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Resumen

En plantas, la triosafosfato isomerasa (TPI) ancestral de cianobacteria fue
remplazada por una version duplicada de la TPI citosélica. Esta isoforma adquirié
una sefal de exportacion a cloroplasto en donde participa en el ciclo de Calvin-
Benson. Para tener un mejor entendimiento acerca del reemplazo de este gen en
plantas, se caracterizé la TPl de la bacteria fotosintética Synechocystis (SyTPI)
como modelo méas cercano a la TPI reemplazada, también se estudié la TPl de
citosol de Arabidopsis thaliana, una TPI de plantas contemporanea de la cual surgi6
la duplicacion. SyTPI presenta un perfil de cinética enzimatica tipico de las TPIs y
un ensamblaje dimérico compuesto por dos subunidades acomodadas en un
plegamiento (B-a)s. Se encontré que los agentes oxidantes como diamida (DA) y
peroxido de hidrogeno (H202), asi como los agentes tiol-conjugantes como el
glutation oxidado (GSSG) y el metil metanotiosulfonato (MMTS), no inhiben la
actividad catalitica de SyTPI a las concentraciones que inhiben la actividad de las
TPIs citosdlica y cloroplastidica de Arabidopsis thaliana (AtcTPl y AtpdTPI). La
estructura cristalografica de SyTPI revel6 que cada mondmero contiene tres
cisteinas, Cys47, Cys127 y Cys176; Sin embargo, solo el grupo tiol de Cys176 se
encuentra expuesto a solvente. Mientras que, AtcTPl y AtpdTPl son redox-
regulados por modificaciones quimicas de sus cisteinas reactivas y expuestas, los
resultados muestran que SyTPI-Cys176 no es sensible a modificaciones redox in
vitro. Los datos obtenidos permiten postular que SyTPI fue remplazada por una TPI
eucarionte debido a que la version duplicada contenia cisteinas redox-sensitivas
que pueden ser objeto de modificaciones postraduccionales, requeridas para la
modulacién de la actividad enzimatica de la TPI. Dicha hipoétesis se refuerza con el
estudio de AtcTPI la cual es blanco de regulacion redox en dos de sus cisteinas, las
cuales funcionan como interruptores. Una segunda etapa de este proyecto de
doctorado consistié en investigar el papel de estos residuos, AtcTPI-Cysl13 y At-
Cys218, mediante su sustitucion con acido aspartico para emular la oxidacién
irreversible de las cisteinas (acido sulfinico) y con aminoacidos que mimetizan las
reacciones tiol-conjugantes. Los estudios cristalograficos mostraron que la
mimetizacion de la oxidacion del residuo AtcTPI-Cys13 propicia la formacién de
monomeros inactivos por la recolocacion del residuo Phe75 de la subunidad vecina,
generando una conformacién que desestabiliza la interfaz del dimero. Las
mutaciones del residuo AtcTPI-Cys218 a Asp, Lys, o Tyr generan variantes de la
TPI con la actividad enzimatica disminuida causadas por la modificacién de dos
lazos, el 7 y el 6, cuya integridad es necesaria para ensamblar el sitio activo. Las
modificaciones a los residuos AtcTPI-Cys13 y AtcTPI-Cys218 modulan la actividad
de AtcTPI induciendo la formacién de mondmeros inactivos y por la alteracion del
sitio activo de la enzima dimérica, respectivamente. Los resultados muestran los
mecanismos estructurales por los cuales la S-glutationilacion protege a AtcTPI de
modificaciones irreversibles y reorientan el metabolismo del carbon hacia la ruta de
las pentosas fosfato para disminuir el estrés oxidativo.
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Abstract

In plants, the ancestral cyanobacterial triosephosphate isomerase (TPI) was
replaced by a duplicated version of the cytosolic TPI. This isoform acquired a transit
peptide for chloroplast localization and functions in the Calvin-Benson cycle. To gain
insight into the reasons for this gene replacement in plants, we characterized the TPI
from the photosynthetic bacteria Synechocystis (SyTPI) as a most related model of
the replaced TPl and the cytosolic TPl from Arabidopsis thaliana (AtcTPIl), a
contemporaneous TPl where duplication arose. SyTPI presents typical TPl enzyme
kinetics profiles and assembles as a homodimer composed of two subunits that
arrange in a (B-a)s fold. We found that oxidizing agents diamide (DA) and H202, as
well as thiol-conjugating agents such as oxidized glutathione (GSSG) and methyl
methanethiosulfonate (MMTS), do not inhibit the catalytic activity of SyTPI at
concentrations required to inactivate plastidic and cytosolic TPIs from | Arabidopsis
thaliana (AtpdTPI and AtcTPI, respectively). The crystal structure of SyTPI revealed
that each monomer contains three cysteines, C47, C127, and C176; however only
the thiol group of C176 is solvent exposed. While AtcTPI and AtpdTPI are redox-
regulated by chemical modifications of their accessible and reactive cysteines, we
found that C176 of SyTPI is not sensitive to redox modification in vitro. Our data let
us postulate that SyTPI was replaced by a eukaryotic TPI, because the latter
contains redox-sensitive cysteines that may be subject to post-translational
modifications required for modulating TPI's enzymatic activity. This theory is reforced
with the Arabidopsis thaliana cTPI (AtcTPI) study, which is subject of redox
regulation at two reactive cysteines that function as thiol switches. Here, as a second
part of the project, we investigate the role of these residues, AtcTPI-Cys13 and At-
Cys218, by substituting them with aspartic acid that mimics the irreversible oxidation
of cysteine to sulfinic acid and with amino acids that mimic thiol conjugation.
Crystallographic studies show that mimicking AtcTPI-Cys13 oxidation promotes the
formation of inactive monomers by reposition residue Phe75 of the neighboring
subunit, into a conformation that destabilizes the dimer interface. Mutations in
residue AtcTPI-Cys218 to Asp, Lys, or Tyr generate TPI variants with a decreased
enzymatic activity by creating structural modifications in two loops (loop 7 and loop
6) whose integrity is necessary to assemble the active site. Modifications of residues
AtcTPI-Cysl1l3 and AtcTPI-Cys218 modulate AtcTPI activity by inducing the
formation of inactive monomers and by altering the active site of the dimeric enzyme,
respectively. Our data reveal the structural mechanisms by which S-glutathionylation
protects AtcTPI from irreversible chemical modifications and re-routes carbon
metabolism to the pentose phosphate pathway to decrease oxidative stress
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Introduccion

Hasta el proceso méas sencillo del organismo mas pequefio requiere de la
participacion de un sistema perfectamente sincronizado de reacciones quimicas,
como si se tratase de una maquinaria en la que cada uno de los engranes funcionan
de manera coordinada. Los engranes de estas maquinarias bioldgicas son las
enzimas, las responsables de que las células y por ende los organismos desde los
mas sencillos hasta los mas complejos puedan llevar a cabo procesos que
garanticen su sobrevivencia (respiracion, movimiento, etc.). (Mantsala & Niemi,
n.d.). Las plantas al ser organismos sésiles tuvieron que perfeccionar alin mas estos
procesos, desarrollando enzimas, rutas metabodlicas, mecanismos de sefializacion
(entre otros mas) mucho mas sensibles a los estimulos ambientales (van Loon,

2016).

Los procesos metabdlicos que se llevan a cabo en los seres vivos funcionan
a modo de una serie de reacciones quimicas entrelazadas en una intricada red de
codependencia, por lo que, si una de estas rutas falla, afectara el curso natural de
las otras reacciones, situacién de la cual la vida tomd ventaja para diversas
aplicaciones, en un primer paso para utilizar la interrupcion de los procesos como
un mecanismo de sensado y en un segundo paso la modificacién o reorientacién de
las rutas metabdlicas para contrarrestar la presencia de agentes externos con
potencial riesgo de dafo, incluyéndolos en sus propios procesos a modo de

intermediarios (N. M. Gruning, Lehrach, & Ralser, 2010).

Ademés de su funcidbn nativa, diversas enzimas también realizan

mecanismos de sefializacion o funcionan como interruptores metabdlicos, esto
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debido a que al estar en el medio celular son los elementos que tienen la primera
interaccion con los estimulos ambientales, por lo que representan mecanismos de
sefializacion rapidos. Se ha visto que varias enzimas del metabolismo central
fungen también como mecanismos de sensado ante especies reactivas de oxigeno
(EROs) disminuyendo su actividad catalitica para reorientar el flujo de carbono hacia
rutas metabolicas que ayudan a contrarrestar la concentracion de EROs
disminuyendo el riesgo de dafio celular (Bigelow & Squier, 2005; Grant, 2008;
McLain, Szweda, & Szweda, 2011). Este riesgo de dafio celular por EROS es més
recurrente en células y compartimentos donde la concentracion de EROs es mayor,
debido a la funcién o localizacién, como en el cloroplasto, que al ser el nicho de la
fotosintesis la concentraciéon de EROS es mucho mayor a la de otros departamentos
celulares (Edreva, 2005). Por esta razon las enzimas del cloroplasto se vieron en la
necesidad de adaptarse a estas caracteristicas, contrario a lo que se esperaria,
muchas de las enzimas ancestrales de la cianobacteria no se mantuvieron durante
la transicion a cloroplasto y un ejemplo de esto es la Triosafosfato isomerasa (TPI),
gue en plantas terrestres la version cloroplastidica proviene de un gen que surgio
por duplicacion de la TPI citosélica nuclear. En este trabajo de investigacion
proponemos que la TPI bacteriana ancestral fue reemplazada por una version
duplicada de la TPI citosélica, debido a que no contaba con los mecanismos
suficientes (sensibilidad) para responder a la presencia de EROs y servir como
mecanismo de sefalizacion, a diferencia de la TPI eucarionte nuclear que cuenta

con mecanismos perfectamente desarrollados.
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Marco teorico

De acuerdo con la teoria sobre endosimbiosis de Lynn Margulis y
Mereschkowsky, el cloroplasto es el remanente de una bacteria fotosintética que fue
fagocitada por un organismo eucarionte hace mas de 1000 millones de afios. Debido
a la contribucion energética que estas bacterias proporcionaban al eucarionte
(mucho mayor a la que representaban como alimento) ocurrié una transicion de
endosimbionte a organelo, dando asi origen a los primeros organismos eucariontes

fotosintéticos (Figura 1) (Margulis, 1970; Timmis, Ayliff, Huang, & Martin, 2004).

\Eukaryotes | Plants

Early diversification of
algal/plant Eneages and

§  Ancient
protozoon

v
otic lineages and
ne transfer 1o the host

& Ancient
cyanobacterium

Origin of mitochondria

P &
- 4
Ancient The husQ

protecbacterium that acquired
mitochondria

Cyanobacteria Proteobacteria Archagbacteria

Figura 1. Origen endosimbiético del cloroplasto. En un primer evento evolutivo, una
arqueobacteria fagocit6 a una proteobacteria dando origen a los primeros organismos
protozoarios, en un evento posterior uno de estos protozoarios fagocitd a una cianobacteria, la
cual al convertirse en organelo (cloroplasto) dio origen a los primeros organismos eucariontes
fotosintéticos, Adaptado de Timmis et al., 2004.
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El flujo de material genético desde
el genoma de la bacteria fagocitada hasta
el nucleo del hospedero eucarionte fue
una pieza clave para esta transicion,
logrando en un primer paso una simbiosis
obligada y en un segundo paso la
integracion como organelo (Figura 2)
(Kobayashi et al., 2016; Timmis et al.,

2004). Una comparativa entre el genoma
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Plastid

nnnnnn

Protein
Import

Nucleus

Figura 2. Migracién de material genético
desde la bacteria fagocitada (protoplasto)
hacia el nucleo del hospedero. Los genes
transferidos  adquirieron  sefiales de
exportacion a cloroplasto.

de Synechocystis cepa SPP. 6408, (organismo modelo de estudio de las

cianobacterias) y los genomas cloroplastid

icos de miembros de los diferentes clados

del linaje de las plantas (Tabla 1), nos muestran como a lo largo de la historia

Tabla 1. Reduccibn del genoma
cloroplastidico. Tanto el tamafio del genoma
como la cantidad de genes que codifican a
proteinas se ha visto reducido a través de la

historia evolutiva de los organismos
fotosintéticos.
Gremw mm ST
(b) a proteina
Synechocystis sp.° 3,573 3168
¢p Porphyra purpurea 191 200
¢p Cyanophoraparadoxa 135 136
cp Odontella sinensis 119 124
¢p Chlorella vulgaris 150 78
cp Chlamydomonas reinhardtii 203 72
cp Marchantia 121 84
cp Nicotiana 155 76
cp Zea 140 76
cp Arabidopsis® 154 85

aSato et al. 1999. P Kaneko et al. (1996) cp:cloroplasto

evolutiva de los organismos
fotosintéticos se ha llevado a cabo esta
reduccion gendmica (Kaneko,
Matsubayashi, Sugita, & Sugiura, 1996;
S. Sato, Nakamura, Kaneko, Asamizu, &

Tabata, 1999; Uga et al., 2013) .

Diversas teorias se han postulado
acerca de como el material genético
migré desde la cianobacteria fagocitada

hasta el nucleo del eucarionte. La primera

de ellas es la retencion (Figura 3, A) y hace referencia a aquellos genes cuyos

productos (proteinas) resultaba dificil
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cuestiones fisicas como el tamafio o la electronegatividad, polaridad, etc. Un
ejemplo claro de esto es la subunidad mayor de la proteina RuBisCo la cual es
codificada y traducida en el cloroplasto. Otra teoria hace referencia a los genes que
desaparecieron (Figura 3, B) y cuya funcién fue remplazada por genes ortélogos
nucleares que al adquirir etiquetas de localizacién pudieron ser exportados al
cloroplasto, entre algunos ejemplos que respaldan a esta teoria tenemos a la
fructosa 1-6 bifosfatasa y a la triosafosfato isomerasa (Reyes-Prieto & Bhattacharya,
2007). Una tercer teoria es la de la co-existencia de genes (Figura 3, C) en el cual
tanto la version eucarionte como la bacteriana co-existen en el genoma nuclear,
ambas son codificadas en el nlcleo, traducidas en el citosol y la version bacteriana
exportada al cloroplasto, este caso lo podemos ejemplificar con las polimerasas,
para el caso de plantas como Arabidopsis thaliana en el nicleo coexisten los genes
de la polimerasas responsables de la replicacion del genoma nuclear, mitocondrial
y cloroplastidico. La ultima de estas teorias es el reemplazo de genes (Figura 3, D),
en este panorama, el gen eucarionte o nuclear es eliminado y su funcion es
reemplazada por el gen ortblogo bacteriano, cuyos productos (proteinas
codificadas) llevaran a cabo las funciones en el citosol y en el cloroplasto de forma
independiente, la fosfoglicerato quinasa ejemplifica a la perfeccion esta teoria. De
forma concreta se estima que alrededor de 1000 genes bacterianos fueron
transferidos al nucleo de las plantas terrestres y sus proteinas son reimportadas al
cloroplasto (Bock & Timmis, 2008; Gross, Meurer, & Bhattacharya, 2008; N. Sato,

Ishikawa, Fujiwara, & Sonoike, 2005).
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Orthologous genes
Recipient or host Endosymbiont
(archaeon or eukaryote) (bacterium)

Endosymbnosrs

Protein
translocation
DO Q
(-
a Gene retention b Gene loss C Gene co-existence d Gene replacement

Figura 3. Rutas de flujo genético huésped-endosimbionte. El material desaparecido del genoma
bacteriano tuvo diferentes destinos, para entender lo que sucedié con esta reduccion de genoma
se han elaborado distintas teorias. A) Retencion de genes, B) Perdida de genes, C) Co-existencia
de genes y D) reemplazo de genes. Tomado de Brown 2003.

Las enzimas que fueron reemplazadas por versiones nucleares sufrieron
cambios para copar con el ambiente quimico del cloroplasto debido a que la
fotosintesis y el ciclo de Calvin-Benson llevados en el nuevo departamento celular
(protoplasto) que permitieron a los nuevos organismos fijar carbono a partir del CO2
ambiental, también representaron una fuente de EROS dentro de la célula. La EROs
pueden generan modificaciones estructurales en las enzimas, modificaciones que
pueden llegar a generan la pérdida parcial o total de la funcién (Dalle-Donne et al.,
2007). Los principales blancos de oxidacion por EROs son los grupos tiol (-SH) de
las cisteinas, debido a su abundancia electrénica (Davies, 2005), la formacién de

estos compuestos es irreversible.

Debido a la naturaleza sésil de las plantas, fue necesario el desarrollo de
sistemas complejos de sensado y sefializacion para sobrevivir a la diversidad de

condiciones ambientales. Una situacion aun mas compleja para las proteinas
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nucleares exportadas a cloroplasto, ya que ademas de tener que ser mas
resistentes a la oxidacién en comparacion a sus homologos nucleares, se requiere
tener una componente regulatoria y que ademas les permita servir como mecanismo
de sensado, es decir, se requiere que estas enzimas sean resistentes al ambiente
del nuevo compartimiento celular pero que también sean capaces de modular su

actividad para servir como indicadores para reorientar la red metabdlica.

La triosafosfato isomerasa TPl es un ejemplo claro de esta situacion, en
plantas terrestres como Arabidopsis thaliana existen en el genoma nuclear dos
copias del gen que codifica para la TPI, ambas copias son codificadas en el nlcleo
y traducidas en el citosol. Sin embargo, una de ellas adquiri6 una sefial de
exportacion a cloroplasto y al no estar sujeta a presion de seleccién sufrié
modificaciones a lo largo de su estructura para funcionar de manera adecuada en

el cloroplasto.

La TPI lleva a cabo la reaccion de isomerizacién entre el gliceraldehido 3-
fosfato (G3P) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) (Figura 4) y se ha definido como
una enzima perfecta, ya que su catdlisis solo se ve limitada por la difusién del
sustrato. Estructuralmente es un barril (af8)s, formado por ocho laminas beta y ocho
hélices alfa unidas por 8 asas, una de las estructuras terciarias proteicas mas
estables presentes en la naturaleza. (Knowles & Albery, 1977; Wierenga et al.,
2010). Entre las TPI estudiadas en diferentes organismos, el sitio catalitico se
encuentra conservado (Livesay & La, 2005) formado por 4 aminoacidos, (Figura 5,

tomando como ejemplo a Tripanosoma brucei) , el acido glutdmico 167 (Glul167),
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histidina95 (His95), lisinal3 (Lys 13) y asparagina 11 (Asn 11) (Wierenga et al.,

2010a)
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Figura 4. Reaccion de isomerizacion del G3P y la DHAP. En T. brucei, el residuo Glul67 funciona
como base catalitica abstrayendo el protén, la His95 cede un protén a la molécula de sustrato
actuando como acido catalitico, y la Lys 13 polariza y sujeta al sustrato (Tomado de Wierenga et al.

2010).
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cepas con TPl completamente funcionales (Figura 5, A). En los estudios de
metabolomica realizados por el grupo de Griining, se observd que en células con
TPI de actividad catalitica reducida los metabolitos involucrados en la ruta de las
pentosas fosfato incrementaron (Figura 5, B). La regulacion de la TPI tiene un gran
impacto en la conservacion de la célula, reorientando el flujo de carbono por la ruta
de las pentosas fosfato en presencia de altas concentraciones de agentes

oxidantes.

La ruta de las pentosas fosfato comienza con la oxidacion de la glucosa 6
fosfato hasta convertirla en piruvato, durante el proceso se regeneran dos moléculas
de NADPH por cada molécula de glucosa, este potencial reductor en forma de
NADPH permitir4 a la célula la regeneracién de glutation reducido, ademas de la
disminucion de la concentracion de agentes oxidantes en la célula(Kruger & Von

Schaewen, 2003).

A B.

Lopez-Castillo y col. (L6pez-Castillo 120 120
100+

et al., 2016b) determinaron que, ATpdTPI

@
=1
1

60

TPI activity (%)
TPI activity (%)

posee una capacidad regulatoria mayor en

comparacion a la version citosoélica, es

decir, se requiere un concentracion 15 cTPl  pdTPI cTPI pdTPI
H:0:
DA

veces mayor de glutation para inhibir al 50% de  Figura 6. Efecto de agentes oxidantes sobre
la actividad catalitica de TPl. A) A una
su actividad a la AtpdTPIl en comparacién a  concentracién de 1 mM de DA, cTPI disminuye
su actividad catalitica hasta un 5% mientras

AtcTPI (Figura 6). Algo similar ocurre con la  dué pdTPI no muestra disminucion en su
actividad. B) Con 0.2 pM de perdxido de

resistencia ante agentes oxidantes como

hidrogeno, cTPI disminuye su actividad a un
45% en comparacion a pdTPI donde no se

observa un cambio significativo. Tomado de

diamida (DA) y peroxido de hidrogeno (H202) Lopez-Castillo et al. 2016.
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donde la version plastidica parece ser insensible a estos agentes en comparacion

a la version citosélica que baja su actividad catalitica de forma significativa.

Con la evidencia antes planteada y el conocimiento que se tiene de las
condiciones redox del cloroplasto y las caracteristicas regulatorias de las enzimas
localizadas en éste, en esta tesis se plantea mediante la utilizacién de herramientas
bioguimicas y estructurales aplicadas al modelo de estudio SyTPI-AtcTPI obtener
informacion sobre la pregunta de investigacion ¢Qué ventajas biologicas se
adquirieron con el remplazo de la TPI de cloroplasto en plantas?, partiendo de la
hipotesis de que la regulacion y/o resistencia a especies reactivas de oxigeno fue
uno de los factores que favorecieron el remplazo, ya que la TPI bacteriana no poseia

los mecanismos de regulacion redox con los que contaba la TPl eucarionte AtcTPI.
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Capitulo |

Fundamento estructural de la respuesta limitada a agentes oxidantes y tiol-
conjugantes de la triosafosfato isomerasa de la bacteria fotosintética

Synechocystis
Introduccion

En el linaje de las plantas la TPl ancestral de origen bacteriano fue
remplazado por una version duplicada de la TPI citosélica, esta isoforma requirio
adquirir una secuencia de exportacion (péptido sefal) que la exportara hacia el
cloroplasto para participar en el ciclo de Calvin-Benson (Reyes-Prieto &
Bhattacharya, 2007). Dado que la TPI nuclear que desarrolla su funcion en el citosol
no era lo suficientemente resistente a estrés oxidativo y al no ser sujeta a la presion
de seleccion esta nueva copia sufrio modificaciones para copar con los niveles

mayores de EROs del cloroplasto.

Se ha hipotetizado que las cianobacterias son las células que dieron origen
a los cloroplastos de las algas y plantas (Gould, Waller, & McFadden,
2008). Synechocystis sp. PCC 6803 es una cianobacteria contemporanea
descendiente de las aquellas ancestrales que pudieron dar origen al cloroplasto, por
lo que Synechocystis se ha empleado como un modelo de estudio tanto para
cianobacterias contemporaneas como para aquellas ancestrales (Kaneko et al.,
1996).

Mediante la utilizacion de la TP1 de Synecocistis (SyTPI) y un set de versiones
mutantes en las cuales se cambiaron las cisteinas por aminoacidos no reactivos, en

un analisis bioquimico y estructural podremos entender las caracteristicas
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estructurales, asi como la resistencia y susceptibilidad antes agentes tiol-
conjugantes y oxidantes. Lo anterior sirve para darnos una idea de como pudo haber
sido la TPI de aquella bacteria fotosintética fagocitada hace mas de 1000 millones
de afios, y que dio origen al cloroplasto. Los resultados obtenidos nos ayudaran a
entender porque la TPI bacteriana representaba una desventaja para este nuevo
tipo de organismos y porque a lo largo de la historia evolutiva de las plantas, ésta

fue reemplazada por una version proveniente de la duplicacion del gen nuclear.
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Hipotesis
Las diferencias en la susceptibilidad a los agentes redox entre las versiones
de TPI ancestral y contemporanea del cloroplasto en plantas explican el remplazo
del gen de TPI de cianobacteria por una version eucarionte.
Objetivos

Objetivo general

Estudiar la capacidad regulatoria de la triosafosfato isomerasa de
Synecocystis PCC 6803 (SyTPI) desde un enfoque estructural y bioquimico con el
objetivo de entender como era la TPI bacteriana que fue remplazada y su desventaja

biol6gica ante la version actual de origen eucarionte (AtpdTPI).

Objetivos especificos
Determinar la influencia de la relacién funcion/estructura en la regulacién.
Obtener la estructura cristalografica de SyTPI
Caracterizaciéon bioquimica de blancos de regulacién
Determinar si SyTPI puede ser objeto de regulacion por agentes oxidantes
Identificar blancos de regulacién de SyTPI
Generacion de mutantes sencillas
Ensayos de complementacion in vivo
Determinacion de parametros cataliticos
Ensayos de S-glutationilaciéon
Derivatizacion con agentes oxidantes

Ensayos de complementacion in vivo
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Materiales y métodos

Generacion de mutantes puntuales

Las mutaciones puntuales se realizaron en las cisteinas de SyTPI mediante
mutagénesis sitio-dirigida Q5 con el procedimiento estdndar. Uno o dos de los
nucledtidos del codén que es traducido a cisteina son modificados mediante la
amplificacion del gen de SyTPI con oligonucleétidos que contienen la modificacién
del codon, estas modificaciones dependen del amino&cido por el cual se desea
mutar a la cisteina. El resto del gen se amplificara sin modificaciones. La cisteina
42 se muto6 a alanina (Cys42Ala), la cisteina 127 se mut6 a alanina (Cys127Ala) y
la cisteina 176 se mutd a serina (Cys176Ser), se generaron 3 mutantes sencillas, 3

mutantes dobles y una mutante triple.

Expresion de la triosa fosfato isomerasa de Synechocystis sp PCC 6803

Los genes clonados en el sistema de expresion pet-19b se transformaron en
células quimio-competentes de la cepa de E. coli BL21. De las colonias crecidas en
caja se selecciond una, la cual fue utilizada para inocular 50 mL de medio LB con
antibiético (Ampicilina a 100ug/mL), el cultivo se crecié a 37°C y agitacion a 250 rpm
por un tiempo menor a 16 horas para posteriormente inocular 1L de LB con
antibiético (Ampicilina a 100ug/mL), este nuevo cultivo se crecié a 37°C y agitacion
de 250 rpm hasta que alcanz6 una densidad Optica entre 0.2 y 0.7, una vez
alcanzado este parametro al medio se le adicion6 IPTG a una concentracion de 0.5
mM la temperatura se disminuy0 a 16°C y la agitacion se mantuvo a 250 rpm durante
16 horas, pasado este tiempo el medio se centrifugd a 5000 rpm durante 20 minutos

para recuperar las células, las cuales se resuspendieron en 40 mL de una solucion
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amortiguadora de lisado (25 mM Tris-HClI pH 8.0 y 100 mM de NacCl).

Purificacion mediante cromatografia por afinidad en columnas de niquel

Las células resuspendidas se sometieron a 10 ciclos de sonicacion de 30
segundos con periodos intermedios de 1 minuto entre cada ciclo, todo el proceso
se llevo a cabo en incubacion con hielo. La solucion final se centrifugd a 10,000 g
(13,000 rpm) durante 40 minutos, se recuperé el sobrenadante y se pasé por un
filtro con tamafio de poro de 0.45 um. El sobrenadante se paso por una columna de
afinidad a niquel His-trapTM Chelating (GE Healthcare) equilibrada con solucién
amortiguadora de lisis adicionada con 5mM de imidazol, se hicieron 3 lavados, el
primero de ellos con 30 volimenes de una solucion de lavado 1 (25 mM Tris-HCI
pH 8.0, 100mM de NaCl y 20 mM de Imidazol), el segundo con 30 volimenes de
solucion de lavado 2 (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 100mM de NaCl y 30 mM de Imidazol)
y lavado 3 (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 100mM de NaCl y 50 mM de Imidazol) por ultimo
la proteina aun adherida a la columna se eluy6 con 3 mL de solucién amortiguadora
de elusiéon (25 mM Tris-HCI pH 8.0, 100mM de NaCl y 500 mM de Imidazol). El
volumen final se dializ6 contra solucién amortiguadora (igual que la solucién de
elusién, pero sin imidazol) mediante una membrana de celulosa con tamafio de poro

de 12kDA (sigma-aldrich) para disminuir la concentracion de imidazol.
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Purificacién de proteinas por cromatografia de liguidos
Posterior al dializado, la proteina se purific6 mediante cromatografia por
exclusion de tamafio en fase mavil liquida (FPLC) en el equipo Akta pure en una
columna Superdex 75 10/300 GL, como fase movil se utilizd una solucion
amortiguadora (25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM de DTT y 0.5 mM de EDTA)
con un flujo volumétrico de 0.5 mL/min y la proteina se recupero en fracciones de 1
mL. Las fracciones recuperadas se monitorearon en geles de SDS-PAGE a
condiciones desnaturalizantes. La proteina purificada se concentr6 hasta un

volumen de 1 mL.

Cristalizacién de la TPI de Synechocystis sp. PCC 68

La proteina se cristalizO mediante la técnica de la gota colgante, la cual
consiste en colocar una gota formada con solucion concentrada de proteina (16
mg/mL) y solucion de los kits de cristalizacion en un cubreobjetos, después es
colocado de forma invertida para servir de sello a un pocillo que contiene 500 pL de
la misma solucion colocada en la gota junto a la proteina. Las gotas se mezclaron
con la solucién de cristalizacion en una relacion 2:1y 1:1 (proteina/solucién) con y
sin sustrato (2 pga), en el sistema cerrado pocillo-cubreobjetos se forma un
equilibrio de vapor con lo que el agua de la gota migra hacia la solucion mas
concentrada en el pocillo, concentrando asi la proteina de la gota, favoreciendo la
formacion de cristales proteicos. Los kits que se probaron fueron el crystal screen 1
y 2 de Hampton research® asi como el wizard | y Il de Rigaku®, viéndose favorecida
la obtencion de cristales en la condicion 46 del kit cristal screen 1 de Hampton
research (0.2 M de acetato de calcio, 0.1 M de cacodilato de sodio trihidratado, 18%

wi/v poli (etilen glicol) 8000).
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Ensayos de cinética enzimatica

La concentracion de la enzima se midio utilizando el coeficiente de extincion
molar de 23,950 Mt cm™. La actividad catalitica de la SyTPI y el set de mutantes
fueron medidas espectrofotométricamente mediante el ensayo de enzima acoplada
asistido por a-glicerol fosfato deshidrogenasa (a-GDH) en la direccion de G3P a
DHAP(Rozacky, Sawyer, Barton, & Gracy, 1971) . Los ensayos fueron llevados a
cabo en buffer 0.1 M TEA pH 7.4 and 10 mM EDTA ademas de 0.2 mM NADH
(nicotinamida adenina dinucleétido), 1 ug a-GDH, y 1 mM de D-L Gliceraldehido 3
fosfato. Las reacciones se iniciaron con la adicion de SyTPl y la actividad enzimatica
fue calculada mediante el decaimiento de la absorbancia a 340 nm. La
determinacion de las constantes cinéticas Kmy Kca, se logréo variando la
concentracion de G3P desde 0 hasta 5 mM.
Mutagénesis sitio-dirigida

La mutagénesis sitio-dirigida o puntual se llevd a cabo mediante el uso del kit
de mutagénesis Q5 (New England Biolabs) siguiendo el protocolo del fabricante y
utilizando los oligonucledtidos descritos en la tabla 2. Todas las mutantes fueron

confirmadas mediante la secuenciacion del sitio de clonacion de los plasmidos.

Tabla 2. Secuencia de nucleétidos de los oligbmeros utilizados en la mutagénesis sitio dirigida
Q5.
Mutante Secuencia de oligonucleotidos
SyTPI Cys42Ala  Up GGTGGTGTTGQctGTTCCTTTCACCGATTTGAGC
Lower TCACGACTTTCCGCCGCA
SyTPI Cysl127Ala Up TCCCATTCTGQCtGTGGGGGAAAGTAAG
Lower ATTAAGCCCGCCTTTTGG
SyTPI Cysl76Ser Up AGGGGACACCtctGCGGCAACGG
Lower GTACCAATGGCCCAAATCGGC
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Resolucion estructural de SyTPI

Los datos de difraccion se recolectaron en un difractémetro a Micromax 002+
(Rigaku). El dataset fue resuelto mediane el software XDS y XSCALE. Las fases se
resolvieron por remplazo molecular utilizando el programa PHASER (McCoy et al.,
2007) y la estructura cristalina de la TPI de Geobacillus stearothermophilus (cédigo
PDB: 1BTM) como modelo de partida. El refinamiento del modelo se llevé a cabo
usando COOT y PHENIX. Las coordenadas estructurales se depositaron en el PDB

con el niumero de accesion 6BVE.

Desplazamiento térmico basado en fluorescencia (TSA)

El TSA se llevd a cabo en un equipo de PCR de tiempo real (Step One
Instrument 48 wells, Applied Biosystems) (Huynh & Partch, 2015). Las proteinas
purificadas fueron diluidas en buffer Tris 25 mM pH 8.0 y 100 mM NaCl hasta
llevarlas a una concentracion de 4 pM. Nueve microlitros de proteina fueron
mezclados con 1 pL de Sypro Orange dye 20X para que la concentracién final de
Sypro Orange fuese de 2X y el volumen final de 10 pL. Las mediciones fueron
realizadas utilizando una fluorescencia de excitacion de 490 nm vy las lecturas se
tomaron a 575 nm. La curva de fusion se fijé de 25 a 95 °C con incrementos de 1°C
cada 2 minutos. Los datos se obtuvieron substrayendo las intensidades
experimentales y los datos fueron analizados utilizando el software del fabricante

del equipo Applied Biosystems. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Escisidén quimica de proteinas con &cido 2-nitro 5- tiocianato benzoico (NTCB)
La escision quimica mediante NTCB se llevo a cabo mediante los protocolos
previamente descritos por (Jacobson, Schaffer, Stark, & Vanaman, 1973). Las
proteinas purificadas fueron incubadas por 1 hora a 37°C en buffer reductor (50 mM
Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NacCl, y 5 mM DTT). Una vez reducidas, las muestras de
proteina fueron dializadas en 50 mM de Tris-HCI pH 8.0 y 100 mM de NaCl para
remover el exceso de agente reductor (DTT). Las muestras se incubaron con NTCB
en una relacion molar 10:1 (NTCB/cisteinas) durante 2 horas a 25°C, pasado el
tiempo de incubacion las muestras fueron dializadas de nueva cuenta en el buffer
original para eliminar el exceso de NTCB que no se conjugd con las cisteinas
accesibles. Para el paso de desnaturalizacién las proteinas fueron incubadas en
buffer 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 100 mM NaCl, y 5 M de urea. Las muestras fueron

analizadas mediante geles de SDS-PAGE.

Deteccién de S-glutationilacion en SyTPI mediante Western Blot

SyTPI silvestre y mutantes previamente reducidas fueron diluidas a una
concentracion de 6 uM e incubadas en 100 mM TEA pH 7.4, 10 mM EDTA y 1 mM
de GSSG durante 48 h a 4°C. El exceso de GSSG fue removido mediante dialisis.
Las muestras fueron separadas mediante un gel SDS-PAGE no reductor,
posteriormente transferidos a una membrana de nitrocelulosa y analizados
mediante Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal de raton anti-glutation
(1:250, Virogen) y un segundo anticuerpo anti-raton acoplado a peroxidasa de
rabano (1:5,000, Thermo scientific). Las sefales fueron analizadas mediante

quimioluminiscencia con peliculas CL-Xposure (Thermo Scientific, USA).
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Cuantificacion de tioles reactivos en SyTPI mediante el método de Ellman
El nimero de tioles accesibles y reactivos en SyTPI fue determinado de
manera espectrofotométrica mediante el acido 5,5-ditiobis-2 nitro benzoico (DTNB)
(Ellman, 1959). Para ello, 90 uL de proteina fueron agregados a una disolucion de
200 uM de DTNB (SIGMA, USA) en 100 mM NazPOs4pH 8.0. Se midié la
absorbancia de las muestras a 412 nm posterior a 5 minutos de incubacién a

temperatura ambiente.

Efecto de agentes redox sobre la actividad catalitica de SyTPI

Las muestras de proteina fueron diluidas hasta una concentracion de 184 nM
en 0.1 M TEA pH 7.4y 10 mM EDTA y se prepard un set de muestras variando la
concentracion de forma creciente de GSSG (0-25 mM), MMTS (0-50 pM), H202 (0-
500 pM), y diamida (DA) (0-1,000 uM). Las muestras fueron incubadas durante 4
horas a 25°C y después de la incubacion fueron diluidas 1000 veces hasta una
concentracion de 0.184 nM (10 ng/mL) y la actividad catalitica fue medida mediante

el ensayo de enzima acoplada descrito anteriormente.

Analisis filogenéticos de TPIs de organismos fotosintéticos

Una serie de secuencias de aminoacidos de TPIs representativas de
organismos de diferentes clados del linaje de las plantas se utilizaron para ejecutar
un alineamiento multiple mediante el programa MUSCLE (Edgar, 2004)). El andlisis
filogenético se llevd a cabo con el método de maxima verosimilitud con 1000
réplicas, todo el analisis bioinformético fue realizado con el programa MEGA

(Kumar, Stecher, & Tamura, 2016).
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Resultados

SyTPI es resistente a agentes oxidantes y tiol-conjugantes.

El alineamiento de diferentes secuencias de aminoacidos entre SyTPly TPIs
de organismos modelo y organismos fotosintéticos ilustra que aquellos aminoéacidos
conservados son los que conforman el sitio activo y el lazo o0 asa 6 (lazo de union a
fosfatos (Figura 7). Este lazo posee un estructura flexible y realiza un movimiento
tipo bisagra sobre el sitio activo posterior a la union de sustrato con el sitio catalitico
(Lolis et al., 1990; Wierenga, Noble, & Davenport, 1992). Del alineamiento también
podemos observar que las secuencias de las cianobacterias presentan una delecion
de siete aminoacidos (residuos N195 a A201 en AtcTPI) en el lazo que conecta a la
a-hélice 6 con la B-plegada 7 (Figure 7, A). SyTPI posee tres cisteinas a lo largo de
su estructura primaria en las posiciones 42, 127 y 176. La localizacién de estas
cisteinas contrasta con los residuos de AtcTPI, C13, C218, y de AtpdTPI C15 los
cuales se sabe que son blancos de S-glutationilacion y regulacion in vivo (Figura

7,A) (L6pez-Castillo et al., 2016b).
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Figura 7. (A) Alineamiento mltiple de secuencias y elementos de la estructura secundaria de TPI de diferentes organismos: SyTPI (Synechocystis sp. PCC 6803),
NoTPI, (Nostoc sp. PCC 7107), AtcTPI, (Arabidopsis thaliana cytosolic TPI), AtpdTPI (Arabidopsis thaliana chloroplastic TPI), CrTPI (Chlamydomonas reinhardtii),
ScTPI (Saccharomyces cerevisiae), TVTPI (Trichomonas vaginalis), y HsTPI (Homo sapiens). Los residuos conservados estdn marcados con un asterisco (*). Las
cisteinas aparecen remarcada en negro y los residuos cataliticos en azul (Asn 9, Lys 11, His96 and Glu 167). La delecion de siete aminoacidos presente en SyTPl y
NoTPI se muestra de color rojo. Los elementos secundarios estan identificados de la siguiente manera: cilindros rojos para las a-hélices y flechas verdes para las -
plegadas. (B) Cromatografia de exclusion molecular de SyTPI (linea naranja) en comparacion a AtcTPI dimerica (linea gris), SyTPI and AtcTPI eluyen a 9.9y 10.1
mL, respectivamente como dimeros, Los picos de SyTPI y AtcTPI fueron separados en una columna Superdex 75 10/300. Los perfiles de elucién para los estandares
de peso moleclar: conalbumina (75 kD), ovalbumina (43 kDa), anhidrasa carbonica (29 kDa), y ribonucleasa (13.7 kDa) se muestran como puntos . (C) Modulacién
de la actividad enzimatica de SyTPI posterior al tratamiento por 4 horas a 25°C con 4 agentes redox, 1 mM de diamida (DA) (barra punteada), 25 mM de glutation
oxidado (GSSG) (barra gris), 0.5 mM de H20: (Barra gris oscuro), y 0.5 mM de MMTS (barra blanca). (D) Efecto diferencial de los agentes redox en SyTPI (linea
negra), AtcTPI (linea roja), y AtpdTPI (linea azul. Los resultados estan expresados como el porcentaje de la actividad con respecto a la actividad de la proteina sin
tratamiento. Cada experimento se llevé a cabo por trinlicado.
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Para entender las caracteristicas A &
biofisicas y cinéticas de SyTPI, la version
silvestre y las mutantes puntuales fueron

expresadas de forma recombinante en una

cepa de E. coli BL21 DE3 carente de tpi
enddgena (Otpi)(Sullivan, Durani, & Magliery,

2011). Posterior a dos etapas cromatogréficas las

Figura 8. Gel SDS-page del
proceso de purificacion de SyTPI
por IMAC. Carriles: 1 Marcado de
peso molecular. 2 pastilla. 3 flujo
de la columna. 4,5 y 6 lavados. 7
elusién de proteina purificada.

SyTPIs recombinantes fueron purificadas con un
rendimiento aproximado de 4 mg por litro de medio

de cultivo con una pureza mayor al 95% (Figura 8).

El perfil de elusion de la SyTPI silvestre recombinante, en su paso por una
columna de filtracion en gel, mostré que la proteina se ensambla como un dimero
con un peso molecular aproximado de 54 kDa (Figura 7, B). A diferencia de las TPIs
de eucariontes y bacterias, los valores de constantes cinéticas de TPIs de
cianobacterias son escasos en la literatura. Los resultados de cinéticas de estado
estable de este trabajo arrojaron que SyTPI cataliza la reaccion de isomerizacion en
sentido de G3P a DHAP con una Km de 0.8 mM y un nimero de recambio (Kcat) de
1,848 s™. Estas constantes cataliticas corresponden a una eficiencia catalitica de
2.31 x 10 M1 s La cual es similar a las reportadas para TPIs de otros
organismos fotosintéticos como C. reinhardtii y A. thaliana (Tabla 3 ) (Lopez-Castillo

et al., 2016b; Zaffagnini et al., 2014).
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Tabla 3. Parametros cataliticos para la interconversion de G3P y DHAP de SyTPI silvestre y sus

mutantes.
Enzima Km(mM) Kcat(s™) Kcat/Km(M-*?
s1)

SyTPI 0.80+0.02 1848+43 2.31x10°%
Cys42Ala 1.01+0.03 1776+42 1.76x106
Cysl27Ala 1.04+0.08 1774456 1.71x106
Cysl76Ala 1.01+0.05 1811+17 1.79x106
Cys42Aala/Cysl127Ala 1.10+0.03 1631+53 1.48x106
Cys42Ala/Cysl176Ser 1.46%0.02 2126462 1.46x106
Cys127Ala/Cys176Ser 1.19+0.08 68316 5.73 x10°
Cys42Ala/Cys127Ala/Cys176Ser 1.40+0.15 21.32+1. 1.52x104

Las actividades enzimaticas de las TPIs de Arabidopsis y C.
reinhardtii muestran diferentes panoramas cuando se ven expuestas a la presencia
de agentes oxidantes, por su lado AtcTPI es altamente susceptible a oxidacién por
diamida (DA) y peroxido de hidrégeno (H202) mientras que AtpdTPI y CrTPI son
resistente a estos mismos agentes (L6pez-Castillo et al., 2016b; Zaffagnini et al.,
2014). Se sabe que la incubacién de AtcTPI con 1 mM de DA reducen su actividad
a menos del 5% de la actividad de la enzima sin tratamiento y que
contrastantemente la incubacién con la misma concentracion de este agente genera

un efecto nulo en la actividad de AtpdTPI (Lépez-Castillo et al., 2016b).

Se ha propuesto que la oxidacion de las cisteinas por H202 y DA promueven
la formacion de &cido sulfinico y/o sulfénico (Kosower & Kosower, 1995; Poole,
2015). Tomando en cuenta las diferencias en la susceptibilidad ante agentes
oxidantes entre diversas TPIs, se opté por cuantificar el efecto que genera la
exposicidbn a estos agentes sobre la actividad enziméatica de la SyTPl. Los

resultados nos mostraron que la actividad catalitica de SyTPI no se ve afectada por
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la adicién de 1 mM de DA o 0.5 mM de H202, sin embargo, la actividad si decrece a

un 50% 25 mM de glutation oxidado (GSSG) y 0.5 mM MMTS (Figura 7, C).

Con la intencion de comparar el comportamiento de SyTPI con respecto con
el de las TPIs de plantas en la presencia de agentes tiol-conjugantes, se llevaron a
cabo ensayos cinéticos utilizando diferentes concentraciones de estos agentes. Los
resultados mostraron que SyTPIl es menos susceptible a agentes tiol conjugantes
como GSSG, MMTS y DA en comparacion con AtcTPIl y AtpdTPI (figura 7, D). La
actividad enzimética de SyTPI decrece a un 50% (de la actividad de la enzima sin
tratamiento) después de la incubacion con 25 mM de GSSG, en comparacion a las
actividades de AtcTPI y AtpdTPI, las cuales son completamente inhibidas a esa
misma concentracion de GSSG. La incubacion con MMTS genera efectos
inhibitorios en la actividad enzimatica de SyTPI a concentraciones menores a 50
UM. Por su lado AtcTPI y AtpdTPI disminuyen su actividad al 50% de su actividad

original a una concentracion de 0.005 y 18 uM de MMTS respectivamente.

Esto indica que un exceso molar de 27 veces de MMTS inhibe el 50% de la
actividad enziméatica de AtcTPI, sin embargo, un exceso molar mucho mas grande
de aproximadamente 272, 000 veces de este mismo agente no afecta la actividad
catalitica de SyTPI. De igual modo se observé que la DA a concentraciones por
arriba de 1,000 uM no afecta la actividad enzimatica de SyTPI, pero la actividad
enzimatica de AtcTPI y AtpdTPI disminuyen a un 20 y 80% respectivamente a la
misma concentracion de DA. Para el caso de H202, la actividad enzimética de SyTPI

no se ve afectada con la incubacion, la actividad de AtpdTPI se reduce hasta un
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20% con 500 pM H202, la actividad de AtcTPI decrece igual a un 20% pero a una

concentracion de 180 uM H20:2 (Figura 7, D).

Para entender si la actividad de SyTPI es modulada por la conjugacion de
agentes redox por medio su conjugacion con alguna de las cisteinas, se llevaron a
cabo ensayos cinéticos en tiempo real utilizando las enzimas SyTPI, AtpdTPI y
AtcTPI. Los resultados revelaron que SyTPI y AtpdTPI no muestran una inhibicion
de la actividad después de 60 minutos de incubacion con GSSG, por el contrario,
AtcTPI es inhibida hasta el 50% de su actividad a los 30 min del ensayo. La misma
tendencia se observa para el agente MMTS, donde AtcTPI presenta un 50% de su
actividad inicial después 15 min de incubacion. Para el caso de DTNB todas las

enzimas se inhibieron de forma similar (Figura 9).

4 SyTPl -6 AtcTPI B AtpdTPI

GSSG MMTS DTNB

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Time (min) Time (min) Time (min)

Figura 9. Cinética en tiempo real mostrando el efecto de GSSG, MMTS, y DTNB en la actividad
enzimatica de las enzimas wt SyTPI, AtcTPI y AtpdTPI. (Izquierda) la incubacién con GSSG no
produce un efecto inhibitorio en la actividad de SyTPI (triangulos negros) y AtpdTPI (cuadros
azules), sin embargo, la actividad de AtcTPI (circulos rojos) disminuye al 50% a los 20 min. del
ensayo. (Centro) La incubacion con MMTS no afecta la actividad de SyTPI, a los 60 minutos del
ensayo la actividad de AtpdTPI disminuye a un 80% y a este mismo tiempo la actividad de AtcTPI
decrece hasta un 10%. (Derecha) El efecto de DTNB sobre la actividad catalitica de las tres
enzimas es similar, a los 15 minutos las actividades cataltiicas disminuyen a un intervalo de entre

45 y 55% mientras que, a los 60 minutos las actividades decrecen hasta un 10 a 20%.
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El diferencial de inactivacién entre los tres agentes tiol-conjugantes indican

que AtcTPI contiene cisteinas accesibles cuyo ambiente quimico propicia la

conjugacion o enlace con GSSG y MMTS, y que por su parte AtpdTPl y SyTPI

contienen cisteinas accesibles pero que su ambiente no es propicio para reaccionar

con GSSG o MMTS. La inhibicién total de la activad con DTNB y minima ante GSSG

es un comportamiento que se ha visto con anterioridad en CrTPI (Zaffagnini et al.,

2014). DTNB es un compuesto cargado negativamente mientras que MMTS es

neutral, y GSSG promueve la formacion de un enlace disulfuro con mayor afinidad

a grupos tiolatos méas que con tioles (Poole, 2015).

Estructura cristalografica de SyTPI

Para comprender la insensibilidad de SyTPI ante la presencia de agentes tiol-

=

Figura 10. Cristales de SyTPI con forma de
laminas con una dimension maxima de 700 x
70 x 70 ym después de una semana.

conjugantes desde una perspectiva
estructural, se crecieron cristales proteicos
de SyTPI en complejo con 2-fosfoglicolato
(2-PGA), estos cristales se lograron
difractar a una resolucion de 1.6 A (Figura
10). La estructura resuelta revelé que SyTPI
se ensambla como un homodimero y que
cada monomero se ensambla de forma

canonica (B-a)s o barril TIM cuyo arreglo

consta de 8 a-hélices y 8 laminas B-plegadas (Figura 11, A).

Respecto al barril TIM, los lazos ubicados al final de cada B-plegada se

ensamblan al frente del barril y algunos de estos estan involucrados en el
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ensamblaje del dimero (lazos 1, 2, 3y 4) y en la actividad catalitica ( lazos 6, 7 y 8)
(Katebi & Jernigan, 2014). Los lazos que acompafian a cada a-hélice ensamblan la
parte trasera del barril y su rol es meramente estructural. El sitio activo de SyTPI
muestra la interaccion y contacto de los residuos cataliticos Lys 11, His96, y Glu165
con el inhibidor 2-PGA (Figura 11, A). La superficie total de la interfase del dimero

posee un area de 10,390 A2,

Para tener una perspectiva evolutiva sobre las TPIs de organismos
fotosintéticos, se construy6 un arbol filogenético utilizando la secuencia de TPI de
plantas terrestres, algas y cianobacterias (Tabla anexa 1). La topologia del arbol
muestra que las TPI de cianobacterias no estan filogenéticamente relacionadas con
las TPIs de plantas y algas, lo anterior se encuentra de acuerdo a los datos
publicados con antelacion por Reyes-Prieto y colaboradores (Reyes-Prieto &
Bhattacharya, 2007). De igual modo la topologia del arbol también nos sugiere que
las TPIs de algas verdes como C. reinhardtii, han seguido distintas trayectorias
evolutivas en comparacion a las TPI de cloroplasto de plantas terrestres. (Figura 11,

B).

Un alineamiento de las estructura de SyTPl con TPIs cristalizadas en
ausencia de ligando (AtcTPI and AtpdTPI) (Figura 11, C) muestran que SyTPI posee
una conformacion cerrada del lazo 6 (Lopez-Zavala et al., 2016; Mande et al., 1994).
Esta superposicion o alineamiento estructural también nos indica que los elementos
estructurales secundarios de SyTPI son virtualmente idénticos a los de las otras
TPIS de organismos fotosintéticos. Como se comentd en secciones anteriores,

SyTPI posee una delecién de 7 aminoacidos en el lazo que conecta a la a-hélice 6
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con la B-plegada 7. En AtcTPI y AtpdTPI esta region se ensambla como una
pequefia a-hélice, en SyTPI esta region se ensambla como un loop que conecta a
la a-hélice 6 y a la B-plegada 7 (Figure 11, D), esta a-hélice corta se comparte con

las TPIs de arqueas como Pyrococcus woesei (Walden et al., 2001).

En TPIs de arqueas, una valina conservada en la a-hélice 6 (Vall73 en P.
woesei) forma parte de una interfaz que al coordinarse con residuos de la a-hélice
4y 5 ensamblan el oligobmero tetramerico (Figura 11, E). A pesar de que SyTPI no
posee esta a-hélice corta que conecta a la a-hélice 6 y a la B-plegada 7, los residuos
y los cambios estructurales necesarios para el ensamblaje del oligémero tetramérico
no se presenta. La localizacion opuesta a la cavidad catalitica de SyTPI de la
conexion entre a-hélice 6 y la B-plegada 7 sugiere que la delecion en esta a-hélice

no tiene un rol en la catalisis.
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Figura 11. Estructura cuaternaria de SyTPI. (A) Representacién de caricatura del homodimero de SyTPI.
La interfaz del dimero esta formada por la interconeccién del loop 3, la subunidad A esta coloreada en azul
y la subunidad B en color verde. El 2-PGA esta coloreado en rosa en una representacion de esferas solidas
y los residuos cataliticos Lysl1l, His96, y Glul65 estan representados de forma de barras y
esferas. (B) Arbol filogenético de TPIs de organismos fotosintéticos. El arbol esta formado a partir de
secuencias de aminoacidos representativos de TPIs de plantas terrestres, algas verdes y cianobacterias.
Los valores de Bootstrap se reportan como nodos. La escala de distancia esté indicada entre O y 1, donde
0.2 indica 20% de diferencia entre dos secuencias. (C) Superposicion de las estructuras de SyTPI, AtcTPI
y AtpdTPI. SyTPI presenta una conformacion cerrada del loop 6. (D) Acercamiento y representacion de
listones de la a6 y B7 de SyTPI, AtcTPI y AtpdTPI. AtcTPI y AtpdTPI conectan a la a6 y 7 mediante una
pequefa a-hélice, mientras que SyTPI presenta una delecion de siete aminoacidos y conecta estos
elementos estructurales mediante un lazo corto. (E) Comparativa estructural entre la TPI tetramerica de
Pyrococcus woesei (PDB: 1HG3) y SyTPI en la regiéon que comprende la a6 y 7. En PwTPI el residuo
V173 de la a6 esta involucrado en el ensamblaje del tetramero. SyTPI posee una glutamina (Q191) en la
posicion eaquivalente.
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Accesibilidad y reactividad de las cisteinas de SyTPI

Para entender de una forma mas clara el proceso de regulacion redox de las
TPIs, diversos grupos de investigacion han enfocado su trabajo en un aminoacido
en particular, las cisteinas, dado que se ha visto que pueden fungir como elementos
de regulacion (Dumont, Bykova, Pelletier, Dorion, & Rivoal, 2016b; Lépez-Castillo
et al., 2016b; Zaffagnini et al., 2014). SyTPI contiene 3 cisteinas por monémero
(Figure 12, A). en todas las TPIs de los organismos conocidos a la fecha, se
encuentra una cisteina conservada, la cual en SyTPI corresponde a la posicién 127
(SyTPI-C127) (Olivares-lllana et al., 2017). En las TPIs de organismos fotosintéticos
y en las TPIs cristalizadas hasta la fecha, el grupo tiol de esta cisteina se encuentra
completamente cubierto dentro de la coraza hidrofébica (Figura 12, A) (Olivares-

lllana et al., 2017).

8203  c176

L1 L : 5
e

AtpdTPI AtcTPI

Figura 12. Estructura cristalina de SyTPl mostrando las cisteinas. (A) Comparativa estructural de la
localizacion de las cisteinas de (SyTPI, Synechocystis sp. PCC 6803 TPI; CrTPI, C. reinhardtii TPI;
AtcTPI citosélica de A. thaliana TPI; AtpdTPI de A. thaliana TPI). (B) Localizacion estructural del residuo
SyTPI-Cys176. (Izquierda) Las subunidades A y B de SyTPI estan coloreadas en Azul y rojo. Todas las
cisteinas estan de color Amarillo y los grupos tioles en color negro. El grupo tiol del residuo Cys127 esta
orientado hacia la coraza hidrofébica, por el contrario, el grupo tiol del residuo Cys176 se encuentra expuesto
al solvente. (Derecha) Representacion de listones enfocada en el residuo Cys176. La cadena lateral del
residuo Cys176 interactta con el residuo Tyr201. El grupo hidroxilo de Tyr201 (coloreado en azul) y la cadena
principal de S203 establecen interacciones de Van der Waals con Cys176. Tyr201 y Ser203 forman parte del

loop de union a fosfatos (lazo 6).
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La localizacién de las cisteinas en SyTPI difiere con la de otros organismos
fotosintéticos (Cysl14 en CrTPI, Cysl5 en AtpdTPI15 y Cysl3 en AtcTPI)(LOpez-
Castillo et al., 2016b; Zaffagnini et al., 2014), ademas de la ausencia de otra cisteina
con potencial de S-glutationilacion (Cys218 en AtcTPl y Cys219 en CrTPI) (Figura
12, A) (Dumont, Bykova, Pelletier, Dorion, & Rivoal, 2016a; Lépez-Castillo et al.,
2016b; Zaffagnini et al., 2014). Los residuos SyTPI-Cys42 y SyTPI-Cys176 no estan
conservados en CrTPI, AtcTPI y AtpdTPI (Figure 12, A). El residuo SyTPI-Cys42 se
encuentra cubierto e inaccesible al solvente mientras que los residuos SyTPI-
Cysl127 y SyTPI-Cysl76 si estan expuestos y presentan areas superficiales
accesibles al solvente (SASAs por sus siglas en inglés) de 2.4 y 1.7 A2

respectivamente (Tabla 4).

Como se menciond anteriormente, el grupo tiol del residuo SyTPI-Cys127
estad completamente embebido, mientras que el grupo tiol del residuo SyTPI-Cys176
contiene el Unico grupo tiol accesible a solvente en esta proteina (Figura 12, B). Un
acercamiento y representacion de listones del residuo SyTPI-Cys176 nos muestra
gue este aminodacido interactia directamente con los residuos Tyr201 y Ser203 del
lazo 6 (lazo de union a fosfatos). El cambio conformacional que ocurre en este lazo
es indispensable para la catalisis, por lo que las modificaciones o mutaciones
hechas en esta zona, (por ejemplo en los residuos equivalentes a SyTPI-201 y
SyTPI-S203 en la TPI de levadura) afectan severamente a la catalisis (Zhai, Amyes,
& Richard, 2015). Asi pues, los cambios estructurales en SyTPI-Cys176, originados
por modificaciones quimicas a causa de agentes redox o por mutaciones puntuales

del aminoacido podrian tener un efecto importante en la catélisis.
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Tabla 4. Area superficial accesible a solvente (SASA por sus siglas en inglés) de las
cisteinas presentes en SyTPI calculadas en ANCHOR (Meireles et al., 2010).

Residuo SASA (A?) de la SASA (A?) de la
subunidad subunidad dimerica
dimerica A B

Cys42 0 0

Cysl27 2.4 2.5

Cysl176 1.7 1.7

Con el fin de corroborar la accesibilidad predicha de las cisteinas de SyTPI,
se midieron el numero de tioles accesibles mediante la técnica espectrofotométrica
de Ellman (DTNB) tanto para la enzima silvestre de SyTPI como para el set de las
mutantes puntuales (Tabla 5). Como se menciond en secciones anteriores, se
disefiaron un set de mutantes para neutralizar la posible participacion de las
cisteinas en la regulacién o insensibilidad de SyTPI ante agentes REDOX. Los
residuos SyTPI-Cys47 y SyTPI-Cys127 se mutaron a alanina debido a que sus
grupos tioles se encuentran cubiertos dentro de la coraza hidrofébica. El residuo
SyTPI-Cys176 se cambio a serina dado que el grupo tiol se encuentra expuesto a

solvente.

La sustitucion del residuo Cys127 a serina en TPIs ortélogas desestabiliza la
naturaleza dimérica de la estructura cuaternaria, mucho mas de lo que haria una
mutacion a alanina (Gonzalez-Mondragén et al., 2004; Hernandez-Santoyo et al.,
2012). Esto debe estar relacionado con el caracter hidrofébico de las cisteinas y su
incapacidad de establecer puentes de hidrégeno con el agua (Nagano, Ota, &
Nishikawa, 1999). El analisis de DTNB revel6 que SyTPI silvestre contiene 1.37

tioles accesibles por mondmero. La mutante SyTPI-Cys127Ala disminuyo el nUmero
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de tioles accesibles a uno, SyTPI-Cys42Ala a 0.88 y SyTPI-Cys176S a 0.55. El
descenso mas marcado en el nimero de tioles accesibles por monémero lo
presenta la mutante SyTPI-Cys176Ser, este dato nos indica que el residuo SyTPI-
Cysl76 es el que contiene el tiol accesible. Por otro lado, las mutantes de los
residuos SyTPI-Cys42 y SyTPI-Cys176 muestran un minimo descenso en el nUmero
de tioles expuestos o0 accesibles. (Tabla 5). En resumen, la determinacion de la
accesibilidad de los tioles de las cisteinas por DTNB nos indica que el residuo
SyTPI-Cys176 posee un tiol accesible y que los grupos tiol tanto SyTPI-Cys42 como

SyTPI-Cys127 se encuentran parcialmente accesibles.

Tabla 5. Tioles accesibles en SyTPI silvestre y mutantes
determinados por DTNB.

Enzima Tioles accesibles por monémero
SyTPI 1.37+0.08
Cys42Ala 0.88+0.02
Cysl127Ala 1.01+0.07
Cysl76Ser 0.55+0.05

Las mutaciones de las cisteinas de SyTPI reducen la actividad catalitica y la

estabilidad

Para entender el efecto que modificar a las cisteinas de SyTPI por medio de
mutaciones puntuales tiene sobre la actividad catalitica, se midieron las actividades
de SyTPI Wty de todo el set de mutantes, 3 sencillas, 3 dobles y una triple (Tabla 3).
Los resultados mostraron que la actividad de las mutantes sencillas SyTPI-
Cys42Ala, SyTPI-Cysl127Ala y SyTPI-Cysl76Ser disminuye a un 76 a 77% de la
actividad de la enzima sin modificacion. Por su lado la actividad de las dobles

mutantes Cys42Ala/Cysl127Ala y Cys42Ala/Cysl176Ser se redujo a un 63% de la
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actividad de la enzima silvestre, para el caso de la mutante doble y triple la
disminucién de la actividad fue drastica, presentando la doble mutante
Cys42Ala/Cys176Ser una disminucion equivalente al 24.8% vy la triple mutante
Cys42Ala/Cys127Ala/Cysl176Ser de 0.68% de la actividad de SyTPI silvestre

(Tabla 3).

Los parametros cinéticos observados para las mutantes de SyTPI se
correlacionan con la capacidad de complementar en una cepa E. coli ATPI (Sullivan
et al., 2011), esta cepa al tener mutado de forma insercional el gen de TPI la Gnica
manera en que puede crecer en un medio minimo es mediante la complementacion
con versiones de TPI funcionales. Los resultados de la complementacion mostraron
que las tres mutantes sencillas y las dobles mutantes Cys42Ala/Cysl127Ala y
Cys42Ala/Cys176Ser son capaces de complementar in vivo, mientras que para la
doble mutante Cys127Ala/Cys176Ser se logran observar algunas cuantas colonias
y no se logra observar complementacion para la triple mutante
Cys42Ala/Cys127Ala/Cys176Ser (Figura 13, A). Dado que ninguna cisteina de
SyTPI se encuentra cerca del sitio activo es probable que el decremento observado
en la actividad de la doble mutante SyTPI-Cys127Ala/Cys176Ser vy la triple mutante
se asocie con la disminucién de la estabilidad debido a la acumulacién de

mutaciones (Bloom & Arnold, 2009).

Con el fin de investigar si la introduccion de mutantes puntuales en las
cisteinas de SyTPI esta realmente asociado a la disminucién de la estabilidad, se
realizé a las mutantes sencillas dobles y triple un ensayo de estabilidad térmica

basado en florescencia para tener un panorama comparativo de la estabilidad de
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las mutantes respecto a la version Wt (Huynh & Partch, 2015; Lo et al., 2004). La
enzima SyTPI silvestre mostré un punto de fusion (Tm) de 57°C, la Tm de las
mutantes Cys176Ser y Cys42Ala solo se redujo 1°C, mientras que para la mutante
Cys127A la disminucion fue de entre 6—8°C. La doble Cys127Ala/Cysl176Ser y la
triple Cys42Ala/Cys127Ala/Cys176Ser de nueva cuenta presentan los cambios mas
abruptos, correlacionando los datos con la falta de complementacién in vivo que
también nos da evidencia sobre la estabilidad y actividad de la enzima (Figura 13,
B) asi como con la reduccion en la actividad catalitica también mostrada por estas
mutantes (Tabla 6). Debido a que una mutacién doble convierte a SyTPI inactiva,
surge la interrogante sobre el comportamiento de la estabilidad de SyTPI en
comparacion con la estabilidad de las TPIs de plantas terrestres. Para dar respuesta
a esta interrogante, se determind la estabilidad de SyTPI, AtcTPI, y AtpdTPI
mediante un ensayo de desnaturalizacion quimica tomando en cuenta la energia

libre de Gibbs del plegado proteico (Figura 13, C).

Todas las TPIs exhiben un proceso de desplegado de dos fases sin la
presencia de intermediarios. Esta observacion sugiere que las interacciones
cuaternarias son necesarias para la estabilizacion o para el plegado del estado
monomeérico (Tabla 6). Este analisis indica que la proteina mas estable es SyTPI,
seguido de AtpdTPI, mientras que AtcTPI es la proteina menos estable. La energia
libre de Gibbs para SyTPI implica que esta proteina es mas resistente al desplegado

en comparacion a las TPIs de plantas AtcTPI o AtpdTPI.
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Figura 13. (A) Placas de agar M63 (medio minimo) mostrando la complementacién in vivo en células de E.
coli BL21 (DE3) ATPI de los plasmidos que expresan las versiones de SyTPI wt y mutantes, se utilizo el
plasmido de AtcTPI wt como control positivo. (B) Perfiles de desnaturalizacién térmica de SyTPI wt y mutantes
, Se utiliz6 como marco comparativo y como controles positivos a las TPIs de plantas. (C) Curvas de
desnaturalizacion con Gdn-HCI de SyTPI, AtcTPI y AtpdTPI. El eje “y” representa el porcentaje de
desplegamiento de la proteina (fd) y el eje “x” la concentracion de Gdn-HCI.

Tabla 6. Parametros termodinamicos del desplegamiento de SyTPI, AtcTPl y AtpdTPI.
*Concentracion de GdnHCI necesaria para alcanzar el punto medio de la desnaturalizacién.

Enzima AGH2° m *[GdnHCI] s50%
k 1M1 M
(kJ mol1) (kJ mol™M~) (M)
SyTPI 64.8+25 23.8+1.0 14+0.1
AtpdTPI 505+2.1 195+15 1.0+£0.1
AtcTPI 41.2+1.5 140+1.0 0.72+0.1

Identificacidn de tioles accesibles y reactivos mediante escision quimica con
(NTCB).

El andlisis de la estructura cristal de SyTPI indicé que el residuo SyTPI-
Cys176 contiene el Unico grupo tiol que se encuentra expuesto al solvente. Por otro
lado, la cuantificacién por DNTB mostré que SyTPI contiene mas de un grupo tiol

accesible por monémero (Tabla 5), por lo que resulta posible que SyTPI-Cys176
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sea un sitio de regulacién mediado por la unién a glutation. Para probar esta
hipotesis, se determind la accesibilidad y reactividad de SyTPI silvestre y de las
mutantes sencillas con ayuda de (NTCB) bajo condiciones nativas. El peso
molecular predictivo esperado de los productos de escision considerando que todas
las cisteinas de SyTPI estdn expuestas al solvente corresponderian a fragmentos

de 4.7,9.2,5.2,y 6.9 kDa (Figura 14, A).

Los resultados del experimento mostraron que la reaccion de escision de
NTCB en SyTPI genera dos fragmentos proteoliticos de aproximadamente 20 y 7
kDa. Estos fragmentos corresponden a los pesos moleculares de los fragmentos
predichos para la protedlisis del residuo Cysl176, indicando que este residuo
contiene el Unico grupo tiol en SyTPI que se encuentra expuesto al solvente. El
patrén de escision en las mutantes sencillas Cys42Ala y Cys127Ala muestran un
patrén de corte idéntico al de SyTPI silvestre, lo cual refuerza la idea de que NTCB
solo reacciona con Cysl1l76. Esta observacion se corrobora con la usencia de

protedlisis en la mutante Cys176 (Figura 14, A).
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Figura 14. Identificacion bioquimica de las cisteinas expuestas de SyTPI. (A) Fragmentos de corte por NTCB.
Las barras de la parte superior representan los posibles sitios de corte en SyTPI asi como el tamafio esperado
de los fragmentos proteoliticos. Las muestras fueron digeridas con NTCB y analizadas por SDS-page. Los
fragmentos de corte por NTCB de 19.1 y 6.9 kDa corresponden a los residuos del corte de la cisteina 176 de
SyTPI silvestre. (B) Identificacion de S-glutationilacion en SyTPI mediante Western blot. Las enzimas
purificadas wt y mutantes fueron incubadas en la presencia de glutation oxidado (GSSG). Las proteinas en el
gel SDS-Page fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa para su analisis por Western blot, las TPI
de plantas AtcTPI y AtpdTPI fueron utilizadas como control positivo. Se detectd S-glutationilacion en SyTPI
silvestre, en las mutantes sencillas y en las mutantes dobles Cys42Ala/Cys127Ala y Cys42Ala/Cys176Ser
(carriles 2—7) y en los controles positivos (carriles 10-11), sin embargo, no se detectd sefial en la doble

3 4 5 6 7 89 10 1

mutante Cys127Ala/Cys176Ser ni en la triple mutante Cys42Ala/Cys127Ala/Cys176Ser (carriles 8 y 9).
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La S-glutationilaciéon es una modificacion postraduccional que protege de la
oxidacion a los grupos tiol de las cisteinas, es una modificacion redox que puede
modular la actividad catalitica de la enzima. Se sabe que las TPIs de diferentes
especies son blancos de s-glutationilacién y para identificar si SyTPI también es
blanco de S-glutationilacién, se probo si la version SyTPI silvestre y mutantes
pueden ser glutationadas. Un anticuerpo biotinilado especifico para glutatién
(BioGSSG) que interactia con proteinas glutationadas detecté S-glutationilacion en
residuos de SyTPI y en los controles positivos AtcTPI y AtpdTPI cuando se llevo a
cabo un andlisis por medio de un ensayo de Western blot (Figura 14, B, carriles 1,
9, y 10). La S-glutationilacion fue detectada en las mutantes sencillas Cys42Ala,
Cysl127Alay Cys176Ser indicando que por lo menos dos de las cisteinas de SyTPI
pueden reaccionar con el glutatiéon (Figura 14, B, carriles 2, 3, 4). También se
detectd sefial en las dobles mutantes Cys42Ala/Cys127Ala, Cys42Ala/Cys176Ser,
pero no en la Cysl27Ala/Cysl76Ser ni tampoco para la triple Cys42Ala/
Cysl127Ala/Cysl176Ser (Figura 14, B, carriles 5, 6, 7, 8). Lo que estos resultados
indican es que tanto el residuo Cys127 como el Cysl76 son blancos de S-

glutationilacion in vitro.
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Discusioén

Los mecanismos de sefializacion basados en oxido-reduccion, como la S-
glutationilacion y la S-nitrosilacion, juegan un papel muy importante en la regulacion
de la actividad enzimética bajo condiciones de estrés. Estos mecanismos dependen
de la reactividad de las cisteinas expuestas. En este trabajo se encontré que la
actividad enzimética de SyTPI no se ve afectada por la interaccion con agentes tiol-
conjugantes a concentraciones a las cuales la TPI citosélica y cloroplastidica de
plantas (A. thaliana) se encuentran totalmente inhibidas (Figura 7, D). SyTPI esta
involucrada en procesos oxidativos y reductores del metabolismo del carbono, lo
gue significa que es participe de la glucolisis y el ciclo de Calvin-Benson, por lo que
la integridad de esta enzima es critica en Synechocystis. Asi que es plausible
predecir que la TPI de cianobacteria evoluciond para evitar la oxidacion irreversible
de sus cisteinas en &cido sulfinico o sulfénico (Zaffagnini, Bedhomme, Lemaire, &

Trost, 2012).

Una comparativa entre las cisteinas accesibles en TPIs de organismos
fotosintéticos (Figuras 7A y 11A) muestran que la Unica cisteina conservada es la
equivalente a SyTPI-Cys127. Los resultados del Western blot mostraron que los
residuos SyTPI-Cys176 y SyTPI-Cys127 son glutationados in vitro (Figura 14, B),
estos datos contrastan con los patrones de corte de NTCB y con la localizacion
estructural del grupo tiol SyTPI-Cys127 (Figural4d, A). La S-glutationilacion de
residuos analogos al de SyTPI-Cys127 se ha observado en estudios prote6micos

de la TPl de humano, levadura, plantas y en otras cianobacterias (Dumont et al.,
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2016a; McDonagh, Ogueta, Lasarte, Padilla, & Barcena, 2009). El residuo Cys127
esta involucrado en la estabilizacion del dimero (Gonzalez-Mondragoén et al., 2004;
Hernandez-Santoyo et al., 2012; McDonagh et al., 2009; Samanta, Banerjee,
Murthy, Balaram, & Balaram, 2011). En este trabajo se plantea que la S-
glutationilacion del residuo conservado Cys127 en TPIs puede ser producto de una
exposicion transitoria de este grupo por lo que no se considera un blanco relevante

de S-glutationilacion.

AtcTPI, CrTPI, y AtpdTPI poseen una cisteina conservada (AtcTPI-Cys13,
CrTPI-Cys14, and AtpdTPI-Cys15) localizada entre 1 y a1 (Figuras 15, A). Esta
cisteina presenta un diferencial en la accesibilidad en las TPI de T. cruziyT.
bruceiy se sabe que es un blanco de S-glutationilacion en AtcTPlI and
AtpdTPI(L6pez-Castillo et al., 2016b). AtcTPI también presenta una cisteina en la
posicion 218 (AtcTPI-Cys218) la cual esta remplazada por una serina en AtpdTPI.
Se ha postulado que AtcTPI-Cys218 es el principal blanco de modificaciones redox

en AtcTPI (Lépez-Castillo et al., 2016b).

El hecho de que SyTPI no sea susceptible a agentes redox puede explicarse
por la ausencia de una cisteina en la posicion equivalente a AtcTPI-Cys218. SyTPI
presenta un solo residuo expuesto SyTPI-Cys176 (Figura 15, A), que interactla
directamente con el residuo Tyr201 y Ser203 del asa o lazo 6. EI cambio
conformacional de este lazo es indispensable para la catdlisis y se sabe que las
mutaciones a este residuo en la TPI de levadura interfieren a la catélisis (Zhai et al.,
2015). Asi pues, la principal pregunta en todo esto es como la actividad catalitica

SyTPI no se ve afectada por la modificacién del residuo SyTPI-Cysl176. Para
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entender esta interrogante se realizdé un analisis electroestatico en la periferia del
residuo SyTPI-Cys176 (Figura 15, D), como podemos ver, este residuo esta
rodeado por aminoacidos que poseen un potencial electroestatico negativo
(Aspl74, Glu212, Glul80) limitando el potencial de SyTPI-Cys176 de interactuar
con GSSG o0 H202, por su lado AtpdTPI y AtcTPI contienen una alanina en la

posicion equivalente a SyTPI-Cys176 (Figuras 15, D-F).

Aunque SyTPI contiene un tiol accesible, el ambiente estructural de éste
dificulta su interaccion con GSSG o H20:2. La inactivacion de SyTPI por DTNB, pero
no por GSSG y MMTS (Figura 9) podria deberse a la alta reactividad de DTNB. Un
fenébmeno similar se ha observa en la conjugacion de CrTPI con DTNB pero no con
GSSG, en donde las muestras incubadas de CrTPI con DTNB inhiben la actividad
enzimatica, pero al realizar el mismo experimento con GSSG la catalisis no se ve
afectada. La idea de que el residuo SyTPI-Cysl76 no es un blanco de S-
glutationilacion in vivo se ha corroborado en otros trabajos mediante andlisis
protedbmicos (Chardonnet, S., Sakr, S., Cassier-Chauvat, C., Le Maréchal, P.,

Chauvat, F., Lemaire, S. D., & Decottignies, 2015).
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Figure 15. Fundamento estructural de la resistencia ante agentes redox de. (A—C) acercamiento a la a-hélice
7 mostrando los residuos SyTPI-Val210 (A), AtcTPI-Cys218 (B) y AtpdTPI-Ser218 (C) En color rojo como
representacion de barras, los tres residuos estan localizados cerca de una tirosina (SyTPI-Tyr201, AtcTPI-
Tyr209, y AtpdTPI-Tyr209) del motivo YGGS, que hace contacto con los residuos localizados inmediatamente
después (SyTPI-Cys176, AtcTPI-Alal77, and AtpdTPI-Alal77) del residuo catalitico (SyTPI-Glul165, AtcTPI-
Glul66, y AtpdTPI-Glul66). Los potenciales electroestaticos cerca de los residuos SyTPI-Cys176, AtcTPI-
Alal77,y AtpdTPI-Alal77 (D-F), y SyTPI-Ala217, AtcTPI-Cys218, y AtpdTPI-Ser218 (G-I). Los amino&cidos
cargados negativamente se muestran de color rojo y los cargados positivamente de color azul. El grupo tiol
de SyTPI-Cys176 y de AtcTPI-Cys218 estan coloreados de color amarillo.
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La S-glutationilacion del residuo AtcTPI-Cys218 no puede modificar el
contexto estructural del lazo 7 el cual estd muy cercano al aminoacido Glul66
(L6pez-Castillo et al.,, 2016b). Un acercamiento de los aminoacidos cercanos al
residuo AtcTPI-Cys218 muestran que esta region mayoritariamente presenta una
carga electronegativa (Figure 15, H). En SyTPI y AtpdTPI, esta regién no contiene
cisteinas, su lugar lo ocupa una alanina o serina, respectivamente, las cuales no

son blanco de oxidacion (Figura 15, 1).

Tomando como base el analisis funcién-estructura de este trabajo, se puede
postular que SyTPI en el cloroplasto de plantas fue remplazado por una copia
duplicada de la TPI citosolica, todo esto debido en gran parte a la incapacidad de
ser regulada por S-glutationilacion o por compuestos redox. El residuo SyTPI-
Cysl176 es resistente a ser modificado por S-glutationilacion o por agentes redox
debido a la carga negativa de su ambiente estructural. Por lo tanto, podemos
especular que el camino evolutivo que la naturaleza tomo fue la alta susceptibilidad
ante agentes redox de la enzima AtcTPl ademas de la capacidad de poder ser
regulada por S-glutationilacién, para evolucionar en una AtpdTPI resistente a
agentes redox pero capaz de ser regulada, posiblemente en el residuo AtpdTPI-
Cys14. Descartando a la TPI bacteriana (SyTPI en nuestro modelo de estudio) por

su alta resistencia a ser modificada de forma postraduccional.
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Capitulo Il

Mimetizacion de modificaciones REDOX mediante mutaciones puntuales de
las cisteinas de AtcTPlI como fundamento estructural de la regulacion de la

actividad catalitica.
Introduccién

Se sabe que las especies reactivas de oxigeno (EROS) y la S-glutationilacion
modulan la actividad de la triosafosfato isomerase citosolica de plantas (cTPI). Y la
TPI citosélica de Arabidopsis thaliana (AtcTPI) no es la excepcion, su actividad esta
sujeta a regulacién redox por medio de dos cisteinas reactivas, las cuales funcionan
como elemento de control o interruptores. En este trabajo se investigo el papel de
los residuos, AtcTPI-Cys13 y At-Cys218, mediante su sustitucion por mutagenésis
sitio-dirigida, los aminoacidos por los cuales la cisteina fue intercambiada mimetizan
los aductos producidos de la conjugacién del grupo tiol, asi como los &cidos sulfinico
y sulfénico, productos de la oxidacién irreversible de la cisteina. Los estudios
cristalogréficos muestran que la modificacion del residuo AtcTPI-Cys13 propicia la
formacion de mondmeros inactivos debido al reacomodo del residuo Phe75 de la
subunidad vecina, lo que desestabiliza la interfaz del dimero. Por su lado, las
modificaciones realizadas al residuo AtcTPI-Cys218 generan diferentes versiones
estructurales de la TPI con una variedad de decrementos de la actividad catalitica
debido a la modificacion estructural de las asas 6 y 7, cuya integridad estructural es
necesaria para el ensamblaje del sitio activo. A diferencia de las mutaciones en el

residuo AtcTPICys13, las mutaciones en AtcTPI-Cys218 no alteran la naturaleza
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dimérica de AtcTPI. Asi pues, las modificaciones a los residuos AtcTPI-Cysl13 y
AtcTPI-Cys218 modifican la actividad catalitica de AtcTPI debido a la induccion y
formacion de monomeros inactivos, asi como la estructura del sitio activo de la
enzima dimérica, respectivamente. La identidad del residuo AtcTPI-Cys218 se
encuentra conservada en la mayoria de las TPIs citosdlicas de plantas, esta
conservacion y la exposicion a solvente, lo hace el blanco méas probable de
regulacion ante dafio oxidativo a causa de EROs. Los datos presentados en este
trabajo revelan los mecanismos estructurales por los cuales la S-glutationilacion
ademas de proteger a AtcTPI de modificaciones quimicas irreversibles, promueve
el reordenamiento de las rutas del metabolismo del carbdn a la ruta de las pentosas
fosfato para disminuir el estrés oxidativo, colocando a AtcTPI como un elemento de

regulacion.

La formacién de dimeros de proteinas ocurre mediante una gran variedad de
interacciones proteina-proteina, entre las que podemos mencionar la interaccion
entre el asa 1 de una subunidad con el asa 3 de la subunidad vecina, (Lara-
Gonzalez et al., 2015; Wierenga, Kapetaniou, & Venkatesan, 2010b). Las
modificaciones estructurales en cualquiera de estas dos asas resultan en la
afectacion de la dimerizacion, afectando la actividad catalitica de aquellas enzimas
cuya funcién depende de la estructura cuaternaria como es el caso de la TPI. Debido
al rol de la TPI en las rutas del metabolismo central originaron que esta enzima se
encuentre conservada en todos los organismos, desde bacterias hasta plantas y
animales. El genoma nuclear de plantas con flores codifica dos TPl completamente

funcionales, una versién citosdlica y otra con sefalizacibn de exportacion a
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cloroplasto (Chen & Thelen, 2010; Dumont et al., 2016b; Lopez-Castillo et al.,
2016a). Como se mencioné en apartados anteriores, la TPI cloroplastidica (pdTPI)
deriva de una duplicacion génica proveniente de la TPI citosolica (cTPI), esta
duplicacion reemplazo a la TPI de origen cianobacteriano (Reyes-Prieto &
Bhattacharya, 2007). La actividad de la TPI citosdlica y cloroplastidica en plantas
terrestres est4 sujeta a diferentes mecanismos regulatorios. Por ejemplo, la
actividad de cTPI incrementa durante el crecimiento para proveer de acetil coenzima
A para el ciclo del &cido citrico y disminuye hasta inhibirse con la S-glutationilacion

(Ito et al., 2003; Dorion et al., 2005; Flugel et al., 2017).

Otros casos como la levadura y la papa (Solanum tuberosum) cuentan con
variantes de TPI las cuales presentan un diferencial en la actividad catalitica,
cuestidon que les permite reorientar el flujo de carbono hacia la ruta de las pentosas
fosfato (PPP) (Ralser et al., 2007; Dorion et al., 2012; Valancin et al., 2013). En
plantas, las EROs son subproductos del metabolismo, a pesar de que también son
una respuesta ante estrés abidtico (Kim et al., 2011), una gran variedad de enzimas
también son sus blancos (Dixon et al., 2005; Zaffagnini et al., 2012b, 2013). Las
cisteinas de estas enzimas juegan un papel predominante en esta interaccibn como
los blancos directos de modificacion por redox. El grupo tiolato es reactivo con
peroxido de hidrogeno (H202), el radical hidroxilo (OH¢), y con el anién superéxido

(02+).

Por lo que, el estrés oxidativo puede inducir modificaciones
postraduccionales progresivas (PTM) del grupo tiol, convirtiéndolo en &cido

sulfénico (-SOH), sulfinico (-SO2zH), y sulfénico (-SOsH) (Ito et al., 2003), estos das
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Gltimas reacciones son irreversibles (Jacob et al., 2004; Murray et al., 2012). Las

cisteinas también pueden ser modificadas de forma reversible por medio de la

S-glutationilacion, la S-nitrosilacién y por la formacion puentes disulfuro (Zaffagnini

et al., 2012a, 2012b).

Diversos estudios han mostrado que las TPI provenientes de organismos
fotosintéticos son blanco de S-glutationilacion y nitrosilacion (Ito et al., 2003; Dixon
et al., 2005; Zaffagnini et al., 2014; Dumont et al., 2016; Lopez-Castillo et al., 2016).
Sin embargo, el efecto de la S-glutationilacion en la TPI difiere entre las especies.
Por ejemplo, la S-glutationilacién en la TPI citopldsmica de A. thaliana produce un
una perdida concomitante de la actividad catalitica, la cual puede ser revertida por
la adicion de glutatién reducido (GSH) o por DTT (lto et al., 2003), asi mismo la S-
glutationilacion solo induce una ligera reduccion en la actividad de la TPI
cloroplastidica de Arabidopsis y Chlamydomonas (CrTPI) (Zaffagnini et al., 2014;
Lopez-Castillo et al., 2016) y como se observo en el capitulo 1 de este trabajo, la S-
glutationilacion genera un efecto despreciable en la actividad catalitica de la TPI de
la bacteria fotosintética Synechocystis (SyTPIl) (Zaffagnini et al., 2014; Lopez-

Castillo et al., 2016).

Con base en la estructura cristalogréafica de cTPI de A. thaliana (AtcTPI) se
ha hipotetizado que la S-glutationilacion y las modificaciones quimicas de los
residuos AtcTPI-Cysl3 y AtcTPI-Cys218 podrian ocasionar la inactivacion
enzimatica por la promocion de la formacion de especies monomeéricas inactivas o
por la modificacion del sitio activo de la enzima (Lopez-Castillo et al., 2016). Para

entender como la S-glutationilacién y las modificaciones mediadas por EROs en los
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residuos AtcTPI-Cys13 y AtcTPI-Cys218 afectan la actividad enziméatica de AtcTPI,
se cred un set de mutantes puntuales en ambos residuos. Estas mutaciones
puntuales mimetizan el efecto de la oxidacién de las cisteinas (acido aspértico)
(Miyata et al., 2012), la unién con agentes tiol-conjugantes (tirosina y lisina) y a
aminoacidos que anulan la existencia de la cisteina con el minimo efecto estructural
(alanina y serina). Los resultados mostraron que la mutacion de AtcTPICysl13 a
acido aspértico promueve la formacion de mondémeros y que, por el contrario, las
mutaciones al residuo AtcTPI-Cys218 a tirosina, &cido aspartico y lisina dieron como
resultado versiones de la enzima con una actividad catalitica disminuida, lo anterior

a causa de cambios conformacionales ocurridos cerca al sitio activo.

En resumen, los datos mostrados en este trabajo indican que las
modificaciones quimicas de los residuos AtcTPI-Cys218 y AtcTPI-Cys13 originan

enzimas inactivas por dos diferentes mecanismos.

Hipotesis

En este trabajo se propone que la S-glutationilacion de cAtTPI es un mecanismo de
proteccion enzimatico contra la oxidacion irreversible de las cisteinas, asi como para
disminuir la actividad enzimética de forma reversible para reorientar el metabolismo
del carbono hacia la ruta de PPP para disminuir el estrés oxidativo mediante la

modificacion del estado oligébmero y el sitio activo de la TPI. (Dumont et al., 2016;

Lopez-Castillo et al., 2016).
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar el efecto que tiene la modificacion de los residuos AtcTPI-Cys13 y AtcTPI-

Cys218 sobre la actividad catalitica y su papel en el mecanismo de regulacion de

AtcTPI.

Objetivos especificos
Determinar la influencia del residuo AtcTPI-Cys13 en el papel regulatorio de AtcTPI.
Caracterizacion bioquimica de blancos de regulacion
Generacion de mutantes sencillas
Ensayos de complementacion in vivo
Determinacion de parametros cataliticos
Derivatizacion con agentes oxidantes

Ensayos de dilucién

Determinar la influencia del residuo AtcTPI-Cys218 en el papel regulatorio de

AtcTPI.
Caracterizacion bioquimica de blancos de regulacion
Generacion de mutantes sencillas
Ensayos de complementacion in vivo
Determinacion de parametros cataliticos

Derivatizacion con agentes oxidantes
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Materiales y métodos

Disefio de los genes sintéticos para expresion y mutagénesis sitio dirigida.

El marco de lectura de AtcTPI fue optimizado de los codones para su
expresion recombinante en E. coli, el gen se sub-cloné dentro los sitios de
restriccibn Ndel y BamHI de un vector pET19 modificado con el sitio de corte de la
enzima precision proteasa. La mutagénesis sitio-dirigida para el residuo AtcTPI-
Cys13 se realizo utilizando reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para el
residuo AtcTPI-Cys218 las mutantes se construyeron utilizando el protocolo de
Quick-change (New England Biolabs, Beverly, MA, USA). Los oligonucleétidos
utilizados para la mutagénesis sitio dirigida se muestran en la tabla 8. La expresién
y purificacién de las AtcTPIS se llevé a cabo en células de E. coli tanto para estudios
cristalograficos como para los ensayos bioquimicos (Sullivan et al., 2011). La

purificacion de las proteinas se hizo siguiendo el mismo protocolo que se presento

en el capitulo 1.

Tabla 7. Oligonucleétidos utilizados para la mutagénesis sitio dirigida de los residuos AtcTPI-C13 y AtcTPI-

C218.

Mutante Secuencia

Cys13Ala (GCC) | 5GACGACAAGCATATGGCTCGTAAATTCTTCGTTGGTGGTAACTGGAAAGCCAACGGTACCGCTGAAGAAGS
Cys13Ser(AGC) | 5GACGACAAGCATATGGCTCGTAAATTCTTCGTTGGTGGTAACTGGAAAAGCAACGGTACCGCTGAAGAAGS
Cys13Met(ATG) | 5GACGACAAGCATATGGCTCGTAAATTCTTCGTTGGTGGTAACTGGAAAATGAACGGTACCGCTGAAGAAGS
Cys13Asp(GAC) | 5GACGACAAGCATATGGCTCGTAAATTCTTCGTTGGTGGTAACTGGAAAGACAACGGTACCGCTGAAGAAGS
C-Terminal 5TTAGCAGCCGGATCCTCAAGCAGATTTTTTAACS

Cys13LP

Cys218AlaUpper | GCCTGACCACCCAGTTCTTTGGCGTTACCACCGTTAACAGAA

Cys218AlaLower | TTCTGTTAACGGTGGTAACGCCAAAGAACTGGGTGGTCAGGC

Cys218SerUpper | GCCTGACCACCCAGTTCTTTGCTGTTACCACCGTTAACAGAA

Cys218SerLower | TTCTGTTAACGGTGGTAACAGCAAAGAACTGGGTGGTCAGGC
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Para la cristalizacion de las proteinas de AtcTPI, las mutantes fueron
concentradas a 14 mg/mL1 en una soluciobn amortiguadora conteniendo 20 mM Tris
pH 8, 50 mM NaCl y 2 mM DTT. Al igual que en el capitulo 1, los cristales se

obtuvieron mediante la técnica de la gota colgante.

Los sets de datos de cada mutante se recolectaron en el Advanced Photon
Source utilizando un cristal de proteina Unico. Los datos fueron procesos con
MOSFLM (Battye et al., 2011) y escalados con AIMLESS, mediante el uso del
programa CCP4 Software Suite (McNicholas et al., 2011). Las estructuras
cristalograficas de las mutantes de AtcTPI fueron resueltas con remplazo molecular.
Los ensayos de complementeacion in vivo y la determinacion de los parametros

cataliticos se realizaron siguiendo los protocolos descritos en el capitulo 1

Experimentos de dilucion para la determinacién de la constante aparente de
disociacion.

La constante aparente de disociacion (appKdiss) del dimero de AtcTPlI Wt y
mutantes fue estimada a partir de experimentos de dilucién y medicién posterior de
la actividad catalitica. Las proteinas fueron incubadas por 24 h a 25°C a diferentes
concentraciones (de 1000 ng/mL a 50 ng/mL) en una solucibn amortiguadora
conteniendo TEA 100 mM, 10 mM EDTA y 1 mM DTT a pH 8.0. Posterior a la
incubacion la actividad se determine como se explica en el capitulo 1. Los datos

fueron normalizados con el valor de actividad mas alto obtenido.

Resultados

Reactividad de los residuos Cys13y Cys218
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AtcTPI posee cuatro cisteinas en las posiciones 13, 67, 127, y 218. De estos
residuos, se sabe que Cysl13, Cysl27, y Cys218 se pueden S-glutationar in vitro
(Dumont et al., 2016; Lopez-Castillo et al., 2016). La estructura cristalina de AtcTPI
muestra que los grupos tioles de los residuos Cys13 y Cys218 estan expuestos al
solvente, mientras que los grupos tiol de los residuos Cys67 y Cysl27 estan
completamente embebidos (Figura 16, A) (Lopez-Castillo et al., 2016). La identidad
del residuo 127 corresponde a la cisteina conservada en todas las TPIs conocidas
hasta hoy en dia (Olivares-lllana et al., 2017) y su S-glutationilacion es aun incierta,
dado que el grupo tiol de este residuo siempre se encuentra oculto. Se sabe de otros
trabajos y por lo que se observo en el capitulo 1 que las mutaciones a la cisteina
127 disminuyen la estabilidad térmica y la asociacién dimérica, por lo que este
residuo es critico para la estabilizacién de la interfaz del dimero (Gonzalez-
Mondragon et al., 2004; Samanta et al., 2011). La inaccesibilidad del grupo tiol del

residuo Cys127 y su tendencia para ser blanco de regulacion resulta paradojico.

La mayoria de las TPIs incluyendo la de Zea mays TPl (ZmTPI), se disocian
en monomeros desplegados, sugiriendo que la posible glutationilacion del residuo
Cys127 puede ocurrir en el estado desplegado (Tellez et al., 2008; Romero-Romero
et al., 2018) o también puede evidenciar la exposicion transitoria del grupo tiol a la
superficie, como se sugirié en el capitulo 1 para SyTPI. El residuo AtcTPI-Cys13
esté localizado en la mitad del asa 1 y forma parte de la interfaz del dimero mediante
la interaccion con residuos del asa 3 de la subunidad vecina (Figura 16, A). El

residuo AtcTPI-Cys13 posee una superficie accesible a solvente (SASA) de 2.7 A2
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en la estructura dimérica, mientras que para la estructura monomeérica corresponde

a 129.3 A2 (Lopez-Castillo et al., 2016).

El residuo AtcTPI-Cys218 esta localizado en el extremo N-terminal de la a-
hélice 7, cerca del asa de unidn a fosfatos, este residuo en la forma monomérica
posee una SASA de 6.7 A? (Lopez-Castillo et al., 2016) (Figura 16, A). La
accesibilidad a solvente de los residuos AtcTPI-C13 and AtcTPI-Cys218 los vuelve
blancos mucho mas probables para las oxidorreductasas de las familias de la
tiorredoxinas y glutaredoxinas y por tanto también objeto de estudio en este trabajo.
Para entender si los residuos AtcTPI-Cys13 y AtcTPI-Cys218 son los principales
blancos de S-glutationilacion y oxidacion, se construyd un set de mutantes con la
intencidon de remplazar el grupo tiol con las minimas consecuencias estructurales
posibles. Se disefid una versidn recombinante de AtcTPI silvestre conteniendo
Gnicamente tres aminoacidos extra antes de la metionina inicial (Dumont et al.,
2016; Lopez-Castillo et al., 2016). Partiendo de esta version recombinante, se muto
el residuo AtcTPI-C13 por metionina, serina, alanina y acido aspartico. Es de
esperarse que la mutacion a serina tenga efectos minimos en las interacciones de
van der Waals con lo que se espera que las perturbaciones estructurales sean
menores. La decision de mutar el residuo AtcTPI-Cysl3 a alanina parte de la
hidrofobicidad caracteristica de los residuos que rodean a AtcTPI-Cys13 con lo cual

se logra emular la naturaleza hidrofébica de la cisteina (Nagano et al., 1999).
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Figura 16. Andlisis estructural de AtcTPI y su inactivacién por agentes tiol-conjugantes. (A)
Representacion de listones de estructura cristalografica de AtcTPI mostrando la localizacion
de sus cuatro cisteinas en el monémero Ay su interfaz dimerica. Los aminoacidos cataliticos
conservados estan representados en esferas y barras de color rojo. (B) Experimentos en
tiempo real mostrando la inactivacién de AtcTPI por agentes tiol-derivatizantes. AtcTPI en
una concentracion de 0.184 nM fue incubada con una concentracién en exceso de 200 veces
de MMTS, GSSG y H20:2 (36.8 nM). Las gréficas representan el porcentaje de AtcTPI con
respecto a la muestra sin tratamiento a traves del tiempo. (C) Determinacién del contenido
de tioles de AtcTPI wt y mutantes mediante analisis de DTNB. La gréafica muestra el nUmero
total de tioles reactivos por monémero durante 30 min de incubacién con DTNB. El
experimento fue llevado a cabo con triplicados y el resultado mostrado es el promedio de los
tres experimentos. (D) Efecto de la incubacién con glutation enel estado oligmerico de AtcTPI.
AtcTPI fue incubada con tres diferentes concentraciones de GSSG de 0.25 a 25 mM. El
estado oligdbmero de AtcTPI fue evaluado mediante una corrida de las muestras en una
columna de filtracién en gel. La AtcTPI sin tratamiento eluye como dimero con un peso
molecular estimado de 50 kDa (pico II). Las incubaciones con 0.25y 2.5 mM de GSSG dieron
como resultado la apariciéon de un pico de proteina con un peso molecular que corresponde
al del monémero de 25 kDa (pico Ill), mientras que la incubacion con 25 mM GSSG dio como
resultado la aparicion de un pico desplazado hacia volimenes de elusion bajos, lo que
corresponde a agregados de proteinas (pico 1). (E) Actividad enzimética de TPIs recuperada
de los picos | y Il. AtcTPI recuperada de los picos | y Il mostraron menos del 20% y 4% de la
actividad enzimética, respectivamente. Las muestras recuperadas del pico Il mostraron una
actividad enzimatica equivalente a la de la enzima sin tratamiento. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado.
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Inicialmente se mutd AtcTPI-Cys218 a serina dadas las similitudes
estructurales entre estos dos aminoacidos. El analisis cinético mostrd6 que
AtcTPICys13Alay AtcTPI-Cys218Ser disminuyen su actividad catalitica en un rango
de 4.3 y 2.5-veces, respectivamente. En contraparte, AtcTPI-Cys13Ser mostrdé un
decremento de 30-veces la eficiencia catalitica (Tabla 8). Estos datos sugieren que
la introduccion de la alanina en la posicion 13 y de la serina en la posicion 218 son
tolerables para AtcTPI. Para determinar si la modificacién de los residuos AtcTPI-
Cys13y Cys218 afectan la actividad enzimatica de la TPI, se midio la susceptibilidad
de las mutantes AtcTPI-Cys13Ala y AtcTPICys218Ser a la reaccion con glutatién
oxidado (GSSG), (MMTS), y H202 en un experimento de una cinética de una hora

(Lopez-Castillo et al., 2016).

Las mutantes individuales de AtcTPI mostraron susceptibilidades similares a
la version silvestre ante los agentes tiol-conjugantes, mientras que la mutante
AtcTPI-Cys13Ala resulté ser la mas susceptible a H20:2 (Figura 16, A y B). estos
datos sugieren que tanto AtcTPI-Cys13 como AtcTPI-Cys218 reaccionan con la
misma eficacia ante agentes oxidantes y tiol reductores, sugiriendo que ambos
residuos son blancos de modificaciones mediadas por EROs. Para determinar si
solo estos dos residuos son los responsables de la inhibiciébn de actividad por la
conjugacion y/o oxidacién con agentes redox, se midié la actividad enzimatica de
las dobles mutantes carentes de cisteinas expuestas AtcTPICys13Ala/Cys218Sery
AtcTPI-Cys13Ser/Cys218Ser posterior a la incubacién con agentes tiol-conjugantes
(Figura 16, B). La doble mutante AtcTPI-Cys13Ser/AtcTPI-Cys218-Ser disminuyo

su actividad en una razén de 43.5 veces, mientras que la doble mutante AtcTPI-
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Cys13Ala/AtcTPI-Cys218Ser solo disminuyo la actividad 5.3-veces (Tabla 9). Las
dos mutantes dobles no son susceptibles a la derivatizacion por agentes redox como
el H202, reforzando el papel de que ambos residuos AtcTPI-Cys13 and AtcTPI-
Cys218 son los unicos blancos de regulacion redox en AtcTPI (Lopez-Castillo et al.,

2016) (Figura 16, B).

Para reforzar estos resultados, se midio la accesibilidad de los grupos tiol de
las cisteinas de la enzima silvestre y de algunas mutantes de AtcTPIl mediante el
ensayo de DTNB. En concordancia con los datos reportados anteriormente, AtcTPI
silvestre contiene aproximadamente dos tioles accesibles por monémero, mientras
que AtcTPI-Cysl13Ala y AtcTPI-Cys218Ser cuentan con aproximadamente un tiol
por cada monémero (Figura 16, C). La doble mutante AtcTPI-Cys13Ala/Cys218Ser
mostroé una reactividad limitada con DTNB, lo que nos confirma que Unicos tioles
expuestos son los de los aminoacidos Cysl3 y Cys218. Todos estos datos
concuerdan con los analisis de Western blot que han identificado a los residuos
Cysl13 y Cys218 como los principales blancos de S-glutationilacion (Dumont et al.,

2016; Lopez-Castillo et al., 2016).

La incubacién con GSSG propicia la formacion de monémeros inactivos

Sabiendo que la incubacion con GSSG promueve la formacién de
monomeros inactivos de AtcTPI, se hipotetizo que el decremento en la actividad de
AtcTPI ante la presencia de agentes oxidantes y tiol-conjugantes se debe a la

formacion de monomeros inactivos (Lopez-Castillo et al., 2016).
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La caracteristica de reversibilidad de la S-glutationilacion hace de esta
modificacion postraduccional un mecanismo de regulaciéon de la actividad
enzimatica mediada por la conjugacion entre glutatién y el grupo tiol de las cisteinas.
Los resultados de una primera corrida de exclusion molecular de la AtcTPI incubada
con GSSG (datos no mostrados) dieron como resultado un perfil de elusion con un
peso molecular aparentemente menor al de un monémero de TPI
(aproximadamente 27 kDa). La migracion aberrante de la AtcTPI en la columna de
filtracion en gel debido a la interaccion con glutation es poco intuitiva, asi que,
debido a lo atipico de este dato se decidi6 probar el efecto de la S-glutationilacién
en AtcTPl utilizando tiempos de incubaciobn cortos en tres diferentes

concentraciones de GSSG (Figura 16, D).

Tabla 8. Parametros cataliticos de AtcTPI silvestre y mutantes sencillas y dobles

Enzima Km(mM) Kcat(s!) Kcat/Km(M?! Relacion de
s disminucién
AtcTPI wt 0.47+0.08 1140+46.7 2.40x106 -
Cys13M 0.52+0.03  353%16.7 6.87x10° 3.49
Cys13A 0.37+£0.04 20918.1 5.54x10° 4.32
Cys13S 0.51+0.07 41.6+3.1 8.00x10% 30.0
Cys13D 0.63+0.09 32.1+2.4 5.09x104 47.1
Cys218M 0.82+0.09 468%19.2 5.68x10° 4.22
Cys218V 1.0320.18 642+42.2 6.25x10° 3.84
Cys218S 0.49+0.09 465%26.9 9.44x10° 2.54
Cys218K 0.53+0.02 165+14.2 3.11x10° 7.71
Cys218Y 0.88+0.07 455%37.1 5.11x10° 4.69
Cys218D 0.50+0.12 115+6.67 2.27x10° 10.5
Cysl13Ala/Cys218Ser 1.75+0.21  789+138 4.51x10° 5.37
Cys13Ser/Cys218Ser 3.76+0.45 209+35.9 5.57x10% 43.5

Como se esperaba, la AtcTPI no derivatizada eluyé como un pico sencillo en
un volumen de elucion que corresponde al del dimero de AtcTPI ~54 kDa (Figura

16, D, pico Il). La incubacion de AtcTPI con 25 mM de GSSG indujo la formacion de
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agregados de gran peso molecular (Figure 16, D, pico I), estos agregados son la
consecuencia de la disociacion y desplegamiento del dimero, tal como se ha
reportado con anterioridad para otras TPIs (Chanez-Cardenas et al., 2002; Maithal,
Ravindra, Balaram, & Balaram, 2002). La AtcTPI incubada con 2.5 0 0.25 mM GSSG
dieron como resultado la aparicion de un pico de proteina con un volumen de elucion
equivalente al monémero de AtcTPI ~27 kDa (Figura 16, E, pico Ill). La proteina de
esta fraccion monomeérica mostr6 menos del 20% de la actividad catalitica en
comparacion a la fraccion dimérica que exhibe la misma actividad que la proteina
sin tratamiento. (Figura 16, E). Estos datos sugieren que la S-glutationilacion altera
el estado oligdbmero de AtcTPI, dando como resultado enzimas con actividad
reducida debido a la monomerizacién o en los casos mas severos, la pérdida total

de actividad debido a la agregacion.
Las modificaciones Redox se pueden emular mediante mutagénesis

Las modificaciones redox pueden ser mimetizadas por mutagénesis sitio
dirigida para entender el comportamiento de AtcTPI ante la oxidacién y conjugacion
de los residuos Cys13 y Cys218. En este trabajo se utilizd6 mutagénesis para emular
las modificaciones redox de las cisteinas de AtcTPI (Figura 17, A). Se muto AtcTPI-
Cysl3 a acido aspartico para emular la modificacion quimica irreversible de la
cisteina a acido sulfinico y a metionina para anular la participacién de la cisteina,
comprometiendo en lo minimo la integridad catalitica de la proteina, lo anterior
considerando que en la TPl de humano y de levadura poseen una metionina en la
posicion equivalente a AtcTPI-Cys13 (Lolis et al.,, 1990; Mande et al., 1994;

Permyakov et al., 2012). Para el caso de AtcTPI-Cys218 las mutaciones se hicieron
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a metionina, valina y lisina para imitar la oxidacion mediada por EROs, agentes tiol-
conjugantes y aductos lineales como MMTS o S-glutationilacion, a tirosina para
imitar la conjugacioén quimica con agentes voluminosos o aromaticos (por ejemplo
DTNB), y finalmente la cisteina también se mutd por acido aspartico para mimetizar
la oxidacion a &cido sulfinico. (Lara-Gonzalez et al., 2015; Olivares-lllana et al.,

2017) (Figure 17, A).

69| Pagina



Tesis de doctorado | Eduardo Castro Torres

A B

Chemical specie/amino acid Structure AtcTPI
Cysteine -R-CH,-SH =
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Figura 17. Mimetizacidon de cisteinas oxidadas vy tiol-conjugadas mediante mutagénesis. (A) Estructura
guimica de los aminoéacidos utilizados para la mutagénesis sitio dirigida y su contraparte a la que mimetizan,
producto de las reacciones mediadas por EROs con el grupo tiol. Como se observa, el acido aspartico
mimetiza la oxidacion de la cisteina a acido sulfénico, la lisina a la conjugacion con MMTS vy la tirosina la
conjugacion con DTNB. (B) Complementacién bacteriana de AtcTPI wt y mutantes en la cepa de E. coli ATPI
BL21- DE3. Las bacterias transformadas con los plasmidos que contenian las construcciones de AtcTPI se
crecieron en medio minimo durante 48 horas a 30°C.
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Para evaluar el efecto de las mutaciones en la funcion de AtcTPI de forma in
vivo se llevaron a cabo ensayos de complementacion con E. coli. El primer paso
para evaluar el efecto de las modificaciones de los residuos Cysl13 y Cys218, fue
una complementacion in vivo de una cepa de E. coli ATPI BL21- DE3, siguiendo el
procedimiento descrito en el capitulo 1. (Lara-Gonzalez et al., 2015)(Figura 17, B).
AtcTPI wt, AtcTPI-Cys13Alay AtcTPI-Cys13Met complementaron de forma eficiente
a las cepas transformadas. Por el contrario, la construccion AtcTPI-Cys13Asp no
procedi6 a complementar la cepa deficiente en el gen tpi y la mutante
AtcTPICys13Ser exhibié una disminucion en el numero de colonias (Figura 17, B,
arriba). Las células bacterianas que contenian los plasmidos de las mutantes
AtcTPICys218Asp y AtcTPI-Cys218Lys mostraron defectos en la complementacion,
mientras que aquellas que contenian a las construcciones AtcTPI-Cys218Val,
AtcTPI-Cys218Tyr, AtcTPI-Cys218Ser y AtcTPI-Cys218Met mostraron una
complementacion similar a la exhibida por la construccion AtcTPI silvestre (Figura

17, B, abajo).

El analisis de la cinética enzimatica mostré que AtcTPICys13Asp y AtcTPI-
Cysl13Ser presentan una reduccion de la actividad catalitica de 47 y 30-veces,
mientras que la mutante a alanina y metionina mostraron una reduccién menor a 5
veces (tomando en comparacion la actividad de AtcTPI silvestre) (Tabla 9). Por lo
tanto, la poca complementacion que presentaron las construcciones AtcTPI-
Cys13Asp y AtcTPI-Cys13Ser se correlaciona con la disminucion de su eficiencia
catalitica. AtcTPI-Cys218Asp y AtcTPI-Cys218Lys mostraron una reducciéon de 10.5

y 7.7-veces en sus actividades, sin embargo, AtcTPI-Cys218Val y AtcTPI-
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Cys218Tyr mostraron actividades muy cercanas a la que presenta AtcTPI silvestre
(Tabla 9). Con lo anterior, nos damos cuenta que la dificultad observada de las
mutantes Asp and Lys en el residuo AtcTPI-Cys218 para complementar la cepa Atpi
se correlacionan a la perfeccion con la disminucién de su eficiencia catalitica. Para
evaluar si las mutantes en los residuos Cys13y Cys218 comprometen la estabilidad
estructural de AtcTPI, se midi6 la estabilidad térmica del set de mutantes tomando

como base la estabilidad de AtcTPI silvestre (Tabla 9).

Las mutantes del residuo Cys13 disminuyeron su temperatura de fusion (Tm)
entre 4.5y 3 °C en comparacion a la silvestre, las mutantes de Cys218 disminuyeron
su temperatura de fusion en un rango de 2 a 10°C y las mutantes que presentaron
la mayor disminucién de la actividad catalitica, AtcTPI-Cysl13Ser y AtcTPI-
Cys13Asp, presentaron una pequefia disminucién en la Tm. Contrastantemente, los
mutantes de la cisteina Cys218 exhiben una mayor disminucion en los valores de la
Tm, pero una disminucién moderada de entre 7.7 y 10.6 veces de la actividad
catalitica. Estos datos sugieren que la modificacion del residuo Cys13 no representa
un cambio considerable en la estructura y que las mutaciones al residuo Cys218
propician modificaciones estructurales que afectan la integridad estructural de la

proteina, pero con un cambio en la actividad catalitica menor.

Como ya se ha descrito, las modificaciones por mutagénesis del residuo
AtcTPI-Cys13 promueve la formacién de monémeros no cataliticos, por lo que, para
investigar si la pérdida de la actividad enzimatica en las mutantes de AtcTPI-Cys13
se debe a la alteracidén de la naturaleza dimérica de AtcTPI, se evalud el estado

oligbmero de las versiones mutantes de AtcTPI mediante exclusibn molecular en
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una columna cromatografica, a dos diferentes concentraciones de proteina: 1
mg/mL y 0.1 mg/mL (Figura 18, A). A la concentracién de 1 mg/mL, AtcTPI silvestre
y el set de mutantes, tanto del residuo AtcTPI-Cys13 como del residuo AtcTPI-
Cys218, eluyeron en un pico sencillo a un volumen de elusién correspondiente a un
peso molecular aproximado de 54 kDa. Por el contrario, a concentraciones de 0.1
mg/mL, AtcTPI-Cys13Asp, AtcTPI-Cys13Ser, and AtcTPI-Cys13Met presentaron un
desplazamiento en su perfil de elucién, migrando el pico de proteina a un volumen
de elucibn con un peso molecular equivalente al de un mondémero
(aproximadamente 25 kDa). La unica mutante de AtcTPI-Cys13 que eluyé como
dimero fue AtcTPICys13Ala (Figura 18, A). Por su parte, todas las mutantes del
residuo AtcTPI-Cys218 eluyeron en un volumen correspondiente a un dimero para

ambas concentraciones.

En todas las TPI estudiadas hasta la fecha, esta enzima funciona como un
dimero obligado, esto significa que los mondémeros de TPI son cataliticamente
incompetentes (Jimenez-Sandoval et al., 2017; Zarate-Pérez, Chanez-Cardenas,
Arreola, Torres-Larios, & Vazquez-Contreras, 2009). Asi pues, para determinar el
rol de la monomerizacion en la catélisis, se midieron las actividades especificas de
AtcTPI silvestre y el set de mutantes ante la dilucién, las enzimas se incubaron por
24 h a 25°C en concentraciones de proteina desde los 50 hasta los 1000 ng/mL

(Tabla 10).
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Tabla 9. Temperaturas de fusion y

constantes de disociacion

aparente.

Enzima Tm,°C aPPK ddiss (M)
AtcTPI 52.0+0.0 1.45E-07 + 2.10E-08
Cysl3Met 49.0+0.0 2.40E-07 + 2.83E-07
Cysl13Aal 48.0+0.0 3.22E-07 + 3.57E-08
Cysl3Ser 48.0+0.0 3.12E-06 + 3.57E-07
Cys13Asp 475+ 0.5 1.40E-05 + 1.77E-07
Cys218Met 48.0+0.0 3.20E-07 + 4.09E-08
Cys218Val 50.0+0.0 2.39E-07 + 3.02E-08
Cys218Ser 50.0+0.0 0.96E-07 + 3.53E-08
Cys218Lys 42.0+1.0 1.03E-07 + 2.83E-08
Cys218Tyr 47.0+£0.0 1.06E-07 + 1.71E-08
Cys218Asp 425+ 0.5 1.03E-07 + 4.97E-08

Se sabe que la dilucion promueve la disociacion de la TPI activa en
monomeros, con la concomitante perdida de actividad especifica (Figura 18, B)
(Mainfroid et al., 1996; Reyes-Vivas et al., 2002). Los resultados de los ensayos de
dilucion mostraron que la AtcTPI silvestre presentd una constante de disociacion
aparente (appKdiss) de 1.57 M, la cual es similar a la observada para otras TPIs
(Reyes-Vivas et al.,, 2002). Las mutantes puntuales AtcTPI-Cys13Ala, AtcTPI-
Cysl13Met, y AtcTPI-Cys13Ser disminuyeron su afinidad de enlace del dimero en
una relacion de 2, 16, y 21 veces, respectivamente. Por su lado, las mutantes
AtcTPI-Cys13Asp disminuyeron la estabilidad del dimero en mas de 100 veces,
indicando que esta mutacion emula a la oxidacion de la cisteina 13 dando como

resultado la formacion de enzimas monoméricas. (Figura 18, B).

En comparacion a la tendencia de AtcTPI-Cys13 de promover la aparicion de
especies monoméricas, las modificaciones al residuo AtcTPI-Cys218 no alteran la

actividad especifica a partir de la dilucién, dando soporte a la idea de que las
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mutaciones a este residuo no afectan la naturaleza dimérica de AtcTPI (Figura 18
A, By tabla 10). El cambio en el equilibrio dimero-monémero de AtcTPI-Cys13Ser
y AtcTPI-Cys13Asp se correlaciona con la disminucion de 30 y 47 veces de la

actividad catalitica.

Resulta interesante el dato de que, la mutante AtcTPI-Cys13Met es solo 3.5-
veces menos activa que la version AtcTPI silvestre. Por lo que, la diferencia
observada en la actividad enzimatica entre las mutantes monomeéricas AtcTPI-
Cysl13Ser, AtcTPI-Cys13Asp, y AtcTPICys13Met puede estar relacionada con la
formacion de dimeros asistida por la union a sustrato, tal como ocurre en la TPI de
Trichomonas vaginalis (Lara-Gonzalez et al., 2015) esto significa que la formacion
de dimeros a partir de monémeros disociados es favorable en las mutantes AtcTPI-

Cys13Met pero no en AtcTPI-Cys13Ser ni AtcTPI-Cys13Asp.
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Figura 18. Perfiles de elusién de las AtcTPIs ante la mimetizacion de la oxidacion por mutagénesis de
sitio dirigida. (A) Perfiles de elusién de filtracién en gel para las versiones de AtcTPI wt y mutantes de
los residuos Cys13 y Cys218 de dos concentraciones de proteina, 1 y 0.1 mg/mL. El perfil de elusién
para las mutantes C13 corresponde a un perfil de especies monomericas con un peso molecular
correspondiente de 25 kDa. (B) Determinacion de la Kdiss aparente de AtcTPI wt y mutantes. La grafica
representa la actividad enzimatica relativa después de diluir de forma serial a la proteina. Los datos
reportados son el promedio de tres experimentos independientes.

76 |Pagina



Tesis de doctorado|Eduardo Castro Torres

Fundamento estructural de la formacion de monémeros no cataliticos por la

modificacion del residuo AtcTPI-Cys13

Para probar como la mimetizacion de la oxidacion de tioles en el residuo AtcTPI-
Cysl3 induce la formacion de mondémeros no cataliticos, se resolvieron las
estructuras cristalograficas de las mutantes AtcTPICys13Asp y AtcTPI-Cys13Ala
(Figura 19, A). En comparacion con la cisteina Cys13, la mutacion a alanina decrece
el volumen de van der Waals a 19 A3 mientras que la mutacién a acido aspartico
incrementa el volumen en 10 A3. Las estructuras cristalograficas de AtcTPI-
Cysl3Ala y AtcTPI-Cysl3Asp revelan que estas mutantes no alteran
significativamente la estructura de AtcTPI, estas estructuras presentan una
desviacion de la raiz cuadratica media (RMSD) de 0.1350 y 0.1750 A,
respectivamente con relacion a AtcTPI. La estructura de AtcTPI-Cys13Ala solo
presenta una pequefia variacion en los aminodcidos del asa 3, el cual se encuentra
desplazado 0.6 A, presumiblemente para compensar la cadena lateral mas pequefia
de la alanina (Figura 19A). Los cambios minimos en la estructura de
AtcTPICys13Ala con relacién a la enzima silvestre, concuerdan con las eficiencias
cataliticas inalteradas, asi como la naturaleza dimérica de esta mutante, la cual
ademas también es resistente a la dilucion. La estructura también mostré que los
aminoacidos aromaticos de la subunidad vecina que rodean a la posicién 13 se
organizaron de una manera similar cuando la cisteina fue remplazada por una
alanina (Figura 19A). Tanto AtcTPICys13Ala como AtcTPI-Cys13Asp no producen
cambios severos en la estructura que pudiesen alterar su dinamica. La estructura

de AtcTPICys13Asp muestra que la sustitucibn a acido aspartico mimetiza la
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oxidacion de la cisteina, esto en virtud de su carga negativa, lo que coloca a la
cadena del grupo carboxilico en una posicion similar a la del grupo tiol de la cisteina.
Sin embargo, la ubicacién del carboxilato produce cambios conformacionales

subitos en el asa 1y en el asa 3 de la subunidad contigua.

AtcTPICys13

Phe75(8|
T o ate)

NN

Molecule B

Molecule A

Figura 19. Consecuencias estructurales de la mimetizacion de la oxidacién del residuo AtcTPICys13. (A)
comparacion estructural de las mutantes de AtcTPI que contienen alanina y acido aspartico en la posicion
13. (B, C) Representacion de la interfaz del dimero. Los grupos carboxilos del residuo 13 en AtcTPI wt y
de las mutantes estan coloreadas en magenta y los residuos del loop 3 de la subunidad continua estan
coloreados en cyan. El residuo Phe75 esta coloreado en magenta. Los residuos correspondientes a la
primera mitad del barril TIM (al a B4) presentan un sustancioso desplazamiento (coloreado en verde
para la wt y en magenta para la mutante AtcTPICys13Asp). Un acercamiento (a la parte inferior) a la
estructura de la enzima wt y mutante AtcTPICys13Asp ilustran el cambio en la conformacién del residuo
Phe75 (negro) debido al grupo carboxilo que ocupa lugar del grupo tiol del residuo 13 (D) Representacion
de listones de la superposicion de las estructuras de la version wt y AtcTPICys13Asp en el loop 3 de la
interfaz del dimero. La estructura de AtcTPICys13Asp ilustra que la mimetizacion de la oxidacion del
residuo 13 induce la reorientacién del residuo Phe75 de la subunidad contigua.
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La consecuencia mas dramética la produce la mutante AtcTPI-Cys13Asp
provocando un cambio conformacional al residuo AtcTPI-Phe75. El residuo AtcTPI-
Cys13 lleva a cabo interacciones intra-subunidad con los residuos del loop3 de la
subunidad contigua, Gly72, Gly73, Ala74, Phe75, Thr76, Glu78, Ser80, and Met83.
Estos residuos forman parte del motivo conservado GGAFTG (Figura 19, B). La
interaccion entre el asa 1 de una subunidad con el asa 3 de la otra es critico para la
formacion del dimero. La derivatizacion del residuo AtcTPI-Cys13 con agentes
alquilantes genera TPIs monoméricas en los organismos P. falciparum y E.
histolytica, pero solo agregacion de proteina en las TPIs de T. cruzi and T. brucei
(Garza-Ramos et al., 1998; Maithal et al., 2002; Rodriguez-Romero, 2002) La
presencia del grupo carboxilico en AtcTPI-Cys13Asp desplaza la cadena lateral del
residuo AtcTPI-Phe75 de la subunidad contigua, por tanto este residuo adopta una
doble conformacién. Como una consecuencia de esta conformacion alternativa, la
mitad del barril TIM (al a B4) cambia su orientacion (Figura 19, B y C). La doble
conformacion del residuo AtcTPI-Phe75 de la subunidad vecina desplaza el loop 3,
para acomodar la cadena lateral del carboxilato (Figura 19, D). Los cambios
estructurales observados en la mutante AtcTPI-Cys13Asp se correlacionan con el
hecho de que las otras mutantes Ser, Met, y Asp sean monoméricas a una
concentracion de 0.1 mg/mL. Como AtcTPI-Cys13Asp emula la oxidacién de
Cysl3, los datos obtenidos sugieren que la monomerizacion de AtcTPI es un
mecanismo que reduce la actividad catalitica de forma rapida en respuesta al estrés
oxidativo. Este mecanismo de modulacion de la actividad de la TPI se ha observado
en levadura, en donde expresando variantes deficientes de la TPl humana pero con

ensamblaje dimérico, vuelve mas resistentes a las células a estrés oxidativo,
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presumiblemente para reorientar el flujo de carbono (Ralser et al.,, 2006). Otro
ejemplo de modulacion de la actividad de la TPI lo observamos en el arroz, en donde
la TPI interactia con un receptor transmembranal tipo quinasa. Con este
mecanismo putativo alostérico de modulacion de la TPI, la planta resiste infecciones
bacterianas mediante una interaccion fortalecida entre el receptor transmembranal
y la TPI, esta alta interaccion estimula a la TPI con un incremento concomintante de
produccion de EROs, lo cual le permite a la planta resistir la infeccién bacteriana

(Liu et al., 2018).

Las modificaciones en AtcTPI Cys218 afectan la catélisis

De los resultados obtenidos sabemos que las modificaciones en el residuo
AtcTPI-Cys218 disminuyen la actividad catalitica de la TPI. Asi como que dos
estudios independientes han mostrado que el residuo AtcTPICys218 es un blanco
de regulacion por S-glutationilacion (Dumont et al., 2016a; Lopez-Castillo et al.,
2016b). Y gque los analisis cinéticos indicaron que la mutante que posee un &cido
aspartico decrece su actividad catalitica hasta 10 veces mientras que los remplazos
con aminoacidos de cadenas laterales voluminosas disminuyen su actividad entre
8 y 10 veces (Tabla 8). Estas mutantes presentan una estabilidad dimérica similar
a la version silvestre, descartando la posibilidad de que una alteracion en este
residuo afecte el equilibrio dimero-monémero y por ende sea responsable de la
disminucién de la actividad catalitica. Sin embargo, es incierto como las
modificaciones en el residuo AtcTPI-Cys218 afectan la catalisis. Las modificaciones
al residuo AtcTPI-Cys218 conducen un rearreglo estructural en el asa 6 y 7. Para

entender los mecanismos por los cuales las modificaciones en el residuo AtcTPI-
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Cys218 afectan la actividad catalitica de AtcTPI, se resolvieron las estructuras de
las mutantes del residuo AtcTPI-Cys218 que mimetizan la conjugacion de la cisteina
con grupos voluminosos o aromaticos. Una comparacion estructural entre AtcTPI
silvestre y de las mutantes del residuo Cys218 muestran que las mutaciones no
inducen cambios estructurales mayores, tomando como referencia a la AtcTPI
silvestre (Figura 20, A). Sin embargo, al realizar un andlisis mas de cerca, se puede
observar que en la estructura de las mutantes que presentan una conformacién
alterna en el asa 6 (residuos 166-176) y el asa 7 (residuos 210— 218) (Figura 20, B
y C). Estos cambios estructurales estan localizados solamente en esta region y no
se observan alteraciones en otras regiones como el sitio activo o la interfaz del
dinero. El asa 6 también conocida como el asa de unidén a fosfatos realiza un
movimiento de bisagra de abierto a cerrado por efecto de la unién del sitio activo
con el sustrato (Wierenga, 2001; Wierenga et al., 1992; Wierenga, Noble, Vriend,
Nauche, & Hol, 1991) lo que lo vuelve un elemento estructural altamente flexible. El
asa 6 en la mutante AtcTPI-Cys218Ser se encuentra ligeramente desplazado,
mientras que en AtcTPI-Cys218Lys y AtcTPICys218Tyr sufre un desplazamiento de
2.5 A (Figura 20, B). Las mutaciones puntuales al residuo AtcTPI-Cys218 también
incrementaron la movilidad térmica del asa 6, lo que sugiere que estas mutantes
alteran la dinamica del asa de unién a fosfatos (Figura 20, C y D). Por su lado, y
opuesto a la movilidad que presenta el asa 6, el asa 7 se encuentra en la misma
posicion en todas la TPI analizadas a la fecha. El asa 7 posee el motivo YGGS
(residuos 209-212) cuya integridad estructural es indispensable para la actividad
catalitica, por lo que las modificaciones hechas a este motivo reducen la actividad

catalitica mas alla de 1000-veces (Sampson & Knowles, 1992b, 1992a). En el
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analisis de este trabajo se observo que, las mutantes puntuales, Asp, Lys y Tyr,
ademas de lo anteriormente mencionado también alteran la orientacion del asa 7
(Figure 20, B y C). El residuo AtcTPI-Cys218 interactia con el residuo AtcTPI-
Gly211 del motivo YGGS, por lo que es de esperarse que las modificaciones
estructurales del residuo AtcTPI-Cys218 afecten esta interaccion. La mutante
AtcTPI-Cys218Ser no altera la orientacion del asa 7 (Figura 20, B), por el contrario,
las mutantes Asp, Lys, y Tyr inducen cambios conformacionales en el Ca de los
residuos Val213 y Asn217, los cuales estan localizados inmediatamente después
del motivo YGGS (Figura 20, B y C). Por su parte, los cambios provocados por
AtcTPI-Cys218Asp y AtcTPI-Cys218Lys son sutiles. En la estructura de estas
mutantes, un segmento del loop 7 desde el residuo Val213 hasta la Asn217 se
mueven entre 2 y 2.3 A. Por su lado, la mutante AtcTPICys218Tyr da provoca una
abrupta reorientacion de 6.3 A en el asa 7 (Figure 20, B). Las cadenas laterales del
residuo 218 de las mutantes Asp, Lis y Ser se encuentran en una posicion
equivalente a la cadena lateral de la cisteina. Sin embargo, la cadena lateral de
AtcTPI-Cys218Tyr ocupa el espacio del aminoacido Val213 localizada
inmediatamente después del motivo YGGS (Figura 20, B). Las mutaciones en el
residuo analogo a AtcTPI-Cys218 en la TPl de G. lambia (GITPI) también exhiben
un decremento en la actividad catalitica (Hernandez-Alcéantara et al., 2013) de la
misma forma los estudios cristalograficos de las mutantes de GITPI-Cys222Asp
también presentan variaciones estructurales en los loops 6 y 7 que se correlacionan
con la perdida de la actividad enzimética (Hernandez-Alcantara et al., 2013). La
mutante AtcTPI-Cys218Asp decrece su actividad catalitica aproximadamente 11

veces, pero AtcTPI-Cys218Tyr y Lys la disminuyen en 4-7 y 7.7 veces
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respectivamente. En comparacion con la pérdida severa de actividad observada en
la mutante de acido aspartico en el residuo C13, la mutacion por este mismo
aminoacido en el residuo AtcTPI-Cys218 disminuye su actividad aproximadamente
11 veces. Aunque esta disminucién de la actividad parezca pequefia, la disminucién
de la actividad en una proporcién de 4-veces producto de la mutacion lle170Val en
la TPl de humano, induce hiper-resistencia contra estrés oxidativo en levadura
(Ralser, Heeren, Breitenbach, Lehrach, & Krobitsch, 2006). Esto sugiere que los
pequefios cabios en la actividad enzimatica de la TPI, enzima clave de la glucaolisis,
son suficiente para alterar y reorientar las rutas del metabolismo central (Ralser et

al., 2006, 2007).

Un mecanismo doble basado en laregulacion redox en las TPIs citosdlicas de

plantas.

La identidad del residuo Cys13 y Cys218 se encuentra conservado en la mayoria
de las TPIs de algas verdes y en la mayoria de las TPIs citosélicas de plantas
(L6pez-Castillo et al., 2016b; Zaffagnini et al., 2014) (Figura 21, A). Sin embargo, la
identidad del residuo Cys218 en todas las TPIs cloroplastidicas de plantas y de
bacterias fotosintéticas es una serina o un aminoécido hidrofébico, dando una idea
de que este sistema de modulacion basado en cisteinas esta Unicamente presente
en plantas terrestres y algas verdes. (Lopez-Castillo et al., 2016b). En diferentes
trabajos de Zaffagnini y colaboradores se puede observar que la cisteina Cys219
de Chlamydomonas reinhardtii (CrTPI) es un analogo estructural de AtcTPI-Cys218
(Zaffagnini et al., 2014). Si comparamos su estructura con AtcTPI podemos observar

que, para ambas estructuras el grupo tiol expuesto esta localizado en el polo N-

83|Pagina



Tesis de doctorado | Eduardo Castro Torres

terminal de la a-hélice y, en ambos casos, dos lisinas estan préximamente cercanas

a los grupos tiol.
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5.0 4
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Figura 20. Consecuencias estructurales de la mimetizacion de la oxidacion y conjugacion-tiol del residuo
AtcTPICys218. (A) Alineamiento estructural de AtcTPI wt y mutantes Cys218Asp y Cys218Tyr. (B y C),
Acercamiento de la regién correspondiente a los loops 6 y 7 para las mutantes Serina y &cido aspartico
(b) Lisina y tirosina, (C) Comparacién estructural entre AtcTPI wt y mutantes. La grafica de RMSD por
residuo (Roberts et al., 2006) muestra las diferencias estructurales entre las mutantes de AtcTPI-Cys218
. (D) Comparativa estructural de AtcTPI wt y mutantes, donde se muestran los factores-B normalizados.
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Este caracter quimico genera un cambio en el ambiente estructural positivo,
el cual desencadena, como una consecuencia, una disminucién en el pKa de ambas
cisteinas, las cuales estabilizan la formacion de la forma desprotonada de cisteinas
(tiolato) el cual es propenso a reaccionar con GSSG. A pesar de que, los
aminoacidos que rodean a CrTPICys219 y AtcTPI-Cys218 no estan conservados,
el ambiente quimico que rodea a estos residuos cargado por aminoacidos positivos
y negativos si esta conservado (Figura 21, B). Asi pues, la estructura tridimensional
muestra que la predisposicién quimica del residuo AtcTPI-Cys218 a ser blanco de
S-glutationilacién esta conservada desde las algas verdes hasta las plantas
terrestres. La ausencia de un grupo tiol en el residuo equivalente a AtcCys218 en
las TPI cloroplastidicas de las plantas terrestres puede ser explicado desde el punto
de vista de que las TPI de cloroplasto necesitan coexistir con una concentracién de

agentes oxidativos mucho mayor (L6pez-Castillo et al., 2016b)

En resumen, en este trabajo se logro elucidar el mecanismo por el cual la
AtcTPI de plantas terrestres modula su actividad catalitica mediante la modificando
de sus dos cisteinas: AtcTPI-Cys13 y AtcTPI-Cys218. Las modificaciones basadas
en redox de estos residuos dan como resultado una disminucion de la actividad
catalitica. Esta reduccién en la actividad se asocia con una reduccion en la
produccion de EROs mediante la reorientacion del metabolismo central (Ralser et
al., 2006, 2007). Una estructura cristalografica que mimetiza la oxidacién del residuo
C13 induce inactivacion enzimatica debido a la monomerizacion, asi pues, la
mimetizacion del residuo AtcATP-Cys218 a acido sulfénico o S-tiolacion induce

cambios conformacionales en la enzima, con la concomitante disminucién de la
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actividad catalitica. Con todos estos datos, se propuso un modelo de regulacién de
dos pasos, en el cual, el residuo expuesto al solvente AtcTPI-Cys218 es el blanco
primario de EROs y S-glutationilacion (Figure 21). La localizacion del residuo C218
lo hace un probable blanco de las oxido-reductasas y glutaredoxinas de plantas, las
cuales podrian modular la actividad de la TPI. Ademéas, este ambiente quimico esta
conservado en la TPI de algas verdes y TPIs citosolicas, sugiriendo la posibilidad
de un mecanismo de control de la glucolisis en plantas evolutivamente conservado.
La S-glutationilacion del residuo Cys218 ademas de proteger al grupo tiol de la
oxidacion no reversible, también previene la disminucién de la actividad catalitica.
La localizacién del residuo Cys13 en la interfaz del dimero disminuye la probabilidad
de este residuo para ser blanco de S-glutationilacién, sin embargo, en las
condiciones en las que se presenta una alta concentracion de EROs, la oxidacion
de AtcTPI se vuelve factible. La oxidacion de este amino&cido, y en consecuencia,
la pérdida del ensamblaje dimérico, generan una severa caida en la catélisis a modo
de respuesta rapida a estrés oxidativo, reorientando la ruta del carbono hacia la ruta
de las pentosas fosfato (Ralser et al., 2006, 2007) (Figura 21). En este trabajo se
logré describir como la S-glutationilacién y la oxidacién de los grupos tiol en AtcTPI
forman parte de un mecanismo perfeccionado de la glucolisis de plantas basado en
el estado redox (Holtgrefe et al.,, 2008; Scheibe, Backhausen, Emmerlich, &

Holtgrefe, 2005).
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(a) C13 C218 243-248
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72 _:Medicago truncatula GGNWK@NGTTE YGGSVNGGNSKELASQ DIINSA
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1m:Physcmtzella patens GGNWK@NGTVD YGGSVTAANSKEIGAN AILNAR
Selaginella moellendorffii GGNW GTVE YGGSVTAAN®VEIGSQ DIIKAA
Chlorella variabilis GGNWK@NGTVK YGGSVTAANSGELAGC DIIKAA
100 Chlamydomonas reinhardtii GGNWK!NGSVA YGGSVSDTN@KDLSKQ TICNAA
_:Volvox carteri GGNWK@NGSVA YGGSVNDANSKELSVQ TICNSA
98 Ostreococcus lucimarinus GGNWK!NGTRA YGGSVNAGN@®SELARL KICNTS
_&I:Micromonas sp GGNWK@NGNTA YGGSVNAGNEEELARC TICNSA
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Figura 21. El residuo AtcTPI-Cys218 es un blanco de modulacién por S-glutationilacion conservado para
regular la glucolisis en plantas terrestres y algas verdes. (A) Alineamiento multiple de secuencias de
aminoacidos algunas plantas y algas verdes. Se muestra la identidad del residuo analogo a AtcTPI-
Cys218 y las lisinas que contribuyen a crear una region cargada positivamente en la region cercana a
CrTPI-Cys219 y AtcTPI-Cys218. (B) Representacion de superficie y potencial electroestatico de la regién
de los residuos CrTPI-Cys219 y AtcTPICys218. El grupo tiol esta coloreado en Amarillo, nitrégeno en
azul, oxigeno en rojo y los carbonos en blanco. La figura de abajo muestra el ambiente quimico de los
residuos CrTPI-Cys219 y AtcTPICys218. Las regiones cargadas positivamente estan coloreadas de azul
y las cargadas negativamente en rojo. El grupo tiol de las cisteinas se sefiala con un asterisco.
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Figura 22. Modelo de regulacién enzimatica de la TPl mediada por la oxidacion o S-glutationilacion de
los residuos AtcTPI-Cys13 y AtcTPI-Cys218. (Arriba) La oxidacién o S-glutationilacion del residuo
Cys218 altera la estructura de los lazos 6 y 7. Estos cambios estructurales disminuyen la actividad
enzimatica de AtcTPI. La reversibilidad de la S-glutationilacion vuelve a AtcTPI-Cys218 un potencial
interruptor redox para hacer frente al estrés oxidativo en plantas. (Abajo) La oxidacion irreversible del
residuo AtcTPI-Cys13 en la interfaz del dimero de AtcTPI induce cambios en el loop 3 de la subunidad
vecina, propiciando la disociacion del dimero con una concomitante perdida de la actividad catalitica.
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Conclusion

El origen eucarionte de la TPI de cloroplasto en plantas resulta interesante
desde diferentes puntos de vista, el méas intrigante de estos es el evolutivo. Como
en cualquier evento evolutivo, existe una basta variedad de rutas que la naturaleza
pudo haber tomado, algunas mediadas por la presion de seleccion como respuesta
a estimulos geograficos, ambientales, etc. o también por cuestiones meramente

azarosas.

En esta intrigante historia tenemos tres protagonistas, una TPl de origen
bacteriano que por algun periodo de tiempo formo parte del cloroplasto de los recién
creados organismos fotosintéticos y que, por cuestiones inciertas fue remplazada
por nuestro segundo protagonista, una TPI nuclear con sefalizacién de exportacion
a cloroplasto, generara a partir de la duplicacion de nuestro tercer protagonista la
TPI eucarionte nuclear citosélica. Como se menciond anteriormente, es incierto
saber el camino que la naturaleza tomo, ya que, viéndolo de una forma filoséfica,

solo los involucrados en este proceso “saben” lo que realmente sucedid.

Si bien no sabemos lo ruta que toma la naturaleza, conocemos a la perfeccion
el destino al que llego, las TPI de citosol y cloroplasto de las plantas terrestres, y de
cierto modo, también el origen. Dado que hoy en dia en la tierra alin estan presentes
los descendientes de las cianobacterias ancestrales que dieron origen al
cloroplasto, que si bien, también han evolucionado en estos mas de mil millones de
afios, son un modelo de estudio valido ya que nos brindan la informacién mas

cercada a estos organismos.
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La implementacién del modelo Arabidopsis thaliana/Synechocystis nos
permitié unir la historia de estos tres protagonistas en un proyecto integrado. El
capitulo | nos permitié entender que SyTPI es una enzima altamente resistente a
EROs y agentes tiol-conjugantes debido a la falta de elementos de regulacion,
cisteinas reactivas con la capacidad de modificar de forma negativa la actividad
catalitica. Para un organismo de forma libre como las cianobacterias estas
caracteristicas son perfectas para contrarrestar los estimulos ambientales,
permitiéndoles llevar a cabo sus procesos metabdlicos esenciales aun en
condiciones adversas. Sin embargo, para el nuevo organelo (el cloroplasto) esta TPI
tan resistente e insensible no era del todo funcional. Si bien, la funcion del
cloroplasto (fotosintesis) conlleva una presencia constante de EROs y por ende el
requerimiento de enzimas resistentes a EROs, se requiere también que estas
enzimas sean sensibles a mecanismos de proteccién reversibles como la S-
glutationilacion cuando la concentracion de EROs sobrepasa la concentracion
homeostética, reorientando las rutas metabdlicas para disminuir la concentracion de

estos agentes que ponen en riesgo la integridad del organelo y hasta de la célula.

Por analisis filogenéticos sabemos que la TPl de cloroplasto de las plantas
contemporaneas surgié a partir de la duplicacion de TPI de citosol, la cual en el
capitulo 1l pudimos observar que cuenta con mecanismos muy sofisticados para de
modulacién de la actividad catalitica, detonados por la reaccion de dos de sus
cisteinas (C13 y C218) con glutation y EROs, mediante una serie de cambios
conformacionales logra disminuir la actividad catalitica de la enzima en dos etapas,

la primera no tan drastica cuando la concentracién de EROs es baja y una segunda
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etapa con una caida de la actividad mayor cuando la concentracion de estos
agentes es mucho mayor, la inactivacion de la TPl funge como un interruptor que

permite la reorientacion del flujo de carbono.

Esta enzima duplicada, al no ser blanco de la presion de seleccién como la
AtcTPI, sufrid6 modificaciones a lo largo del tiempo, conservando su habilidad de
regulacion, pero agregando un cierto nivel de insensibilidad o resistencia a EROs.
El estudio estructural para elucidar el mecanismo por el cual AtpdTPI es resistente
a una concentracion mayor de EROs en comparacién a AtcTPI y que al mismo

tiempo puede regular su actividad forma parte de las perspectivas de este trabajo,
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Table Al. Cddigos de acceso de las secuencias de TPI utilizadas para construir el

arbol filogenético.

Organismo

Cdodigo de identificacion

Synechocystis sp PCC 6803
Nostoc punctiforme
Cyanobacterium aponinum
Cyanothece sp PCC 7822
Volvox carteri

Chlamydomonas reinhardtii
Chlorella variabilis cytosolic
Chlorela variabilis plastid

Oryza sativa cytosolic

Oryza sativa plastid

Zea mays cytosolic

Zea mays plastid

Secale cereale cytosolic

Secale cereale plastid

Nicotiana sylvestris cytosolic
Nicotiana sylvestris plastid
Arabidopsis thaliana cytosolic
Arabidopsis thaliana plastid
Sellaginella moellendorffii cytosolic
Sellaginella moellendorfii plastid
Marchantia polymorpha cytosolic
Marchantia polymorpha plastid
Physcomitrella patens cytosolic
Physcomitrella patens plastid
Klebsormidium flaccidum cytosolic
Klebsormidium flaccidum plastid

Q59994*

B2JA20*

K9Z135*

EOQU7I7*
Vocar.0001s0851.1*
Q5S7Y5*

E1ZKB3*

E1ZJ95*

P48494*
LOC_0s09g36450.1*
P12863*
PWZz12483.1*
P46226*

P46225*
AOA1U7WBV5*
AOA1U7XMB3*
P48491*

Q9SKP6*
XP_002960386-
D8SSS6*
Mapoly0042s0045*
AOA176WTO02*
XP_024402314.1"
XP_024398301.1"
GAQ81916.1°
AOA1Y1HSX2*

*NUmero de acceso Uniprot
*Identificado de gen de Phytozome 12
‘NUumero de acceo NCBI
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