobre cada una de las otras
dos caras del CBM de Pce.

Las interacciones entre las moléculas de colina y sus sitios de unién son de tipo
hidrofébico y electrostatico (catidn-rt), como ocurre en C-LytA y en Cpl-1 (Fernandez-Tornero et
al., 2001; Hermoso et al., 2003) y de caracter poco energético como muestran los valores de AG

calculados a partir las constantes de afinidad estimadas por ITC (AGy = -4,7£0,1 kcal -mol* y



Discusion

AG; = -3,6£0,1 kcal -mol"). En general, el proceso de reconocimiento de la pared por el CBM
esté potenciado por la creacion de interacciones mdltiples y poco energéticas (Medrano et al.,
1996; Monterroso, 2003) que facilitan la rotura y creacion de nuevos enlaces y, por tanto, la
difusion de las CBPs a través de la superficie celular sin necesidad de que la proteina se disocie
completamente de la misma. Desde un punto de vista estructural podrian existir hasta 4 clases
diferentes de sitios de unién a colina en Pce: el catalitico, los dos sitios no candnicos y los
localizados en entre las repeticiones del CBM. El analisis de la curva de unidn a colina generada
por ITC es consistente con la presencia de dos clases de sitios de union: la primera de ellas
incluiria dos sitios aproximadamente equivalentes en cuando afinidad, mientras que la segunda
(menor afinidad) incluiria hasta ocho sitios de unién. Aunque el mejor ajuste de la curva
experimental se ha obtenido asumiendo un nimero total de sitios de unién igual a 10, lo que
supone uno menos que el numero sitios posibles de acuerdo con la estructura, no se puede
excluir que exista un sitio adicional, quizads con menor afinidad hacia colina. La constante de
inhibicion de la hidrélisis de NPPC por colina (0,94 mM; de las Rivas et al., 2002) es del orden
de los valores encontrados para los sitios de baja afinidad, por lo que la de mayor afinidad
podria corresponder a la unién de colina a los dos sitios no candnicos. En este sentido, la
presencia de un cuarto residuo aromatico en la cavidad conformada entre la repeticion p10 y la

horquilla § de la cola C-terminal podria contribuir a potenciar el reconocimiento de colina.

El caracter multivalente de los complejos formados por la pared celular y las murein
hidrolasas cuyos CBMs contienen seis repeticiones se ve potenciado por su capacidad para
dimerizar, siendo este proceso favorecido en presencia de colina (Usobiaga et al., 1996; Saiz et
al., 2002; Varea et al., 2005, Monterroso et al., 2005). Los estudios de ultracentrifugacion
analitica muestran que Pce se comporta en disolucién como un ménomero en presencia y en
ausencia de colina. Este hecho podria indicar que el aumento del numero de repeticiones que
conforman el CBM de Pce puede constituir un mecanismo alternativo a la dimerizacién en la
optimizacion del reconocimiento de la pared. Un comportamiento parecido se ha encontrado en
LytC, la lisozima codificada por neumococo, cuyo CBM contiene 11 repeticiones, aunque en
este caso la proteina se encuentra completamente agregada en ausencia de colina (Monterroso
et al., 2005).

Una de las caracteristicas funcionales mas debatidas ha sido la capacidad limitada de

Pce para hidrolizar un numero limitado de residuos de PC de la pared celular (Héltje y Tomasz,
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1974; de las Rivas et al., 2001; Vollmer y Tomasz, 2001). Entre las hipétesis planteadas se
encontraba la posibilidad de que la union fuerte a la pared celular, a través del CBM, protegiese
a los residuos de PC de su hidrdlisis. Otras opciones sugerian la posible especificidad de la
enzima para hidrolizar uno de los dos residuos de PC presentes en cada subunidad de TA o los
localizados al final de las cadenas de TA'y LTA. La estructura de Pce (Fig. 4.41) muestra que la
disposicion modular y la configuracién del sitio activo son determinantes en la funcién de la
enzima, de manera que solamente los residuos localizados al final de las cadenas de TAs
pueden acceder al mismo. Por tanto, Pce podria modular la distribucion espacial de los residuos
de PC terminales, hidrolizando aquellos que facilitan el reconocimiento de la bacteria por el
sistema inmune del hospedador, pero preservando los que son necesarios para el normal
crecimiento de la bacteria y la interaccién con las células epiteliales durante los procesos de

colonizacion e internalizacion.

54. IDENTIFICACION DE NUEVOS SUSTRATOS E IMPLICACIONES
FUNCIONALES. PAPEL DE Pce EN LA PATOGENICIDAD

Los datos recogidos en la literatura mostraban que Pce era activa frente a la pared
celular de neumococo y determinados sustratos solubles de pequefio tamafio como p-
nitrofenilfosforilcolina (NPPC) y CDP-colina (de las Rivas et al., 2001; Vollmer y Tomasz, 2001).
Asi pues, la hidrolisis de la n-dodecilfosforilcolina, detergente empleado durante el proceso de
cristalizacion de la enzima, abria la posibilidad de que la Pce fuese activa frente a otros tipos de
compuestos que incluyeran PC en su composicion. En este sentido, la eficacia de Pce para
hidrolizar la molécula PAF en condiciones lejanas a las del maximo de actividad (80% tras 5
horas de incubacion a pH 5,5) demuestra su capacidad para degradar compuestos del
hospedador. La relevancia fisiologica del PAF se debe a su actuacion como mediador en
diversos procesos entre los que se pueden detallar los siguientes: respuesta inflamatoria aguda,
agregacion plaquetaria y secrecion, aumento en la permeabilidad vascular, asma, anafilaxis
cardiaca, pancreatitis, y estimulacién de macréfagos y neutréfilos (O’Flaherty y Wykle, 1989;
Chao y Olson, 1993). Como se ha mencionado anteriormente, el sitio catalitico de Pce
accederia a la superficie de la pared celular para hidrolizar los residuos de PC localizados al

final de las cadenas de los acidos teicoicos. Esta localizacion externa de la enzima facilitaria la
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hidrélisis del PAF que circula por el torrente sanguineo, sugiriendo una nueva funcion de Pce en
la patogenicidad de la bacteria.

Los residuos de PC en la superficie de la pared celular ejercen un papel critico en la
patogenicidad de neumococo a varios niveles. En primer lugar, como se explicd en la
introduccidén, neumococo tiene un requerimiento nutricional absoluto por colina. Muy
recientemente, se han construido mutantes que no incorporan colina a la pared celular y que
muestran, ademas, una incapacidad total para metabolizar dicho aminoalchol aunque esté
presente en el medio de crecimiento (Kharat y Tomasz, 2006). Estos mutantes (D39Cholic)
muestran una drastica reduccion en la virulencia, a pesar de estar capsulados, y un bloqueo de
la colonizacion nasofaringea ‘in vivo’ e ‘in vitro’, ademas de una réapida eliminacion de la bacteria
del torrente sanguineo en animales inoculados por via intravenosa (Kharat y Tomasz, 2006).
Este ultimo hecho podria estar relacionado con el papel desempefiado por PspA en la
prevencion de la fagocitosis (Neeleman et al., 1999), ya que se excreta al medio en condiciones
en las que no puede anclarse a la pared celular (Yother et al., 1994). Por tanto, la ausencia de
PC de la pared celular tiene multiples consecuencias directas en la capacidad infectiva y en la

patogenicidad de la bacteria.

En segundo lugar, neumococo estimula, ‘in vitro’, la diferenciacion policlonal de las
células B en la secrecidon de anticuerpos si las bacterias contienen colina en la pared celular,
pero pierden esta capacidad cuando dicho aminoalcohol es reemplazado por etanolamina. Por
otra parte, las moléculas de PC interaccionan con los receptores celulares del PAF (PAFr),
produciendo la internalizacion de la bacteria (Cundell et al., 1995) que, en la mayoria de los
casos (= 70%) se produce mediante transcitosis en vacuolas (McCullers y Tuomanen, 2001),
siendo las variantes transparentes mas facilmente transcitositadas (Ring et al., 1998). El hecho
de que estas variantes contengan mas cantidad de &cidos (lipo)teicoicos y, por consiguiente, de
PC se relaciona también con una mayor capacidad de colonizacién de la nasofaringe que las

variantes opacas (Weiser et al., 1994).

Todo ello sugiere una regulacion de los residuos de PC relacionada con las diferentes
etapas que tienen lugar en el transcurso de la infeccién. En este sentido, se ha descrito que la
expresion de Pce aumenta durante la fase exponencial de crecimiento, mientras que los niveles
de otras CBPs no parecen variar. La expresion de genes en fases tardias de crecimiento se

relaciona en otros microorganismos con proteinas implicadas en la virulencia y en la capacidad
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de adaptacion al medio (Chakrabarti y Misra, 2000; Gertz et al., 2000). Otro hecho que apoya
esta compleja regulacion de la PC presente en la pared celular es la interaccion de los residuos
de PC con la proteina C-reactiva humana (CRP; Mold et al., 1982) durante la inflamacion. La
CRP forma parte del sistema de defensa del hospedador y es una proteina sérica cuya
concentraciéon aumenta enormemente en condiciones de dafio e inflamacion tisular. Cuando la
CRP se encuentra unida a los residuos de PC es reconocida por la proteina C1q que activa la
via clasica del complemento. Ademas, es capaz de activar la via alternativa del complemento,
mediante interacciones secundarias con el factor H, e inducir los fenémenos de opsonizacion y
fagocitosis por macréfagos (Szalai et al., 1996; Hirschfield y Pepys, 2003). El reconocimiento de
PC por la CRP es dependiente de calcio y, debido a su estructura pentamérica, el anclaje
optimo a la pared requiere el reconocimiento simultaneo de cinco residuos accesibles de PC
(Fig. 5.6) que se unen a la cavidad hidrofébica de cada subunidad e interaccionan con un
residuo aromatico y otro acido (Tabla 5.2). En la fijacién intervienen, también, los contactos
establecidos entre los oxigenos del fosfato y los cationes Ca2*(Thompson et al., 1999), cuya
localizacion es curiosamente equivalente a los atomos de cinc en Pce, lo que da lugar a un

reconocimiento similar de la PC (Tabla 5.2 y Fig. 4.35).

Figura 5.6. Estructura tridimensional de la proteina CRP y del sitio de unién a PC. a. Estructura
pentamérica de la CRP (azul) interaccionando con 5 residuos de PC (amarillo) y con la proteina C1q
(al fondo sombreada). b. Los atomos de calcio se muestran en morado; los ligandos del metal y
residuos implicados en la interaccion con PC se representan en bastones.
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Tabla 5.2. Residuos implicados en el reconocimiento de PC

por Pce (sitio activo) y CRP
Pce CRP
Cationes Zn%* Ca?*
Residuos aromaticos W123 F66
Residuos acidos D89 E81

Por tanto, una modificaciéon de la distribucién espacial de los residuos externos de la
pared celular mediante la accion selectiva de Pce podria impedir una union eficiente de la CRP
humana, ayudando a la bacteria a eludir el sistema de defensa del hospedador, manteniendo al
mismo tiempo los residuos necesarios para garantizar la unién de las CBPs y la interaccion con
los receptores del PAF, que es necesaria para la invasion e internalizacién de neumococo (Fig.
5.7).

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, parece crucial una fina y compleja
regulacion de los residuos de PC presentes en la superficie bacteriana, de la que Pce es
responsable, y cuyos efectos sobre los procesos de adherencia, colonizacion, inflamacion e
invasion han sido expuestos en esta memoria. El hecho de que Pce: i) pueda hidrolizar
compuestos del hospedador que contengan PC, como el PAF; ii) intervenga en una
redistribucién selectiva de los residuos de PC de la superficie celular, lo que podria impedir el
reconocimiento por la CRP; iii) mantenga la capacidad de unién a los rPAF, sugiere una

importante capacidad adaptativa de neumococo en el transcurso de la infeccion.
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1
CRP

< 3 —>

fosfonl colma

rPAF Célula humana

Figura 5.7. Interaccion de los residuos de PC con la CRP y Pce. Efectos asociados. Cuando los residuos
de PC interaccionan con la CRP neumococo es reconocido por el sistema de defensa del hospedador (1-4). En
la segunda via, la elusion del sistema de defensa se produce tras la eliminacién de los residuos claves en el

reconocimiento de la CRP por Pce (a-b), degradando, ademas, el PAF. Los residuos de PC que quedan en la
superficie interaccionan con las células humanas a través de los rPAF (C).
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1. La fosforilcolin esterasa de neumococo, Pce, es una fosfodiesterasa que en disolucion se
encuentra en forma monomérica, y cuya actividad enzimatica es dependiente de cinc. La
presencia de dos equivalentes de Zn2* y dos equivalentes de Ca%* por mol de proteina revela
que Pce es una metaloenzima. La eficacia catalitica dptima, en la hidrdlisis del NPPC, se
produce a pH 7,4, siendo su actividad méaxima a pHs basicos. El sistema propuesto para
explicar la dependencia con el pH requiere dos procesos de desprotonacion. El primero da lugar
a una forma activa, monoprotonada y que muestra la maxima afinidad hacia el sustrato,
mientras que el segundo disminuye la eficacia catalitica. Los correspondientes valores de pKa

para las formas de la enzima unidas al sustrato son de 5,3y 8,5.

2. Pce es una enzima bimodular que presenta un plegamiento de tipo metalo-p-lactamasa
para el mddulo catalitico, y de solenoide-B para el moédulo de unién a colina. Las fuertes
interacciones entre modulos se producen mediante un gran bucle del médulo catalitico (36-61) y
las tres primeras repeticiones del CBM. Los dos atomos de calcio estructurales refuerzan la

conformacién de dicho bucle, participando asi en la estabilizacion de esta region.

3. Los residuos del modulo catalitico que actian como ligandos de los atomos de cinc son, en
Pce: H85, H87, D89, HI0, N183, D203, e H229. Los 4 primeros residuos siguen el motivo de
secuencia HxHxDH, determinado para las enzimas que coordinan cinc pertenecientes a la

familia de las metalo-p3-lactamasas.

4. La gran similitud observada entre los centros cataliticos de Pce y los correspondientes a las
metalo-B-lactamasas y fosfatasas permite proponer un mecanismo de hidrolisis del sustrato
NPPC. El ataque nucleofilico ‘en linea’ sobre el atomo de fésforo del NPPC se realizaria por la
molécula de agua unida al cinc, que es orientada mediante un puente de hidrégeno con el D89,
siendo asi la responsable del pK, de 5,3, observado para el complejo SEH2. La union del
sustrato podria estar favorecida por la H228, mediante la formacion de un puente de hidrogeno.
Asi, la desprotonacién de este residuo generaria un aumento en la K, mientras que su efecto

en la ket grupo con un pK, ~ 8,5, podria relacionarse con la liberacién del producto. La
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protonacion del producto natural, N-acetil-galactosamina, estaria mediada por la red de puentes
de hidrégeno establecida entre los residuos H87-agua-D181.

5. La presencia de la H90, como ligando de coordinacion del Zn2, es crucial en la actividad de
la enzima y en la afinidad hacia el metal. Los residuos que forman parte de las segundas y
terceras esferas de coordinacion de la H90, algunos de ellos conservados en la familia, son
relevantes en el mantenimiento del sitio catalitico. La actividad enzimética y la estabilidad del
maodulo catalitico de Pce son fuertemente dependientes de la geometria del centro bimetalico,

que se ve alterada tras la sustitucién de la H90 por alanina.

6. La capacidad del CBM de unir 3 cadenas diferentes de &cido teicoico, la disposicion de
ambos maédulos, y la adquisicién de 2 nuevos sitios de unién a colina, parecen determinar y
optimizar el reconocimiento ‘in vivo’ de los &cidos teicoicos y lipoteicoicos. La interfaz entre
maodulos es relevante para el establecimiento de los contactos entre Pce y la 6-fosforilcolina-N-
acetilgalactosamina, ademas de colaborar en su orientacion en la cavidad catalitica. La
disposicidn y accesibilidad del sitio situado en la parte posterior del modulo catalitico indica su
posible interaccion con otros residuos de PC, provenientes de otros neumococos o de

compuestos del hospedador.

7. La configuracion del sitio activo es determinante en la funcion de la enzima, por lo que sélo
los residuos de PC localizados al final de las cadenas de los &cidos teicoicos pueden ser
hidrolizados, (= 30%), permitiendo asi que el resto sean reconocidos por otras CBPs. La
localizacidn del mddulo catalitico hacia el exterior sugiere que la actuacion de la enzima no se

restrinja a los residuos de PC de la pared celular.

8. La hidrdlisis del compuesto PAF por Pce posibilita su identificacion como nuevo sustrato de
la enzima, y pone de manifiesto la capacidad de la enzima para degradar compuestos del

hospedador, sugiriendo una nueva funcién para la enzima.

9. El relevante papel que ejercen las moléculas de PC durante las diferentes etapas de la
infeccién por neumococo, como la interaccion con la CRP o los rPAF, podria implicar a Pce en
el complejo proceso patogénico mediante la redistribucion especifica de los residuos de PC de

la pared celular.
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