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RESUMEI\‘I :

: El ObjelthO de este trabajo es detenmnar mediante cnsmlograﬁ'a de rayos-x la
estructura de la triosafosfato isomerasa de Trypanosom cruzi (Tc’I‘IM) T. cruziesun
parésito del hqmbre y causa la enfermedad de Chagas, que es un problema de salud
importante par;a América latina. TcTIM';es una enzima homodimérica, que participa en la via
de la gluc6lisis, en donde cataliza la interconversion de dihidroxiacetona fosfato en
glicqraldehido 3-fosfato. Una vez obtenida la estructura tridimensional de T¢TIM nuestro
grupo intenta r'eahzali el disefio “basado en estructura” de un compuesto que inhiba
especfficamente a la TIM de T. cruzi sin afectar a la TIM del humano. Lo anterior con la
finalidad de lograr ehmmar al pardsito y curar la enfermedad de Chagas.

Se obtuvxeron cristales de un tamaﬁo optimo (0. 8 x 0.5 x 0.3 mm) que se irradiaron
en un dlfracmmetro de rayos-x. Se obtuvwron reflexiones hasta una resolucién de 1.83 A El
cristal es del grupo espacial P2,2,2, con una celda unitaria de dimensiones a =43.71 A, b =
7765 A.c= 149 54A,ya=p=v= 90" La estructura se obtuvo por reemplazo molecular
empleando con{\o modelo de bdsqueda a la triosafosfato isomerasa de T. brucei (THTIM),
posteriormente se realiz6 un rcﬁnamienlto con el programa XPLOR alternando ciclos de
refinamiento manual con QUANTA. Se alcanzé un factor cristalogrdfico R de 19.1 % y un
factor R-libre de 25.8 %. Las coordenadas se depositaron en la base de datos “PDB"”
(Protein Data Bank) con el cédigo ltcd.pdb.

Al anali‘mr la estructura de TcTIM y compararla con la de TbTIM se encontraron
diferencias significativas en el drea de la interfase entre los monémeros. En particular, se
obscrv& que la }egién entre la hélice-1 de un monémero y la hélice-3 del otro monémero
esta mds abiertd en TcTIM que en ‘I‘b’l’iM. Este fenémeno parece explicar el porqué TcTIM
es mucho mds sensible a agentes que migdiﬁcan a residuos de cistefna, que en el caso de
TOTIM. Lo intgrior €8 una observacion realizada en el laboratorio, en donde se estudi6 la
sensibilidad de lg dnica cistefna localizada en la interfase del homodimero a estos agentes
modificantes. Con esta informacion se puede utilizar a dicha cistefna como gufa para el
disefio de un fdfmuo conwra 7. cruzi, ya que la TIM de humano carece de dicha cisteina.
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Thxs work was mmed to solve, by x-ray crystatlography, the structure of
mosephOSphate isomerase from Trypanosoma cruzc (TCTIM). T. cruzi is a parasite that
infect humans and cause the Chagas disease, this i is an important health issue in Latin
America. TchM is a homodimeric enzyme from the glycolytic pathway that catalyzes the
reversible momenzauon of glyceraldehyde 3-phosphate tu dihydroxyacetone phosphate.

Our group is interested in a structure-based drug design of an specific inhibitor for
TcTIM, effective against the Chagas dlsease without affecting the TIM human enzyme.

Cryste{ls were obtained (0.8 x 0.5 x 0.3 mm) that diffracted up to 1.83 A. The space
group was P2|2,2, and the unit cell parameters were a =43.71 A, b=77.65 A, ¢ = 149.54
Aanda=p :i-'y = 90°. The structure was solved by molecular replacement vsing the
triosephosphate isomerase from T, brucei (TbTIM) as the search model. The refinement was
carried out by the XPLOR program and manual rebuilding was made with QUANTA. A
final R crystal]ographic factor of 19.1 % (Rfree = 25.8 %) was obtained at the end of the
process. The coordmntcs were dcposxlcd in the PDB (Protein Data Bank) with the accession
aumber 1tcd.pdb. |

TcTIM was compared against 'beIM and significant differences were found at the
dimeric interface there was an increased space between helix-1 and helix-3 from difterent
monomers of TcTIM, than in the corresponding portion of TbTIM. This fact fits well with
the previous obscrvation from our group. TcTIM is more sensitive than TbTIM to agents
that derivalize a cysteine residue at the dimeric interface. With these structural duta, this
cysteine could be used as'a lead for rational drug design against 7. cruzi.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
La enfermedad de Chagas es uno de los problemas de salud m4s importantes de

América Latina y de México. Actualmente no existe un firmaco que pueda eliminar al

pardsito Trypanosoma cruzi, que es el organismo causante de dicho padecimiento. El interés

de nuestro grupo es disefiar un compuesto inhibidor con alta esnecificidad de

reconocimiento por la triosafosfato isomerasa‘de T. cruzi (TcTIM). Para ello se pretende

emplear la metodologfa conocnda €Omo "dxseno racional de drogas” o “disefio de drogas

basado en estructura” que uuhza la estrucwra tridimensional de la enzima para identificar y

ongmar d:cho compuesto inhibidor. Para lograr este objetivo, es indispensable conocer

la estructura tridimensional de TcTIM con la mayor precisién posible. Este trabajo describe |

como, empleando la técnica de cristalograffa de rayos-x, se obtuvo la estructura de TcTIM a

una resolucion de 1.83 A, ;

+ ANTECEDENTES
LA ENFERMEDAD DE CHAGAS.

La enfermedad de Chagas es causada por el pardsito T. cruzi, que es un protoctista
flagelado transmitido al hombre al contacto con ciertos insectos hematdfagos. Es una
enfermedad curable en su fasc aguda y mortal para el 40 % de los pacientes en la fase
cronica. El 76 % de los individuos contagiados no presentan sintomas en la fase aguda por
lo que no son tratados y llegan en el transcurso de entre 10 a 20 aflos a la fase crénica, En la
fase cronica el:27 % de los enfermos desarrollan arritmias cardfacas que les levan a una
muerte repenting, ¢l 6 % presenta daflos digefstivos (megavisceras) y el 3 % dafios al sistema
nervioso periférico. ;

La enfermedad de Chagas es endérmca de 21 pafses de América, afectando a pafses
sudamericanos, centroamericanos y a México. Ocurre principalmente en las zonas rurales
por transmisién dirceta del vector al hombre y en zonas urbanas por transfusién sangufn-a,
Cada afio se contagian 120,000 individuos p_br lo que actualmente hay entre 16 a 18 millones
de infectados que fepresentan el 4.5 % de la'poblacion total de estos 21 pafses, ademés de
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que hay 100 tmllones de personas en riésgo- 4 ”éénm dicha infeccion (Moncayo, 1997).
Esta enfermedad causa una mortalidad anual de 40,000 personas y desde el punto de vista
socioecondémico se estima que provoca la pérd1da anual de $ 8,150 millones de délares, lo
que representa e_l,2.‘_5 % del producto interno Sruto de América (WHO/CTD progress report,
1997). . .

Para la poblacién mexicana no hay un cuadro claro de la prevalencia actual de la
enfermedad de Chagas. En la Encuesta Serolégica Nacional ¢«. 1987 se encontr6 que el 1.2
% de 1a poblacién urbana es seropositiva. No obstante, en estudios realizados en zonas
rurales existe una sero-prevalencia de entre elu'10 al 85 % predominando las comunidades de
los estados de Mayarit, Jalisco, Nuevo Ledn, Oaxaca, Guerrero, Veracruz, Querétaro y
Zacatecas (Pérez, 1997). '

Laalta recurf%ncia en la transmision por transfusién sangufnca que se dio entre 1980 y 1995
se debié a la falta de una prueba serolégica de detecci6n en los bancos de sangre. Por
ejemplo se enqgntré que en las ciudades de Sqnta Cruz (Bolivia), Salamanca (Chile), Chaco
(Argentina), Pﬁébl; {México) y Brasilia (Brasil), el 62, 29, 24, 18 y 15 % respectivamente,
de 1a sangre disponible para transfusién sangtf[nea, estaba infectada con T. cruzi (Schmuiliz,
1991). Para el afio de 1998 el contagio por transfusién sangufnea se ha reducido
dramiticamente en los pafses con programas ﬁe control de Chagas (por ejemplo la iniciativa
del cono sur o 1a iniciativa de los pafses Andiilos) (Moncayo, 1997, WHO/CTD progress
report, 1997).

La enfermedad fue dcscrita en 1909 ;;or el médico brasilefio Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas, quien trabajaba como médico e sanidad de la comunidad de Minas
Gerais en Brasil. El describi6 la relacién enu'é el vector Triatoma infestans y la enfermedad
(Chagas, 1909). El agente transmisor es un ir;lsecto hematéfago éue s conocido
popularmentef'é'dmo ‘vinchuca”, “barbeiro”, ?'chipo" o “chinche besucona”, este Gltimo alias
se debe a que usualmente pica alrededor de la boca de las personas, atrafdo por el biéxido de
carbono que exhalan. ,
La enfermedad dxlz Chagas esta asociada con viviendas rurales de construccién pobre,

ya que la “chinche besucona” se esconde en grietas u oquedades de las paredes y techos de
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madera o bien *rn los intersticios de techos de ldmina. Es durante la noéhc que ¢l insecto sale
de su escondite y pica a las personas"étffndo éstas duermen.

La enfermedad se presenta en dos etapas la aguda y la crénica. La fase aguda se
observa después de un breve perfodo de incubacidn. Entre el 2 y el 8 % de los casos
presentan sfntomas severos que llevan a la muerte (de Castro, 1993). En la mayorifa de los

casos, esta fase presenta muy pocos sfntomas por lo que no es detectada por el médico. Si el

diagndstico se lleva a cabo en esta fase las probabilidadcs de cura son muy elevadas. Cuando
la enfermedad no se detecta, el paciente i_lega a la fase crénica y para esta etapa no se
cdﬁdcen-fé'rmacos que puedan eliminar al parésito. En la fase crénica la mortalidad es
cercana al 40 %, pcro pucde presenlarse completamente asintomdtica. Durante la fase
crénica es muy defcﬂ de diagnosticar la presencia del pardsito debido a la ausencia de
tripanosomas en el torrente sanguineo. .

Existen muy pocos firmacos contra el T. cruzi, dos de ellos, el nifurtimox (Bayer
2502) y el benznidazole {Roche 7-1051);s0n los mas empleados. Con ellos se pueden curar
hasta ¢l 90 % de los casos durante la fasé aguda, sin eﬁbmgo son completamezie ineficaces
en pacientes en la fase crénica (de Castro, 1993). Lamentablemente ambos formacos también
- producen severos efectos colaterales e incluso muy probablemente causen neoplasias
(Bocchi, er al., 1998). Por otro lado, ya se han encontrado cepas altamente resistentes a
ambos f{:rmacos {(Murta y Romanha, 1998).

Actualmente, se ha encontrado que un compuesto fungicida conocido como el
D0870 es capaz de prevenir la muerte en el 70 al 90 % de ratones tratados (Urbina et al.,
1996).

Es muy importante recalcar que las compafifas farmacéuticas tienen poco o nulo
interés en el desarrollo de formacos cont}a la enfermedad de Chagas (Traub-Cseko y
Momen, 1995) y esto se debe a que al ser una enfermedad relacionada con la pobreza, no

hay garantfa de recuperar lo invertido en términos econémicos.

EL CICLO DE VIDA DE T. cruzi
El 7. cruzi es un parésito mtracelular obligado que no se replica extracelularmente y

es lransmmdo por transfusién sangufnea leche materna, transplante de 6rganos, motulacnén



accidental en el laboratorio, por via ﬁaﬁsﬁhcemaria y pﬁMpMn:e por contacto con las
heces de insectos hematéfagos de la fmniliaIReduwidae subfamilia Triatominiae, género
Triatoma. Usualmente cuando un triatoma o chinche pica al humano para alimentarse de su
sangre, inmediatamente defeca. Los tnpanosomas van en la excreta, en su forma de
tripomastigote metaciclico. Cuando Ia persona se rasca internaliza al pardsito en el piquete,
o bien contarifia sus dedos con los parésitds que se internalizan en las mucosas. Una vez en
el torrente sanguineo, esta forma invasiva o tripomastigote puede penetrar en las células
reticuloendoteliales del higado y bazo; en las células musculares de tipo liso, esquelético y

" cardiaco; asf como también puede invadir células de los ganglios linfiticos, del eséfago, del
colon, de la piel, de las g6nadas, de la mucbsa intestinal, de la placenta, de la medula 6sea o
de células del sistema nervioso, Después de invadir una célula, el tripanosoma se convierte a
su forma de amastigote y se replica constantemente por fisién binaria. Aproximadamente 5
dias mds tarde los pardsitos se convierten r;fuevameme en tripomastigotes que son liberados a
la ciréulacib:i al romper la célula que ocupr;;m. Inmediatamente después, los tripomastigotes

" en la sangre buscan otras células que invadir o bien son tomados por la chinche cuando pica
y toma la sangre. Los tripomastigotes inge;-idos por el insecto vector Liegan a la porcion
posterior dc] h;{cslino medio, en donde se transforman, entre los 8 a 10 dfas en
epimastigotes metaciclicos que a su vez se diferencian en tripbmastigotes metaciclicos y son
eliminados por 1a heces.

EL DISENO RACIONAL DE DROGAS Y EL T. cruzi

Enlos Estédos Unidos por cada formaco que apruebe la FDA (Food and Drug
Administration) se habran sintetizado un promedio de 6200 compuestos, de los cuales solo 3
logrardn pasar a la fase de pruebas clfnicasi. Este proceso toma alrededor de 13 afios y tiene
un costo aproximado de $ 350 millones de d6lares (Petsko, 1996). En afios recientes la
manera lradlcxonal dé “ensayo y error” para encontrar drogas, estd cambiando a un método
dirigido mﬁs éconénuco conocido como el “disefio racional de drogas” o “disefio de drogas
basado en estructura’ (Verlinde y Hol, 1994; Blundell, 1996; Hunter, 1997). Este método

se basa en disefiar firmacos utilizando para ello e} conocimiento de la estructura

tridimensiona} de cierlas protefnas blanco.

|
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cristalografia: de rayos-x (Verlinde y Hol. 1995). hoy este ndmero se ha incrementado a més
de 7000. Este veloz incremento en la can;idad de estructuras cristalogrificas de protethas se
debe principalmente a que cada vez hay @ejores técnicas de biologfa molecular, lo que
permite tener sistemas de expresion de los que se pueden obtener cantidades considerables
de protefna para experimentos de cristalizacién. Y ademds, los métodos computacionales de
cristalograffa de rayos-x han sido mejora{los de tal manera que el trstamiento de los datos es
cada vez mas eficiente y répido. ,

El disefio racional de drogas consiste en la bisqueda sistemética, empleando
sunulac:ones computccionales, de moléculas capaces de unirse con alta especificidad a la
protefna blanco. Estas moléculas son buscadas en Ja base de datos CSD (Cambridge
Structure Database) la cual contiene c:entos -de miles de compuestos. Una vez encontrado el
o los compuestos candidatos, la especnﬁcsdad de unién es mejorada varios ordenes de
magnitud al cambiar adecuadamente sus propiedades. El paso siguiente es sintetizar
" quimicamente el compuesto. o siestd corﬁercialmemc disponible, adquirirlo para probar su
efecto sobre la protefna blanco.,

El disefio racional de drogas ha jugado un papel central en el descubrimiento de
algunas drogas actualmente en uso clfnicé. Por ejemplo: anti-hipertensivos, anti-
cancerfgenos, anti-artrfticos (Blundell, 1996) ¢ inhibidores de 1a proteasa de aspértato del
virus VIH (Wiodawer y Vondrasek, 1998).

Durante los dltimos 3 afios se ha descrito la estructura tridimensional de 4 enzimas
de T. cruzi y sabemos de al menos 3 m4s que se encuentran en proceso de obtenerse. (ver

tabla ). Dxchas estructuras se obtuvieron! \por la técnica de cr:stalograffa de rayos-X.

,
b
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TABLA |

Proteinas de hypaummcrwwyammmmdnpumwdhdo

. rayos-x
Protefna Grado de Resolucién Referencias
Avance (A)
Cruzaina Estructura 23 McGrath, et al., 1995;
o Completa - Gillmor et al., 1997
Tripanotion reductasq Estructura. 23y29 | Jacobyeral., 1996, Zhang
S -- Completa etal., 1996
Gliceraldehido 3-fosfato Eslructura‘l 2.8 Souza et al., 1998
deshidrogenasa Completa
Triosa fosfato Isomerasa Estructura : 1.83 Maldonado et al., 1998;
Completa : (este trabajo)
Hipcxantina fosforibosil Andlisis ' 2.0 Eakin, et al 1997
transferasa preliminar
Tirosfn amino transferasa Andlisis | 27 Nowicki et al., 1998
S preliminar
Deoxiuridina 5’-trifosfato Andiisis ‘ 3.0 Bernier-Villamor, 1998
nucledtido hidrolasa preliminar
(dUTPasa) ~ |

Una de esas enzimas es la tripanotion reductasa (Jacoby et al., 1996; Zhang et al.,

1996), la cual regula el ambiente intracelular r:eductor y protege al pardsito del estrés

oxidativo (Fairlamb y Cerami, 1992). La ventéja que ofrece dicho blanco es que esta enzima

no esta presente en el hombre. Por medio de la técnica de disefio racional de drogas se

fabricé un compuesto denvado de la espenmdma capaz de inhibir a la tripanotién reductasa

de T. cruzien condxcxoncs ‘in vitro* (Bonnet et al., 1997). Sin embargo, se ha demostrado

que, la inhibicion de hasm1 un85 % enla sfntesis de esta enzima por 7. cruzi no le produce a

dicho parsito la.muerte o la disminucién en au tasa de reproduccion, en condiciones de

cuitivos cclulares (Tovar y Fairlamb, 1996). bo anterior ha resultado en una controversia

|
|
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pardsito (Wang, 1997)

Nuestro grupo creeque la triosafosfato isomernsa de T. crug (TcTIM) ¢s un buen
blanco si se desea matar al pardsito (Ostoa-Saloma. et al., 1997; Maldonado ¢t al., 1997).

La triosa fosfato isomerasa (TIM) realiza la interconversin entre dihidroxoacetona
fosfato y ghceraldeh1d0 3-fosfato. Actualmente se conoce la secuencia de nucleétidos de la
TIM para 60 especies diferentes, también se conoce la estructura cristalogréfica de la TIM
de 10 organismos (ver tabla II). Cabe recalcar que entre las estructuras que se conocen estd
la TIM de humano, esto es importante desde el punto de vista del disefio racional de drogas.

La TIM es una enzima homodimérica en la que cada mondmero tiene un peso
molecular de 25 kDa. El monémero no es activo aunque posee todos los amino4cidos que
participan en la catdlisis. Sus propiedades catallticas y el mecanismo de la reaccion se han
descrito con detalle (Knowles, 1991; Neria y Karplus, 1997; Harris et al., 1397).

La estructura de la TIM consiste en 8 répeticiones “beta-asa-helice” arregladas de
" forma de un barril de hebras beta paralelas, rodeado de hélices alfa. El sitio catdlitico se
encuentra en ¢l ce}iiro del barril. Esta es una estructura altamente recurrente en la naturaleza
y es por eso que a este plegamiento s ke ha denominado “Barril-TIM”.

1
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. .TABLAN
Enz'_imd's'rmwya estructura ha sido resuelta por cristalografia de rayos-x

Organismo Tipo de organismo | Resolucién (A) Referencia
Escherichia coli Procarionte 2.60 Noble et al., 1993
' meséfilo
Bacillus Procarionte 2.80 Delboni, et al., 1995
stearothermophilus | hiperterméfilo
Vibrio marinus Procarionte 2.70 Alvarez et al., 1998
psicrofilo !
Plasmodium Protoctista pardsito 2.20 Velanker, et al., 1997
falciparum del hombre
Trypangsoma brucei Protoctista parésito 1.83 Wierenga et al., 1991
del hombre
Trypanosoma cruzi | Protoctista pardsito 1.83 Maldonado et al, 1998;
del hombre (este trabajo)
Leishmania Protoctista parésito 1.83 No publicado
mexicana’ * delhombre
Saccharomyces Levadura 1.90 Lolis et al., 1990
cerevisiae "
Gallus gallus | Ave 1.80 Zhang et al., 1994
Homo sapiens | Mamffero 2.80 Mande er al., 1994

(ES LA TIM ES UN BUEN BLANCO'PARA MATAR A T. cruzi?

En los tripanosomas las reacciones de la glucélisis ocurren en un organelo

especializado Uamado glic:osoma. La gllicosa es transportada al interior del glicosoma y ahf

¢s degradada hasta 3-fosfoglicerato, este producto sale del glicosoma y es oxidado hasta

piruvato en el citosol (Tielens y Hellemond, 1998). En T. cruzi €l piruvato entra'a la

mitocondria en donde es oxidado hasta bi¢xido de carbono, o bién es transformado en

acetato. La TIM o triosafosfato isomerasa (EC 5.3.1.1) est4 en el interior del glicosoma, ah{

realiza uno de los pasos de la glucélisis que es convertir a la dihidroxoacetona fosfato en
gliceraldehido 3-foé|t'ato.
E! objetivo a largo plazo de nuestro grupo es disefiar un farmaco que inhiba

selectivamente a la TIM de T. cruzi y como consecuencia el pardsito muera.

Debido a qule una disminucidn en la actividad de la TIM en los humanos puede

provocar anemia he:lnolnica 0 disfuncimfcs neurolégicas progresivas (Orosz et ul., 1996) es

i
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TIM: humana. \ _

Aqui cabe plattearse si el parsito moriraal perder 1a acividad de Ia TIM, Una
forma directa de contestar esto serfa interrumipir Ia expresion de la TIM en T. crudf y medir
su sobrevivencia y tambien su capacidad de irifectar a c€lulas humanas en cultivo. Dicho
expenmento no ha sido realizado hasta ahora  Un experimento equivalente se lievo a cabo,
pero sm éxuo. en T. brucei que es el trypanosoma que produce la enfermedad del suefio en
Africa (Lorenz et al 1998).

T. brucéi muere al inhibis las funcxones de su via glucolftica, ya que dos compuestos
(suramin y oxido de melarsen) cuyo blanco es la inhibicidn de enzimas glucolfticas, se
emplean actualmente en tratamientos contra ezsta enfermedad (Clarkson y Brohn, 1976). Eilo
se debe a que T. brucei depende toialmente dt;. la glucolisis para la sintesis de ATP ya que en
su forma de tripomastigote, permanece y s¢ rr{ﬁltiplica en el torrente sangufneo en donde sus
mitocondrias no son funcionales (revisado pmg Sommer y Wang, 1994).

Elciclo de vidade T. cruzies diferenté ya que se multiplica en el interior de las
células que mvade y sus mitocondrias se encuemran funcionales durante todos su ciclo de
vida. Aiinque T cruzi consume glucosa a mveles inferiores (10 veces) que T, brucei se ha
determinado que la ulthzac:én de la glucosa es la vid metabolica preferida por el par4sito
(Cazzulo, 1992; 1994) ,

T. crud, al igual que otros trypanosomas se caracteriza por una alta flexibilidad de su
metabolismo energéuco.!chha flexibilidad es una adaptacion que responde a los ambientes
tan variables a los que se' ve expuesto. Hay que recordar que T. cruzi pasa del
tracto intestinat del insecto {cpimastigote-extracelular) al torrente sangufneo del hospedero
humano (tripomastigote-¢xtracelular), de ahi al interior de células humanas (amastigote-
intracelular), : f

Casi todos los esthdios del melabolism&i) energético en 7, cruzi se han realizado
utilizando culiivos de cpirlnnsligoles. que ¢s la ;'orma extracelular que permanece en el tracto
intesunal del insecto, esloiu debe a que los epimastigotes se¢ pueden obtener facilmente y en
grandes Lanudadcs de culuvos Sin embargo cuando se compard el metabolismo del
epimastigote y del amasugou se encontraron dxfercncms importantes en los productos de

|
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excrecién. Por lo anterior se deduce que el metabolismo es diferente en ambas etapas del
ciclo de vida de T. cruz (Sanchez-Moreno et al., 1995). .

La fom}a de amastigote ¢s establé ¥y puede perdurar en un individuo entre 10 a 20
aiios llevandole a la forma crénica de ia ehfermedad de “Chagas”. Por todo lo anterior es 1a
forma de amastigote (y su metabolismo) la que tenemos que conocer para lograr predecir ‘os
alcances de un inhibidor selectivo de la TIM de T. cruzi.

Bakker y colaboradores (1997) modelaron matematicamente el control de flujo del
metabolismo glucolitico de T. brucei, alixfnentaron dicho modelo con los datos
experimentales del comportamiento cinéﬁico y las constantes de equilibrio de todas las
enzimas de la vfa, las cuales se han purit'l:cado y estudiado (revisado en Sommer y Wang,
1994)..'El modelo resultante les permitio-determinar la contribucion al control de flujo de
cada una de las enzimas participantes, € incluso probar las diferencias entre condiciones

~ aerobias y anaerobias. Empleando el migmo modelo Eisenthal y Cornish-Bowden (1998)
modelaron la inhibicién de las enzimas d:e la glucOlisis para saber si las enzimas glucolfticas
son blancos adecuados para el disefio dei inhibidores corhpetitivos y/0 no competitivos.
Concluyeron que si se emplea un inhibid:or competitivo, solo el transportador de piruvato
puede ser empleado como blanco. Si s:fdiseﬁa un inhibidor no-competitivo e irreversible, es
decir que produzca una inhibicion del li}(.)% de la glucdlisis cualguier enzima de la via se
puede utilizar, w'

Si las prgdicciones del modelo fjueran aplicables al metabolismo de T. cruzi quicre

decir que el inhibidor que se disefie de l}aTlM de T. cruzi debe ser no-competitivo y debe

» unirse en forma irreversible., i.
i

‘ t
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Differences in the Intersdfbunlt Contacts in
Triosephosphate Isomerase from Two Closely
Related Pathogenic Trypanosomes
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The aligned amino acid sequences of TIM from Trypanosoma cruzi
(TcTIM) and Trypanosoma brucei (TbTIM) have a positional identity of
68%. The two enzymes have markedly similar catalytic properties.
Agents that interact with their interface Cys inhibit TcTIM and TbTIM;
and those TIMs that lack this Cys (such as human TIM) are largely or
completely insensitive to these agents. The susceptibility of TcTIM to the
agents is approximately 100 times higher than that of TbTIM. To ascer-
tain the cause of this large difference, the crystal structure of TcTIM was
solved at 1.83 A resolution. The two enzymes are very similar homodi-
mers. In TcTIM and ToTIM their respective Cys, 15 or 14, forms part of
the dimer interface. In both, the contacts of the Cys with residues of the
other subunit are almost identical. Nevertheless, there are noteworthy
differences between the two; the existence of glutamine 18 in TbTiM
instead of glutamic acid in T<TIM at the beginning of helix 1 decreases
the contacts between this portion of the protein and helix 3 of the other
subunit. In addition, TcTIM has proline at position 24 in the first helix of
the TIM barrel; this is absent in the other TIM. Pro24 disrupts the regular
helix arrangement, making the pitch of this helix 1.2 A longer than in
TbTIM. When Pro24 of Tc¢ was substituted for Glu, the sensitivity of
T¢TIM to sulfhydryl reagents increased about five-fold, possibly as a
consequence of an increase in the space between the first portion of helix
1 and helix 3 of the other subunit. Therefore, it may be concluded that
), the geometry of the latter region is central in the accessibility to agents
ot that perturb the interface Cys. In human TIM this region is more
compact.
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three-dimensional structure. For example, the crys-
tal structures of homodimeric triosephosphate
isomerase (TIM) from Bacillus stearothermopitilus
(Delboni et al., 1995), Escherichia coli (Noble ¢t al.,
1993a), Trypanvsoma brucei (Wierenga et al., 1991),
Plasmodium falciparum (Velanker et al., 1997), yeast
(Lolis et al, 1990), chicken (Banner et al, 1975),
Homo sapiens (Mande et al., 1994) and Vibrio mari-
nus (Alvarez et al, 1998) show that their three-
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Tricgephosphate isomerase from T, crutl

dimensional structures are strikingly similar. None-
theless, many evolutionary changes have occurred
in the amino acid sequences of the protein. Indeed,
the aligned amino acid sequences of TIM from 54
organisms that range from the archaebacterium
Pyroccocus woesi to H. sapiens, reveal that only 30 of
the approximately 250 amino acid residues that
comprise the monomers are strictly conserved. The
changes that took place in the evolutionary path-
way did not exert strong influence on the catalytic
properties of TIM, ie the enzymes that have been
studied exhibit catalytic efficiencies (k.,,/K,} that
vary less than twofold. The stability of dimeric
TIM from different species has been studied, and
again the data (Lolis et al,, 1990; Zabori et al., 1980;
Borchert et al,, 1995; Mainfroid et al., 1996; Landa
et al, 1997) indicate that they all have a high
association constant between the two constitient
monomers, Thus, substitutions, eliminations and
insertions of amino acad residues that have
occurred during evolution have hardly affected the
structure, catalytic activity and stability of TIM.
Nevertheless, the latter events have conferred to a
given TIM species a particular individuality.

We searched in the structures of homologous
TiMs for these apparently minor changes, and
found that by targeting on non-conserved Cys, it is
possible to induce inhibition of enzyme action with
a high level of selectivity (Gomez-Puyou et al,
1995, Carza-Ramos el al., 1996). Species-specific
abolition of catalysis can be achieved by perturbing
8 non-conserved Cys that lies at the dimer interface
‘of TIM from T. brucei, T. cruzi and Leishmania mexi-
cana (Comez-Puyou et al., 1995; Ostoa-Saloma et al.,
1997). For example, the yeast enzyme, which has
the same Cys as TbTIM except for Cysl4, is com-
pletely insensitive to sulfhydryl reagents that abol-
ish catalysis in ToTIM (Gomez-Puyou ¢t al., 1995).
Likewise, a mutant TIM from T. brucef in which
Cys14 'was changed for Leu was completely insen-
sitive to sulfhydryl reagents that produced com-
Elete inhibition of catalysis in wild-type TbTIM. In

uman TIM, this Cys is replaced by Met, and thus,
this enzyme is largely insensitive to agents that
pertutb the interface Cys of the trypanosomatid
enzymes. However, the accessibility of Tc<TIM to
agents that interact with its interface Cys is two
orders of magnitude higher than in other TIM that
have this particular Cys (Ostoa-Saloma et al., 1997;
Maldonado et al., 1997; Garza-Ramos ¢t al, 1998).
Thus, TeTIM seems unique in the barriers that
exist between the solvent and the interface residue.

TIM is a ubiquitous homodimeric enzyme that
catalyzes the reversible isomerization between gly-
ceraldehyde 3-phosphate and dihydroxyacetone
phosphate. The kinetics and energetics of the reac-
tion (Albery & Knowles, 1976, Alber et al, 1981;
Nickbarg & Knowles! 1988: Knowles, 1991);are
well established. We determined the crystal struc-
ture of TIM from T. cruzi (TeTIM) at 1.83 A resol-
ution and compared it to that of the closely related
T. brucet {TeTIM). The two enzymes have an
identity of 68% in their amino acid sequence

A
a

(Ostoa-Saloma et al., 1997; and see Figure 1(a)). In
osition 2, TcTIM has Ala, which is absent from
TIM; thus the sequence of TcTIM is displaced by
one residue. The two enzymes have similar cataly-
tic properties (Ostoa-Saloma et al., 1997), and both
have the interface Cys (Cys14 and Cys15 in ToTIM
and TcTIM, respectively). The purpose of these stu-
dies was to determ..e the structure of TcTIM, and -
to ascertain if enzymes from closely related organ-
isms have structural peculiarities that allow a func-
tional differentiation.

Considerable attention has been given to the
structure of enzymes from pathogenic parasites,
since they represent potential targets for dru
design {Verlinde et al., 1994). With this in mind,
the crystal structure of TIM from T. brucei
{Wierenga et al., 1991), which causes sleeping sick-
ness in man and Nagana in cattle, has been deter-
mined. With the same goal, the crystal structure of
TIM from P. falciparum was established (Velanker
et al, 1997). The crystal structures of only four
enzymes from T. cruzi have been reported: trypa-
nothione reductase (Zhang et al, 1996), cruzain
{Jacoby et al., 1996; McGrath et al, 1995), hypox-
anthine phosphoribosyl transferase (Eakin et al,
1997) and glyceraldehyde-3-phosphate dehydro-
genase (Souza et al, 1998), despite the fact that
about 20 million people are affected by Chagas’
disease in the Americas (Worl Health
Organization, 1986).

Results and Discussion

General features of TcTIM structure

The C* trace of the refined dimeric structure of
TcTIM shows the typical a/f barrel structure that
characterizes TIM (Figure 1(b}). Using the terminol-
ogy of other TIMs, the a helices, § strands and
loops are numbered 1 to 8 in subunits A and B. In
TeTIM, the electron densities of the first two and
three residues of monomers A and B at the respect-
ive N terminus are not well defined. The dimers of
TcTIM and ToTIM were compared; the rms (root-
mean-square) difference for 497 equivalent C*
atoms is 0.96 A.

The main-chain coordinates of the two TcTIM
monomers superimpose with an overall rms differ- -
ence of 085 A. During catalysis, loop 6 (residues
171 to 178) falls over the catalytic site {(Pompliano
et al., 1990). In monomers A and B, loop 6 is in the
closed and open conformations, respectively. This
different arrangement of loop 6 accounts for the
principal rms difference between the two mono-
mers; the rms difference between the ciosed and
open loops is 3.3 A.

The B factors (Figure 1(c)) are higher in mono-
mer A than in monomer B, with an overall average
of 26 and 20 A3, respectively. The highest value
was in Asp35, it is substantially higher in mono-
mer A than in monomer B (58 and 41 A7, respect-
ively). As in other TIMs (Noble et al, 1993a;
Wierenga et al., 1991; Velanker et al, 1997; Lolis



Triosephosphate Isomerase from T, chizi

(o
L TE

(a)

TcTIM
ThTIN

TeTIM
ToTIM

TeTIM
TOTIM

a-I;Ielix
el ;

—> T

MASKPQPIAN ANWKCNGSES LLVPLIETLN M'I'FDHDVQC VVAPTFLHIP
M-SKPQPIAA ANWKCNGSQQ SLSELIDLFN STSINHOVQC VVASTFVHLA

>

> , 100
MTXARLTNPK FQIAAQNAIT RSGAFTGEVS LQILKDYGIS WVVLGHSERR
MTKERLSHPK FVIAAQNAIA KSGAFTGEVS LPILKDFGVN WIVLGHSERR

1. —>

B-strand

: : 150
LYYGETNEIV AEKVAQACAA GFHVIVCVGE TNEEREAGRT AAVVLTQLAA
AYYGETNEIV ADXVARAVAS GFMVIACIGE TLQERESGRT AVVVLTQIAAM

o -_ %200

VAQXLSKEAW SRVVIAYEPY WAIGTGXVAT PQOAQEVHEL LRRWVRSKLO
TAKKLKKADW AXVVIAYEPY WAIGTGKVAT PQUAQEAHAL IRSWVSSKIG

> W35

TDIMQOLRIL YGGSVTAKNA RTLYQMRDIN GFLVGGASLK PEFVEIIEAT K
ADVAGELRIL YGGSVNGKNA RTLYQQRDVN GFLVGGASLX PEFVDIIKAT Q

o

B factor

20

10

{c)

[P TP

0 100 150 200 250

Residus number

¢ e — AR —

! 3

Figure 1. (a) The aligned amino
acid sequences of TcTIM and
TeTIM; secondary structure
elements are indicated above the
sequences. (b) Stereoview af the C*
trace of TcTIM; numbers 1 to 250
and 301 to 550 are used to indicate
the amino acid residues of monuo-
mers A and B, respectively. Helix 1
of monamer B and loop 3-helix 3 of
monomer A are shown with bold
lines, (c) B factors of monomaers A
(+=<)and B (—) of TeTDM.
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et al., 1990; Banner et al, 1975; Mande et al., 1994; -

Delboni et al., 1995), the residues of the loops that
fall over the active center (171 to 178) also exhibit
high B factors.

The active site

The structure of the active site has been

thoroughly studied (Davenport e al, 1991;
Verlinde ¢t al., 1992; Noble et al., 1993b). The resi-
dues of the active site in TIM are Lysl4, His96 and
Glul68; their arrangement in TcTIM is nearly iden-

tical with those of human TIM and TbTIM, but °

TcTIM exhibited a slight difference in the orien-
tation of the sidechain of Glul68 (not shown). The
rms differences between the catalytic residues
Lys14. His96 and Glul68 in the closed monomers
of T¢TIM and TbTIM were 04, 0.2 and 1.2 A,
respectively. In the open conformation, the respect-

ive values were 0.3, 0.1'and 1.0 A. The respective -

rms differences of the catalytic residues of TcTIM
with those in human TIM were 07, 0.6 and 1.5 A
for the clused and 0.5, 0.5, 0.5 A for the open con-
formations.

Ligands at the catalytic site of all TIMs are iso-
lated from the solvent as a consequence of a con-
formational change of loop 6 that results in the
covering of the catalytic center (Pompliano et al.,
1990). In the crystal structures of other TIMs,
differert conformations of loop 6 in the two TIM
monomers have been observed; the data show that
in occupied catalytic sites, loop 6 is in the closed

loop 6 has different conformations in the two

monomers; it is closed in monomer A, and open in
monomer B. In this respect, it is relevant that in the

former, the catalytic site has a diffraction that prob- |
19 to 31 and 81 to 86, respectively (Figure 1(a)). In

ably corresponds to a sulfate group or a water mol-
ecule.: The presence of sulfate in the closed
conformation of TbTIM has been described
{Wierenga et al., 1991). The rns difference between
the equivalent atoms of the catalytic site residues
for Lys14, His96 and Glul68 in monomer A and B
were 0.36, 0.28, and 1.05 A, respectively.

The interface between the two monomers of
TcTIM and THbTIM

To calculate the loss of surface area that the ‘;
' monemer A is also beyond H-bond distance from

monomer undergoes upon dimerization, the acces-

1
sible surface area (ASA) of the dimer, as deter-
| side<chain of Glul9 is oriented toward the inside of
{

mined with a spherical probe of 1.4 A radius (Lee

& Richards. 1971), was subtracted from the ASA of |

the monomer alone. These buried surface areas in
TcTIM were 1476 and 1491 A for monomers A

and B, respectivelv. [n TeTIM, these values were !
1522 and 1533 A% In TbTIM, 32 residues are within
. two monomers was calculated and comeared to

4 A from residues of the other subunit (Wierenga
et al., 1992). In TcTIM, 28 of these residues are con-
served. The two enzymes differ in that TeTIM has
Gln, Val, Ala and Phe at positions 18, 16, 49 and
86, respectively, whereas in T¢TIM these residues
are Glu19. Leud?, Pro50 and Tyr87.

!

|
|

; distance from the

i monomer A is 6.7

1 A significant number of intersubunit contacts is
i provided by the residues of loops 1 and 3
¢ Mutations of loor 1 residues in human TIM
| (Mainfroid et al., 1996) and TVTIM (Gomez-Puyou
et al., 1995), or deamidation of AsnlS in rabbit TIM
¢ (Sun et al., 1992) decrease dimer stability. Thus, the
© finteractions of loop 1 with the other subunit
appear central for dimer stabilization. The residues
of loop 1 in TeTIM (Cys15 to Ser18) and TTIM are
identical (Figure 1(a)).
- Of importance to this work is that in TcTIM and
-« ToTiM, the side-chain of the interface Cys that lies
at the beginning of loop 1 is buried within loop 3
* of the other subunit, Tﬁe electron density map of
i Cysl5 in TcTIM and of the surrounding loop 3
. residues is shown in Figure 2(a). The superposition

 of intersubunit contacts of the interface Cys of

TbTIM and TcTIM shows an rms difference of
0.38 A for 66 equivalent atoms in ten residues of
loop 3 (Figure 2(b)). Therefore, a different arrange-
ment of the interface Cys with the residues of loop

. 3 would not seem to account for the marked differ-

ence in sensitivity of TcTIM and TbTIM to sulfhy-
dryl reagents (Garza-Ramos et al, 1998; and see
below).

Loop 1 is followed by helix 1. At the end of loop
i 1, TcTIM and TbTIM have a Ser. According to
i Richardson & Richardson (1988), Ser17 in TbTIM

. and Ser18 in TcTIM would represent the N-cap of
* the first helix. After the N-cap, the first residue of
i helix 1 of TbTIM is Ginl8; its amide N is at H-
. bond distance from the O of the peptide bond
state (Wierenga et al., 1991). As noted, in TcTIM, °

between AspB5 and Phe86 of the other subunit.
The carboxyl grouKIO of AspB5 is also at H-bond
in the peptide bond between

Serl7 and Gin18 (Figure 3).
In T<TIM, helices 1 and 3 are formed by residues

TcTIM, the arrangermnent at the beginning of helix 1
with the last residue of helix 3 differs markedly
from that in TbTIM (Figure 3). In T<TIM, the orien-
tation of the side-chain of the first residue of helix
1 from monomer B (Glul9) is such that its carboxyi
group lies at a distance of 6.5 A from the peptide
bond between Asp86 and Tyr87 of the other sub-
unit. Likewise, the carboxyl group of Asp86 from
A away from the N of the pep-
tide bond between Ser18 and Glul9. In the other
equivalent region of the TcTIM dimer, Clul9 of

Asp86 and Tyr87 of monomer B. Nonetheless, the

-the protein in the latter region (not shown, but see
Table 1). At this moment, the reason for the differ-
ent conformations that Glul9 adopts in the two
subunits is not clear. '

The buried surface area of each residue of the

those of TbTIM (Table 1) Except for Glul9 ot
monomer B and AspB6 of monomer A, the rest of
the interface residues of the two enzymes exhibit
markedly similar buried surface areas. In TeTIM.
the buried surface area of Glul9 in monomer B is
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sifruﬁéantly smaller than in monomer A; in, fact,
Glul9 of subunit B hardly contributes to the dimer
interface (Table 1). In contrast, the buried surface
area of AspB6 is about twice as large in monomer
B than in monomer A. In these portions of the pro-
tein, the electron densities are well defined.

The Connolly surface area (Connolly, 1983) of
the interface of monomer B in human TIM, TbTIM
and TcTIM is depicted by blue dots in Figure 4(a),
(b} and (c), respectively. The right side of the
Figure shows the electrostatic surface potential of
monomer B attached to a ribbon representation of
monomer A. It is evident in the three enzymes that
there are differences in the contact region between
the beginning of helix 1 of monomer B and helix 3
of monomer A. In TcTIM, there is a clear<ut separ-
ation of these two regions. In TbTIM, the gap is
smaller. In human TIM, the separation is not
apparent; the close packing is a consequence of Lys
in position 18, whose side-chain amine group is
within H-bond distance of the carboxvl group of
Asp49 in helix 2. There are also H-bond contacts of
the carboxyl group of Asp83 with the nitrogen
atom of the peptide bond between Argl?7' and
Lys18 (Mande ¢t al., .1994). The differences in the
separation of the two subunits in the three
enzymes are apparent also when all atoms are con-
sidered (not shown). l :

|

Figure 2. {a) Stereoview of the
3F, — 2F, electron density map con-
toured at 1o of Cysl5 of TcTIM
and its surrounding loop 3 resi-
dues. (b) Stereoview of the interface
Cys of TcTIM (orange) and TbTIM
(green) and surrounding residues.
The oxygen, nitrogen and sulfur
atoms are represented in red, blue

" and yellow, respectively.

Helix 1

The aligned amino acid sequence of the two
enzymes shows that the least conserved region is
in the first helix, which spans from residues 19 to
31 in T¢TIM and from 18 to 30 in TbTIM
(Figure 1{a}). In its outer surface, helix 1 is solvent-
exposed; in its inner surface, it establishes hydro-
phobic contacts with residues of f-strand 1. A
notable difference between the two enzymes is that
TObTIM has Glu at position 23; its equivalent in
TeTIM is Pro24. In helix 1 of TeTIM, Glu23 is H-
bonded to GIn19. In TcTIM, the existence of a Pro
disrupts the regular helix arrangement; thus, the
length at which the helix backbone repeats itself
between residues Ser20 and Pro24 is 1.2 A longer
in TcTIM than in ToTIM.

Eftect of sulthydryl reagents on TcTIM and
TeTIM Pro24Glu

The position of Cysl4 or Cysi3 at the dimer
interface of TbTIM and TcTIM explains why its
substitution for another residue or its derivatiza-
tion brings about destabilization of the enzyme
and abalition of catalysis (Gomez-Puyou et al,
1995; Garza-Ramos et al., 1998). However, the sus-
ceptibility of Cvsi3 of TeTIM 1o sulthydryl
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Figure 3. Stereoview of the
region between the end of loop 1
in monomer B and a portion of
helix 3 of the adjoining subunit.
TcTIM and TbTIM are depicted in
orange and green, respectively. The
¢olorcode for tnhe atoms is as in

Figure 2(b).
[TV )
¢
!'I
Table 1. Buried surface area (A%} of interface residues of T¢TIM and TbTIM
TeTIM i TeTIM
Residue Subunit A Subunit B : Residue Subunit A Suburit 8
Asnl2 [ 6 ‘Asnll é ]
Lysi4 28 26 Lys13 3 26
Cy11s 126 128 Cyst4 123 12
Asnlé 2 n ‘Asnl5 29 s
Glyl? 17 20 Clyl6 17 18
Serl8 b} 24 Serl7 24 25
Clui9 “ [ Ginl8 s8 69
Ser20 3 0 Gln19 1 2
TheeS 26 25 Thred 24 24
Pheds &7 65 Phed5 62 66
Leud” 145 143 Valés 123 127
Hisi8 16 17 Hisd? 1% 21
Dedy ] 6 Leuds 5 []
ProS50 4 42 Alaq9 28 27
Met51 “ 7 16 Met50 7 &
- . — - LysS2 5 0
Clnés ' a5 3z GinsS 35 M
Asnb7 7 [ Asss & 5
Let? 13 12 Det8 12 12
Ser72 14 16 Ser7l 20 17
Cly73 45 Q2 Gly72 40 4
Ala74 51 60 Ala73 58 53
Phe73 . 419 50 Phe74 49 51
The76 145 144 Thr7s 145 147
Cly?? ' &5 6 Gly?6 T 6
Glu7s 67 67 - Glu77 68 67
Val79 29 32 Val78 30 i
Ser80 1 2 Ser79 2 3
[le83 90 90 LeB2 93 93
Leusd 8 9 Leusl 4 3
Asp8b 2 ! 58 AspB5 7 72
Tyr87 @ 7i Phess 7 70
{le89 - 0 - — —_—
Val9) 1 2 Va9 2 1
His96 8 7 His95 8 7
Clu98 37 | 40 Glu9? 37 ;
Arg9? 49 47 Arg98 43 48
Tyrl02 ’ kv 26 Tyrl0l 30 T
Tyr103 4] 61 Tyr102 8] 61
[lei73 1 0 le172 Q 3
Clyl74 3 . 0 < - —
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reagents is more than 100-fold higher than that of
TOTIM (Maldonado et al., 1997). Kinetic data with
TcTIM and TbTIM showed that the higher suscep-
tibility of TcTIM is due to an increase in the acces-
sibility of sulfhydryl reagents to Cysi3 (Garza-
Ramos et al., 1998). It is also worth noting that a
TcTIM mutant in which Cys11€ {a Cys that is
absent from TbTIM, see Figure 1(a)) was substi-
tuted for Val, exhibited the same sensitivity to sulf-
hydryl reagents as wild-type TcTIM, indicating
that the effect of sulfhydryl reagents is due to deri-
vatization of Cysl4, and not to an effect on the
“extra’” Cys of TcTIM {Garza-Ramos et al., 1998,

TcTIM and TbTIM have important differences in
the interactions between helix 1 and the adjoining
subunit, very likely as a consequence of the confor-
mation of Glul9 in TcTIM versus Glnl8 in TbTIM
(Figures 3 and 4). T..us, the contribution of this
region to the susceptibility to sulfhydryl reage;nts

e " 1

Figure 4. The left side of the figure shows. the
Connolly (1983) buried surface areas of the interface of
monomer B from (a) human TIM, () ToTIM and (<)
TcTIM: these areas are illustrated by blue dots. ;The
right side shows the electrostatic surface potennal of
monomer B of the three TlMs attached to a ribbon irep-
resentation of monomer A. To obtain the Figure, mono-
mer B was rotated 90° and attached to the adjacent
subunit. The arrows show the region between the begin-
ning of helix 1 and helix 3. Methionine 14 of human
TIM and the interface Cys of ToTIM and TcTDM; are
shown in yellow. The electrostatic potentials (kcal/mol)
at the surface were calculated using the atomic chajges.
The scale is shown in the bar. t

l

?
| |
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was examined by measuring the effect of two such
rea.genu on a mutant in which Pro24 of wild-type
T<TIM was changed for Glu (the corresponding
residue of TbTIM). The rationale was that the
introduction of a H-bond between residues 20 and
24 would shorten the distance between the two
tums of helix 1, without perturbing the hydro-
phobic interactions of helix 1 with the internal 8-
sheet. Presumably, the shortening of helix 1 would
increase the gap between the first portion of helix 1
with helix 3 of the other subunit, and thus increase
the accessibility of the sulfhydryl reagents to
Cys15, even thouy the substitution was made for
a residue that exists in TbTIM. Relative to the
wild-type, the mutant enzyme exhibited an
approximately fivefold increase in sensitivity to the
reagents (Figure 3); data with TbTIM are included
for comparison. Therefore, it would seem that the
extent of separation between the beginning of helix
1 and the end of helix 3 is central for the accessibil-
ity of agents that perturb the interface Cys. Indeed,
the overall data show that, as the size of the gap
between the two helixes increases (TbTIM >
TcTIM > Pro24Glu - TcTIM) the sensitivity to
sulfhydry! reagents increases.

It is relevant to point out that in human TIM,
this portion of the dimer interface is closely packed
(Figure 4); moreover, in human TIM, the interface
Cys of TcTIM and TbTIM is replaced by Met.
Thus, this region of the protein seems to be a good
target for the design of molecules that perturb the
intersubunit contacts of TIM from the trypanoso-
matids with a high level of selectivity. In this con-
text, it is worthwhile to recall that, in addition to
T. cruzi and T. brucei, the pathogenic parasites
Entamoeba  hystolytica (Landa et al, 1997,
P. falciparum (Velanker et al, 1997) and Giardia
lamblia (Mowatt et al., 1994) have the interface Cys.
Since TIM is essential in glycolyis, the enzyme
appears to be a good candidate for rational drug
design. In particular, the possibility of targeting
the interface region between the beginning of the
helix 1 and the end of helix 3 seems to deserve
special attention.

Materials and Methods

Recombinant protelns

Recombinant wild-type TcTIM was expressed and
purified as described (Ostoa-Saloma et al, 1997). The
mutant T¢TIM Pro24Glu was constructed by PCR using
the Expand High Fidelity PCR System (Boehringer). The
mutagenic  cligonuclectides were 5-TTGCTTCGTA-
GARCTCATCCA-Y and 5-TCCGATGAGYTCTACAAG-
CAA-3 (where R=G/A, Y = T/C). The mutant gene
was ligated to the pCR 2.1 vector (Invitrogen) and trans-
formed into the T(fl Escherichia coli strain. The mutation
was confirmed by sequencing, An Nudel-BamHI fragment
of the gene was then subcloned into the pET23a
expression vector and transformed into BLIWDENplysS
cells {Novagen). Expression of TecTIM Pro24Glu was car-
ried out at 37°C. Cells were induced at A, 0.6 with
IPTG (0.4 mM) and incubation continued overnight. The
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Figure 5. Effect of methylmethane thiosulfonate |
(MMTS) and 5.5 -dithio-bis{2-nitrobenzoic acid) {DTNB) ¢
on the activity of wild-type T¢TIM and the mutant |
Pro24Glu. Their effects on TbTIM are also shown. After !
incubation for two hours with the indicated concen- }
trations of the sulfhydryl reagents, aliquots were with- |
drawn for measuring activity (Garza-Ramos et al., 1996).
The K, and V. of the mutant enzyme were calculated .
from linear Lineweaver-Burk plots; these values were
06 mM and 5600 pmol/minute per mg, respectively. .
They are in the same range as those for wild-type
T<TIM (Ostoa-Saloms o al., 1997). The resuits from
three experiments varied by less than 10%.

purification of the mutant TIM was s described for *
wild-type TcTIM (Ostoa-Saloma et al., 1997), )

Crystaliization :

TcTIM was crystallized bgr the hanging drop diffision |
method by mixing 5 ul of 5 mg TcTDM/ml with 5 ul of
the reservoir solution (0.1 M Na-Hepes (pH 7.5), 2%,
(v/v) PEG 400, 2.0 M ammonium sulfate). Orthorhombic

stals with an average size of 08 mm x 0.5 mm x
0.3 mun were obtained (Maldonado ¢ al., 1997). The crys-
tals diffracted X-rays to 1.83 A. Completeness in the last
resolution shell was 58.9% (Table 2). The crystals belong ¢
to the space group £2,2,2, with cell dimensions a=
4371 A, bnTI.&Si and c=14954 A amPBmya 0]
(V & 507,551 A%, V,, = 23 A%/Da, and Z = 8). :

i

Data coliection :

n

Data were coliected at 295 K from a single crystal
with a Siemens three-circle goniometer HI-STAR area’
detector on a rotating anode (35 kV. 80 mA) utilizing
monochromatized CuKa radiation (A =1.54 A). The)
detector was mounted 100 mm from the crystal along
the 26 arm, Data were collected by varving ¢ and w with’
a 90 second exposure time for each frame; in all, 1500
frames were collected. The crystal remained stable
during the entire data collection. At the end of the run,,
the crystal was dissolved and the enzyme exhibited;
spproximately 50% of its origina! specific activity. Data:
were processed using the program SAINT. The numbers
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of total and unique reflections were 132483 and 42,089,

1 respectively; overall R, was 10.9% on ntensities.

Structure determination

The structure of TcTIM was determined by molecular
replacement with the rmgnm XPLOR (Briinger, 1992)
using as search model the structure of Tb (coded
STIM at the Protein Data Bank); this enzyme and TcTIM
had the same space gro.ps, and in both, the dimer
formed the asymmetric unit. Rotation and translavion
functions were calculated with XPLOR. The coordinates
of TbTIM, transformed to the TcTIM cell, were used for
computing structure factors. Dimeric ToTIM was subject
to rigid-body refinement and an atomic model based on
a 2F, - F, map consistent with the amino acid sequence
of TeTIM (Ostoa-Saloma et al., 1997) was constructed
using the program QUANTA.

Reflnement

The refinement was initiated with the model having a
crystallographic R factor of 0.438 (8 to 2.2 A); at this
stage, the electron densities of loop 6 residues 171 to 178
of monomer A were not clearly defined. The two mono-
mers were refined independently. For each cycle, data
with amplitudes larger than 2.50 were used. For cross-
validation, 10% of the observed reflections were ran-
domly removed. The structure was refined with the pro-

ram XPLOR using the Engh & Huber (1991) parameter
tles. Eleven rounds of refinement were interspersed
with manual map fitting with QUANTA. In the first
three cycles and in subsequent cycles, 2F, - F, maps and
3F, = 2F, maps were used, respectively. All m{” were
SIGMAA-weighted (Read, 1986). The two initial refine-
ment cycles included reflections berween § and 22 A
(24053 in the working set); in subsequent cycles, 12,361
reflections were added step by step. In the last refine-
ment cycle, there were 36,414 reflections in the working
set and the resolution shell was 6 to 1.83 A, The first
three refinement rounds were made with either pos-
itional refinement or simulated annealing starting at
3000 K. At this point, R = 0.226 (R = 0.296). In the
fourth cycle, torsion-angle molecular dynamics with
slow-cool refinement (Rice & Brilnger, 1994) was carried
out from 2500 K in 3000 steps of 0.002 second. The R
value dropped to 0.208 (R, = 0.272). At the end of this
refinement e?de and in later cycles, 165 water molecules
were located by asutomatic searching with X-SOLVATE
from QUANTA using difference maps over 3c. The -
peaks were chosen by visual inspection; water molecules
were included only if their F, = F_ peaks correlated with

Table 2. Refinement Statistics

Number of Reflections {6.0-1.83 A) F » 250, 3,414
Initial model R factor/ Ry, factor (%) 43.8/44.1
Final model R/ Ry (%} 19.1/25.8
rmsd on bonds lengths (A)/ Angles (deg.) 0013/1.7
rmsd on dihedral/improper angles (deg.} 24.7/097
Number of non-hydrogen atoms

Protein/solvent 3818/165
Completeness (%)

60-1.83 A 82.0
1.94-1.83 A 58.9

R factor = LIF) = \FJ/1F, ). For determunanon of R,.. 10%
of all F, were set aside as the test dataset and not used for the
refinement,
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a separate peak in the corresponding 2F, — F, map; in
addition, such potential water molecules were accepted
only if they were at a distance of 2.2 to 4.0 A from H-
bond danors or acceptors (Shah et al., 1997). Water peaks
with' refined B-factors larger than 70 A? were removed,
Bulk-solvent correction (Jiang & Briinger, 1994) was
spplied using data between 20 and 1.83 A; subsequent
refinement was carried out by positional (in cycles 5, 6,
9, 10 and 11) or simulated annealing {in cycles 7 and 8).
At this time, the R factor was 0.191 (R,,, = 0.258). In the
10th and 11th refinement cycles, the R,,, values con-
verged. At this stage, the structure was tested (see
below) and considered solved, The weak density of loop
6 in monomer A was reconstructed in the seventh refine.
ment cycle using an omit map. At the end of each cycle,
40 steps of individual B-factor refinement were made,
but the parameters that restrain atomic temperature fac-
tors were changed for the values reported by Tronrud
(1996). This caused a drop of about 0.2% in R, in each
refinement cycle. The refinement statistics are shown in
Table 2. i

The average coordinate errors were calculated using
cross-validated Luzzati anaiysis (Kleywegt et al., 1994);
the values for the working set and the test set were 0.21
and 0.26 A, respectively. By cross-validated SIGMAA
analysis (Bringer, 1997), the values were 0.24 and 0.25 A
for the working and test sets, respectively,

ASA were estimated with the program NACCES
(S. J. Hubbard and J. M. Thormton, University College,
London), which implements the algorithm of Lee &
Richards (1971). ASA were determined with a spherical
probe with a radius of 1.4 A. Connolly surface areas
{Connwolly, 1983) at the dimer interface were generated
with QUANTA. '

Analysis ‘

The model scored high in PROCHECK analysis
(Laskowski ¢ al., 1993). The Ramachandran plot com-
prised a total of 441 non-glycine residues. There were
419 in the most-favored region. 21 in additicnal aliowed
regions, and one in the generously allowed regions. The
position of catalytic Lys was as in other TIM, i.e. the
dihedral v and ¢ angles of Lys in monomer A were
=153.4° and 44.6°, and in monomer B, -149.6* and
50.9°, respectively. This Lys acquires an unusual confor-
mation (Noble et al, 1993a; Wierenga «# al, 1991;
Velanker et al., 1997; Lolis ¢t al., 1990; Banner ¢f al, 1975;
Mande ¢t of., 1994; Delboni et ai., 1995) in order to place
the side<chain in a position competent for catalysis.

Electron density was of good quality throughout the
structure. For example, Figure 2(a) shows the 3F, - 2F,
dersity map contoured to the la level in the region of
the interface Cysl5. .

Accession numbers

Coordinates (ID code 1TCD} and structure factors (iD
code RITCDSF) have been deposited at the Brookhave
Protein Data Bank. :
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo es obtener la estructura tridimensional de la triosafosfato
isomerasa de T. cruzi por cristalograffa de rayos-X.

)

OBJETIVOS PARTICULARES

- Obtener cristales de la triosafosfato isomerasa de T. cruzi de buena calidad 6ptico-

estructural, a partir de los cuales se pueda obtener un patrén de dilraccién de rayoé-x.

- A partir de las reflecciones oblenidas resolver la estructura de la triosafosfato isomerasa de

T. cruzi por reemplazo molecular, afinar 1a estructura y validarla.

; IS



MATERIAL Y METODOS

PURIFICACI(')N DE LA TRIOSAFOSFATO ISOMERASA DE T. cruzl

El gen de la TcTIM fue clonado por nuestro grupo y colocado en un vector de
sobre-expresion en la cepa de E. coli BL23 (DE3) (Ostoa-Saloma et al., 1997). La TcTIM
utilizada fue purificada siguiendo a Ostoa-Saloma y colaboradores (1997) (ver esquema 1),
Brevemente; se parte de un cultivo de 1 litro de baclerias que se cosechan y se resuspenden
en 40 ml de un amortiguador Mes 25 mid, EDTA I1mM, DTT 1mM y PMSF 0.2mM a pH
6.5. Esta suspensién se pasa 3 veces por una prensa de French a 1200 psi de presidn y se
centrifuga a 20,000 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se centrifuga a
115,000 x,g en un rotor 60 Ti (Beckman) durante 60 min a 4°C. Se realizan dos
precipitaciones con (NH4)2SQ,, primero al 45 % y luego al 75 % de saturacion. La pastilla
de protefna entre el 45 y 75% de saturacion se resuspende en trietanolamina 25mM, EDTA
2mM, NaN; ImM y DTT 0.5 mM pH 8.0 (amortiguador A) y se aplica a una columna de
exclusién por masa molecular tipo ACA 34A (3 x 80 ¢m) eluyéndose con el mismo
amortiguador a un flujo de 15 ml/h, TcTIMicluye justo después de que 300 ml han pasado
por la columna, las fracciones activas se juntan y se concentran por ultrafiltracion utilizando
membranas de AMICON PM10 a un volumen de 5 ml. Esta solucién se aplica a una
columna de intercambio i6nico cofnpuesta de carboxi-metil-sefarosa (Pharmacia) de un
tamafio de 1.5 x 14 cm y se dejan pasar 60 ml del amortiguador A. La eluciln se realiza con
el amortiguador A suplementado con NaCl 150mM, en ese momenlo s¢ comienzun a
colectar fracciones de 1ml a un flujo de 1ml cada 30 min. Entre las fracciones 18 a 23 se
eluye la TcTIM. La enzima se almacena hasta por 3 meses en el refrigerador como un
precipitado de (NH4),SO4 al 70 % de saturacién.

Con este protocolo se obtienen entre 18 a 25 mg de TCTIM con un alto grado de
pureza segiln se determind por electrofores.‘is en geles desnaturalizantes teflidos con nitrato
de plata. Esta enzima tiene una K, por glic.]eraldehido 3-fosfato de 0.66 mM y exhibe una
Vmax de 9600 pmoles.min”.mg™ (Garza-Ramos et al., 1998). Cada vez que se puritico la

enzima estas constantes cinéticas fueron verificadas.

|
\
i
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1

| ESQUEMA i

Purificacién ‘de la triosafosfato {somerasa de Trypanosoma cruzl,
(Todo el proceso es a 4°C)

Cosechar 1L de cultivo de E. coli en donde TcTIM se ha sobre-expresado
Ruptura de las células por piisa de French (1200 psi)

|

Centrifugaciones
1) A 20,000 x g - 15min (descartar precipitado)
2) A 170,000 x g - 60 min: (descartar precipitado)

|

- Precipitaciones con (NH.)2SO4
1} Agregar (NH,);SO4 a 45% de saturacion,
1) Agregar (NH,)2SO,4 a 75% de saturacion.

Exclusién por peso molecular en columna’(3cm x 80cm) de resina ACA 34 A,
Eluyendo a un flujo de 15 ml/h

|

Concentrar fracciones activas

!

Cromatograffa de intercambio i6nico en columna (1.5cm x 14cm) con resina de
carboxi-metil-sefarosa. Eluyendo con NaCl 150 mM

|

|
Juntar fracciones activas y almacenar a 4°C como una suspension de (NH4)2SO, al 70% de

saturacion.
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OBTENCION DELOS CRISTALES =~~~

Para obtener ﬁllos cristales se empled el método de difusidn de vapor en gota colgante
(McPherson 1982). Se colocé una gota de 10 plen el centro de un cubreobjetos
siliconizado, el}gubreobjetos se invirtié y se deposité como la tapa de un reservorio que
contena el agente precipitante (0.7 ml). En los bordes del reservorio se colocé grasa de
vacfo y de esta manera al presionar ligeramente el cubreobjetos sobre el reservorio se crea
un sello hermético. La gota del cubreobjetos se formd, colocando primero § pl de protena
TcTIM (10 mg/ml) y después S pl de agente precipitante tomadc *lirectamente del
reservorio y mezclando por no més de 4 succiones y expulsiones de una pipeta mecdnica
(GILSON). Para los reservorios se emplearon cajas LIMBRO (para cultivo de tejidos) cada
una con 24 reservorios o pozos. Las cajas una vez preparadas se manipularon
cuidadosamente y se dejaron en un cuarto a temperatura ambiente (entre 18 a 24°C).

La protefna se almacena en una suspencién al 70 % de saturacién ccn sulfato de
amonio; para eliminar la sal se tomaron muestras que se centrifugaron a 12,500 rpm por 15
min y después se resuspendieron en amortiguador de trietanolamina 25mM pH 8.0. Se
dializaron por 24 horas, a 4°C, contra 500 ml del mismo amortiguador realizando un
cambio. A la TcTIM dializada se le determiné la concentracién de protefna por medio de la
absorbancia a 280 nm. El coeficiente de extincion molecular fue calculado de acuerdo a Pace
y colaboradores (1995): 1 mg absorbe 1.28 de densidad dptica.

Para encontrar el agente precipitante que indujo la cristalizacion de TcTIM se
ensayaron 50 soluciones diferentes que fueron obtenidas comercialmente de la compaiifa
HAMPTON RESEARCH. La composicién de estas soluciones se describe en ¢l
APENDICE 1.

Para el ensayo inicial se probd una concentracion de protefna de 5 mg/m! en Ia gota
de 10 pl, es decir 50 pg totales de protefna. Las 50 condiciones se revisaron diariamente con
un microscopio estereoscopico con fuente de iuz en la base. A los 6 dfas de iniciado el
ensayo s¢ observd la aparicion de un cristal pé:queﬂo en la condicién Na-Hepes 100mM pH
7.5, Polietilenglicol 400 2 % (v/v) y 2.0 M de sulfato de amonio (No. 39 HAMPTON),
Posteriormente sc cncol‘?lro que estos cristales crecen niejor si se utiliza una concentracién

de protefna de 2.5 mg/mi en la gota de 10 p (25ug). Estos cristales tienen una red del tipo

|
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ortorrémbico, son reproducibles y alcanzan un tamafio dptimo en aproximadamente 2
meses. Nuestras i)bsenraciones nos llevarorj a detectar que en esta misma condicién pueden
aparecer cristales de tipo tetragonal. En este trabajo la estructura de la T¢TIM fue resuelta
utilizando, los datos del cristal ortorrémbico. Por o que no entraremos en mds detalles
acerca del cristal tetragonal, '

:
ADQUISICION DE LOS DATOS

Para la solucion de la estructura se émplearon los datos colectados de solo un cristal
ortorrémbico. Este cristal de dimensiones 0.8 x 0.5 x 0.3 mm, se montd en el interior de un
capilar de cuarzo de 1 mm de didmetro que fue sellado por sus extremos con cefa. Los datos
fueron tomados en un difractémetro SIEMENS utilizando radiacién monocromatica de
CuKax (35 kV, 80mA), el capilar se coloc6 en una cabeza goniométrica y el cristal quedd
ubicado a 100 mm de distancia de un deteclﬁr de drea HI-STAR. Se colectaron 500
imdgenes, variando en cada una -0.2° el 4ngulo w y dejando fijo el 4ngulo ¢, luego se
tomaron 500 mds cambiando la posicion deldngulo ¢ y variando nuevamente en cada
imédgen el dngulo , posteriormente se volvi6 a cambiar el éngulo‘q) y se tomaron 500
imdgenes mis con 4ngulos variables de w. Al final de la colecta se habfan obtenido un total
de 1500 imdgenes. Esta adquisicién de daioé duré aproximadamente 40 horas y el cristal
permaneci6 estable todo el tiempo. Al finalizar la colecta de datos se recuperé ¢l cristal, se
disolvi6 ¢n amortiguador y se determind que la enzima tenfa un 50 % de su actividad
especifica normal. Los datos se procesaron utilizando el programa SAINT (Siemens, 1993)
se obtuvicron de 132,483 reflexiones totales, de las cuales 42,089 fueron dnicas (Maldonado
et al., 1997). Entre los imites de resolucién entre 20 y 1.80 A hay 38,350 reflexiones, cuya
distribucién se muestra el la tabla III.

El cristal pertenece al grupo espacial P2,2,2; sus pardmetros de celda unitaria son a
=43.71 A, b=77.65A, ¢ =149.54 A, y o =/p =y = 90°. El volumen total de lu celda
widad es de 507,551 A, el coeficiente de Mathews (V) es de 2.3 A¥Da, la unidad
asimétrica la constituye hn dfmero y hay cuatro de ellos por celda unitaria, el nimero de
moléculas en la celda (Z") es 8 yel47.66 % dé la masa del cristal es disolvente (Maldonado
eral., 1997). ’11 ’
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Tabla I
Distribucién de las refiexiones obtenidas del cristal difractado por rayos-x con
respecto a los Limites de recolucién

Limites de resolucion (A) 'No. de reflexiones
20 - 10 259
10 - 80 300
80 - 60 800
60 - 5.0 ; 572
50 - 40 2189
20 - 30 j 5959
30 - 25 6833
25 - 22 7118
22 - 20 6802
20 - 19 3 3834
1.90 - 1.86 : 1543
1.86 - 1.83 1144
183 - 1.80 | 577

!
s

SOLUCION DE LA ESTRUCTURA |

Para resolver la estructura se empled la técnica de reemplazo molecular (Rossman, y
Blow, 1962, Rossman, 1990; Tickle y Driessen, 1996). En este método se utiliza, como
modelo inicial de refinamiento, la estructura de una protefna homéloga a nuestra protefna
problema. En nuestro caso s¢c emple6 la estructura de la TIM de 7. brucei (TbTIM) la cual
tiene una identidad de secuencia del 68 % con TcTIM. Esta estructura se obtuvo de la base
de datos “PDB” (Protein Data Bank) y tiene el idenliﬁ‘:t:ador *5tim.pdb”. Esta estructura fue
resuella por cristalografia de rayos-x por Wierenga y c_‘.olaboradores (1991) a una resolucidn
de 1.83 A. La celda unitaria es orlorrémbica con cons;antcs deceldade:a=113.14 A,b=
97.69 A,c =46.65, Aya=p= y 90° y un grupo espacial P2,2,2,.

El problema radica en que si bien las eslrucluras son similares se encuentran en

medios cristalogrificamente dlsumus por lo que ¢l reemplazo molecular consiste en mover
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el modelo de biisqueda (en nuestro caso Tb'l‘lM) de su propia celda unitaria a la celda

unitaria de la prmeina problema. Para ello pe empled el programa XPLOR (Bringer, 1990;
1992) reahzandose la bisqueda de 2 func:ones una de rotacién y una de translacion.

e ————

El pnmer paso consisti¢ en uansformar el modelo de bdsqueda THTIM ¢n ¢l modelo
problema TcTIM. Para ello; 66 residuos de TbTIM fueron cambiado por los
correspondientes de TCTIM con base en la secuencia de aminodcidos conocida (Ostoa-
Saloma et al., 1997). Una vez realizados estos cambios se procedi6 a rotar y trasladar el
modelo de biisqueda segin las funciones obtenidas con XPLOR. Posteriormente se generd
un mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc con datos de resolucién entre 20 y 3 A, Con este
mapa se inspeccion6 el modelo empleando el programa de visualizacién gritica QUANTA,
en una estaci6n de trabajo SILICON GRAPHICS. Empleando QUANTA se procedi6 a
acomodar la cadena principal y las cadenas laterales de los aminodcidos en el interior de sﬁs
densidades electrénicas. Luego se llev6 a cf,abo una minimizacion considerando al dimero
como un cuerpo rigido, lo que dio como rcf:sullado un valor del factor cristalograifico R de
44 %, que consideramos adecuado para in:iciar el refinamiento. El factor R es un fndice de la
comparacién de los factores de estructura observados y calculados, de tal modo que entre
menor es este valor el modelo es mds cercano a la realidad (ver el APENDICE II para una

explicacién del factor R).

REFINAMIENTO

Por medio del reemplazo molecular se obtuvo un modelo aproximado de la
estructura de TcTIM. Sin embargo, los factores de estructura calculados con este modelo
eran poco similares a los factores de estructura observados, esto se reflejé en un factor R de
43.8 %. Un modclo razonablemente corre%:lo debe tener entre 15 a 20 % de factor R
(Kieywegt y Brilnger, 1996 y ver APEND}CE II). Para mejorar el modelo se realiza el
“refinamiento” el cual consiste en buscar conformaciones cercanas al arreglo actual pero que
se reﬂejan en una dnsmmucxén del factor R, El refinamiento fue realizado intercalando ciclos
de reﬁnamnemo automauco (XPLOR) con ciclos de ajuste manual (QUANTA). Se siguieron

los valores de lactor! R y factor R-libre c.omo (ndices del grado de progreso del modelo. El

|
|
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ﬁ\sig:ﬁﬁgado dcl;l valor R-libre se explica en el APENDICE II, pero igual que el factor R una
disminucién rlleﬂcja una mejorfa del modelo. '

El ref@anﬁento se inici6 con las reflexiones comprendidas entre los 8 y 2.2 A
(24,0}53). se aplicaron 2 ciclos de refinamiento automgtico con el método de recocido
simulado (“sirlnulated annealing”), y después de cada uno de ellos se hizo un ciclo de
refinamiento manual, ajustando la caden%a principal y las cadenas laterales a la densidad
electrénica de un mapa 2Fo-Fc. En estosi ciclos mai.uales se visualizd la ausencia de
densidad electrénica para los primeros 4§ircsiduos del monémero A y para los 3 primeros
residuos del m(';n(Smero B, porlo quef uéron eliminados del modelo. También se notd que
densidad electrénica era debil para los reéiduos 171 al 178 del mondmero A, que
comprenden la regién del asa 6 0 asa catz!;h’tica (llamada asf por que estd sobre ¢l sitio
catalitico). El refinamiento por XPLOR fue restringido mediante los términos de energfa
para dngulos y enlaces descritos y ‘desa.rrofllados por Engh y Huber (1991). Después de los
primeros tres ciélos de refinamicnto el valor del factor R era de 22.6 % y el del factor R-
libre de 29.6 %.!

En los siiguicmes ciclos se agregaron reflexiones hasta tener 36,414 reflexiones (entre
6yl.83A)La distribucién de las reﬂexlones agregadas en cada paso de la solucion y
refinamicnto de I estruclura se muestran cn la tabla 1V.

En los cnclos de refinamiento auloméllco se combinaron metodologfas como
refinamiento pomcnonal recocimiento sunulado y dindmica molecular de torsion de dngulo.
A partir del tercer ciclo s¢ agregaron molégulas de disolvente empleando la rutina
XSOLVATE de QUANTA utilizando map%is de densidad electrénica Fo-Fc. Las moléculas
de-agua fueron inspeccionadas visuahnemeiy aceptadas solamente si s¢ encontraban a una
distancia de entre 2.4 a 4.0 A de un posible aceptor o donador de puente de hidrégeno. Al
final se habfan agregado un total de 165 nlo}écuhs de agua.

A pa.rtir dc.ll quinto ciclo se aplicé una correccién de solvente- global. (“'builk-solvent
correction’) con luz.«s reflexiones entre 20 y 1.83 A. El asa 6 s¢ construyé durante el ciclo
siete empleando un mapa 2Fo-Fe omiliendoéilos factores calculados de esa regian, Los
valores de R convergicron en los ciclos 10 y 11 con valores de factor R = 19.1 % y R-libre =
25.8 %, por lo que §e considerd resuelta la céstructura y procedié a validarse.

|
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‘Tabla IV

Lfmitos de resoludﬁn y numero de mﬂe:dones en las diferentes etapas de la solucién y
reﬂnamiento de TcTIM, con respecto a los limites de resolucién

Etapa de la solucién o el Limites de Nuimero de reflexiones
refinamiento de TcTIM Resolucién (A)
Reemplazo Molecular 20-3.0 11,599
Ciclo 1 ael refinamiento 8.0-22 24,053
Ciclo 2 ael refinamiento 8.0-22 24,053
Ciclo 3 del‘ﬂﬁreﬁnamienlo 6.0-1.86 35,270
Ciclo 4 del refinamiento 6.0-1.86 35,270
Ciclo 5 del refinamiento 6.0-1.83 36,414
Ciclu 6 del refinamiento 6.0-1.83 36,414
Ciclo 7 djl_el refinamiento 1 6.0 - 1.83 36,414
Ciclo 8 del refinamiento 3 6.0-1.83 36414
Ciclo 9 del refinamiento 6.0-1.83 36414
Ciclo 10 del refinamiento T60-183 36,414
Ciclo 11 del refinamiento 6.0- 183 36,414

VALIDACION

Para confirmar la certeza del modelo, se calculé con XPLOR el error promedio de
las coordenadas por medio de una andlisis de tipo Luzzati (Luzzati, 1952; Kleywegt ef al.,
1994) y SIGMAA (Bringer, 1997). Los valores obtenidos con ambos métodos estuvieron
dentro del error promedio esperado para estructuras a esa resolucion (Luzzati=021 Ay

SIGMAA = 0.24 A). Para generar el graﬁco‘i de Ramachandran y obtener la estadfstica que

se menciona en el Capitulo 11 de la seccidn die resultados se empled el programa

i
PROCHECK (Laskowski er al., 1993). Las coordenadas y los factores de estructura se

depositaron por medio de INTERNET en la bd.se de datos PDB con el identiticador

1tcd.pdb.

|
|
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RESULTADOS Yimscusmu
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CAPITULO L. Cristalizacién y andlisis preliminar de rayos-x de la Triosa Fosfato
i Isomerasa de Trypanosoma crugl.
|
i
|

RESUMEN: La 'I;riosa Fosfato Isomerasa de Trypanosoma cruzi se cristalizé a
temperatura ambiente, €n un medio con Hepes-Na 0.1 M pH 7.5, PEG 400 (v/v) 2% y
Sulfato dc amonio 20 M. El cristales ortorrémbico pertenece al grupo espacial P2,2,2, y
con dimensiones ch la celda de: a = 43,71 A,'j'b =7765A,c=149.54 Aya=P=y=90
Ademis se obtuvo otro tipo de cristal, que csiltetragonal y con dimensiones de la celda de: a
=b = 56. l()_lA. c=16185ya=B=y=90° éin, el que dos grupos espaciales son posibles:
P4,2;2 0 P4,;2,2. Ambos cristales difractan a :més de 1.86 A de resolucién.
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CAPITULO II. Diferencias en Jos contactos inter-subunidad de la Triosa Fosfato

Isor:nerasa de dos trypanosomas estrechamente relacionados.

o 3 .
RESUMEN: E! iglineamiemo de las secuencias de aminoscidos de la triosa fosfato
isomerasa de Trypanosoma cruzi (TCTIM) y 1a de Trypanosoma brr:cei (TbTIM) da como
resultado una- ideritidad del 68%. Ambas enzimas muestran propiedades catalfticas similares
entre s{. Compuestos que modifican grupos sulfidrilos y que interaccionan con un residuo de
cistefna localizadd en la interfase, inducen la inhibicién tanto de T¢TIM como de TbTIM.
Sin embargo, la sensibilidad de TcTIM, a estos compuestos, es aproximadamente 100 veces
mayor que la susc?ptibilidad mostrada por TbTIM. Para entender las causas de csias
diferentes sensibilidades se resolvié la estructura cristalogréfica de TcTIM a 1.83 A de
resolucién. Las dos enzimas son homodimeros muy similares entre si. La cistefna 15 de
TcTIM o la cistefna 14 de TbTIM, forman pz;.rle de la interfase dimérica y los contaclos que
establecen con los;residuos de la subunidad zid_yaceme son casi idénticos en ambos casos. Sin
emb‘ii'rgo existen d;ifercncias importantes; en TcTIM la presencia de un dcido glutdmico (en
posicion 19), en vez de una glutamina como en TbTIM, reduce el drea de contacto entre ¢l
inicio de la hélice ll de una Subunidad yla hélice 3 de la otra subunidad. También, la TcTIM
posee una prolina en la hélice 1 en posicién 24 que no se encuentra en las enzimas TIM de
olros organismos. La Pro24 rompe el arreglo regular de la primera hélice del barril tipo TIM
y hace que el primer giro de la hélice sea 1.2 A mas extenso que en la hélice correspondiente
de TbTIM. Cuand(;) sc sustituy6 a la Pro24 por un 4cido glutdmico, la sensibilidad de la
enzima mutada a l(;s compuestos modificadores de cistefnas se incremento 5 veces. Esto
ocurrié posiblemente como consecuencia de un ensanchamiento en el espacio entre lu parte
inicial de la hélice 1 de una subunidad, y de Ia hélice 3 de la otra subunidad. Por esla ruzén
se¢ puede concluir cjuc el arrcélo de esta rcgién juega un papel central en la accesibilidad de
los ébmpucsws que perturban a la cistefna cﬁ la interfase. En la enzima TIM de humano esta

regidn es mds compacia.
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DISCUSION GENI\E_RAL

l

La cristalograffa de rayos-x €s una técnica poderosa ya que permite determinar la
estructura tridimensional de las protefnas a una alia resolucién, El primer paso de esta
técnica consiste en la obtencidn de cristales que dJeben ser de buena calidad 6ptico-
estructural para poder someterse a la difraccion de rayos-x. En el capftulo I (Maldonado y
colaboradores, 1997 Prot. Peptide lett. 4, 139-144) se describe el camino seguido para
encontrar las condiciones cn donde se obtuvieron cristales de la Tc14M, y ademds se
describe el andlisis prcliminar de dichos cristales. Se menciona que se obtuvieron dos tipos
de cristajes: ortorrémbicos y letragonales. Los cristales ortorrémbicos demostraron tener
una mayor estabilidad (estables por més de 40 hofas de irradiacién de rayos-x) que los
tetragonales (decaycron cn 8 horas de irradiacién de rayos-x). Tambien los cristales
ortorrémbicos arrojaron ¢l doble de reflexiones tnicas que las obtenidas de los cristales
tetragonales (ver tabla 11 del capitulo 1). Por todo lo anterior se decidié resolver la
estructura de T¢TIM con los datos colectados de la irradiacion del cristal ortorrémbico.

La estructura de T¢TIM se obtuvo empleando la metodologfa de reemplazo
molecular que se refing a valores adecuados del ffaclur R y R-libre (ver capftulo 1I;
Maldonado y colaboradores, 1998 J. Mol. Biol. 283, 193-203). La estructura resultante nos
permitio realizar un andlisis detallado del arreglo tridimensional de TcTIM. El objetivo que
se plante6 para este trabajo fue determinar la estructura cristalografica de TcTIM y fue
akcanzado. Dicha estructura cristalografica pucde ser ahora utilizada para e} discfio de una
droga contra ¢l T. cruzi, Algunas sugerencias de como realizar este tr;'xbajo s8¢ encuentran
mds adelante cn la seccidn de “perspectivas”™,

Como se observa en la tabla | del capftulo I, y como ha sido confirmado
posteriormente (Garza-Ramos et al., 1998), TCTIM es aproximadamente 100 veces mas
sensible que THTIM a agentes modilicadores de grupos SH y que actuan sobre la cistelna de
la interfuse, Esle hecho plarélco la siguicnte pregunta: iPor qué los compuestos
modificadores de grupos SH llegan con mayor facilidad a 1a cisteina de la interfuse en
TeTIM que en THTIM?. Esta pregunta es rclcva:nlc a la luz de la propuesta hecha por

nuestro grupo de utilizar a la' cistedng de la interfase, tanto en TbTIM como en TeTIM,
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como gufa para disefiar un compuesto que irhiba a esta enzima eliminando 1 Jos
tripanosomas duranjte su infeccibn. (Gémz-ﬁwu et al, 1995; Ostoa-Saloma et al., 1997,
Garza-Ramos et al.l; 1998; Maldonado et al., 1998).

La pregun{ai anterior fue resuelta en éste trabajo a partir de una comparacién
minuciosa de las est‘rucmras cristalogréficas de T¢TIM y TbTIM (ver figuras 2b, 3 y 4 del
capitulo II). En este;analisis se encontrd que'la interfase de TcTIM se encuentra mds abierta
que ¢n THTIM, en la regién donde se conectan la hélice-1 (residuos 18 a 30), de un
mondmero con la hélice-S {residuos 81 a 86) del otro monémero.

Lo anterior sﬁgierc que la mayor apértura de la interfase de TcTIM provoca una
mayor accesibilidad de la cistefna de la interfase a los modificadores quimicos ensayados.

La mutante TcTIM-P24E se discit6 éspcrando aumentar adn mais la apertura de la
interfase entre la helice 1 de un monémero y la helice 3 dej otro monémero. La sensibilidad
aumentada de TcTIM-P24E a los agentes modificadores de resicuos de cisteina DTNB y
MMTS (ver figura 5 del capftulo I) nos perr;hitié reforzar la idea de que una distinta
conectividad entre monémeros de TcTIM yETbTIM es la causa de las diferentes
sensibilidades a los modificadores quimicos.

(Por que es importante explicar las (Eliferenles sensibilidades a modilicadores
quimicos de la cisteina de la interfase entre TcTIM y TbTIM?

La cisteina de la interfase no es un residuo expuesto al solvente. En las estructuras
tanto de TbTIM como de TcTIM no se visualiza el camino por donde los modilicadores de
grupos SH ilegan a esta. La visteina de la iéuerfase esta rodeado estrechamente por el asa 3
(o asa de interdigitacidn) del monémero vecino y no se observa desde la superficie una
cavidad que nos sugiera una posible via de zi':cceso. Entender las diferencias estructurales
entre TcTIM y TbTIM y correlacionarlas ccl‘)n sus distintas sensibilidades a compuestos
como ¢l MMTS, nos ajfudo a proponer conf;o via de acceso a la region en la interfase entre
la helice 1 y 3 de ambos mon6meros. El req!uisito indispensable para el diseiio de una droga
que actué.a nivle de est;'x cistefna (que no estd presente en la TIM de humano) ¢s conocer
con detalle atémico, el l‘:amino de acceso y Ia zona circundante de dicha cistefna, Con este

conocimiento se puede modelar y moldear dicho compuesto que elecirostiticamente y
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estereoqufmicamente 8¢, acomode a dicha regién ':facllmcme. lo que se traduzca ¢n un
compuesto con alta aﬁmdad por esta regién. :

El trabajo consnstente en ¢l disefio rac:onal de drogas es el siguiente reto del grupo.

i
|

PERSPECTIVAS

Uno'de los retos mds importantes del grupo es el disefio “basado en estructura™ de

i v =

un compuesto inhibidor de la TcTIM, que a la vez elimine ia infeccion de 7. cruzi. Es
importante mencionar que es la primera vez que un grupo mexicano intentard aplicar esta
metodologfa a un problenia de salud nacional.

Una vez que s¢ ha'obtenido la estructura tridimensional de una enzima blanco se
requiere del empleo de prdccdimientos computacionales para encontrar el compuesto o
ligando que se unira al sili\"_) blanco de la cnzima. bicho sitio debe ser estudiado
minuciosamente por medio de despliegues grﬁﬁcc;s de los puentes de hidr6geno, la superlicie
molecular y los campos electrostdticos. La primer:a tarea serd generar una imdgen negativa
del sitio (Kuntz, 1992; Leach, 1994), despues se realu.arﬁ la busqueda de moléculas
pequeﬁaa que mejor se ajusten al sitio o cavidad seleccwnada Para efectuar dicha busqueda
se sobrcpone la imagen negtiva que generamos con cada una dc las moléculas pequefias
cuyas estructuras estan almacenadas en bases de datos. Existen bases de datos disponibles
como la "Cambridge Slructfnre Data Base".que contiene mas de 100,000 compuestos.
Durante la busqueda se debe",ran explorar todas las orientaciones posibles para cada
molécula. Se deberan escogcl'r aquellas moléculas éjue llenen o se ajusten mejor a la imdgen
negativa. Existen algoritmos computacionales que:F. permiten analizar 100,000 compuestos en
una semana (Blundell, 1996).

Un méiodo allcnamvo cs emplear paquetes computacionales (como GROWMOL
Bohacek y McMartin, 1995; GENSTART Rotstem y Murcko, 1993) que ¢n base a la
cavidad escogida, van a mvenltar estructuras quumf:amenle coherentes que se adosen
optimamc[gle al sitio blanco. Pf)sleriormeme utilizando el algoritmo "Multiple-Copy
Simuitaneous Search” (MCSS? s¢ determinaran las orientaciones energelicamente favorables

de la molécula generada (Miranker y Karplus, 1991).

| i
l 1
| l
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. Una vez encontrada una o varias moléculas candidatas, s¢ procede a modificarlas de
manera tal que la afinidad con que se uniran': a la cavidad seleccionada aumente, para ello se
van modificando lqs grupos funcionales o @nmoforos de la molécula seleccionada.

La afinidad conque se unen el compuesto y la enzima blanco puede ser sondeada
evaluando terminoé energeticos durante encuentros simulados sisteméticamente, aplicando
libertad rotacional y translacional a ambas moléculas (Blundell, 1996).

Las molécu|las seleccionadas deberan adquirirse, ya sea que se encuentren disponibles
comercialmente o que sean sintetizadas por un Qufmico. Es primordial ensayar "in vitro" el
efecto inhibidor de dichos compuestos sobre la actividad enzimatica de la protefna blanco,
describiendo con lai mayor exactitud posiblé ¢l modo de inhibicién y 1a concentracién
necesaria del comphesto para inhibir a la en;zima. Entre menor sea esta concentracion mejor
sera el co"mpuesto (ver como ejemplos: Veélinde y Hol, 1994; Wlodawer y Vondrasek,

1998; McTigue et al., 1995; Somoza et al.; 1998; McGrath et al., 1995; Kalgutkar et ul.,
1998). | |
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APENDICE 1 _
COMPOSICION DE'LAS SOLUCIONES DE LA COMPANIA HAMPTON RESEARCH

EMPLEADAS EN ESTE TRABAJO.

No.

SAL

[ AMORTIGUADOR

AGENTE
PRECIPITANTE

1

_Cloruro de calcio

Acetato de sodio

2-rr«:til-2.4-pentanediol

dihidratado 0.02 M trihidratado 0.1 M pH 4.6 | 30 % (v/v)
2 - -. Tartrato de sodio-potasio
tetrahidratado 0.4 M
3 - - Fosfato de amonio
dihidrégeno 0.4 M
4 - Tris-HCI1 0.1 M pH 8.5 Sulfato de amonio 2.0 M
5 Citrato dihidratado tri- | Hepes sodioc 0.1 M pH 2-metil-2.4-pentanediol
sédico 0.2 M 7.5 30 % (viv)
6 Cloruro de magnesio Tris-HC10.1 M pH 8.5 PEG 4000 30 % (m/v)
hexahidratado 0.2 M '
7 - Cacodilato de sodio 0.1 Acetato de sodio
: M pH 6.5 trihidratado 1.4 M
8 Citrato dihidratado tri- | Cacodilato de_sodio 0.1 2-propanol 30 % (viv)
s6dico 0.2 M M pH 6.5
9 Acetato de amonio Citrato dihidratado tri- PEG 4000 30 % (m/v)
0.2M sédico
10 | Acetato de amonio Acetato de sodio PEG 4000 30 % (m/v)
0.2 M trihidratado 0.1 M pH 4.6
11 - Citrato de sodio 0.1 M Fosfato de amonio
pHS5.6 dihidr6geno 1.0 M
12 | Cloruro de magnesio Hepes-sodio 0.1 M pH 2-propanol 30 % (v/v)
hexahidratado 0.2 M 7.5
13 | Citrato dihidratado tri- | Tris-HC10.1 M pH 8.5 PEG 400 30 % (v/v)
s6dico 0.2 M ]
14 | Cloruro de calcio Hepes sodio 0.1 M pH PEG 400 28 % (v/v)
dihidratado 0.2 M 7.5
15 Sulfato de amonio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 30 % (m/v)
0.2 M MpH65 .
16 - Hepes sodio 0.1 M pH Sulfato de litio
| 7.5 '. monohidratado 1.5 M
17 [ Sulfato de litio Tris-HC1 0.1 M pH 8.5 PEG 4000 30 % (m/v)
monchidratado 0.2 M :
18 | Acetato de magnesio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 20 % (m/v)
tetrahidratado 0.2 M MpH 6.5
19 | Acetato de amonio Tris-HC10.1 M pH 8.5 2-propanol 30 % (v/v)

02M !
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20 | Sulfato de amonio Acetato de sodio PEG 4000 25 % (m/v)
0.2M trihidratado 0.1 M pH 4.6
21 | Acetato de magnesio | Cacodilato de sodio 0.1 | 2-metil-2.4-pentanediol
| tetrahidratado 0.2 M M pH 6.5 30 % (viv)
22 | Acetato de sodio Tris-HC10.1 M pH 8.5 PEG 4000 30 % (nVv)
trihidratado 0.2 M
23 | Cloruro de magnesio Hepes sodio 0.1 M pH PEG 400 30 % (v/v)
' hexahidratado 0.2 M 7.5
24 | Cloruro de calcio Acetato de sodio 2-propanol 20 % (v/v)
dihidratado 0.2 M trihidratado 0.1 M pH 4.6
25 (- Imidazol 0.1 M pH 6.5 Acetato de sodio
_ ; trihidratado 1.0 M
26 | Acetato de amonio, Citrato dihidratado tri- 2-metil-2.4-pentanediol
0.2 M sédico | 30 % (v/v)
27. | Citrato dihidratado tri- | Hepes sodio 0.1 M pH 2-propanol 20 % (v/v)
s6dico 0.2 M 7.5
28 | Acetato de sodio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 30 % (m/v)
trihidratado 0.2 M M pH 6.5
29 - Hepes sodio 0.1 M pH Tartrato de sodio-potasio
: 7.5 tetrahidratado 0.8 M
30 | Sulfato de amonio . PEG 8000 30 % (m/v)
0.2M
31 § Sulfato dé amonio - PEG 4000 30 % (m/v)
02M -
32 - - Sulfato de amonio 2.0 M
33 - - Formato de sodio 4.0 M
34 - Acetalo de sodio Formato de sodio 2.0 M
trihidratado 0.1 M pH 4.6
35 - Hepes sodio 0.1 M pH Fosfato de sodio
7.5 | dihidrégeno 0.8 M
o : Fosfato de potasio
dihidrégeno monohidratado
0.8 M
36 - Tris-HCI 0.1 M pH 8.5 PEG 8000 8 % (m/v)
37 - Acelato de sodio PEG 4000 8 % (nvv)
trihidratado 0.1 M pH 4.6
38 . Hepes sodio 0.1 M pH Citrato dihidratado tri-
7.5 sédico 1.4 M
39 Hepes sodio 0.1 M pH PEG 400 30 % (v/v)
7.5 Sulfato de amonio 2.0 M
40 - Citrato dihidratado tri- 2-propanol 20 % (v/v)
s6dico PEG 4000 20 % (m/v)
41 - Hepes sodio 0.1 M pH 2-propanol 10 % (viv)

7.5 i

PEG 4000 30 % (m/v)
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42 | Fosfato de potasio . PEG 8000 20 % (mvv)
dihidrégeno 0.05 M
43 L~ - PEG 1500 30 % (m/v)
44 | - - Formato de magnesio 0.2 M
45 | Acetato de zinc Cacodilato de sodio 0.1 | PEG 8000 18 % (m/v)
dihidratado 0.2 M M pH 6.5
46 | Acetato de calcio Cacodilato de sodio 0.1 PEG 8000 18 % (m/v)
dihidratado 0.2 M M pH 6.5
47 L. Acetato de sodio Sulfato de amonio 2.0 M
ix trihidratado 0.1 M pH 4.6
48 - Tris-HC10.1 M pH 8.5 Fosfato de amonio
', dihidr6geno 2.0 M
49 | Sulfato de litio - PEG 8000 2 % (m/v)
* | monohidratado 1.0 M
50 | Sulfato de litio -

monohidratado 0.5 M

PEG 8000 15 % (m/v)

|
|

l
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APENDICE 11

{
H

EL FACTOR R ;
i\
El progreso en un refinamiento s¢ monitorea, convencionalmente, por la disminucidn
del factor R cristalogréfico, el cual mide ja discrepancia entre los factores de estructura

observados y caiculados de acuerdo a la siguiente ecuacion:

[}

Zhu;HFobs | - k|Fcalcl|

Factor R =
T | Fobs |

En donde Ak! son los fndices de Miller. k es un factor de escala, Fobs son los lactores
de estructura observados y los Feale los :faclorcs de estructura calculados.

lndica:i de Milter: Un cristal pucd}c ser seccionado en planos (de modo imaginario).
Los indices de Miller A&/ son los tres inlérwclos que un plano tiene con los ejes de una celda
unidad. Por cjcrﬁpln; sicl plano intcrscclén Enn los ejes de una celda de dimensiones a, by ¢,
cen las coordenadas o', b’ ykc'. entonees los fadices de Miller estdn dados por b = a/a', k = bib'
yl =i :

Un factor de estructura es la suma de la dispersion de los dtomos en una celda

unitaria y se¢ le conoce asf porque depende del arreglo de gtomos en una celda unitaria.

EL FACTOR R-LIBRE
“En alguna ocasiones se ha encontrado que refinamientos deficientes pucden dar
valores del fau.flur R buenos (menores), c%‘m se¢ debe a que el factor R disminuye al aumentar
¢l numero de pardmetros que se ajustan p.xr.l describir ¢l modelo. En los tltimos afios se ha
b
hecho comidn monitorear el refinamientoiutilizando ademds el factor R-fibre, que no es ms

aue ¢l edleulo del fuctor R pero con solo.el 10 % de los datos totales (Briinger, 1997).
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CRYSTALLIZATION AND PRELIMINARY X-RAY ANALYSIS OF
TRIOSEPHOSPHATE ISOMERASE FROM
Trypanosoma .ruzi

Ernesto Maldonado’, Abel Moreno!, Kaliyamoorthy Panneerselvam?, Pedro Ostos-Saloma?,
Georgina Garza-Ramos', Manuel Soriano-Gareial, Ruy Pérez-Montfort!,
Marietta Tuena de Gémez-Puyou', and Armando Gémez-Puyou'*,

'Departamento de Bioenergética and 'Departamento de Microbiologla, Instituto de Fisiologia Celular,
Universidad Nacional Auténoma de México, fDepartamento de Bioestructura, Instituto de Quimica, Universidad
Nacional Auténoma de México. 04510 México, D. F. México.

Abstract: Recombinant triosephosphate isomerase from Irypanosoma cruzi was crystallized at room
temperature from 0.1 M Na Hepes pH 7.5, 2 % (v/v) PEG 400 and 2.0 M ammonium sulfate. Crystals belong to
the orthorhombic space group P2,2,2, with cell dimensions a = 43.71A, b = 77.65A, ¢ = 149.54A anda=f =y
= 90°, Another crystal with cell dimensions 8 = b = 56.16A, ¢ = 161.85A, and @ = B = y = 90° with two possible
tetragonal space groups P4,2,2 or P4;2,2 was obtained. Both crystals diffract up to 1.86 A,

Triosephosphate isomerase (TIM) is a ubiquitous enzyme that catalyzes the . interconversion of
glyceraldehyde-3-phosphate and dihydroxyacetone phosphate. Studies on the enzyme from various specics show
that sll TIM have similar catalytic properties [1-4]) and conservation of active site residues [5,6). Except in
hyperthermophylic Archaea, where the enzyme is a tetramer [7), all TIM are homodimers with molecular weights
in the range of 54 KDa. Data on the crystal stmctu::re of TIM from five different species show that the basic
structure is markedly similar [8-12]. This is of relevlance since several researchers have proposed that TIM, as
well as other glycolytic enzymes from trypancsomes are potential targets for drug design [13-15]). In this context,
the enzyme from Trypanosoma bricei which produces sleeping sickness in humans and nagana in catile in Africa
has received considerable attention [16,17). ‘

We have proposed that species specific inhibitors of homologous enzymes can be obtained by targeting on
amino acids that have not been conserved throughouf evolution [18]. This hypothesis was tested by focusing on
the nonconserved cysieines of TIM. It was found that full inhibition of TIM that have a cysteine in position 14,

as the T. brucei enzyme, could be achieved by its-derivatization to a methyl disulfide, TIM that lack that

-t
<



140 ? "

i

particular cysteine (such as human TIM) are either insensitive or slightly affected by the derivatizating agent [18).
In a further test we examined TIM that lack cysteine 14, but posses a cysteine in position 217; the studies [19)
showed that these TIM could also be selectively inhibited. Thus, the 'iypothesis appears correct. We have now
extended our studies to TIM from Trnypanosoma cmz';!, the parasite that produces Chagas disease in the
Americas. ! ! '

The métabolic pathways that operate in 7. cruzi ha\}é been largely elucidated [20], but there are few studies
on the kinetic and structural characteristics of the puﬁﬁéd enzymes. Therefore, in order to study TIM from T,
cruzi, we cloned the gene for the enzyme from T. cruzi, deduced the amino acid sequence of the protein (Gene
Bank, Accession number U53867), and expressed it in Escherichia coli {21). The recombinant enzyme was
purified to homogeneity by gel filtration and chromatography through CM sepharose (Fast Flow, Pharmacia); the
yield is around 20 mg per liter of culture [21]. TIM from 7. cruzi is a homodimer whose kinetic properties are
similar to those of recombinant TIM from the T. brucei and Leishmania mexicana, another pathogenic
trypanosotomide [3,22). It is relevant that the identity between the three trypanosotomide enzymes is nearly 70%.

Whern the effect of sulthydril reagents with different structural characteristics was determined on
recombinant TIM from 7. cruzi, T. brucei, and L. mexicana, it was found that the three enzymes differed in their
sensitivity 10 four suifhydril reagents that were tested ('l,'able I). TIM from the 7. cruzi exhibited the highest
sensitivity, the least sensitive wﬁs the enzyme from L. mexicana. It is noted that the differences in sensitivity are
remarkable; for exampie, the concentrations of DTNB lhd; produced half-maximal inhibition of the T. cruzi were
close to two or lrl;ree orders of magnitude lower than in TIM from T. brucei and L. mexicana respectively.

TableI. -
Cfpncentration (M) that produces 50% Inhibition.

TIM DTNB DTP pHMB NEM
T. cruzi 3 ; 14 2 100
T. brucei ! 500 i .2,500 250 6,000
L. mexicana 2,500 >;10,000 400 20,000

1 % '

'

The indicated recombinant cnzy:mcs (references [3] and [22] for expression and purification of the L. mexicana
and 7. brucei enzymes, rcspectwely) were incubated at a concentration of § pg per ml in & mixture at pH 7.4 that
contained- 100 mM methanolamme 10 mM EDTA and various concentrations of cither S,S-dithio-bis(2-
nitrobenzoic acid) (DTNB), 4 4-dnh:opyndme (DTP), p-hydroxy mercury benzoate (pHMB) or n-ethylmaleimide
(NEM). After a two hour mcubaluon time, activity was measured [19). From the concentration curves, the
concentration required for half—mammal inhibition was calculated.
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At the light of these findings, it is instructive to'’compare in the aligned amino acid sequence of the three
enzymes the position of their respective cysteines. TIM from 7. cruzi and L wexicana have a total of four
Cysteines per monomer, the enzyme from 7. brucei has three cysteines 14, 39, and 126. Using the numbering of
TIM from 7. brucei in the aligned amino acid sequence, the four cysteines of TIM from 7. cruzi and L. mexicana
are in identical positions (14, 39, 117, and 126). Solely on the basis of the cysteine content of the three enzymes,
the findings with the sulfh; dril reagents (Table 1) are difficult to explain. For example, it may be considered that
in comparison to TIM from T. brucel, the existence of cysieine 117 in the T. cruzi enzyme sccounts for its
higher sensitivity to sulthydril reagents, but this in tum>raises the problem of why the sensitivity of the leishmanial
enzyme is more than two ordcis lower than that of TIM from T. cruzi, albeit they have same cysteines. The
problem is currently being addressed, but it appears cllear that the precise explanation for the different sensitivity
of the three enzymes 10 the sulthydril reagents will céme from knowledge of their three-dimensional structure.
Therefore, recombmnm TIM from T, cruzi was crystalhzed 7

Crysals sunable for X-ray analysis were oblmned by the hanging drop vepor diffusion method at a room
temperature of 22°C (23]. Aliquots of 5 ul, of freshly' purified protein solution at & concentration of 4 to 48
mg/ml, were mixed with 5 ul reservoir solution that h;d 0.1 M Na Hepes pH 7.5, 2 % (v/v) PEG 400, and 2.0 M
smmonium sulfate (Reagent 39, Hampton Research), crystals appeared after 7 to 14 days. At concentrations of
2 mg per ml in the crystallizing drop, crystals suitable for X-ray analysis were obteined (Figure 1A); at higher
concentrations crystals were twined and flat. The former crystals belong to the orthorhombic space group
P2,2,2, with cell dimensions 8 = 43.71 A, b= 7765 A, c = 149.54 A, and & = [ = y = 90°, On the basis of the
space group and unit cell volume, there was one dimer pu' asymmetric unit. The size of the crystals was 0.8 x 0.5
x 0.3 mm. !

Under the conditions that led to formation of orthorhombic crystals, we observed once a crystal with
tetragonal unit cell characteristics (Figure 1B). 'l'hu' type of crystals has been constantly obtained by the
microseeding technique [24, 25] One pi of the l'BOO:or 1:1000 dilution of the seed in the mother liquor was
sdded to 10 ul of a protein solution of 8 to 14 mg of protein per ml. Crystals suitable for X ray diffraction
formed in one or two days. These crystals belong to t}vo possible tetragonal space groups i.e. P4,2,2 or P4,2,2
(from systematic absence ana!yms) with cell dlmenslons a=b=5616A c=16185A anda=p =v=90" The
size of the crystal is 0.5 x 0. S x 0.3 mm, On the bms of space group symmetry, the unit cell volume, and the
calculated molecular weight qf the monomer (27 KDa), there was one monomer per asymimetric unit.

In both cases the amount of solvent was delermined by the formula (26]:

123 therefore the Vi =1 - 123

V iy = o—,
m‘ Vs Vi

Vnﬂ

\M.-Z

|
I where Vu =
i
1



Where. V.1 + volume of the unit cell (AY), and Z = number of asymmetric units/unit cell. For space 3r0up
#2,2,21. 7= 4 and M, = 54000 The amount of protein in the crystal is therefore 507.550.94 A’ / (54,000 x 4),

V= 2350 Vomein = 12372 35 0 4234 ivconsequence, the volume of solvent is 47.66%. Following the same

calculations in the tetragonal svsiem with tetragonal space group P4,2,2 or P4:12,2 the solvent content is 47.95%. .

Figure 1 Crystals of triosephosphate isomerase. 4. Orthorhombic and B. tetragonal crystals of triosephosphate
isomerase from Trapanosoma cruzi grown as described in the text; the sizes of the orthorhombic and tetragonal
cnstals were 08 x 05«03 mm, and 0.5 x 0.5 x 0.3 mm, respectively.
:
Thq‘nnhmhumbic and the wetragonal crystals diffracted upto 1.86 A with an area detector in a Siemen’s X-
rav gencrater with a copper rotating anode operating-at 35kV and 80 mA and a graphite monochromator.
Statishes on the collecuon of the diffraction data are given in Table 11

Tabile I1.

Statistics for the diffraction data of trypanosomal triosephosphate isomerase
; i
' ;
Crystal Resolution Number of reflections Complete  Rperge”
LAy Total’ Unique (%)
i
Onthorhombic | .80 132483 42089 974 10.9
Tetragonal | 1.86 103083 21760 96.2 10.2
|

a0 Rewge =T £ | 1-<1> | /T 1, the inner summation is over duplicated reflections, the outer is over unique
reflections, and the denominator is summarized over all reflections.
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