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En este escrito de tesis, las siglas, acronimos y simbolos se utilizaran de acuerdo a su definicion y uso
original.

He aqui la explicacion otorgada por el Dr. Ricardo Guerrero (Presidente de la Sociedad Espafiola de
Microbiologia), del porque es importante mantener la nomenclatura en un lenguaje universal:

El espafiol (o castellano), como los demds idiomas modernos, deberia acatar las normas internacionales de
nomenclatura quimica y bioquimica (IUPAC-IUBS), publicadas, por ejemplo, en el Journal of Biological
Chemistry (Hellerman et al., 1966), recomiendan que las siglas, acronimos y simbolos sean idénticos en todas
las lenguas, y que se adopte la forma en la que fueron escritos inicialmente.

Por otra parte, al respetar estas normas, se mantiene también la mas estricta logica, dado que, si en cada lengua
se cambiaran las letras o los simbolos, o su orden, podrian aparecer en espafol denominaciones tan extrafias
como TFA para designar el “trifosfato de adenosina” (ATP en la nomenclatura internacional, y también en
espaiiol), o tan ambiguas como DNA para el “dinucledtido de nicotina y adenina” (NAD en todas las lenguas).

Si “castellanizamos” todas las siglas bioquimicas, la explicacion de la sintesis del acido desoxirribonucleico
(descrita por Arthur Kornberg y Severo Ochoa, que les valio el premio Nobel de Fisiologia o Medicina —no de
Fisiologia y Medicina, o de Medicina, solo— en 1959) quedaria de la siguiente e incomprensible forma:

“La sintesis del ADN requiere la accion conjunta de una transferencia de energia, aportada por el TFA
(trifosfato de adenosina), y la intervencion de la coenzima DNA (dinucle6tido de nicotina y adenina).”
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Abstract

Thioredoxin (Trx) is a type of oxidoreductase protein (~12 kDa) that has a conserved active site comprised of
two cysteines, which catalyze the reduction of disulfide bonds in different biological systems. Trx is known for
having redox activity as a monomer. However, the crystallographic structures of thioredoxin from
shrimp Litopenanaeus vannamei (LvTrx) under different redox conditions reveal a dimeric form mediated by a
disulfide bond through Cys-73 residue and other residues that are involved on the interface (Campos-Acevedo
et al., 2013). Most of the contacts on the interface are formed by hydrophobic residues, Trp-31, Gly-33, Pro-
34, Val-59, Ala-66, Ile-71, Ala-72 y Met-74, which bind closely with their monomeric counterpart such that
they block the access of water molecules. The hydrophilic residues: Thr-30, Cys-32, Lys-36, Asp-60, Glu-63,
GIn-67, GIn-70 and Cys-73 form other residues that are involved in the LvTrx interface. The total area of
the LvTrx dimeric interface is 1294 A2,

The only report that describes the possible formation of a dimer in the crystalline state is for human thioredoxin

(hTrx) (Weichsel et al., 1996; Andersen et al., 1997), which forms a dimer mediated by a disulfide bond (Cys-
73) and other residues regardless of the redox state of the active-site. Following these investigations, NMR

experiments were carried out with two mutants of 2Trx, (Cys-62-Ala, Cys-69-Ala, Cys-73-Ala, Met-74-Thr)
and (Cys-62-Ala, Cys-69-Ala, Cys-73-Ala), concluding that the monomeric species is predominant and no
evidence was found for the existence of a dimeric form, as observed in the crystal structure of wildtype ATrx
and the Cys-73-Ser mutant structure in 2Trx (Gronenborn et al., 1999).

This project provides biochemical evidence for the existence of a monomer and dimer population. In order to
determine which residues are responsible for the formation of the dimer in the LvTrx, five potential sites were
investigated: Cys-73-Ser, Met-74-Glu, Trp-31-Ala, Asp-60-Ser and Ala-66-Arg.

Residue Cys-73 was found to be the main residue responsible for dimerization, based on biochemical assays
and the crystallographic structures of the mutant Cys-73-Ser. This mutant is completely monomeric, making
this residue essential for dimer formation and having the same preserved activity as the wild type LvTrx.

The Asp-60-Ser mutant was dimeric compromising its activity. The analysis of this structure shows the
existence of more contacts due to the proximity of the interface residues.

In the case of the Trp-31-Ala mutant, the activity was compromised and showed a different structural
arrangement when compared with the wild type.

In summary, this study provides evidence for the existence of a dimeric form of LvTrx both in solution and in
crystalline state. The analysis of the interface by single mutations revealed that the Cys-73-Ser in the LvTrx is
critical for dimer formation since the substitution of this residue by serine is sufficient to completely destabilize

dimer formation resulting in only the monomeric form of LvTrx.



Resumen

La tiorredoxina-1 (Trx) es una proteina que forma parte del grupo de las oxidoreductasas. Su peso molecular es
de aproximadamente 12 kDa y su sitio catalitico lo conforman dos cisteinas que catalizan la reduccion de
puentes disulfuro en diferentes sistemas biologicos.

Todos los reportes de la Trx establecen que el estado monomérico es fundamental para realizar la catalisis, sin
embargo, la determinacion de las estructuras cristalograficas bajo distintas condiciones redox de la tiorredoxina
de camarodn blanco Litopenaeus vannamei (LvTrx), siempre dieron lugar a una forma dimérica mediada por un
puente disulfuro a través del residuo Cys-73 y de otros residuos que se encuentran involucrados en su interfaz
(Campos-Acevedo et al., 2013). Considerando que las muestras empleadas para la cristalizacion mostraron
actividad redox, se abrio la posibilidad de investigar si la forma dimérica de la LvTrx pudiera tener actividad, o
bien si representa una variante inactiva de la enzima. Con respecto a los contactos que se encuentran
involucrados en la interfaz dimérica, la mayoria son hidrofébicos, conformados por los residuos de Trp-31,
Gly-33, Pro-34, Val-59, Ala-66, Ile-71, Ala-72 y Met-74, bloqueando asi, el acceso de moléculas de agua. Otros
residuos que componen la interfaz de la LvTrx son residuos hidrofilicos, conformados por la Thr-30, Cys-32,
Lys-36, Asp-60, Glu-63, Gln-67, GIn-70 y Cys-73. En total el area que compone la interfaz dimérica de la
LvTrx es de 1,294 A2, todo lo anterior establece que el estadio dimérico deberia de ser muy estable incluso en
solucion.

El tnico reporte previo sobre la formacion de un dimero casi idéntico al encontrado en la LvTrx en el estado
cristalino, fue descrito para la tiorredoxina de humano (ATrx) (Weichsel et al., 1996; Andersen et al., 1997).
Posteriormente, experimentos de RMN (Resonancia magnética nuclear), mostraron que la ATrx silvestre y
ciertas mutantes en la zona de la interfaz, dieron lugar a especies monoméricas.

Este proyecto evidencia, mediante ensayos bioquimicos en solucion, la existencia de dos poblaciones
mondmero-dimero en la LvTrx. Con la finalidad de determinar cual de los residuos es o son responsables del
mantenimiento de la forma dimérica en la LvTrx, se generaron mutantes en la zona de la interfaz: Cys-73-Ser,
Met-74-Glu, Trp-31-Ala, Asp-60-Ser y Ala-66-Arg.

A través de diferentes ensayos en solucion (SAXS, DLS, ensayos de actividad y filtracion en gel), de la LvTrx
silvestre y mutantes, asi como mediante la obtencion de la estructura cristalografica de algunas de ellas (Cys-
73-Ser, Asp-60-Ser y Trp-31-Ala), se determind que la mutante Cys-73-Ser, da lugar a una Trx completamente
monomérica, estableciendo que el puente disulfuro entre las Cys-73 es esencial para la formacion del dimero.
Ademas, la mutante Cys-73-Ser, conserva la misma actividad que la LvTrx silvestre.

En suma, este trabajo demuestra la existencia de un dimero de la LvTrx en solucion, asi como la coexistencia
con su forma monomérica en la LvTrx silvestre. La diseccidon de la interfaz de la LvTrx, permitié determinar
que la Cys-73 es fundamental para la formacion del dimero, ya que la sustitucion de este residuo por el residuo
serina es suficiente para evitar su formacion, obteniendo la forma monomérica de la LvTrx. Un resultado
intrigante en este trabajo es el hecho de que sin importar el estado oligomérico la LvTrx puede catalizar procesos

redox.



Capitulo 1

1. Introduccidon

Es claro que las especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y las especies reactivas de
nitrégeno (RNS por sus siglas en inglés), juegan un papel esencial sobre las funciones celulares y fisioldgicas
en todos los organismos y que el exceder o no regular apropiadamente la produccion de estas especies, provocan
un mal funcionamiento. Estas especies reactivas ejercen su efecto en distintos blancos, tales como DNA,
proteinas y lipidos, cambiando reversible o irreversiblemente su estructura molecular y funcion (Halliwell,

2001).

Una de las reacciones quimicas empleadas para contender el efecto negativo de las ROS y RNS es la
modificacion reversible que presenta el grupo tiol, jugando un papel primordial en la regulacion celular.
Claramente, el sistema de enzimas que controlan los niveles de estas especies reactivas y aquellas que catalizan
la reversibilidad de los grupos tioles tras su modificacion inducida por estas especies reactivas, son elementos

criticos para la viabilidad celular (Holmgren, 1985).

Uno de los sistemas mas comunes de enzimas antioxidantes en diversos organismos es el sistema tiorredoxina
(TRX) conformado por una tiorredoxina (Trx) y una tiorredoxin reductasa (TrxR). La Trx es una proteina de
tamafio pequefio (~12 kDa), con un sitio redox compuesto por dos residuos de cisteinas embebidos en una
secuencia conservada: Trp-Cys-Gly-Pro-Cys (Holmgren, 1985). La Trx actia como una reductasa, catalizando
la reduccion de proteinas que contienen puentes disulfuro, dando lugar a la formacion de grupos tiol libres. Esta
reaccion resulta en la oxidacion del ditiol del sitio catalitico de la Trx y la consecuente formacion de un puente
disulfuro transitorio. La reduccion del estado oxidado de la Trx a la forma ditiol, es catalizada por la TrxR

utilizando NADPH como agente reductor (Hashemy & Holmgren, 2008).

En este proyecto se trabajo con la tiorredoxina de camaron blanco Litopenaeus vannamei. La LvTrx a diferencia
de las Trx's previamente reportadas, tiene la caracteristica de formar un dimero cristalografico mediado por un
puente disulfuro entre el residuo Cys-73 de cada mondémero y otros residuos que conforman su interfaz
(Campos-Acevedo et al., 2013). El tnico antecedente acerca de la dimerizacion de la Trx, se ha reportado para
la estructura cristalografica de la tiorredoxina de humano (4#Trx). Sin embargo, experimentos de NMR,
mostraron un comportamiento monomérico en la ATrx silvestre asi como también en ciertas mutantes
(Gronenborn et al., 1999); concluyendo los autores que el arreglo dimérico de la ATrx obtenido por

cristalografia, podria ser resultado del arreglo en la matriz cristalina.

Este proyecto doctoral fue disefiado principalmente para evidenciar la existencia del dimero de la LvTrx en
solucion y en su caso, tratar de explicar su existencia en un contexto bioldgico. Para hacerlo, primero se hizo

un analisis estructural que describe las fuerzas que estabilizan las interacciones entre monomeros en la
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estructura cristalografica de la LvTrx silvestre (LvTrx,,). Este andlisis permitié proponer mutaciones puntuales,
alguna de las cuales dieron lugar a la obtencion de nuevas estructuras cristalograficas. Adicionalmente se
realizaron estudios bioquimicos-estructurales en solucion (SAXS), tanto de la LvTrx,,, como de las mutantes
disefiadas y expresadas. También, utilizando a la LvTrx,, se realizé un analisis cristalografico enfocado en el
deterioro de los puentes disulfuro de los sitios cataliticos y del puente disulfuro Cys-73-Cys-73" de la interfaz
bajo diferentes dosis de radiacion depositadas en el transcurso de un experimento de difraccion de rayos-X. Por
ultimo, se discuten los resultados obtenidos en el contexto de la informacion existente con respecto a las Trx’s,

asi como en el contexto del camardn Litopenaeus vannamei (Lv).

1.1 Antecedentes

1.1.1 Interaccion proteina-proteina

Uno de los temas centrales y de gran interés para la biologia estructural son las interacciones proteina-proteina.
Estas interacciones son determinantes en la mayoria de los procesos bioldgicos y la deteccion del o de los
residuos especificos que contribuyen a la estabilidad, asi como la fuerza de estas interacciones, son
fundamentales para entender su funcion bioldgica (Moreira et al., 2007). Por lo tanto, la exploracion a nivel
atdbmico de las interacciones proteina-proteina, permitird un mejor entendimiento acerca de las fuerzas que

establecen estas interacciones; asi como de los procesos de reconocimiento de complejos biologicos.

Algunos estudios han dividido a las interacciones proteina-proteina en varios subtipos y han analizado las
caracteristicas de cada uno de ellos. Se ha propuesto una distincion entre interacciones obligadas e interacciones
transitorias (Jones & Thornton, 1996). Otros autores han dividido a las interacciones proteina-proteina en seis
tipos: intra-dominio, dominio-dominio, homo-obligdmero, hetero-obligdmero, homo-complejo y hetero-
complejo (Ofran & Rost, 2003). Incluso se ha propuesto la division de la zona de la interfaz en areas Core y
Rim, con base en la accesibilidad que tienen los residuos involucrados de la interfaz hacia el solvente

(Chakrabarti & Janin, 2002).

Las interacciones proteina-proteina son complejas, por lo tanto, pueden ser caracterizadas por su tamafio, forma,
y complementariedad en su superficie. Las interacciones hidrofobicas, electrostaticas, asi como la flexibilidad
de las moléculas involucradas, son fundamentales para su interaccién (Cho et al., 2006; Yan et al., 2008). El
sitio de reconocimiento proteina-proteina es regido tanto por la forma en su superficie, asi como de su
complementariedad electrostatica (Janin & Chothia, 1990; Jones & Thornton, 1996). Se ha descrito que la
superficie necesaria para hablar de interacciones entre monémeros va del rango de 1,200-2,000 A2 Interfaces
de menor tamafio, del rango de 1,150-1,200 A2, normalmente constituyen complejos de vida corta y de muy
baja estabilidad (Lo Conte et al., 1999). Interfaces de mayor tamafio, del rango de 2,000-4,600 A2, estan

presentes entre proteasas y una clase particular de inhibidores, entre proteinas G y otros componentes que
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forman parte del sistema de transduccién de sefiales, etc. (Horton & Lewis, 1992). En la mayoria de los casos
un 4rea de aproximadamente 600 A? corresponde a un 4rea minima necesaria para hacer un sello hermético

hidrofébico para que estas interacciones sean energéticamente favorables (Jones & Thornton, 1995).

1.1.2 Tiorredoxina

La Trx es una proteina que se caracteriza por la presencia de un sitio catalitico conservado Trp-Cys-Gly-Pro-
Cys. La Trx cataliza la reduccion de proteinas blanco que contienen puentes disulfuros a través de un
intercambio reversible ditiol-disulfuro. La Trx fue originalmente descrita como un donador de electrones para
la ribonucledtido reductasa en E. coli. (Laurent et al., 1964). En protistas y animales existen dos formas o
paralogos de Trx. La Trx-1, encontrada en el citosol y la Trx-2, encontrada en la mitocondria (Powis &
Montfort, 2001). La Trx-2 mitocondrial de mamiferos tiene un alto porcentaje de similitud con la Trx-1 de E.
coli. En plantas, existen multiples genes que codifican para mas de 20 diferentes tipos de Trx, las cuales se
clasifican en seis isoformas: Trx-f, Trx-h, Trx-m, Trx-y, Trx-x y Trx-o. Estas y otras caracteristicas de las Trx's
en plantas y su relacion con las Trx's animales y bacterianas han sido revisadas (Sahrawy et al., 1996; Besse &
Buchanan, 1997). Analisis filogenéticos muestran que la Trx-1 y la Trx-2 de E. coli, la Trx-2 de humano y las
isoformas de Trx en plantas y, m y x, pueden ser categorizadas como Trx’s del “tipo bacterial”, mientras que la
Trx-1 de animales, protistas y las isoformas de Trx en plantas £, 'y o, pueden ser categorizadas como del “tipo
eucarionte”. Durante la evolucion de las Trx s se han presentado eventos de divergencia, sin embargo, al realizar
un analisis comparativo, las Trx’s muestran una alta conservacion de residuos alrededor de la region del sitio
catalitico (Figura 1), asi como en otras posiciones (Pro-40, Asp-60, Iso/Met-74, Pro-75, Thr-76 y Lys-81,
considerando la numeracion de la Trx-1 de E. coli) que son residuos importantes para su funcion. Por ejemplo,
la secuencia Ile/Met, Pro y Thr que conforman el asa CisPro son importante para la interaccion con el sustrato,
para el potencial redox de la enzima y se utilizan como firmas para distinguir secuencias de otros miembros de
la familia de la Trx, las cuales incluyen a las ditiol oxidoreductasas como DsbA, DsbC, DsbG, glutaredoxinas

(Grx) y las proteinas disulfuro isomerasas (Meyer et al., 2009, Ren et al., 2009).

12



LA v 1L % 1 WARERI0IMEOVIEL VOB L C IO 1 RO HOBEME T LEMKNOGRLO IS SO ANYSNLLELVENNN
9

WA A PRV T 308 YMENOGKLOEL S0
NS CROGRILY_ AN 108 3 X : 3 QELtosusBVVrL [ASMP 17 L YNEXOOKLD AL S0
CAVSVOC NI FATAT. 808 . QEMESOMID VYL g o1ee FRP I REaOKIDsT $0
M PRACON TRALQ, YR 08 v ¢ CIMARGWIDVYT ~b PP KEORKVORY $0
SATICRA DTV AT T . 0 ERELEERRTVRIDVVIL CcBoLARAYE LBEN FAKMMKERVORT SOARASKLEE IVOKLK
WEROC S ENICT DAy 000 VYGURDAIFuNGL e RS MARAMERELPNVVERNY CCROVARO YN EBEMA TP LYLMNGAKVARY SOANERTLANL 1 DOMN
VS PO AN 008 [VYGARMARRLENGR B H e FIMMAEVLANT SOARYOMLMET 1OKNN
LPORIAN 408 VYGVYRDEED KARKMVORT SOAREQMLAEF 1 AKLH
VA YRRV ARV ANCES 108 VYGANMA MMREVLENT BOANTYONLEET 10MNN
ST SETERI_ANCC T8 VYG AN A MMMMVLENT BOANYONLMET 1OHNM
A NN | e L 100 NIMwIDVED HAKYEVEST BOONECHLNER 1QNMK
O NDIAMS_ TR A MY T ENDRASLYERETD YENSOT I T SOANYENLAGLVVENK
) NA I wisDTANLETVEADROD PIF AR ANMBYEVOA SOGNYOMLORV ILMMY
WITHICNG IWICT W) 108 MY MRV EDENDLT AL u:!'muno\wu IMP TP VF A MNEROLENT ACANARMLME TWNENN
T A0 L0 O UYL/ DM 1908 VIEExBLsAr NSO ERO PEEWAKIMEDVVE | VD AMPTFMLT KETERVADLMO ANV TRLEEL INDNK

1008 VIEANDLISENIOLARR AQHVA RTAMP TFMLE KETHEVADLMO ANV THCEEL I NENK
VO SR04 SRT_COMY O S 108 AVRIRDWNE viTe AROYERTANMPTF VE I vNKORVD AT B0 ANATMVMOY I ANYH
PRIV RGIVELLATINY 408 WRRLONMECT D AALMER MARALOKTYYTRVVILK v AOMYERTANPIF  F F RBOMMLEVE COANADMLVEK IEELY
VLI LN RN 108 AIRINDYARLEONEAD Ly MLEELASENPO I vVEHVDRDEC WM FAKRKOVEVOAT BOONYENLOEY | InmK
MADALL Y CERASAOT F TS TR, 10 AAhl-DVA‘L(I»LAbIOD!!Wl MAERLASENPD IWVERVONBE ClE L AR vO RMVMP TP 4 F (kX AVRVOAT SAANTENLOEY | NN W

Comamra

..
vnoub--‘rccu,slso:-s. vy (1v.v-ru(.u-.:u((gsuv-ov«v.:-.r\ucvo'.an(uv-(ur-t\,sn.;a»u-un,.n-[-,.;.v--(.,.

Figura 1. Alineamiento de secuencia entre varias Trx's de diversas especies. En color verde se muestra la secuencia de la LvTrx,,, en
color azul se muestra los residuos que se encuentran conservados en las Trxs reportadas en la base de datos UniProt. Por ltimo, en color
rojo se resaltan los residuos que forman parte de la zona de la interfaz en la LvTrx,,, los cuales se mantienen conservados en la mayoria de
la Trx's. Para la realizacion del alineamiento se utilizo el programa Jalview.

1.1.3 Estructura tridimensional de la tiorredoxina-1

La primera estructura tridimensional de una Trx fue la estructura cristalografica de la forma oxidada de la Trx
de E. coli (Holmgren et al., 1975). Desde entonces, varias estructuras de Trx’s en su estado oxidado o reducido
se han determinado por cristalografia de rayos-X y NMR, y se han depositado en el (Protein Data Bank)®.
Todos estos estudios revelaron la conservacion estructural de la Trx cuyo plegamiento es conocido como
“plegamiento Trx” (Ren et al., 2009). Este plegamiento no esta presente solamente en las Trx’s, sino ademas lo
comparten otras proteinas oxidoreductasas, tales como proteina disulfuro isomerasas, glutaredoxinas, las
oxidoreductasas bacteriales (DsbA, DsbC, DsbD y DsbG), asi como también la glutation transferasa, glutation
peroxidasas, por mencionar algunas. En muchas de estas proteinas se conserva el motivo que constituye al sitio
catalitico Cys-X-X-Cys (X representa cualquier aminoacido); (Eklund et al., 1991; Martin, 1995).

Como se ha mencionado, la estructura tridimensional de la Trx, esta altamente conservada y consiste en un
nucleo hidrofobico, conformado por 5 hebras-f (3 paralelas y 2 antiparalelas), a su vez rodeadas por 4 hélices-
o (Figura 2). La topologia de todas las Trx's es: B1, au, B2, 02, B3, 03, P4, Bs y os. El sitio catalitico estd compuesto
por dos cisteinas Cys-32 y Cys-35 (de acuerdo a la numeracion de E. coli), el cual se encuentra localizado en
un asa que sobresale del resto de la estructura entre la hebra-f, y la hélice-a,, con la segunda cisteina integrada
a la hélice-a, en una prominencia de un ambiente hidrofobico, pero con la presencia de residuos cargados en
posiciones conservadas dentro de cada Trx. Esta zona se encuentra expuesta al solvente, presentando de esta
forma caracteristicas superficiales que le ayudan a seleccionar la interaccion con diferentes proteinas blanco

(Eklund et al., 1991). Ademas de las cisteinas que componen al sitio catalitico, en vertebrados se encuentran

ppB (Protein Data Bank): http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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otras tres cisteinas conservadas (Cys-62, Cys-69 y Cys-73, de acuerdo a la numeracion de la ATrx), que no estdn
presentes en las Trx’s bacterianas, de hongos, plantas y en la mayoria de invertebrados. En las Trx’s de
vertebrados se ha descrito que la presencia de estas cisteinas provee mecanismos regulatorios para el control de
diversas funciones, como factor de crecimiento, como regulador apoptotico, etc. (Bai et al., 2003). Para el caso
de la LvTrx, la secuencia contiene 4 cisteinas, dos cisteinas que forman parte del sitio catalitico (Cys-32 y Cys-
35), y otras dos cisteinas (Cys-62 y Cys-73), que se encuentran localizadas en la misma posicion que las Trx's

de vertebrados, sin embargo, en la posicion 69 se encuentra el residuo de asparagina.

Sttt arth (CGPO)

Curvatars

Fro-

a2
~

Figura 2. Estructura cristalografica de la LvTrx,, (PDB 3zzx), conformada por una estructura secundaria B, o, 2, o, B3, 03, Bs, Ps ¥ o4 En
un costado se muestra el sitio catalitico compuesto por los residuos Cys-Gly-Pro-Cys, asi como las otras dos cisteinas presentes en esta Trx
(Cys-73 y Cys-62). Se ha reportado que la Pro-40 es importante para el mantenimiento del sitio catalitico, provocando una curvatura en la
hélice-ab.

Hasta el momento (mayo de 2016), se han determinado 272 estructuras cristalograficas de Trx’s en diversos
organismos: Homo sapiens, Plasmodium falciparum, Litopenaeus vannamei, Staphylococcus aureus,
Drosophila melanogaster, Alicyclobacillus acidocaldarius, Bacillus subtilis, entre otros. Todas estan
disponibles en la base de datos PDB, mostrando estructuras altamente conservadas. Incluso, el plegamiento Trx
se conserva cuando la identidad entre las secuencias de aminoacidos puede llegar a ser tan bajas como el 25%.
Existen otros residuos conservados que no son estrictamente requeridos para la actividad, pero dictan las
propiedades estructurales, termodindmicas y redox de la proteina. De hecho algunos autores analizaron el
posible papel que cumplen cada uno de ellos en la estructura y funcion de las Trx’s (Eklund et al., 1991). Como
se ha mencionado, la secuencia del sitio catalitico estd ampliamente conservada, los residuos glicina y prolina
(que siempre se encuentra en conformacion cis), localizados entre las dos cisteinas cataliticas, contribuyen a

mantener una conformacion caracteristica del sitio catalitico, principal responsable del elevado potencial redox
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de las Trx's. El Trp-31 presenta una interaccion con el residuo Asp-61 (tomando la numeracion de la Trx de
E. coli), que se encuentran ampliamente conservados al igual que la secuencia —Pro-Thr- al inicio de la hebra-
B4. Estos residuos se encuentran en interaccion directa con el sitio catalitico, contribuyendo de esta forma a su
estabilidad. En el cluster hidrofobico contiguo al sitio catalitico, constituido por la hebra-B,, se encuentra el
residuo Lys-57 y el grupo carboxilo de la cadena lateral del Asp-26, que sugiere que estos grupos pueden estar
participando en la transferencia de protones asociados a la reduccion del sitio catalitico. Ademas 2 residuos de
fenilalanina, estan localizados en el N-terminal de la hélice-a, y al final de la hebra-3,, respectivamente, ambos
residuos forman parte del mismo cluster hidrofobico, en el cual varias isoleucinas y residuos de valina en el
centro de las hebras-f§ también forman parte de éste. Por ultimo el papel del residuo Pro-40 y de dos glicinas
(Gly-84 y Gly-92), es principalmente estructural: El residuo Pro-40 provoca una torcedura en la hélice-ao,
contribuyendo a mantener la conformacion del sitio catalitico que se encuentra localizado al principio de esta
hélice (de Lamotte-Guéry et al., 1997); mientras las dos glicinas se encuentran en una zona de giros entre
elementos estructurales, donde contribuyen, por su menor volumen, a mantener la estructura cerrada de estos
giros. Adicionalmente, la Gly-84 es parte del giro 3 responsable de la separacion de las hebras-f4 y s, mientras

que la Gly-92 tiene la misma funcion entre la hebra-fs y la hélice-o4 (Figura 3).

Figura 3.Regiones conservadas localizadas en el centro y alrededor del sitio catalitico de las Trx’s. Los residuos conservados se muestran
en forma de cilindros. Triptéfano (naranja), residuos con carga (magenta), cisteinas (azules), glicinas (amarillas), fenilalaninas (verdes) y
prolinas (rojo). Las regiones hidrofobicas (verde) las regiones con carga (magenta) y las zonas estructurales expuestas, son indicadas con
un ovalo semitransparente. Figura tomada de Collet & Messens, 2010.
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1.1.4 Mecanismo de reaccion

La Trx es un potente agente reductor de puentes disulfuro de otras proteinas y su funcion redox esta relacionada
con tal actividad. Existen muy pocos casos publicados en los que la Trx ejerce una funcion estrictamente
estructural e independiente de su propiedad redox, ejemplo de ello es: en la participacion del ensamblaje de
fagos en E. coli (Feng et al., 1999), en la formacion de vacuolas en levaduras (Xu & Wickner, 1996) y en la

estimulacion del crecimiento celular, en plasma sanguineo (Pekkari et al., 2000).

La reaccion catalizada por la Trx es una reaccion bi-molecular con substitucion nucleofilica (SN»). La reaccion
puede ser vista como una transferencia de puente disulfuro, de la proteina sustrato a la Trx. En otras palabras,
los electrones provenientes de la Trx son transportados a la proteina sustrato. El hecho fundamental de este
mecanismo, es que las dos cisteinas del sitio catalitico actian de manera diferencial, debido a que presentan
distintos valores de pKa (Holmgren, 1981). A pesar del ambiente reductor en el cual la Trx se encuentra
localizada a nivel celular; la Trx es capaz de formar un puente disulfuro después de cada ciclo catalitico; el
puente disulfuro catalitico no es un disulfuro estructural, sino que funciona como un swiftch redox, el cual se
encuentra expuesto en la superficie de la enzima. La diferencia en estabilidad entre el estado oxidado y reducido
de las cisteinas cataliticas provee a la Trx del potencial redox necesario para la reaccion. Normalmente, el valor
de pKa de los grupos tioles de las cisteinas se encuentran entre 8.0 y 9.0 (Lindley, 1960); sin embargo, una de
las cisteinas del sitio catalitico de la Trx posee un pKa mas bajo: Por ejemplo, en E. coli, el pKa del grupo tiol
de la Cys-32 es de 6.3, mientras que el pKa de la Cys-35 tiene un valor de 9.0 (Dyson et al., 1991). El bajo
valor de pKa de la Cys-32 (la Cys mas expuesta al solvente), le confiere reactividad a un pH fisiolégico.
Ademas, el par de electrones desapareados del azufre de la Cys-32 la convierten en un buen nucleéfilo, a estos
valores de pH. La reaccion catalizada por la Trx comienza con un ataque nucleofilico del grupo tiol del N-
terminal del motivo Cys-Gly-Pro-Cys al disulfuro de la proteina blanco, liberando un grupo tiol y formando
un puente disulfuro transitorio entre la Cys-32 en forma de tiolato (desprotonacion reactiva del grupo tiol) de
la Trx y la proteina blanco. El bajo valor de pKa de la Cys-32, resulta en la estabilizacion de la carga negativa
del anion tiolato. En contraste, el azufre de la Cys-35 tiene un alto pKa (~9) y esta presente como grupo tiol.
Una vez formado el puente disulfuro transitorio entre la Trx y la proteina blanco, el grupo tiol de la Cys-35 ha
sido activado como un tiolato que permite la disociacion del complejo (segundo paso de la reaccion). Desde el
punto de vista mecanico, el pKa de la Cys-35 necesita disminuir momentaneamente, para que el ataque

nucleofilico tome lugar. (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de regulacion de la actividad de la proteina por control tiol redox en presencia del sistema TRX (Trx-TrxR). a)
mecanismo de accion de la Trx frente a una proteina blanco. b) mecanismo de accion, por el cual la Trx regenera su capacidad reductora,
mediante la TrxR dependiente de NADPH. Figura modificada de Collet & Messens, 2010.

Este mecanismo de accion no es exclusivo de las Trx’s, las Grx’s y otros reductores de puentes disulfuro
reaccionan de forma similar. Incluso las proteinas TrxR (tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH) y
FTR (tiorredoxina reductasa dependiente de Ferredoxina), reducen el puente disulfuro de las Trx's oxidadas
utilizando un ataque ditiol en dos tiempos (Gan et al., 1990). El descubrimiento de este mecanismo de reaccion
abrio la posibilidad de producir Trx's recombinantes mutadas en la segunda cisteina (Cys-35) del sitio
catalitico, la cual ha permitido la obtencidén de complejos estables entre la Trx y otras posibles proteinas, como

por ejemplo la TrxR (Verdoucq et al., 1999).

1.1.5 Sitio de interaccion de la Trx

La Trx tiene una amplia especificidad por diferentes proteinas sustrato. Alguna de las proteinas que
interaccionan y que son reducidas por la Trx son: la proteina Ref-1, ASK1, NF-«B, p40 phox, lipocalina, entre
otras (Saitoh et al., 1998; Nishiyama et al., 1999; Redl et al., 1999; Ueno et al., 1999). La mayoria de estos
sustratos han sido identificados para la ATrx por métodos como el sistema de dos hibridos y NMR. Los residuos
que se encuentran involucrados en la interaccion con estas proteinas de acuerdo a la numeracion de la ATrx son:

Trp-31, Cys-32, Val-59, GIn-63, Ala-66, Val-71, Lys-72, Met-74, Gly-91 y Ala-92 (Qin et al., 1995, 1996).

Como se menciono, la TrxR es una proteina crucial para que la Trx pueda ser activa. Mediante la elaboracion
de dobles mutantes de la ATrxR Cys-497-Ser/Sec-498-Cys y de la ATrx Cys-35-Ser/Cys-73-Ser, fue posible
identificar por estudios cristalograficos la zona de contacto entre estas dos proteinas que conforman el sistema

TRX (Fritz-Wolfet al., 2011). De manera global y sin describir cada una de las interacciones, la generacion del
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complejo involucra un puente disulfuro entre la cisteina catalitica (Cys-32) de la #Trx y la mutante Sec-498-
Cys, asi como algunos residuos de la ATrx: Trp-31, Ala-29, Met-74, Asp-60, Val-59, Val-71, Lys-72 y Lys-36.
Los residuos de la #TrxR involucrados en esta interaccion son: Trp-114, Asn-107, Gly-110, Ser-111, Glu-103,
Arg-117, Lys-146, Arg-121 y Glu-122. A partir de estos estudios, es evidente que existe una zona de contacto
en donde la Trx puede actuar frente a otras proteinas y puede ser reducida por la TrxR, esta zona aparte de ser

crucial para su funcion, sera de gran relevancia para el desarrollo y discusion de este trabajo.

1.1.6 Formacion de puentes disulfuro-intermoleculares en Trx

Si bien, mediante experimentos de protedmica, se ha reportado la posible existencia de un puente disulfuro-
intermolecular entre las Cys-62 y la Cys-69 de la 42 Trx, la estructura cristalografica de la #Trx ha mostrado que
la Cys-62 se encuentra inmersa en la estructura de la proteina, sin acceso al solvente y separada por 10 A de
cualquier extremo de la hélice-o3, lugar donde se localiza la Cys-69, siendo una distancia muy grande para la
formacion de un puente disulfuro sin un considerable cambio conformacional de la Trx (Watson et al., 2003;
Weichsel et al., 2007). En este estudio proteémico la ATrx fue oxidada con diamida, seguida por una
carboximetilacion con 4acido iodo acético y posteriormente separada mediante electroforesis PAGE
(Polyacrylamide gel electrophoresis). Las bandas de la ATrx fueron cortadas y sujetas a un proceso de digestion
con tripsina para su identificacion de fragmentos por medio de un andlisis de espectrometria de masas. El
resultado indic6 la presencia de dos disulfuros-intermoleculares en la #Trx. Uno de ellos fue en su sitio catalitico
y el otro entre la Cys-62 y Cys-69. La espectrometria de masas no fue particularmente clara con respecto al
estado oxidacion de la Cys-73. Estudios de dindmica molecular indicaron que para que existiera la formacion
del puente disulfuro entre la Cys-62 y Cys-69 es necesario un cambio conformacional que involucre el
desplegamiento de la hélice-az. Por todo lo anterior, la observacion del puente disulfuro entre la Cys-62 y Cys-
69 de la ATrx reportado por protedmica, es poco probable que exista en un sistema bioldgico. Sin embargo, los
autores del estudio protedomico proponen que la existencia de un puente disulfuro adicional en la ATrx que
podria dar lugar a una Trx temporalmente inhibida y que resista la regeneracion de la TrxR atenuando su

potencial redox por medio de la formacion de un homo-dimero.

1.1.7 Homo-dimeros de Trx

Existen varios reportes sobre la formacion de homo-dimeros en las Trx’s, siendo los primeros estudios de
aislamiento y caracterizacion de las Trx’s de vertebrados. Se ha observado que las Trx’s de vertebrados son
mas susceptibles a la oxidacion y a la formacion de dimeros u oligdmeros, mediados por los residuos de cisteinas
que las componen (Herrmann & Moore, 1973). Sin embargo, las observaciones de la formacion dimérica,
mediadas por puentes disulfuro, siempre implican la pérdida de actividad debida a la oxidacion del sitio

catalitico (Holmgren, 1981; Weichsel et al., 1996; Berndt et al., 2008). En estos estudios, la oxidacion de los
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residuos de cisteina de la ATrx silvestre y de algunas de sus mutantes (Cys-73-Ser, Cys-32/Cys-35-Ser y Cys-
62/Cys-73-Ser), dieron lugar a la formacion de dimeros. Sin embargo estas oxidaciones se realizaron bajo
condiciones muy oxidantes como largas exposiciones al aire o un tratamiento con H,O» y diamida (Gasdaska
et al., 1996 Hashemy & Holmgren, 2008). Estos resultados sugieren que la doble mutante Cys-62/Cys-73-Ser,
s6lo puede formar dimeros a través de los residuos de Cys-69 y que la mutante es activa como dimero. Sin
embargo, para la ATrx silvestre, estos y otros estudios concluyen que el residuo Cys-73 de cada mondmero se
encuentra involucrado en la formacion de un dimero inactivo mediado por un puente disulfuro-intermolecular.
Esta conclusion fue apoyada por estudios cristalograficos, que revelan la formacion del puente disulfuro entre
la Cys-73 y la Cys-73’ de dos monémeros distintos de ATrx. Es importante mencionar que la estructura
cristalografica de la ATrx con el puente disulfuro entre las Cys-73 muestra que el sitio catalitico de cada
mondmero queda bloqueado o inaccesible al solvente para llevar a cabo su actividad reductora, esto junto al
hecho de que la #Trx dimérica no presenta actividad reductora parecia resaltar el caracter anecddtico de la
existencia de un homo-dimero, sin embargo, como se vera mas adelante en esta tesis este no es el caso para la
LvTrx.

En los estudios estructurales que llevo a cabo Weichsel y colaboradores (Weichsel et al., 1996, 2007; Andersen
et al., 1997), reportaron en la literatura 14 estructuras cristalograficas de la #Trx. La primera estructura descrita
por Weichsel en 1996 para la 2Trx (PDB lert), encontré que la estructura forma un dimero mediado por el
resido de Cys-73 de cada mondmero, a pesar de que el cristal fue crecido en un medio que contenia 5 mM de
DTT (Dithiothreitol). Los otros residuos de cisteina (Cys-32, Cys-35, Cys-62 y Cys-69) permanecieron como
tioles libres. El resultado mas notorio acerca de esta estructura, es la estabilidad que presenta el puente disulfuro-
intermolecular ante la presencia de 5 mM de DTT, siendo éste, el puente disulfuro mas expuesto al solvente. La
razdn de esta estabilidad no fue claramente explicada, pero se sugiridé que la estabilidad del dimero, deriva de
la perfecta orientacion del puente disulfuro-intermolecular y del espacio que existe entre los dos mondémeros.
Posteriormente se publico la version del dimero en estado oxidado en su sitio catalitico (PDB 1eru), mientras
que la Cys-62 y Cys-69 aparecen como cisteinas libres. La estructura de una mutante, de la 2Trx (Cys-32-Ser,
Cys-35-Ser, PDB lerw) en presencia de DTT, reporta un comportamiento dimérico y los autores mencionan
que esta estructura presenta mas similitud estructural con la ATrx silvestre en estado oxidado en su sitio
catalitico (PDB leru). También, los residuos de Cys-62 y Cys-69 aparecen como cisteinas libres. La estructura
de la mutante Cys-73-Ser de la 4Trx, (PDB lerv), en presencia de 5 mM de DTT, muestra un comportamiento
dimérico a pesar de la ausencia del puente disulfuro-intermolecular. Esta estructura presenta un dimero no
covalente y los otros residuos de cisteinas se encuentran libres, presentando una similitud estructural con la
hTrx silvestre (PDB lert).

En 1997, Andersen (integrante del mismo grupo de Weichsel), publico la estructura cristalografica de una
mutante de la ATrx: Asp-60-Asn. El cristal fue crecido en presencia de 5 mM de DTT, en el cual reportan un
dimero mediado por el residuo de Cys-73 de cada mondémero y las otras cisteinas se encuentran nuevamente
libres. Posteriormente con un tratamiento con diamida (un reactivo oxidante), se obtuvo una estructura de la
hTrx silvestre dimérica formando el puente disulfuro-intermolecular (PDB lauc). Sin embargo, los otros

residuos de cisteina, incluyendo los del sitio catalitico, se encuentran como cisteinas libres.
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En el 2007, Weichsel publico las estructuras cristalograficas de la ATrx-nitrosilada. Nuevamente todas estas
estructuras (PDB’s 2hxk, 2ifq y 2iiy) son similares a la estructura de la #Trx silvestre en estado oxidado en su
sitio catalitico (PDB leru); en donde, el dimero es mediado por las Cys-73 de cada mondmero, el sitio catalitico
esta oxidado y los residuos de Cys-62 y Cys-69 son variablemente nitrosilados, dependiendo de la condicion
descrita para cada estructura (PDB’s 2hxk, 2ifq y 2iiy).

Finalmente se report6 un cristal de una mutante de la #Trx (Cys-73-Ser) en ausencia de DTT, utilizando 8% de
H>0; en el medio de cristalizacion. Esta estructura revela nuevamente la formacion de un dimero no covalente
(PDB 2hsh) y los residuos Cys-62 y Cys-69 aparecen libres.

Al analizar la zona de la interfaz de cada una de estas estructuras descritas en este apartado, se definen los 24
residuos de aminodcidos que se encuentran involucrados en la interaccion dimérica. La interfaz cubre una
superficie de ~575 A? (alrededor de un 10% de la superficie total de la ATrx). Los residuos que se encuentran
involucrados en esta interaccion son: Thr-30, Trp-31, Val-59, Ala-66, Ile-71, Ala-72, Met-74, Cys-32, Asp-60,
Glu-63, Gln-67 y Cys-73.

La mayoria de las tiorredoxinas reportadas se encuentran en forma monomérica tanto en solucion como en
estado cristalino (145 estructuras son monomeros en las PDB), a excepcion de algunas tiorredoxinas que estan
comprometidas con una interaccién dimérica no covalente en su estado cristalino (contactos cristalinos), lo cual
no implica que el estado cristalino sea el estado oligomérico en solucioén; Drosophila melanogaster (PDB:
1xw9, I1xwa, 1xwb), Chlamydomonas reinhardtii (PDB: lep7), tiorredoxina F de cloroplasto de espinaca (PDB:
199m), Trichomonas vaginalis (PDB: 2f51) y E. coli (PDB: 2trx).

Estas observaciones ponen de manifiesto la dificultad de describir el estado oligomérico de cualquier enzima
basado solamente en observaciones cristalograficas.

Aunque el posible papel biologico del dimero en la #Trx no ha sido determinado, se han sugerido un niimero
de posibilidades: Una de ellas, menciona que la formacion del dimero resulta en la inactivacion de la proteina,
resultando en un mecanismo de regulacion para la ATrx como factor de crecimiento. Existe la posibilidad de
que el dimero pueda estar involucrado como un sensor del estrés oxidativo, o podria actuar como un mecanismo
de proteccion para el sitio catalitico de la tiorredoxina durante su secrecion (Andersen et al., 1997).

En paralelo a estas investigaciones, experimentos de NMR se llevaron a cabo con dos mutantes multiples de la
hTrx (Cys-62-Ala, Cys-69-Ala, Cys-73-Ala, Met-74-Thr) y (Cys-62-Ala, Cys-69-Ala, Cys-73-Ala). La primera
de ellas, no present6 ninguna evidencia de la existencia de un dimero en solucion (Qin et al., 1995).
Posteriormente se realizo la segunda variante (Cys-62-Ala, Cys-69-Ala, Cys-73-Ala), la cual ya no contenia la
mutante Met-74-Thr. Este experimento concluye, que la especie predominante es monomérica y no se encontro
evidencia alguna para la existencia de una forma dimérica, como se observo en la estructura cristalografica de
la 4 Trx silvestre y en la estructura de la mutante Cys-73-Ser (Qin et al., 1996). Ademas, mediante ensayos por
ultra centrifugacion analitica se determiné un peso molecular de la Trx que corresponde al monomero de la
hTrx silvestre, asi como de las mutantes (Gronenborn et al., 1999).

Estos datos, asi como el anélisis de las estructuras cristalograficas previamente descritas, parecen indicar que
de existir un dimero en solucion de la A Trx, la posicion 74 es crucial, debido a que este residuo forma parte de

la interfaz cristalina.
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Por lo tanto, la tnica evidencia de la formacion dimérica se encuentra en el estado cristalino de la #Trx, donde
la densidad electronica (mapa 2F,-F.) entre los residuos de las Cys-73 de cada mondémero es continua y bien
definida (PDB 2hxk). Sin embargo, las estructuras cristalograficas de la #Trx obtenidas por difraccion de rayos-
X a excepcion de aquellas que fueron tratadas con S-nitrosoglutation (PDB’s 2hxk, 2ifq, 3m9j, 3m9k y 4004)
contienen un monoémero en la unidad asimétrica y los mondémeros que forman el dimero, estan relacionados a
través de un eje de rotacion de orden dos, propio del grupo espacial al que pertenecen. Esta observacion, abre
la posibilidad de que la formacion del dimero en la ATrx sea producto de un posible artefacto cristalografico.

Recientemente se han llevado a cabo estudios cristalograficos de la LvTrx (Campos-Acevedo et al., 2013), los
cuales revelan que la proteina puede formar homo-dimeros en el sistema cristalino, sin importar el estadio redox
en el cual se encuentre su sitio catalitico como se reportd para la ATrx (Figura 5). La diferencia con las
estructuras cristalinas de la #Trx radica, en que las estructuras de la LvTrx no fueron sometidas a un tratamiento

oxidante como los realizados para la ATrx.

ACys-38 B Cys-32 —BCys-35

ACys-32-

Cys- 73 Cys-73

Figura 5. Estructura cristalografica de la LvTrx,. a 1.54 A de resolucion. En color amarillo se muestran los puentes disulfuro que componen
al dimero, dos puentes disulfuro cataliticos (Cys-32—Cys-35) y un puente disulfuro intermolecular (Cys-73—Cys-73").

Se obtuvieron cuatro estructuras cristalograficas de la LvTrx variando las concentraciones de DTT, dando lugar
a que las cisteinas 32 y 35 (sitio catalitico), se encontraran reducidas, parcialmente reducidas, parcialmente
oxidadas y oxidadas (Figura 6). El dimero presente en la unidad asimétrica contiene un puente disulfuro
formado por los residuos de Cys-73 de cada mondémero y un puente de hidrogeno entre los residuos Asp-60 de
cada monoémero, que fue descrito en la ATrx, como uno de los residuos responsables de la dimerizacion

dependiente de pH.
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Figura 6. Mapa de densidad electronica 2Fo-Fc a 1 ara los diferentes estados de oxidacion de las cisteinas 32 y 35 de la LvTrx,,. La flecha
indica el transito del estado reducido al estado oxidado Para cada una de las estructuras se muestra el puente disulfuro del sitio catalitico
de la cadena A y B, asi como el puente disulfuro-intermolecular. Los codigos PDB para cada estructura se encuentran en la parte superior
de la figura.

La interfaz de la LvTrx, esta compuesta por un 4rea de 1,294 A2 (B/A 647 A%, A/B 647 A?), cubriendo un area
total correspondiente al 11% de la superficie que no esta expuesta al solvente por cada monémero.

La zona de la interfaz estd conformada por 32 aminoacidos (16 residuos de cada monémero), la mayoria de los
contactos entre mondomeros son hidrofobicos conformados por Trp-31, Val-59, Ala-66, Ile-71, Ala-72, Met-74
posicionando las cadenas laterales dentro de la interfaz y estos contactos son suficientemente estrechos, de
manera que no existe espacio para moléculas de agua. También se encuentran residuos hidrofilicos,
conformados por Thr-30, Cys-32, Gly-33, Pro-34, Lys-36, Asp-60, Glu-63, GIn-67, GIn-70 y un puente
disulfuro-intermolecular (Cys-73-Cys-73") (Campos-Acevedo et al., 2013) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura cristalografica de LvTrx,,, que muestra un dimero en la unidad asimétrica para todas las estructuras de LvTrx,,
depositadas en el PDB (3zzx, 4aj6, 4aj7, 4aj8). El mapa 2Fo-Fc se muestran en gris con un valor sigma de 1.0 o, para los puentes disulfuro.
La estructura de la LvTrx,, muestra la ubicacion que tiene el puente disulfuro-intermolecular (Cys-73-Cys-73"), que es el mas expuesto al
solvente, en comparacion con el puente disulfuro del sitio catalitico de cada monomero. En el cuadro con lineas punteadas se muestra un
acercamiento de los residuos que se encuentran involucrados en la interfaz de la LvTrx,,. La interfaz se encuentra dividida en dos partes:
el Core en color azul (residuos de la interfaz que no se encuentran en contacto con el solvente) y el Rim en color rojo (aquellos residuos
que mantienen contacto con el solvente). La division de interfaz fue obtenida utilizando el programa ProFace (Saha et al., 2006).

Este comportamiento, sugiere que la dimerizacion de la LvTrx,, puede ocurrir bajo condiciones fisiologicas,
debido a que en este estudio se mostraran diversas evidencias experimentales (bioquimicos-estructurales), que
sustentan la existencia de la formacion dimérica en la LvTrx,, a pH 7.5; sugiriendo que la dimerizacion no solo
existe en el estado cristalino y podria, de alguna forma, jugar un papel en la funcion bioldgica.

En el anexo I se describen con mayor detalle los dafios por radiacion en proteinas, enfocado a los puentes

disulfuro.
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Capitulo 2

2. Justificacion

La interaccion proteina-proteina, representa uno de los niveles mas complejos de organizacion estructural en
las moléculas biologicas. La determinacion de la estructura cristalografica de la LvTrx,, evidencia un posible
comportamiento dimérico en solucion, como se ha descrito para la #Trx. Por lo tanto, el estudio de los factores
que contribuirian a la asociacion estable del dimero, es fundamental para poder entender y definir su posible
funcion bioldgica. Analizando las estructuras cristalograficas, los residuos implicados en la dimerizacion de la
LvTrx.,., se encuentran en su mayoria conservados en las Trx's, especificamente aquellos que se encuentran en
el centro de la zona de la interfaz (Core). Ejemplo de ello, es que, de los 12 residuos reportados en la interfaz
cristalografica de la #Trx, 9 de ellos se encuentran también presentes en la interfaz cristalografica de la LvTrx,..
Por lo tanto, el estudio y entendimiento de la posible dimerizacion en solucion de la LvTrx,.,, puede ser tomado
en consideracion para extrapolar los resultados a otras Trxs de distintas especies. De esta manera, en esta tesis
se analizara y describira la zona de la interfaz que mantiene la formacion del dimero cristalografico en la
LvTrx.., a través de mutaciones puntuales, de ensayos de actividad, de estudios de DLS (Dynamic Light
scattering, por sus siglas en ingles), de estudios estructurales en estado cristalino, asi como en solucion.
Ademas, esta tesis, ofrece una estrategia para analizar interacciones entre homo-dimeros, que puede ser utilizada

para el estudio de otros sistemas que presenten cuestionamientos similares a los planteados en este trabajo.
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2.1 Hipdtesis

La diferencia que caracteriza la formacién de dimeros en la LvTrx y no de otras Trx, estd determinada por la
existencia del residuo Cys-73 que establece la formacion de un puente disulfuro-intermolecular entre los
residuos Cys-73 y Cys-73’, sin involucrar las otras interacciones entre los residuos situados en la interfaz

dimerica.

2.2 Objetivos

Identificar mediante mutaciones puntuales y experimentos bioquimico-estructurales, tanto en soluciéon como en

estado cristalino si el residuo Cys-73 u otro residuo de la interfaz es responsable de la dimerizacion.

2.2.1 Objetivos particulares

e Identificar el arreglo dimérico de la LvTrx,,en solucion.

e Identificar los posibles residuos claves del mantenimiento dimérico en la LvTrx..

e  Generar las mutantes en la zona de la interfaz de la LvTrx

e Expresar y purificar a la LvTrx,, y a las mutantes.

e  Cristalizar y determinar la estructura cristalografica de las mutantes.

e Determinar el estado oligomérico en solucioén de la LvTrx,, y de las mutantes mediante ensayos de
filtracion en gel y DLS.

e Determinar el modelo ab-initio de baja resolucion de la LvTrx,, y de las mutantes en solucion,
mediante la técnica de SAXS.

e Determinar la actividad de la LvTrx,, y de las mutantes por trubidimetria mediante un sistema
heter6logo TRX (TrxR/Trx).

e Determinar el dafio en los puentes disulfuro de la LvTrx,, por dosis de radiacidén absorbida y establecer

el orden de labilidad como producto de la interaccion con los rayos-X.
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Capitulo 3

3.

Seccidn experimental

3.1 Construccion de mutantes

El analisis de los datos estructurales en estado cristalino con respecto al comportamiento dimérico de la LvTrx,.,

ha permitido establecer un amplio espectro de aproximaciones metodologicas, para constatar la existencia en

solucidn de este comportamiento oligomérico. Por lo tanto, se disefiaron mutaciones en la zona de la interfaz

cristalografica, con el fin de identificar cual de los residuos de aminoacidos es o son los responsables de

mantener esta interaccion en la LvTrx,, en solucion. Existen sitios potenciales que podrian ocasionar la

eliminacion del dimero, los candidatos mas probables fueron la Cys-73, la Met-74, el Trp-31, el Asp-60, la Ala-

66 y la Met-74, debido a que estos residuos estan localizados directamente en el centro de la interfaz dimérica,

y participan en interacciones implicadas en la formacion de la misma.

A continuacion, se enlistan las mutaciones realizadas en este trabajo, asi como los argumentos por los cuales se

eligieron:

a)

b)

©)

d)

Trp-31-Ala: en la interfaz cristalina, los dos residuos de Trp-31, provenientes de cada mondmero,
representan al residuo hidrofébico con mayor volumen. Al reemplazar este residuo voluminoso por un
residuo de menor volumen, como la alanina, el cambio en el Core hidrofoébico podria desestabilizar la
dimerizacion. Sin embargo, al mutar este residuo se podria comprometer la actividad redox de la
proteina, debido a que el residuo Trp-31 juega un papel importante en determinar el potencial redox
de la Cys-32 (cisteina catalitica), ya que es vecino a ésta.

Asp-60-Ser: en la interfaz cristalina, los dos residuos de Asp-60, provenientes de cada mondmero,
estan enfrentados y contribuyen con la formacion de un puente de hidrogeno para estabilizar el dimero
cristalografico de la LvTrx,,. Adicionalmente, este mismo residuo ha sido propuesto en la #Trx como
el residuo responsable de la existencia del dimero a pH acidos.

Ala-66-Arg: este residuo esta localizado en la parte central del Core hidrofobico de la interfaz, por lo
que un reemplazo de este residuo por un residuo largo y cargado como la arginina podria desestabilizar
al dimero.

Cys-73-Ser: la Cys-73 es responsable de la formacion del unico enlace covalente en la interfaz: un
puente disulfuro-intermolecular con la Cys-73 del otro mondmero. Al mutar este residuo por una
serina, se podria discernir si la dimerizacion es dependiente principalmente de este puente disulfuro o

bien, es causada por las otras interacciones presentes en la interfaz, como fue el caso para la ATrx.
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e) Met-74-Glu: es otro de los residuos que se encuentran involucrados en la formacion del Core
hidrofébico. Al sustituirlo por un residuo con carga y de cadena larga como el acido glutadmico, este

podria desestabilizar la dimerizacion.

3.1.1 Disefio de oligonucleotidos para las LvTrxm.. propuestas y disefiadas en este trabajo.

Los oligonucleotidos propuestos en este proyecto fueron disefiados individualmente de acuerdo a la mutacion

deseada, tomando en cuenta las siguientes consideraciones:

1. Los oligonucledtidos tienen una longitud de entre 25 y 45 nucleétidos, con una temperatura de fusion
(Tm) de >58°C.

2. La mutacion deseada se establecié en la mitad del oligonucledtido con ~10-15 bases de la secuencia
silvestre en ambas direcciones.

3. Los oligonucleodtidos presentan un minimo de contenido de GC del 40% y terminan en una o mas
bases C 0 G.

4. Se analiz6 que ninguno de los oligonucleotidos formara horquillas (kairpins) internas.

5. Para la realizacion de las amplificaciones se utilizd una concentracion de 125 ng de oligonucledtido.

Todos los oligonucledtidos utilizados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN del

Instituto de Biotecnologia, UNAM.
En las siguientes secuencias, el codon mutado se muestra subrayado (secuencia 5'-» 3"):

Trp-31-Ala: CATTTTGCACGGCCCACAGGCGGTGGC

Asp-60-Ser: GTCTTCCACATTCAGACACATCCACCTTCAG
Ala-66-Arg: TGTGAAGACATTCGCCAAGATAACCAGATT
Cys-73-Ser: GCCCAAGATAACCAGATTGCATCTATGCCTACTTTTC
Met-74-Glu: CCAGATTGCATGCGAGCCTACTTTTCT

Los oligonucledtidos utilizados que flaquean el inserto de 356 pb. Fueron los siguientes:
Trx-Fwd (Ndel): ATAACATATGGTTTACCAAGTGAAAGACCAGGAAGA

Trx-Rev (EcoRI): AAATAAAGAATTCTCATTACTTGTTCTTCTCAACGA

Los sitios de restriccion introducidos fueron para Ndel y EcoRI, que se muestran subrayados. Estos flanquean

el inserto del gen de la LvTrxy..
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3.1.2 Reacciones de amplificacion

Para la obtencion de la secuencia nucleotidica de las mutantes de LvTrx se utilizé un protocolo de acuerdo a lo
reportado por Tyagi en el 2004: esta es una estrategia que evita el paso de purificacion intermedia del DNA
entre dos rondas de PCR (por sus siglas en inglés). La estrategia depende del uso de una concentracion limitante
de uno de los oligonucledtidos que flanquean el inserto del gen de la proteina deseada (forward o reverse), con
una concentracién normal del oligonucleoétido que contiene la mutacién, mas un prolongado ciclo de extension
final en la primera ronda de amplificacion de la PCR. Esta primera ronda genera un megaprimer que es utilizado
subsecuentemente en la segunda ronda de PCR en conjunto, con el otro oligonucleotido que flanquea la otra
parte del inserto, evitando de esta forma el paso de purificacion intermedio de la técnica convencional (Tyagi

et al., 2004), (Figura 8).

Se utilizaron dos programas de amplificacion: el primero de ellos fue para las mutantes Trp-31-Ala, Asp-60-
Ser y Ala-66-Arg; la primera ronda de PCR consistio en 1 ciclo de desnaturalizacion por 5 min. a 95°C, seguido
de 10 ciclos de amplificacion, 1 min. a 95°C, 30s a 50°C, 2 min. a 72°C y finalmente un ciclo de extension de
10 min. a 72°C; la segunda ronda de PCR consistio en un ciclo de desnaturalizacion por 1 min. a 95°C, seguido
de 30 ciclos de amplificacion, 1 min. 52-60°C, 2 min. a 72°C y finalmente una extension de 10 min. a 72°C.
Para las mutantes Cys-73-Ser y Met-74-Glu el programa utilizado para la primera ronda de PCR fue: 1 ciclo de
desnaturalizacion por 5 min. a 95°C, seguido de 20 ciclos de amplificacién, 1 min. a 95°C, 1 min. 60-73°C, 2
min. a 72°C y finalmente un ciclo de extension de 25 min. a 72°C; la segunda ronda de PCR consistio en 1 ciclo
de desnaturalizacion por 1 min. a 95°C, seguido de 25 ciclos de amplificacion, 1 min. a 60°C, 2 min. a 72°C y

finalmente una extension de 10 min. a 72°C.

Las reacciones de amplificacion se realizaron en un termociclador marca BIO-RAD T100® Thermal Cycler. La
mezcla de reaccion consistié en: 50-100 ng de plasmido 3U de pfi-DNA polimerasa (New England Biolabs®),
utilizando un amortiguador 1x pfu-DNA polimerasa, 0.2 mM dNTP, 1.0 pmol del oligonucledtido mutagénico
y 0.05 pmol del oligonucleodtido que flanquea el inserto, posteriormente en la segunda ronda de PCR se agregd
el oligonucledtido que flanquea el otro lado del gen para amplificar completamente el inserto con la mutacion
deseada, en un volumen final de 50 w/. El producto final de las reacciones de amplificacion por megaprimer
fueron analizadas en un gel de agarosa al 1%. El fragmento de la longitud esperada (356 pb) que se obtuvo
después de cada una de las amplificaciones, se extrajo del gel de agarosa al 1% utilizando el kit de Thermo

Scientific GeneJET de extraccion de banda.

28



Figura 8. Esquema que describe los pasos para la realizacion de las mutantes de acuerdo a lo reportado por (Tyagi et al., 2004).

3.1.3 Construccion del Vector
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Para la construcciéon del vector de propagacion se utilizo el kit pPGEM-T Easy Vector de PROMEGA®,

adicionando en la reaccion el fragmento amplificado de la LvTrx,.. previamente purificado del gel de agarosa,

generando de esta forma el vector de propagacion denominado pGEM-LvTrx,.. (para cada una de las mutantes),

mediante una reaccion de ligacion. Posteriormente para obtener los fragmentos de las LvTrx,.. derivado de los

vectores de propagacion, los plasmidos fueron digeridos mediante una doble digestion con las enzimas de

restriccion Ndel y EcoRI. Este mismo tratamiento fue aplicado al plasmido de expresion pET22b (+) de

Novagen®, el fragmento resultante de las restricciones para cada una de las mutantes se extrajo de un gel de

agarosa al 1% con el kit de Thermo Scientific GeneJET de extraccion de banda.

La estrategia de clonacion se disefid6 de manera que la secuencia codificante de las LvTrx,.. se ligue entre los

sitios de Ndel y EcoRI, después del promotor T7 y antes del casete de resistencia a ampicilina. Los fragmentos

codificantes de las LvTrx,. se ligaron al vector utilizando la ligasa T4 DNAligasa (New England Biolabs®),

generando un vector de expresion pET-LvTrx.. para cada caso.
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3.1.4 Transformacion de E. coli

Las reacciones de ligacion de las construcciones previamente mencionadas fueron purificadas por precipitacion

con butanol y etanol, el boton resultante se disolvié en 10 1/ de HO tetra destilada. La transformacion se realizd

por electroporacion, tomando aproximadamente 150 ng de vector, en 40 u/ de células competentes DHS5a, que

fueron sometidas a un choque eléctrico de 1.8 V en un electroporador (BIO-RAD) ajustado a 25 uF'y 200 Q.

Posteriormente las células transformadas se recuperaron mediante agitacion por una hora a 37°C en 1 ml de

medio LB. Finalmente se sembraron 100 x/ en placas de medio LB con ampicilina y se incubaron a 37°C para

obtener colonias aisladas, a partir de las cuales se purifico el plasmido. Es importante mencionar que para cada

una de las mutantes se confirmo la presencia de cada variante construida mediante secuenciacion (ver Anexo

IIT). Posteriormente, los plasmidos fueron introducidos por electroporacion en la cepa BL21 (DE3), para su

posterior expresion y purificacion de cada una de las mutantes.

3.2 Expresion y purificacion de la LvTrxw y las LvTrXmu

Para el proceso de sobreexpresion de la LvTrx,, y las LvT X, se tomd una colonia y se incubd en 40 ml
de medio LB con ampicilina (200 ug mL™* O/N 12 horas a 37°C a 250 rpm). Posteriormente, se inocul6 1 L
de medio LB con 10 ml del cultivo O/N y se adiciond 200 ug mL~ de ampicilina a 37°C en agitacion a 250
rpm. La expresion de la LvTrx,, y las LvT X, se indujeron con IPTG cuando los cultivos alcanzaron una
densidad 6ptica de 0.6 unidades de absorbancia a una longitud de onda de 600 nm. La concentracion final
de IPTG empleada fue 0.4 mM para la LvTrx,,, mientras que, para las LvTrx,.., esta concentracion fue de
0.8 mM. Posteriormente, los cultivos se incubaron a 37°C y se mantuvieron en agitacion por 5 horas. Las
células se cosecharon por centrifugacion a 6,000 rpm por 20 minutos para recuperar la pastilla bacteriana.
Es importante mencionar que se utilizé una proporcion de 20 ml de solucién amortiguadora por gramo de
pastilla. Posteriormente, las células se re-suspendieron en 40 ml de solucion amortiguadora TRIS 100 m,
pH 8.0 y se adicion6 una pastilla de inhibidores de proteasas complete (Roche). Para lisar, se ‘sonicaron’
las células 3 veces por 1 min c¢/u con 5 minutos de reposo entre cada pulso (este procedimiento se lleva a
cabo en hielo). Después de haber sonicado cada muestra se centrifugé a 13,800 x g por 20 min a 4°C, para
eliminar contaminantes celulares. La LvTrx.,, y las LvTrx. se localizan en el sobrenadante. Seguida de la
centrifugacion, el sobrenadante se sometio a precipitaciones fraccionadas con sulfato de amonio al 50% w/A
y el sobrenadante del 50% se llevd a 85% de saturacién. En todos los casos la Trx se localiz6 en el
precipitado del 85% de saturacion.

Posteriormente el precipitado proteico del 85% de saturacion de sulfato de amonio se disolvié en 20 ml de
solucion amortiguadora TRIS 20 mM, pH 7.5, y se calent6 al bafio maria a 70°C durante 20 min para
precipitar a las proteinas termolabiles de E. coli. La mezcla se clarificé por centrifugacion a 13,800 x g por

20 minutos y se desechd el precipitado. Por tultimo, el sobrenadante se dializé en 2 L de solucién
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amortiguadora TRIS 20 mM, pH 7.5 por 5 horas. El rendimiento global de proteina en este punto fue de
alrededor ~5-6 mg L' de cultivo.

La purificacion de la LvTrx,, y las LvTrX,.u, se realizaron mediante el uso de una columna de intercambio
idnico, (Q-Sepharose™ GE Healthcare), pre-equilibrada con el amortiguador TRIS 20 mM, pH 7.5 y
utilizando un cromatégrafo Bio-Rad (Standard BioLogic LP System). Posteriormente la muestra se aplico
en la columna de intercambio i6nico, conteniendo 15 m/ de matriz, y la LvTrx se eluy6 con un gradiente
lineal de 0-1 M de NaCl a un flujo de 1 m/ min”. Las fracciones colectadas se analizaron en un
espectrofotometro a 280 nm, posteriormente el pico correspondiente a la LvTrx se concentrd por
ultrafiltracion (Amicon Ultra-3, Millipore) con una membrana de corte de 3 kDa o 5 kDa y se inyectd en
una columna de filtraciéon en gel (Superdex 75 HR 10/30 de 24 ml), pre-equilibrada con TRIS 20 mM, pH
7.5, NaCl 150 mM con un flujo de 0.2 ml min™.

Después de cada cromatografia se realizaron electroforesis desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 15% para
detectar la fraccion correspondiente a la LvTrx. En todos los casos los geles fueron tefiidos con azul de
Coomassie (Sigma). La proteina pura de cada variante fue cuantificada utilizando un NanoDrop 2000,
Thermo Scientific a una absorbancia de 280 nm, tomando el coeficiente de extincion de la Trx (10.22

£/1000).

3.3 Ensayo de filtracion en gel

El ensayo de filtracion en gel fue utilizado para estimar el estado de oligomerizacion de la LvTrx,, y de las
LVTtX. Para realizar este ensayo se utilizd una columna pre-empacada Superdex® 75 HR 10/30 GE
Healthcare. La columna tiene un diametro interno de 10 mm, la altura es de 30-31 cm. El volumen total de
la columna es de ~24 ml. La columna fue conectada a un sistema de cromatografia AKTA pure, que utiliza

el software UNICORN como interface grafica.

Las condiciones para llevar cabo el ensayo para cada una de la LvTrx,, y las LvTtx,., fueron en todos los
casos las mismas. El experimento se llevd a cabo con un amortiguador TRIS 20 mM, pH 7.5, NaCl 150 mM,
a un flujo de 0.2 m/ min”!, con un limite de presion de 1.8 MPa. Previo a la inyeccion de la proteina, la
columna se equilibré amortiguador utilizando dos volumenes de ésta y se realizé un paso de lavado al /oop
de inyeccion. La concentracion de proteina utilizada para cada corrida fue de alrededor de 2 mg mL™/, con
un volumen de 400 a 500 x/ a distintas concentraciones de DTT (10 mM y 50 mM). El tiempo de retencion

de los picos de elucion fueron determinados usando un detector-UV U9-L: 280nm.
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3.4 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Latécnica de dispersion dinamica de luz fue utilizada en este proyecto para identificar el estado oligomérico
de la LvTrx,, y las LvTrx,.. en solucidon. En esta técnica, el tamafio de la particula es considerado como el
diametro de una esfera que fluctua a la misma velocidad de la particula que esta siendo medida tomando
como base el movimiento Browniano y la difusion traslacional de las proteinas dispersantes en solucion.
Debido al movimiento Browniano, la velocidad de decaimiento de la funcion de correlacion esta relacionada
con el tamafio de la particula, asi, la velocidad de decaimiento es mucho mayor para particulas pequeiias
que para particulas grandes, debido a que las particulas pequefias se mueven mas rapido que las grandes
(Figura 9).
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Figura 9. Funcion de correlacion para particulas grandes y pequefias en una medicion de DLS y representacion esquematica de una perfecta
correlacion entre particulas grandes y particulas pequefias (modificada del manual Zetasizer Nano Series).

El equipo de DLS utilizado fue en un Zetasizer nano (proporcionado por el Dr. Abel Moreno Carcamo del
Instituto de Quimica, UNAM). Este equipo irradia a las moléculas de proteina con un haz monocromatico
de luz y analiza las fluctuaciones en la intensidad de luz dispersada por las proteinas en solucion (analito)
en funcion del tiempo. De esta manera el DLS proporciona informacion acerca del diametro hidrodinamico
de la proteina, pudiéndose observar particulas de tamafio uniforme en solucion o la formacion de agregados

de proteina.

En este experimento se utilizé el mismo amortiguador con el cual se llevaron a cabo los experimentos de
filtracion en gel: TRIS 20 mM, pH 7.5 sin la adicidn de sales. La concentracion de la LvTrx,; y 1as LvTrXp,
para este experimento fue de 1 mg mL™' y cada muestra fue pasada por un filtro Millipore de 0.22 um. Para
cada variante se tomaron 100 u/ y se analizaron en una celda de cuarzo. Cada muestra fue medida 35 veces

por minuto y por triplicado.
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3.5 Ensayo de actividad NADPH/TrxR-LvTrXwemu~insulina

La actividad de la LvTrx,, y las LvTrX.. fueron monitoreadas tomando como base el método reportado por
(Holmgren, 1979). Para llevar a cabo el ensayo se utiliz6 un amortiguador de fosfato de sodio monobésico
monohidratado 100 mM, pH 7.0 a 25°C con EDTA 1 mM. La mezcla de reaccion que se utilizé fue 60 nM de
TrxR, 0.5 mM de NADPH, 0.2 mM insulina y 1 uM de la LvTrx,, y de las LvTrxu.. El incremento de la
absorbancia a 650 nm fue monitoreada a 30 °C. Los controles que se utilizaron para comprobar la actividad de
la LvTrxy y las LvTrX,.. fueron la ausencia de Trx y la ausencia de NADPH. Es importante mencionar que la
TrxR fue obtenida a través de la compaiiia Sigma-Aldrich (T9698). La TrxR proviene del higado de rata y la
eleccion de utilizar ésta, fue debida a que la zona en la cual la Trx de mamiferos tiene contacto con la TrxR es
muy parecida a la superficie encontrada en la LvTrx,,. Ademas, la TrxR de rata tiene la capacidad de reducir a
las Trx’s de mamiferos y a la Trx de E. coli. Por estas razones se determind que la TrxR de higado de rata
deberia tener la capacidad de reducir a la LvTrx,, y las LvTrXu., hecho que se comprobo en la seccion de

resultados.

3.6 Cristalizacion de la LvTrxy y las LvTtXmu

Las pruebas de cristalizacion para la LvTrx,,, se realizaron con el método de difusion en fase de vapor
utilizando la metodologia de gota colgante. Para ello se utilizaron dos Kits de Hampton Research (Crystal
Sceen 1/Crystal Screen 11). La concentracion de proteina fue de 6 mg mL~ en un amortiguador TRIS 10 mM
pH 7.5. La condicion de cristalizacion encontrada fue: Sulfato de amonio 2.0 M, Acetato de Sodio 0.1 M
pH 4.6 a 18°C (Campos-Acevedo et al., 2013).

Para la cristalizacion de las LvTrx,., las pruebas de cristalizacion se realizaron con el método de
microbatch, en la cual la solucion de la proteina se coloca en una solucion que contiene un pH fijo y
concentracion de precipitante; como el precipitante se difunde en la proteina, se reduce la solubilidad de la
proteina y pueden formar cristales. Para ello se utilizaron los Kits de Jena Biosciensce® (Wizard I-1V),
como primer acercamiento a la cristalogénesis para cada una de las LvT X

Para la mutante Trp-31-Ala la condicion que favorecio el proceso de cristalogénesis estaba compuesta por
una solucion 30% w/v de PEG 3000, TRIS acido hidrocléricol00 mM pH 7.0, NaCl 200 mM, a una
temperatura de crecimiento de 18°C, a una concentracion de proteina de 12 mg mL™.

La condicion de cristalizacion para la mutante Asp-60-Ser estaba compuesta por una solucion 10% w/v de
PEG 8000, MES/hidroxido de sodio 100 mM pH 6.0, acetato de zinc 200 mM. La temperatura de
crecimiento fue a 18°C, a una concentraciéon de proteina de 14 mg mL. Por tltimo, Los cristales de la
mutante Cys-73-Ser crecieron en 20% w/v de PEG 3000, imidazol/acido clorhidrico 100 mM pH 8.0, acetato

de zinc 200 mM, a una temperatura de 18°C, a una concentracion de proteina de 14 mg mL™'.
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3.7 Colecta y determinacion de las estructuras cristalograficas de la LvTrxy: y las LvT X

Los datos de difraccion de los cristales de la LvTrx,, se colectaron en dos sitios (Campos-Acevedo et al.,
2013): uno de los cristales fue colectado en el laboratorio de estructura de proteinas del LANEM, en el
Instituto de Quimica de la UNAM, en un anodo rotatorio Rigaku micromax-007 HF, a una longitud de onda
de 1.54 A (se agradece a la Dra. Adela Rodriguez Romero, por la asignacion de tiempo). El tipo de detector
utilizado fue un image plate (RAXIS-IV++) con un rango de oscilacion, Ag, de 0.5° con una longitud de
onda de A= 0.96 A, a una temperatura de 100 K y el crioprotector empleado contenia 30% vA glicerol.
Posteriormente, se obtuvieron mas datos de difraccion, a partir de dos cristales, en la linea X6A del National
Synchrotron Light Source (Upton, New York). Los datos fueron colectados utilizando un detector ADSC
Quantum 210 y el crioprotector empleado contenia 30% v/v glicerol.

Se obtuvieron datos de difraccion a partir de dos cristales (Asp-60-Ser y Cys-73-Ser), en la linea 191D del
Advanced Photon Source (APS). Los datos fueron colectados utilizando un detector ADSC Quantum 315
y la solucién crioprotectora estaba compuesta por 30% v/v glicerol. Para el cristal de la LvTrXm: Asp-60-
Ser, la longitud de onda fue de A= 0.97 A, la distancia al detector se mantuvo en 219.80 mm, con un intervalo
de oscilacion por imagen, A, de 1.0°. Para la LyTrx,., Cys-73-Ser, la longitud de onda fue de A= 0.97 A,
la distancia al detector se mantuvo en 150.0 mm, con un intervalo de oscilacion por imagen, A, de 1.0°.
Posteriormente se difractd el cristal para la mutante Trp-31-Ala en un anodo rotatorio Rigaku micromax-
007HF; en el laboratorio de estructura de proteinas LANEM. El crioprotector empleado contenia 30% v/v
glicerol. La longitud de onda fue de A= 1.54 A, la distancia al detector se mantuvo en 89.934 mm, con un
intervalo de oscilacion por imagen de 0.5°. Todas las colectas se realizaron a 100 K (-173 °C).

La determinacion del grupo espacial, la estimacion del mosaicismo, el indexado y la integracion de los datos
se realizd con el programa XDS (Kabsch, 2010). El ordenamiento y escalado de los datos se realiz6 en
SCALA (Evans, 2006). El problema de las fases para cada una de las mutantes fue resuelto en Phaser
(McCoy et al., 2007), por medio de reemplazo molecular (utilizando el monoémero de la tiorredoxina de
LvTrx,, (Campos-Acevedo et al., 2013; codigo PDB 3zzx). El afinamiento de cuerpos rigidos y restriccion
geométrica se realizo en el programa Refmac (Murshudov et al., 1997). Todos los programas anteriores a
excepcion de XDS pertenecen y trabajan bajo la suife CCP4 version 6.4.0 (Collaborative Computational
Project, Number 4, 1994). La construccion del modelo y el afinamiento final del mismo se realiz6 con los

programas PHENIX (Adams et al., 2010) y Coot (Emsley et al., 2010).

3.8 Determinacion de la forma y tamafio de la LvTrxy, y las LvTrXm. mediante la
técnica de SAXS

La dispersion de rayos X de angulo bajo (SAXS) es una técnica ampliamente usada en la biologia estructural
para complementar la determinacidn estructural de alta resolucién obtenida por cristalografia de rayos-X o

NMR. La técnica de SAXS-COACH (Combined Online Automated CHanger and high-performance liquid
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chromatography, HPLC) (David & Pérez, 2009) se utiliz6 en este proyecto, con la finalidad de obtener una
curva de dispersion de solucién que puede ser calculada usando un determinado numero de coordenadas
atomicas derivadas de la cristalografia macromolecular, proporcionando, asi, una manera de comparar
estructuras en solucion con estructuras cristalograficas.

El método para obtener los perfiles de SAXS esta basado en la formula de Debye:
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Donde la intensidad, 7 (¢) es una funcion del momento de transferencia g= (4 w sin 0)/A, donde 26 es el angulo
de dispersion y A es la longitud de la linea de rayos-X incidente; dij es la distancia entre atomos de i yj, y N es
el mimero de 4tomos en la molécula (Svergun, 2010).

En este modelo el factor de forma fi (¢) toma en cuenta el desplazamiento del solvente, asi como la capa de

hidratacion:

fi(q)= fv(g)-clfs(g)te2sifwig) (2)

Donde fv (q) es el factor de forma atdmico en vacio, fs (q) es el factor de forma atdmico “dummy” que
representa el desplazamiento del solvente, si es la fraccion de la accesibilidad del atomo al solvente i, y fw (g)
es el agua del factor de la forma. El parametro cl es utilizado para ajustar el total del volumen excluido de los
atomos (valor por default = 1.0) y c2 es utilizado para ajustar la densidad del agua en la capa de hidratacion
(valor por default = 0.0). I (g) es calculado con la ecuaciéon 1. El perfil computarizado es ajustado a un perfil

experimental de SAXS por minimizacion de la funcion x con respecto a ¢, ¢l y ¢2:
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Donde lexp (q) v I (q) representa el perfil experimental y el tedrico, respectivamente. o(g) es el error
experimental del perfil medido, M es el nimero de puntos en el perfil, y ¢ es el factor de escala (Putnam et al.,
2007).

Este ensayo se llevo a cabo en colaboracidn con el Dr. Javier Pérez (cientifico principal de la linea sincrotron
SWING-SOLEIL, Saint-Aubin, Francia). Para llevar a cabo este ensayo se utilizé una columna de filtracion en
gel de Shodex [KW402.5-4F, 4.6mm de diametro interno (ID) x 300 mm de largo] acoplada a un HPLC. La
columna fue equilibrada por 90 minutos con un amortiguador TRIS 20 mM y NaCl 100 mM pH 7.5, a un flujo
de 100 ul min™'; el amortiguador fue previamente filtrado en una membrana de corte de 0.22 um. La muestra de
la LvTrx,, y las LvTrx,.. utilizadas en este ensayo tenian una concentracion de 2 mg mL™ y se inyectaron a la
columna con un volumen de 60 ul; previo a la inyeccion, las muestras de las Trx’s fueron filtradas en una

membrana de corte de 0.22 um. El flujo utilizado para la elucion de las muestras fue de 200 u/ min”'. Las
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muestras pasaron a través de una camara UV-Vis (multi-wavelengh detector module of the Agilent system) antes
de pasar por la camara de SAXS. Los datos fueron colectados en la linea SWING en SOLEIL. El tamafio del
haz fue de 0.4 x 0.1 mm y el flujo fue de alrededor de 10! ph 57/, Las imagenes de dispersion fueron capturadas
en un detector CCD (AVIEX170170). Durante la cromatografia se colectaron 50 frames de la solucion
amortiguadora como blanco. Cuando se registrdé un aumento en la intensidad de la absorbancia a A=280 nm en
el espectrofotometro UV se colectaron 200 frames adicionales. Estos frames corresponden al pico de la proteina,
los cuales se normalizaron y promediaron, mientras que los frames correspondientes a la solucion
amortiguadora se promediaron y se llevd a cabo la sustraccion entre la intensidad de la solucion amortiguadora
y de la muestra de proteina. La comparacion entre la curva experimental y las curvas de dispersion tedricas
calculadas para las estructuras cristalograficas fueron obtenidas por medio del programa FoXS (Schneidman-
Duhovny et al., 2010), que se encuentra dentro del programa Chimera 1.9 (Pettersen et al., 2004). Para la
realizacion del analisis grafico de las intensidades de dispersion se hizo uso de la suife ATSAS (Konarev et al.,

2006), para obtener finalmente el modelo a baja resolucion de novo de la LvTrx,, y las LvTrXmu.

3.9 Analisis cristalografico del puente disulfuro-intermolecular a distintas dosis de
energia depositada

En este estudio, se determind el deterioro de los puentes disulfuro en dos cristales de proteina de la LvTrx,,
bajo diferentes flujos de rayos-X (ph s/). Este estudio se centra en el comportamiento del puente disulfuro-
intermolecular de la LvTrx,,, debido a que esta interaccion covalente se mantiene estable en el cristal a pesar
de la presencia de DTT a una concentracion de 5 mM (Campos-Acevedo et al., 2013); concentracion suficiente
para reducir el puente disulfuro del sitio catalitico durante todo el proceso de cristalizacion.

Dos cristales de la LvTrx,, fueron utilizados en este ensayo (LvTrx,-1x y LvTrx,-3x); cada uno de estos
cristales fueron crecidos bajo las mismas condiciones de cristalizacion (Sulfato de amonio 2.0 M, Acetato de
Sodio 0.1 M pH 4.6 a 18°C); con una concentracion de proteina de 6 mg mL™’, utilizando como solucién
crioprotectora 30% (v/v) de glicerol. Las dimensiones aproximadas para el cristal LvTrx,.-1x fueron de 0.2 x
0.04 x 0.04 mm y 0.3 x 0.06 x 0.06 mm para el cristal LvTrx,,-3x. En este estudio, 10 datasets (10 estructuras)
se obtuvieron de cada cristal a 100 K en la linea I-24 (A = 0.97 A) en Diamond Light Source en Oxford, Reino
Unido.

3.9.1. Colecta de datos y experimentos de difraccion

El objetivo del experimento fue el monitorear los cambios globales y locales que se producen en el cristal
conforme aumenta la dosis de energia depositada en el cristal. Durante este experimento, 10 datasets se
colectaron consecutivamente exponiendo la misma regién de cada cristal a 100 K. La orientacion de los
cristales, el intervalo de oscilacion (A@=0.2°), el tiempo de exposicion por imagen (0.2 s), el nimero de

imagenes colectadas por dataset (300 imagenes), la longitud de onda (A=0.97 A) y la distancia del detector (300
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mm), fueron los mismos para todos los datasets, a excepcion del porcentaje de transmitancia. Los flujos de
energia fueron del 8% (1.33x10!! ph s7!) y del 25% (4.14x10""! ph 571, para los cristales LvTrx,-1x y LvTrxu-
3x, respectivamente.

El tamafio de los s/its fue 0.03 x 0.03 mm horizontal X vertical en todos los casos. La dosis depositada en el
cristal para cada dataset se calcul6 utilizando el programa RADDOSE (Paithankar & Garman, 2010; Zeldin et
al., 2013).

3.9.2. Colecta y determinacion de las estructuras LvTrx,-1X y LvTrx,~3x

Para todos los datasets provenientes de los cristales LvT1x,,-1x y LvTrx,,-3X, las fases fueron determinadas por
el método de reemplazo molecular (MR). Las fases iniciales se obtuvieron utilizando la estructura de la LvTrx,,
c6digo PDB 3zzx como modelo de busqueda. Los frames se indexaron e integraron utilizando el programa XDS
(Kabsch, 2010), el escalamiento de los datos se realizd con SCALA dentro la suite CCP4 (Proyecto de
Colaboracion Computacional, Numero 4) (Evans, 2006). El programa, Phaser (McCoy et al., 2007) se utilizd
para obtener las fases y un modelo inicial. Posteriormente el modelo fue mejorado basado en la inspeccion
manual del mapa 2Fo-Fc y posteriormente se realiz6 un afinamiento de cuerpo rigido y restriccion geométrica
en REFMAC (Murshudov et al., 2011). El afinamiento final fue completado usando los programas PHENIX
(Adams et al., 2010) y Coot (Emsley et al., 2010).
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Capitulo 4

4. Resultados y discusion

4.1 Dimerizacion de la LvTrx,

Las estructuras cristalograficas de la LvTrx,, bajo distintas condiciones redox en su sitio catalitico, mostraron
un arreglo dimérico, basado en el area ocupada de la interfaz y mediado por un puente disulfuro-intermolecular
y otros residuos que participan en la misma (PDB’s 3zzx, 4aj6, 4aj7, 4aj8) (Campos-Acevedo et al., 2013). La
zona de la interfaz puede ser dividida en dos partes de acuerdo a (Chakrabarti & Janin, 2002). Una de estas
divisiones esta compuesta por aquellos residuos que no tienen interaccion con el solvente (Core): formada por
los residuos hidrofobicos Cys-32, Trp-31, Val-59, Ala-66, lle-71 y Met-74, bloqueando el acceso de moléculas
de agua. Y la otra parte, formada por todos aquellos residuos de la interfaz en que al menos uno de sus atomos
tiene contacto con el solvente (Rim): estos residuos, que componen la zona periférica al Core de la interfaz de
la LvTrx,, son residuos polares e hidrofilicos y son Thr-30, Gly-33, Pro-34, Lys-36, Asp-60, Glu-63, Gln-67,
GIn-70, Ala-72 y Cys-73 (Figura 10).
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Figura 10. Estructura cristalografica de LvTrx,,, que muestra un dimero en la unidad asimétrica para todas las estructuras de LvTrx,,
depositadas en el PDB (3zzx, 4aj6, 4aj7, 4aj8). El mapa 2Fo-Fc se muestran en gris con un valor sigma de 1.0 o, para los puentes disulfuro.
La estructura de la LvTrx,, muestra la ubicacion que tiene el puente disulfuro-intermolecular (Cys-73-Cys-73"), que es el mas expuesto al
solvente, en comparacion con el puente disulfuro del sitio catalitico de cada monémero. En el cuadro con lineas punteadas se muestra un
acercamiento de los residuos que se encuentran involucrados en la interfaz de la LvTrx,,. La interfaz se encuentra dividida en dos partes:
el Core en color azul (residuos de la interfaz que no se encuentran en contacto con el solvente) y el Rim en color rojo (aquellos residuos
que mantienen contacto con el solvente). La division de interfaz fue obtenida utilizando el programa, ProFace (Saha et al., 2006).
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La zona de la interfaz dimérica en la LvTrx,, consta de una extension de 1,294 A2, mantenida por un promedio
de 85 4tomos que se encuentran a menos de 4 A entre si (siendo la mayoria de los contactos hidrofébicos), de
estos pares de 4&tomos vecinos, se forman siete puentes de hidrogeno. De acuerdo a lo establecido por (Jeffrey,
1997), los puentes de hidrogeno pueden ser clasificados en tres categorias dependiendo de su distancia (fuerte,
moderado y débil). La interfaz de la LvTrx,, esta compuesta por un puente de hidrogeno fuerte conformado por
el residuo Asp-60 (081) y Asp-60' (081) a2.22 A; por dos puentes de hidrégeno moderados entre los residuos
Ala-72 (O) y Met-74' (N) a 2.83 A, Ala-72' (O) y Met-74 (N) a 2.85 A; y finalmente por cuatro puentes de
hidrégeno débiles conformados por el residuo Thr-30 (Oy1) y Glu-63' (Osl) a 3.80 A, Glu-63 (Ogl) y Thr-30'
(Oyl)a3.41 A, Ile-71 (O) y Cys-32' (Sy) a 3.65 A, Trp-31 (Nel) y Val-59' (O) a 3.82 A. Ademas, se encuentra
involucrado la formacién de un puente disulfuro entre los residuos Cys-73 (Sy) y Cys-73' (Sy) a2.02 A (Figura

11). En el anexo III, se muestran los contactos involucrados en la interfaz dimérica.

Puentes de hidrogeno

g e T -.-,W—.—. s
S st el l_i.,,» a

The-30 (Oy1) 380 Gilu-63 (Os1)

Cys-32(Sy) 3.65 Hle-71 (0)
Met-74 (N} 28 Als-72(0)
Gla-63 (Osl) ia The-30 (Oy1)
Val-5%(0) 382 Trp-31 (Nel)
Ala-72(0) 2.85 Met-74 (N)

Asp-60 (081) 22 Asp-60 (081)

Figura 11. Monomero de la LvTrx, mostrando los residuos que participan en la formacion del dimero cristalografico. Esta interaccion
esta conformada por 7 puentes de hidréogeno y un puente disulfuro-intermolecular (video de la interaccion entre mondmeros en la seccion
suplementaria).

Ademés de las propiedades quimicas que establecen los residuos involucrados en la interfaz, la
complementariedad geométrica (Sc, por sus siglas en ingles), es un parametro estadistico fundamental para
medir el ajuste geométrico entre dos superficies moleculares. El rango que utiliza este parametro va de 0 a 1.0,
donde el valor 1.0 se define como una interfaz con un ajuste geométrico perfecto. Se ha reportado que las
superficies de proteinas de inhibicion proteolitica y proteasas tienen valores de Sc=0.73 + 0.03, para superficies
antigeno-anticuerpo tienen valores de Sc=0.66 + 0.02 y para interacciones de tipo cremallera (dry steric zipper),
donde no existe la interaccion en la interfaz con moléculas de agua, el valor de Sc es de 0.86 mostrando una

alta complementariedad (Nelson et al., 2005).
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La complementariedad geométrica, Sc, entre mondmeros de la LvTrx,, es de Sc= 0.66, este valor fue obtenido
por el programa Sc (Winn et al., 2011). La complementariedad geométrica es dependiente de los residuos que
componen la superficie de interaccion, por lo tanto, en la Tabla 1, se muestra la contribucién que aporta cada
residuo involucrado en la interfaz para la formacidon de un dimero estable de la LvTrx,,. El residuo Trp-31, es
el amino4cido que mas contribuye con la superficie de contacto con su contraparte monomérica con 169.4 A2
de su superficie como residuo y contribuye con un 26% de la superficie total de la interfaz; seguido por la Ala-
72, el Gln-63, el Gln-67, la Cys-73 y el Asp-60 que contribuyen con aproximadamente 250 A2, estos cinco
residuos dan lugar al 45% de la superficie total de la interfaz. Finalmente, la Thr-30, la Cys-32, la Gly-33, la
Pro-34, la Lys-36, la Val-59, la Ala-66, el GIn-70, Ile-71 y la Met-74 contribuyen con aproximadamente 167

A? totales y representan el 29% de la superficie total de la interfaz.

Tabla 1. Superficie accesible al solvente (ASA, por sus siglas en ingles) y superficie aportada de cada uno de los residuos involucrados en
la interfaz de la LvTrx,,. Datos obtenidos mediante el programa CoCoMaps (Vangone et al., 2011).
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A pesar de contar con un dimero de la estructura cristalografica de la LvTrx,y, el analisis de la LvTrx,, mediante
ensayos de filtracion en gel, muestra dos poblaciones, una de ellas corresponde a una fraccion dimérica y la
otra corresponde a una fraccion monomérica (Figura 12). Este perfil de elucion fue comparado con la Trx de
E. coli, ya que ésta se ha reportado como una Trx monomérica (Katti et al., 1990). Para analizar el
comportamiento de las dos poblaciones de la LvTrx,, se probaron otros factores como concentracion de
proteina (.5, 1, 5, 10, 14 mg mL""), pH, tiempo de incubacion (temperatura ambiente, 4 y 18 °C); sin embargo,
no hubo ningun cambio evidente entre las dos poblaciones. El tnico factor que modificé las proporciones entre

estas dos poblaciones sin comprometer alguna de estas, fue la presencia o la ausencia de DTT. En ausencia de
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DTT, la poblacién dimérica es predominante, mientras que en presencia de DTT a concentraciones de 10-50

mM, la poblacion predominante es monomérica.

Ensayo de filtracion en gel de la ZvTrx silvestre

10 mM de DTT .
: ¢ Monomero

UA 280 nm

Dimero

ml

UA 280 nm

1

50 mM de DT
90 mid:do DT] Mondomero

Dimero l‘ \
_/'/-\1\. j .‘\_&_ —

1

ml

Figura 12. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la proteina LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta), bajo
diferentes concentraciones de DTT (10 mM y 50 mM). En ambas condiciones la LvTrx,, muestra dos poblaciones (dimero-mondémero), la
poblacién monomérica es predominante bajo condiciones reductoras. La calibracion de la columna puede verse en el anexo III.

Al obtener este comportamiento en ensayos de filtracion en gel, se decidié utilizar la técnica de dispersion

dinamica de luz (DLS) para confirmar los datos obtenidos. Para este ensayo, se utilizé a la LvTrx,, y a la Trx

de E. coli en presencia de 10 mM de DTT (condiciones reductoras). Los resultados para ambas Trx s mostraron

una sola poblacion que corresponde al mondémero con un radio hidrodinamico (Ry) de 1.55 nm. Sin embargo,

para el caso de la LvTrx,;, en ausencia de DTT, la poblacion que detecta la técnica corresponde a un dimero

conun Ry de 2.4 nm (Figura 13).
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Figura 13. Radios hidrodindmicos por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la LvTrx,, (en color azul)
y de la Trx de E. coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de un agente reductor. El radio hidrodinamico,
(Ru), en presencia de DTT para ambas muestras fue de ~1.55 nm, que corresponde a una poblacién monomérica; mientras que en ausencia
de DTT, es evidente el desplazamiento del equilibrio de la LvTrx,, hacia la poblacion dimérica. El radio hidrodindmico en ausencia de DTT
para la LvTrx,, fue de ~2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo la misma condicién se mantuvo el mismo radio hidrodinamico que
presento en presencia de DTT.

Los resultados a partir de estos dos experimentos (filtracion en gel y DLS), evidencian la existencia de dos
poblaciones en la LvTrx,, mostrando un desplazamiento dependiente del ambiente redox en el que se
encuentren. En cuestiones estructurales, el proceso de cristalogénesis de la LvTrx,, dio lugar a la formacion de

un dimero en la unidad asimétrica, incluso al adicionar 5 mM de DTT en la gota de cristalizacion.

En la busqueda por determinar el comportamiento estructural de la LvTrx,,en solucion, se hizo uso de la técnica
SAXS para determinar la intensidad de dispersion de una molécula en funcion de la frecuencia espacial y asi
obtener una estructura a baja resolucion, en solucién del equilibrio existente en la LvTrx,, a un pH de 7.5. El
objetivo de la utilizacion de esta técnica fue evidenciar la conformacion que tiene en solucion la LvTrx,, con su
correspondiente estructura cristalografica y asi poder obtener la comparacion del perfil tedrico obtenido de la
estructura de la LvTrx,, con el perfil experimental de elucion de la LvTrx,, para lo cual se utilizo el programa

FoXS, evaluando tres muestras de la LvTrx,,.

En la Figura 14, se muestra el perfil de elucion de la LvTrx,, a una concentraciéon de 1 mg mL™ en ausencia de
DTT. Antes de realizar las mediciones de SAXS, la muestra fue aplicada en una columna de filtracion en gel
(ver materiales y métodos). El perfil de elucion de esta columna muestra una forma compleja, indicando que la
muestra de la LvTrx,, es altamente poli-dispersa. Se observan cinco picos, el pico que presentd mayor absorcion
a 280 nm eluy6 a los 17.30 min y puede ser atribuido al dimero de la LvTrx.. El pico procedente (18.38 min)
puede ser atribuido a la poblacion monomérica de la LvTrx,,, mientras el resto de los picos (20.30 min) y (24.46
min) no tienen una explicacion clara, pero probablemente sea debido a productos de degradacion o
contaminantes, considerando que la muestra fue enviada de Cuernavaca a Francia en solucién y manteniendo,

en la medida de lo posible, la temperatura de la muestra a 4°C.
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Figura 14. Perfil de elucion de la LvTrx,, en ausencia de DTT previo a la colecta de datos por SAXS. La muestra que fue analizada mediante
SAXS corresponde a la poblacion dimérica y esta sefialada con un ovalo azul.
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El objetivo de llevar a cabo este primer ensayo fue el analizar si la dimerizacién presente en el estado cristalino
era posible en solucién aun pH de 7.5. Por la técnica de SAXS sélo se analiz6 el pico que presentaba una mayor
absorcion (17.30 min, ovalo en color azul), pensando en la importancia que podria tener si esta fraccion
correspondiera a la poblacién dimérica. Cabe mencionar que por cuestiones de tiempo en la linea SWING-
SOLEIL solo se pudo analizar este pico. Para esta muestra, la funcion de distribucion (P[r]) muestra un perfil
bimodal y refleja las dimensiones de una proteina dimérica, con una dimensiéon maxima estimada (Dmax) de 60
A. El radio de giro (R,) calculado a partir de los datos de SAXS es de 19.5 +0.02 A que son consistentes con
el R, tedrico del dimero de la estructura cristalogréfica de la de LvTrx,, Rg = 19.5 + 0.15 A. En la segunda
muestra se colectaron datos de la LvTrx,, en una fuente casera (Xeuss 2.0, en la Universidad de Sdo Paulo,
Brasil), a una concentracion de 5 mg mL”, la cual no tiene acoplado un HPLC, por lo tanto, en este segundo
experimento se midi6 una muestra de la LvTrx,, tomando en cuenta la fraccion dimérica y monomérica. A pesar
de que en la primera muestra solo se analiz6 el pico dimérico y en esta se analiz6 toda la muestra, los resultados
fueron similares, obteniendo un Ry = 19.5 + 0.62 A, con una funcién de distribuciéon P(r) bimodal y una Dymax
de 60 A. La ausencia de la poblacion monomérica en este experimento puede deberse a que la dispersion del
mondémero fue mucho menor frente a la dispersion dimérica. Para el analisis de todos los datos de SAXS se
utilizo el programa AutoRg (suite ATSAS) (Konarev et al., 2006). La correspondiente curva de dispersion para
la primera muestra se representa en la Figura 15. La grafica de Guinier (grafico de los datos de dispersion por
rayos-X), muestra una tendencia lineal y paralela al perfil de SAXS, mostrando que no hay presencia de

agregados (la agregacion esta tipificada por una region de Guinier no lineal).
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Figura 15. Curva experimental del perfil SAXS y gréfica de Guinier que permiti6 calcular un Rg de 19 £0.02 A. Dicho valor se aproxima
al valor tedrico del dimero cristalino de la LvTrx,,,.

En la Figura 16, se muestra el perfil obtenido por SAXS, junto con el ajuste de los modelos derivados de las
coordenadas de las estructuras cristalograficas reportadas con anterioridad de la LvTrx., (PDB 3zzx, 4aj6, 4aj7,
4aj8), obtenidos mediante el servidor FoXS (suite Chimera). Es importante recordar que todas las estructuras

cristalograficas de la LvTrx,, presentan un dimero en la unidad asimétrica, las cuales presentan un buen ajuste
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(%), comparando el perfil tedrico (PDB de la LvTrx,,) con el perfil experimental obtenido por SAXS (PDB 3zzx,
y= 1.74; PDB 4aj6, y=1.43; PDB 4aj7, y= 1.99; PDB 4a;j8, y= 1.76); obteniendo un perfil residual similar para
las 4 estructuras cristalograficas de la LvTrx,, validando que el dimero presenta el mismo arreglo tanto en
solucién como en el estado cristalino a pH de 7.5.

Aunque los perfiles teéricos de los PDB de las estructuras cristalograficas de la LvTrx,, se ajustan muy bien al
perfil experimental de SAXS, en la Figura 16, se muestra el ajuste de los perfiles tedricos de cada monémero
que constituye el dimero (cadena A y cadena B) de la LvTrx,,, con la finalidad de observar que la calidad del
ajuste medido por la funcion de y, muestra que los perfiles tedricos de cada mondmero no corresponden con el

perfil experimental obtenido por SAXS.

Smali-angle X-ray scattering profile
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Figura 16. Ajuste de los datos experimentales con los tedricos obtenidos por el programa FoXS. Comparacion entre el perfil experimental
obtenido por SAXS vy los perfiles tedricos obtenidos a partir de las estructuras cristalograficas de la LvTrx,, (pdb 3zzx, 4aj6, 4aj7, 4aj8).
Gréfico de residuales obtenidos como resultado del ajuste entre los datos experimentales y tedricos ()?), teniendo la LvTrx,, un radio de
giro de 19 + 0.02 A. La comparacion entre el perfil experimental con cada uno de los monémeros, muestra un mal ajuste (y*: 22 cadena
para la cadena A y y*: 10 para la cadena B).

Una vez confirmada la existencia del dimero en soluciéon, a pH de 7.5, de la LvTrx,; el siguiente paso fue
conocer si éste es tridimensionalmente equivalente al determinado en las estructuras cristalograficas de la
LvTrx,,. Para ello se decidiéo comparar el perfil experimental de SAXS, con dimeros cristalograficos de otras
Trx’s no covalentes distintas a la LvTrx,, (PDB 2trx de E. coli, PDB 2f51de T. vaginalis y PDB 1xw9 de D.
melanogaster), con la finalidad de discriminar si la técnica de SAXS puede diferenciar entre dimeros de Trx’s

en distintas orientaciones.
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El valor de y obtenido del ajuste para el dimero cristalografico de la Trx de E. coli fue de y=4.68, para el dimero
cristalografico de la Trx de 7. vaginalis el ajuste fue de y=4.25 y para el dimero cristalografico de la Trx de D.
melanogaster el ajuste fue de y= 12.70 (Figura 17a, b), determinando de esta forma que el arreglo
cristalografico del dimero en la LvTrx,, ~1.5, ajusta muy bien con el perfil experimental de SAXS. Otra
aproximacion que se utiliz0 para poder identificar si el arreglo dimérico observado en las estructuras
cristalograficas de la LvTrx,, es similar al encontrado en solucion, fue el sustituir el dimero cristalografico de
las tres Trx mencionadas (E. coli, T. vaginalis y D. melanogaster) por la orientacion del dimero de la LvTrx,u,
analizando de esta forma, si alguna de estas diferentes orientaciones diméricas cristalinas, tendria alguna
posibilidad de obtener un mejor ajuste con los datos experimentales obtenidos por SAXS. Los resultados
muestran un mejor ajuste al perfil experimental obtenido por SAXS con relacién a los dimeros cristalograficos
originales, sin embargo, como se muestra en la Figura 17¢, d, estos perfiles tedricos no se ajustan tan bien al
modelo experimental de SAXS, como el arreglo original presente en las estructuras cristalograficas de la
LvTrx,.

Todas estas evidencias confirman que a pesar de que estas Trx dan lugar a la formacion de un dimero
cristalografico, derivado del arreglo en la matriz cristalina, el mejor ajuste sigue siendo con las estructuras de
la LvTrx,, estableciendo que el arreglo dimérico observado en las estructuras cristalograficas de la LvTrx,, es

el mismo que se encuentra en solucion bajo estas condiciones.
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a) 10! Smail-angle X-ray scattering profile b) Small-angle X-ray scattering profile
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Figura 17. Comparacion entre el perfil experimental obtenido por SAXS de la LvTrx,, con los perfiles tedricos de tres Trx's, que en su
sistema cristalino presentan dimeros no-covalentes. a,b) comparacion del ajuste () entre los datos experimentales y teéricos de la Trx de
E. coli panel a 'y la Trx de T. vaginales panel b y la comparacion del ajuste entre los datos experimentales y el perfil tedrico de la LvTrx,,
utilizando la orientacion de los respectivos dimeros no covalentes de estas Trx’s. ¢, d) un ejemplo mas, basado en la explicacion de los
paneles anteriores, tomando como muestra la Trx de D. melanogaster, observando en el panel ¢, el ajuste con la estructura de D.
melanogaster y en el panel d, el ajuste con la estructura de la LvTrx,,, pero utilizando la orientacion del dimero cristalino de D.
melanogaster.

Para poder generar el modelo tridimensional, de novo a baja resolucion a partir de los datos por SAXS de la
LvTrx,, se utilizo el programa DAMMIN; este programa tiene como objetivo la determinacion espacial de la
forma, en este caso de la proteina, por el método ab initio, usando un modelo de atomos “dummy” por recocido
simulado. A partir de cada paso del proceso de recocido simulado y tomando como base el perfil experimental
de SAXS, se obtuvo un modelo tridimensional (archivo en formato pdb). Este proceso se realizé diez veces,
generando varios modelos, que promediados mediante el programa DAMAVER, resultaron en la estructura

tridimensional final a baja resolucion, de entre 8 y 10 A, de la LvTrx,, (Figura 18).
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Modelos de la LvTrx

b)

Modelos de a LvTrx Estructurn final de la v Trx

S mg mL 1 (SAXS-fuente casera)

Figura 18. Determinacion del modelo tridimensional de la LvTrx,, a baja resolucion obtenido de novo a partir de los datos de SAXS. Para
llegar a la obtencion de la estructura final de LvTrx,, se requirio del calculo y promedio de multiples modelos resultantes del programa
DAMMIN mediante el programa DAMAVER. a) Se muestra la estructura de SAXS obtenida en el sincrotron SOLEIL con una linea que
tiene acoplado un HPLC (SAXS-COACH); en b) Se muestra la estructura de SAXS obtenida en una fuente casera sin un HPLC; sin
embargo, para ambos experimentos se obtuvieron resultados similares.

El alineamiento de los modelos generados fue realizado por el programa DAMSUP. Posteriormente, mediante
el programa DAMAVER, se gener6 una estructura final, la cual contiene el arreglo mas tipico del promedio de
todos esos modelos obtenidos por DAMMIN.

Una vez obtenida la estructura final por SAXS, se sobrepuso con una de las estructuras cristalograficas de la
LvTrx,, reportadas en el PDB, mostrando que la estructura empalma de manera casi perfecta a la envoltura
obtenida por SAXS. En la Figural9a, se muestra la estructura obtenida por SAXS tomando solamente la
fraccion dimérica de la LvTrx,, (1 mg mL™) y utilizando un HPLC acoplado a la linea. En la Figura 19b, se
muestra la estructura obtenida por SAXS tomando las fracciones de la LvTrx,, (dimero y monomero en
conjunto, 5 mg mL!), mostrando un comportamiento dimérico. La ausencia de la poblacién monomérica en este
experimento, podria deberse a que la dispersion del mondmero en comparacion con la dispersion del dimero

fue mucho menor. Sin embargo, existe una contribucion en la sefial del monémero, de ahi que el promedio de
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las estructuras no es tan preciso en comparacion con la obtenida, tomando en cuenta solamente la dispersion de

la fraccion dimérica.

a)  Fraccion dimérica (1 mg mL7) b)  Fraccion dimérica y monomérica (5 mg mL")

1545

Figura 19. Empalme entre la estructura obtenida a partir de los datos de SAXS de la LvTrx,, a distintas concentraciones a) 1 mg mL™, b)
5 mg mL” y con la estructura cristalografica de la LvTrx,,.

Posteriormente, se establecié una colaboracion con el Dr. Javier Pérez (responsable de la linea SWING
SOLEIL, en Francia), con el objetivo de poder obtener los modelos ab-initio de la poblacion dimérica y
monomérica de la LvTrx,,, asi como también de las mutantes propuestas en este proyecto. Es importante
mencionar nuevamente que la linea sincrotron SWING-SOLEIL tiene acoplado un HPLC, por lo que por
primera vez se obtuvieron datos de cada una de las poblaciones existentes en la muestra total (dimero-
mondmero), a una concentracion de 2 mg mL™. Bl Ry y Dimax para el dimero fueron muy similares a las otras dos
muestras (20 = 0.01 A and 67.89 A, respectivamente). EI monémero presentd un R, = 15 + 1.6 A, con una
distribucion P(r) esférica y una Dyax de 44.36 A. Todos estos datos fueron obtenidos utilizando la suite ATSAS
(Konarev et al., 2006). En el perfil de elucion para la LvTrx,.se obtuvieron dos picos: el primero de ellos con
una cobertura del 74% (dimero) del total de la muestra y un 26% el otro pico de elucion (mondémero). Este perfil
de elucion es el que normalmente se obtiene si se purifica y cristaliza en ausencia de agente reductor. El radio
de giro, Rg, para la poblaciéon dimérica fue de ~20 A, valor similar si se compara con los datos obtenidos

analizando solamente la fraccion dimérica de SAXS (~19 A), mostrando un ajuste entre la estructura obtenida
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por SAXS y la estructura cristalografica de ¥>: 1.72; mientras que el radio de giro para la poblacién monomérica

fue de ~15 A y el ajuste entre las estructuras fue de % 1.00 (Figura 20).

DAD1 C. Sige280,4 Ral=636.4 (FIUN_0000010.0)
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Rg: 20 1 0.006 A
Dmax: 67.89 A
1 172 (,1.05,,-1.28)
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Reg: 151 16 A
Dmax: 44.36 A

2k 100, 1.05,,0.40)
Monomero

Figura 20. Perfil de elucion de la LvTrx,, acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucién muestra a la poblacion dimérica y monomérica,
asi como sus estructuras a baja resolucion, obtenidas a partir de los experimentos de SAXS.

Finalmente, se midi6 la actividad de la LvTrx,; utilizando a la TrxR para tratar de obtener datos mas cercanos

a lo que estaria pasando normalmente con el sistema TRX. La TrxR de rata fue utilizada para este ensayo debido

a que los residuos de la interfaz de la ATrx son muy similares a los de la interfaz de la LvTrx,., y a su facil

obtencion de esta TrxR. La LvTrx,, muestra actividad para el sistema TRX al igual que lo hace la Trx de E.

coli; sin embargo, para esta tltima Trx, la reduccion de la insulina requiere de mas tiempo (Figura 21). Una de

las posibles causas del retardo en la reduccion de la Trx de E. coli puede deberse a la diferencia que existe entre

los residuos de la interfaz lo que hace que la interaccion con la TrxR sea mas lenta.
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Ensayo de actividad de la ZvTrx silvestre
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Figura 21. Ensayo de actividad de la LvTrx,, utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la Trx. Los

controles para este ensayo fueron tanto la ausencia de NADPH como la ausencia de Trx.

La eleccion de los cambios para la generacion de las variantes descritas a continuacion, fue tomada en base a

la baja variabilidad de estos residuos en la zona de la interfaz, teniendo como referencia 500 secuencias

representativas de Trx’s de diferentes especies (Figura 22). Los residuos seleccionados fueron Trp-31-Ala,

Asp-60-Ser, Ala-66-Arg, Cys-73-Ser, Met-74-Glu.

Comservado Memos conseryade

o~
-
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Figura 22. Analisis de variabilidad de residuos en la zona de la interfaz en las Trx s, tomando como referencia 500 secuencias de Trx's de
diferentes especies. Los residuos que no presentan variabilidad se muestran en una escala que va del color rojo (conservado), hasta llegar
al color azul (no conservados). Los residuos Trp-31, Asp-60, Ala-66, Cys-73 y Met-74, fueron los residuos elegidos para ser mutados y
analizados en esta tesis.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos a partir del analisis de las mutantes de la interfaz
generadas en este trabajo; el orden en el cual seran descritos estos resultados, es en base a su numeracion de la

secuencia de aminoacidos de la LvTrx,,. Es importante mencionar que durante el analisis de estas mutantes se
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haré una comparacion con la LvTrx,,. Ademas, para todos los experimentos se utilizé como control a la Trx de

E. coli, 1a cual se ha reportado como una Trx monomérica (ver Anexo III).

4.2 Mutante Trp-31-Ala de la LvTrx

El residuo Trp-31, representa el residuo mas voluminoso de la interfaz en la LvTrx.. El area accesible al
solvente (ASA, por sus siglas en ingles) para este residuo es de 178 A? y la superficie aportada del Trp-31 a la
interfaz es de 169 A? (94%), siendo el residuo que contribuye con mas superficie a la zona de la interfaz. Este
residuo se encuentra conservado en todas las Trx-1, por lo tanto, la sustitucion de este residuo por el residuo de
alanina podria comprometer la actividad de la Trx, sobre todo debido a la cercania que tiene con la Cys-32

(cisteina catalitica); sin embargo, la sustitucion de este residuo por alanina, podria desestabilizar la interaccion

entre monomMeros.

Esta variante fue evaluada por el método de filtracion en gel para analizar el estado de oligomerizacion de la
mutante Trp-31-Ala. El comportamiento observado para la mutante Trp-31-Ala en este ensayo (realizado en las
condiciones descritas), muestra dos poblaciones: una poblacién dimérica en menor proporcién con respecto a
la fraccidbn monomérica. A pesar de que este comportamiento es similar al observado para la LvTrx,,, esta

variante muestra una disminucion en el tiempo de retencion (Figura 23).

Ensayo de filtracion en gel de la LyvTrx mutante Trp-31-Ala

SOmM de DT
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Figura 23. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Trp-31-Ala (color amarillo), bajo condiciones reductoras a una
concentracion de 50 mM de DTT. Como control se muestra la LvTrx,, (color azul). La mutante Trp-31-Ala muestra dos poblaciones

(dimero-mondmero), de la cual, la poblacién monomérica es predominante bajo las condiciones en que se realizaron estos experimentos
(condiciones reductoras).
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Posteriormente se realizaron experimentos de DLS en presencia de 10 mM de DTT. Los resultados obtenidos,
mostraron un comportamiento similar al de la LvTrx,,, donde bajo condiciones reductoras la tinica poblacion
obtenida fue monomérica (Ru: 1.55 nm); mientras que en ausencia de DTT la poblacion que se obtuvo fue
dimérica (Ru: 2.4 nm), (Figura 24).

Distribucion de tamafio por volumen
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Figura 24. Radios hidrodinamicos por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante Trp-31-Ala
(mostrada en color amarillo). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E. coli (en
color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Rp), en presencia de DTT para la
mutante Trp-31-Ala fue de 1.55 nm, que corresponde a una poblacion monomérica; mientras que en ausencia de DTT, es evidente el
desplazamiento del equilibrio de la mutante Trp-31-Ala hacia la poblacion dimérica. El comportamiento de la mutante Trp-31-Ala fue muy
similar al comportamiento de la LvTrx,, El radio hidrodinamico en ausencia de DTT para la mutante Trp-31-Ala fue de 2.4 nm, mientras
que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo radio hidrodinamico que se observo en presencia de DTT.

El analisis de la mutante Trp-31-Ala por medio de estas dos técnicas en solucion (filtracion en gel y DLS),
muestra la existencia de un equilibrio mondémero-dimero, comportamiento similar a la LvTrx,, en ausencia y
presencia de DTT. Sin embargo, al perder superficie de interaccion en la zona de la interfaz con su contraparte
monomérica, provocado por la sustitucion del Trp-31 por la Ala-31, hace pensar que el arreglo dimérico no
deberia ser el mismo, a pesar de la similitud en comportamiento con la LvTrx,, en solucion. El hecho de no
poder definir mediante estas técnicas la pérdida o la formacion de nuevos contactos en la zona de la interfaz,
hace que la obtencidon de la estructura sea indispensable para definir y complementar el analisis de su
comportamiento. Por lo tanto, se procedio a la cristalizacion de esta mutante y la determinacion de su estructura
cristalografica, en una condicion distinta a la reportada para la LvTrx,,. Esta estructura present6é un dimero en
la unidad asimétrica, teniendo como grupo espacial P 2; 2; 21, con parametros de celda unidad de @ = 33.16, b
=62.67, c=99.33; a =90°  =90° y = 90°. El coeficiente de Matthews sugiere la presencia de dos copias en la
unidad asimétrica a una resolucion de 1.88 A. Este cristal fue difractado en un equipo de 4nodo rotatorio en el
LANEM. Los datos estadisticos de esta estructura cristalografica se presentan en la Tabla 2.

La estructura cristalografica de la mutante Trp-31-Ala presenta un dimero en la unidad asimétrica. Como se
menciond anteriormente, la localizacion que tiene el residuo Trp-31 en la estructura de la LvTrx,, es de gran
importancia, debido a que se encuentra ubicado al lado de la cisteina catalitica (Cys-32). Al analizar la estructura
de la mutante Trp-31-Ala, y compararla con el dimero de la LvTrx,;, es evidente la formacion de un arreglo
homo-dimérico distinto al encontrado en la matriz cristalina de la LvTrx,,, el cual no compromete el puente

disulfuro-intermolecular. Este nuevo arreglo dimérico muestra una rotacion de 55° cuando se sobrepone con la
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estructura cristalografica de la LvTrxw. Es importante mencionar que el puente disulfuro-intermolecular,
muestra una ocupacion parcial entre un estado oxidado y otro reducido del 50% en términos de ocupacion, por

lo tanto, en solucion deberian de existir estados monoméricos y diméricos (Figura 25).

o

@ Trp-31-Ala,,
O LvTrx,,

Cadena A

Figura 25. Sobreposicion de la estructura cristalografica de la mutante Trp-31-Ala y la estructura de la LvTrx,,, en la cual, la estructura
cristalografica de la mutante Trp-31-Ala muestra la eliminacion de la zona de la interfaz establecida para la formacion del dimero en la
LvTrx,,, debido a una rotacioén de 55° de uno de los monomeros.

El arreglo homo-dimérico de la mutante Trp-31-Ala da lugar a la formacion de nuevas interacciones: Ala-92
(N)y Ala-72'(0)a 2.9 A, Ala-72 (O) y Ala-92" (N) a 2.8 A que no estan presentes en el dimero cristalografico
de la LvTrx,:. Sin embargo, el servidor PISA no considera que esta interaccion homo-dimérica sea significativa
para considerarse una interaccion estable en solucion, obteniendo un valor de CSS (Complex Formation
Significance Score) de 0. Sustentando lo anterior, en la estructura cristalografica existen 7 moléculas de agua
(etiquetadas en este trabajo como S, por su significado en ingles Solvent), en la zona de la interfaz descrita para
la LvTrx,,. Las moléculas de agua localizadas en esta zona son: S-1, S-2, S-11, S-17, S-34, S-59 y S-76, de

acuerdo a la numeracion de la estructura cristalografica de la mutante Trp-31-Ala (Figura 26).
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Figura 26. Estructura cristalografica de la mutante Trp-31-Ala, en la cual se localizan 7 moléculas de agua (S-1, S-2, S-11, S-17, S-34, S-
59'Y S-76) en la zona de la interfaz reportada para la LvTrx,,. Las moléculas de agua se muestran como esferas en color rojo.

Es importante mencionar la permanencia y estabilidad que presenta el puente disulfuro-intermolecular, a pesar
de la ausencia de las interacciones que participan en la estabilidad del homo-dimero en la LvTrx,,. En la
estructura de la mutante Trp-31-Ala existe una doble conformacioén en una de las cisteinas involucradas en la
formacion del puente disulfuro-intermolecular, teniendo una ocupacion parcial del 50% en cada una de las
copias, siendo una con la cisteina en estado oxidado y otra con estado reducido. En el caso del puente disulfuro
catalitico de la cadena A, el 61%, muestra un estado oxidado, mientras que el 39% esta reducido. Para las
cisteinas que componen el sitio catalitico de la cadena B, ambas se mantienen en estado reducido. Por lo tanto,
el residuo Trp-31 es fundamental para establecer una interaccion estable entre mondmeros, ya que su ausencia
elimina las interacciones de la interfaz observadas en la LvTrx,,. Sin embargo, la ausencia del residuo Trp-31,
no es suficiente para desplazar el equilibrio a una poblacién absolutamente monomérica. Este andlisis

estructural, confirma los datos descritos en solucion (ver pagina 48).

Para complementar estos estudios, se utilizd la técnica de SAXS, para conocer la estructura tridimensional de
la mutante Trp-31-Ala en solucion. El comportamiento observado en el cromatograma para la mutante Trp-31-
Ala, mostro dos picos de elucion (dimero-monoémero) en proporciones iguales. La estructura obtenida a partir
del perfil experimental de SAXS del pico 1, muestra un R, = 20 £ 1.5 A, la distribucion P(r) es bimodal con
una Duax de 72.32 A. Al sobreponer la estructura cristalografica de la mutante Trp-31-Ala y el perfil
experimental de SAXS se obtiene un ajuste %> 1.34; lo cual permite concluir que el dimero encontrado en la
estructura cristalografica de la mutante Trp-31-Ala, es una de las poblaciones que esta presente en solucion.
Para la fraccion monomérica, la estructura de SAXS presento un Ry = 15 + 1.6 A, con una distribucion P(r)

esférica y una Diay de 44.36 A. (Figura 27).
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Figura 27. Perfil de elucion de HPLC de la mutante Trp-31-Ala acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucién muestra
aproximadamente el 50% de la poblacion, perteneciente al pico 1 (dimérica) y otro 50% correspondiente a dos poblaciones: una de ellas
(pico 2) corresponde a una poblacién monomérica. Sobreposicion de las estructuras obtenidas por SAXS vy las estructuras cristalograficas
muestran un buen ajuste entre modelos (y* 1.34 y %* 1.00, respectivamente).

La actividad para la mutante Trp-31-Ala se ve comprometida, mostrando un mayor retardo en la reduccion de
las cadenas de la insulina si se compara con la LvTrx,, ¢ incluso con la Trx de E. coli (Figura 28). La causa
mas probable por la cual esta variante no presenta la misma actividad que la LvTrx,,, spuede ser que la falta del
residuo Trp-31, debilite la interaccion con la TrxR retardando asi la regeneracion de la cisteina catalitica (Cys-
32). Es importante mencionar que el residuo triptéfano es uno de los pocos residuos que se encuentran

totalmente conservados en las Trx’s.
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Ensayo de actividad de la ZvTrx mutante Trp-31-Ala
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Figura 28. Ensayo de actividad de la mutante Trp-31-Ala utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. Esta mutante presenta actividad, sin embargo, se ve comprometida debida a la ausencia del triptofano que se ha descrito que es

importante para interaccionar con la TrxR, esto se confirma con el hecho de que la mutante Trp-31-Ala presenta una menor actividad que
la LvTrx,, y la Trx de E. coli.

4.3 Mutante Asp-60-Ser de la LvTrx

En esta mutante, el residuo Asp-60 fue sustituido por un residuo de serina. El residuo Asp-60, como se describi6
anteriormente, se encuentra localizado en un extremo de la interfaz de la LvTrx,,, formando un puente de
hidrégeno con el residuo Asp-60" del otro mondmero. Por lo tanto, inicialmente se pens6 que esta mutante, al
eliminar este puente de hidrogeno, podria ocasionar la entrada de moléculas de agua en la interfaz,
desestabilizandola, como ocurrio en la mutante Trp-31-Ala. Sin embargo, el ensayo de filtracion en gel muestra
lo contrario, en donde se observa mayoritariamente un pico correspondiente a la poblacion dimérica, y en mucho
menor proporcion, una poblacion monomérica sin importar la concentracion de DTT adicionada (Figura 29).

Mientras que en ausencia de DTT, s6lo se observa una poblacion dimérica.
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Ensayo de filtracion en gel de la LvTrx mutante Asp-60-Ser
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Figura 29. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Asp-60-Ser (color rojo), bajo condiciones reductoras a una
concentracion de 50 mM de DTT. Como control se muestra la LvTrx,, (color azul). La mutante Asp-60-Ser muestra dos poblaciones
(dimero-monomero), de la cual, la poblacion dimérica es predominante bajo condiciones reductoras.

Para corroborar el estado dimérico de la mutante Asp-60-Ser se realizo un ensayo de DLS, en el cual sin
importar la presencia o ausencia de DTT, la mutante Asp-60-Ser mostr6 un radio hidrodinamico (Ry) de 2.4
nm, correspondiente a una poblacion dimérica (Figura 30). A diferencia de la LvTrx,, y la mutante Trp-31-Ala,
la mutante Asp-60-Ser durante todos los experimentos en solucion, mostré un comportamiento dimérico,
incluso a concentraciones de 50 mM de DTT. Estos experimentos indican que el dimero formado por la mutante

Asp-60-Ser es mas estable, probablemente producto de la formacion de nuevas interacciones en la zona de la

interfaz descrita en la LvTrX,,.
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Figura 30. Radios hidrodindmicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Asp-60-Ser (mostrada en color rojo). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E.
coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. Elradio hidrodinamico (Ry), en presencia y ausencia de
DTT para la mutante Asp-60-Ser fue de 2.4 nm, que corresponde a una poblacién dimérica. El comportamiento mostrado por la mutante
Asp-60-Ser presenta un dimero mas estable, que podria ser producto de mas interacciones en la zona de la interfaz. El radio hidrodinamico
en ausencia de DTT para la LvTrx,, fue de 2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo
radio hidrodindmico que present6 en presencia de DTT.

Posteriormente se obtuvieron cristales de la mutante Asp-60-Ser en diferentes condiciones a las encontradas
parala LvTrx,, y para la mutante Trp-31-Ala. La estructura de la mutante Asp-60-Ser presenta un grupo espacial
C 1 2 1 con pardmetros de celda unidad de a = 58.40, b = 82.70, c= 82.20; & =90° f =102.50° y = 90°. El
coeficiente de Matthews sugiere la presencia de cuatro copias en la unidad asimétrica (dos dimeros), a una
resolucion de 2.0 A. El andlisis de la estructura cristalogréfica de la mutante Asp-60-Ser, mostro la presencia
de los dimeros casi idénticos a los encontrados en la estructura de la LvTrx,,. Este cristal fue difractado en la
linea 191D, del sincrotron de Chicago (APS). Los datos estadisticos de estas estructuras cristalograficas se

encuentran en la Tabla 2.

Como se demostrd tanto en experimentos en solucion como cristalograficos, la formacion de un dimero estable
para la mutante Asp-60-Ser es producto de interacciones nuevas en adicion de las interacciones establecidas en
la zona de la interfaz de la LvTrx,,. La interfaz de la mutante Asp-60-Ser estad conformada por 7 puentes de
hidrégeno: Thr-30 (Oy1) y Glu-63 (Oel) a 2.6 A, Lys-36 (N{) y GIn-67 (Oel) a 3.1 A, Ser-60 (Oy) y Glu-63
(0£2) a3.8 A, Met-74 (N) y Ala-72 (0) a 2.7 A, Glu-63 (Ogl) y Thr-30 (Oyl) a2.4 A, GIn-67 (Oel) y Lys-36
(NQ)a2.7 A, por ultimo Ala-72 (O) y Met-74 (N) a 2.8 A, cuatro de ellos también estan presentes en la interfaz
de la LvTrx,,. Sin embargo, la distancia de estas interacciones es menor, provocando un mayor acercamiento
entre mondmeros, asi como la pérdida de una carga en la zona de la interfaz, puede también estar facilitando la
interaccion entre monomeros. Los otros puentes de hidrogeno son establecidos con diferentes aminoacidos de
la interfaz y se mantiene la formacion del puente disulfuro-intermolecular entre las Cys-73 y la Cys-73" (Figura
31).
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Puentes de hidrogeno

Cabema A Distancha () Cadenu B

The-30 (Oy1) 26 Glu-63 (Ocl)
Lys-36 (NJ) 3l Glu67 (Oc)
Ser-60 (Oy) 38 Glu-63 (0£2)
Met-74 (N) 27 Ala-72(0)
Gilu63 (Oel) 24 The-30 (Oy1)
Glo-67 (Oel) 27 Lys-36 (NO)
Ala-72(0) 28 Met-74 (N)

Puentes disulfuro

Cys-73 (Sy)

Cys-73 (8Y)

Figura 31. Zona de la interfaz de la mutante Asp-60-Ser. Contactos establecidos entre los residuos: Thr-30 (Oy1) y Glu-63 (Ogl) a 2.6 A,
Lys-36 (N{) y GIn-67 (Oel) a 3.1 A, Ser-60 (Oy) y Glu-63 (Os2) a 3.8 A, Met-74 (N) y Ala-72 (0O) a 2.7 A, Glu-63 (Oel) y Thr-30 (Oy1)
a2.4 A, GIn-67 (Oel) y Lys-36 (N{) a 2.7 A, por ultimo Ala-72 (0) y Met-74 (N) a 2.8 A.

La zona de la interfaz de la mutante Asp-60-Ser esta conformada por 16 aminoacidos por monémero (Thr-30,
Trp-31, Cys-32, Gly-33, Pro-34, Lys-36, Val-59, ser-60, Glu-63, Ala-66, GIn-67, Ile-71, Ala-72, Cys-73, Met-
74y Ser-90), y con una superficie de 1,187 A2 1a cual representa un 20% del 4rea total de la superficie dimérica.
El valor PV (valor P hidrofobico), se define como la especificidad de la interfaz; valores por debajo de 0.5
indican que existe una alta especificidad, valores por arriba de 0.5 sugieren que esta interaccion es artificial
provocada por el empaquetamiento de las copias en la red cristalina. La energia de solvatacion para la interfaz
de esta mutante es de -12.8 kcal/mol, con un valor PV de 0.26. Existe otro valor por el cual se puede definir si
la interfaz es relevante para la formacion del complejo o no; este valor se define como CSS, que va de un rango
de 0 a 1. Valores cercanos a 1 se traducen en que es muy probable la formacion del complejo bioldgico, para el

caso de la LvTrx,. el CSS es de 0.781 y el valor de CSS para la mutante Asp-60-Ser es de 1.0.

Al comparar la extension de la interfaz entre la mutante Asp-60-Ser (1,187 A?) yla LvTrx,, (1,294 A), 1a interfaz
de esta mutante es menor. Esta disminucion es provocada por la entrada de moléculas de agua a la zona de la
interfaz en la zona donde se encuentra la mutacion, caso contrario a lo que sucede en la LvTrx,,, donde el residuo
Asp-60 bloquea el acceso a las moléculas de agua. Sin embargo, estas moléculas de agua (S-7, S-12, S-21 y S-
37) generan una red de interacciones entre los residuos de Trp-31, Asp-58 y Asp-60 de cada monomero,

haciendo atin mas estable la interfaz dimérica (Figura 32).
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Figura 32. Zona de la interfaz de la mutante Asp-60-Ser. La sustitucion del residuo aspartico por serina, provoca la entrada de moléculas
de agua en la zona de la interfaz, representadas como esferas en color rojo.

En el experimento de SAXS para la mutante Asp-60-Ser se obtuvo un pico de elucion, el cual mostré una
poblacion dimérica. Al obtener la estructura por SAXS, se comprob6 que tanto el perfil de elucion, como el
arreglo que tiene esta mutante en el estado cristalino es igual al presente en solucion. La estructura de SAXS de
esta mutante presenta una distribucion P(r) bimodal con un Dyux de 66.68 A y el valor experimental determinado
de Ry =20 + 0.1 A, que coincide con el R, calculado con la estructura cristalografica de la LvTrx,.. El ajuste

entre el modelo obtenido por SAXS y el obtenido por cristalografia de rayos-X fue de y? 1.76 (Figura 33).
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Figura 33. Perfil de elucion de la mutante Asp-60-Ser acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion muestra una poblacion

dimérica, asi como su estructura a baja resolucion.

La mutante Asp-60-Ser presenta una menor actividad en comparacion con la LvTrx,,y con la Trx de E. coli. La

causa por la cual se ve afectada su actividad es debida al arreglo dimérico que presenta esta mutante sin importar

el ambiente ya sea reductor u oxidante en el que se encuentre; sin embargo, la actividad que presenta la mutante

Asp-60-Ser no se compromete tanto como lo observado para la mutante Trp-31-Ala (Figura 34).

Ensayo de actividad de la LvTrx mutante Asp-60-Ser
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Figura 34. Ensayo de actividad de la mutante Asp-60-Ser utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. Esta mutante presenta actividad; observando una disminucion en su capacidad reductora en comparacion a la LvTrx,,; sin embargo,
su capacidad reductora no se ve comprometida como en la mutante Trp-31-Ala. Una posible explicacion de su actividad puede ser atribuida
al arreglo dimérico que presenta esta mutante sin importar el ambiente en el que se encuentre (reductor u oxidante).
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4.4 Mutante Ala-66-Arg de la LvTrx

El residuo de Ala-66 esta altamente conservado en las Trx's de diferentes especies (vertebrados, crustaceos y
en E. coli). Este residuo forma parte de patch hidrofobico en la zona de la interfaz, por lo tanto, este residuo
estd completamente embebido en el dimero cristalografico de la LvTrx,,. Para el caso de la mutante Ala-66-Arg
no existe un cambio con respecto a los resultados mostrados para la LvTrx,.: en el experimento de filtracion en
gel, la mutante Ala-66-Arg presentd una poblacion mayoritariamente monomeérica y una poblacion dimérica en

menor proporcion bajo condiciones reductoras (Figura 35).

Ensayo de filtracion en gel de la ZvTrx mutante Ala-66-Arg

50 mM de DT
Monoémero
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Figura 35. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Ala-66-Arg (color anaranjado), bajo condiciones reductoras a
una concentracion de 50 mM de DTT. Como control se muestra la LvTrx,, (color azul). La mutante Ala-66-Arg muestra dos poblaciones
(dimero-monoémero), de la cual, la poblacion monomérica es predominante bajo condiciones reductoras.

Posteriormente al realizar el experimento por DLS para la mutante Ala-66-Arg, la dispersion de esta muestra
mostr6 un pico que corresponde a un radio hidrodindmico (Rx) de 1.55 nm; el cual corresponde a una proteina
de peso aproximado de 12 kDa. En estos experimentos no se observo la presencia de ninguna poblacion
dimérica, como se presentd durante los experimentos de filtracion gel en presencia de DTT. Por otro lado, al
realizar el mismo experimento de DLS en ausencia de DTT es evidente la presencia de la poblacion dimérica

con un Ry de 2.4 nm, con ausencia de la poblacion monomérica (Figura 36).
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Distribucion de tamafio por volumen
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Figura 36. Radios hidrodinamicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Ala-66-Arg (mostrada en color anaranjado). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx
de E. coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Ry), en presencia y
ausencia de DTT para la mutante Ala-66-Arg fue de 2.4 nm, que corresponde a una poblacion dimérica. El radio hidrodinamico en ausencia
de DTT para la LvTrx,, fue de 2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo radio
hidrodinamico que present6 en presencia de DTT.

Por lo tanto, a partir de estos resultados y comparandolos con los resultados obtenidos de la LvTrx,, la
sustitucion de la Ala-66 por un residuo de arginina, no fue suficiente para poder desestabilizar la formacion
dimérica. Para esta la mutante, se probaron distintas condiciones de cristalizacion; sin embargo, no se han
encontrado condiciones 6ptimas para el crecimiento de cristales de esta proteina. Al no contar con la estructura
cristalografica se obtuvo la estructura a baja resolucion por medio de SAXS; el perfil de elucién utilizado para
obtener la estructura en solucion fue poco resolutivo (considerando que la muestra fue enviada de Cuernavaca
a Francia en solucién y manteniendo, en la medida de lo posible, la temperatura de la muestra a 4°C.), mostrando
4 picos de elucion con baja resolucion entre ellos (no fue posible separar los picos de manera independiente).
Sin embargo, al tomar el pico de mayor absorbancia (pico 2), se logrd obtener una estructura con un volumen
similar al dimero cristalografico de la LvTrx,,, con una distribucion P(r) bimodal no tan definida, un Dmax 72.55
Ay un Ry de 20 + 0.2 A; mostrando a partir de estos parametros un ajuste x> de 3.56 con la estructura

cristalografica (Figura 37).
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Figura 37. Perfil de elucion de la mutante Ala-66-Arg acoplada a una linea de SAXS. El perfil de eluciéon no muestra de forma clara una
buena resolucion de la muestra, sin embargo, al obtener la estructura del pico de mayor absorbancia (pico 2), se logro obtener una estructura
a baja resolucion, la cual presenta un volumen similar al dimero de la LvTrx,,.

La actividad de la mutante Ala-66-Arg es la primera variante que tiene un comportamiento similar a la
observada en la LvTrx,,(Figura 38), teniendo relacion con todos los resultados previamente descritos (filtracion
en gel, DLS, SAXS).

Ensayo de actividad de la ZvTrx mutante Ala-66-Arg
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Figura 38.Ensayo de actividad de la mutante Ala-66-Arg utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. La actividad de esta mutante es similar a la observada en la LvTrx,,.
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4.5 Mutante Cys-73-Ser de la LvTrx

Tomando en cuenta los resultados obtenidos por la ATrx se concluia que la mayor contribucion de esta

interaccion provenia de las otras interacciones de la interfaz. Sin embargo, para la LvTrx,, el puente disulfuro-

intermolecular mediado por el residuo Cys-73 parece ser muy estable bajo condiciones reductoras. Por lo tanto,

este residuo fue sustituido por el residuo serina con la intencién de preservar un ambiente hidrofilico y definir
el papel que tiene la Cys-73 en la formacion del dimero. En el experimento de filtracion en gel, la mutante Cys-

73-Ser, presenta un comportamiento monomeérico sin la existencia de alguna poblacion dimérica minoritaria

(Figura 39).

Ensayo de filtracion en gel de la LyvTrx mutante Cys-73-Ser
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Figura 39. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Cys-73-Ser (color verde), bajo condiciones reductoras a una
concentracion de 50 mM de DTT. Como control se muestra la LvTrx,, (color azul). La mutante Cys-73-Ser muestra una poblacion

correspondiente al mondmero.

Al realizar el experimento por DLS para la mutante Cys-73-Ser, se observo un pico de dispersion con un Ry de

1.5 nm que corresponderia a una proteina con un peso aproximado de 12 kDa. Este resultado fue sustentado por

la dispersion que mostr6 la Trx de E. coli (Trx monomérica), con un radio hidrodindmico similar al de la mutante

Cys-73-Ser. Ambos experimentos apuntan a que el residuo Cys-73 es responsable de la dimerizacion de la

LvTrx,.. (Figura 40).
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Distribucion de tamaio por volumen
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Figura 40. Radios hidrodinamicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Cys-73-Ser (mostrada en color verde). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E.
coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Ry), en presencia y ausencia de
DTT para la mutante Cys-73-Ser fue de 1.6 nm, que corresponde a una poblaciéon monomérica, comprobado por el perfil de dispersion de
la Trx de E. coli, en la cual se mantuvo el mismo radio hidrodinamico en ausencia y en presencia de DTT.

La estructura cristalografica de la mutante Cys-73-Ser; presenta un grupo espacial P 4, 2; 2 con parametros de
celda unidad de @ = 63.17, b = 63.17, c¢= 56.03; @ =90° f =90° y = 90°. El coeficiente de Matthews sugiere la
presencia de una copia en la unidad asimétrica, a una resolucion de 2.0 A. Este cristal fue difractado en la linea

191D, del sincrotron de Chicago (APS).

Al analizar la estructura cristalografica de esta mutante, por primera vez en todas las estructuras cristalograficas
descritas en esta tesis, se muestra que la unidad asimétrica esta constituida por una sola copia y no hay alguna
posible interaccion entre sus vecinos cristalograficos para dar lugar a la formacion del dimero. Este mondmero
mantiene interacciones entre sus propios residuos y no con otro monémero vecino: Met-74 (N) y Ala-72 (O) a
2.6 A y finalmente Ala-72 (O) y Met-74 (N) a 2.6 A. La energia de solvatacion para la interfaz de esta mutante
es de -6.6 kcal/mol, con un valor PV de 0.30. Sin embargo, al analizar la interfaz que se forma con el vecino
cristalografico, el servidor PISA arroja un valor CSS de 0.10, validando la nula posibilidad de una posible
interaccion dimérica en solucion. Por lo tanto, el cambio Cys-73-Ser, resulta ser clave para establecer una
conformacion monomérica, sin comprometer su actividad como Trx, lo anterior comprobado por ensayos de
actividad, ensayos de filtracion en gel, DLS y por estudios cristalograficos. Si bien, es importante mencionar
que las estructuras cristalograficas de la LvTrx,, y de la mutante Cys-73-Ser, muestran un arreglo cristalino casi
idéntico, en el cual la distancia en la zona de la interfaz en la mutante Cys-73-Ser aument6 con respecto a la
LvTrx,, como se observa en la Figura 41. Por lo anterior, un estudio de SAXS es fundamental para confirmar

el comportamiento monomérica o dimérico de esta mutante.
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Figura 41. Diferencia en distancia entra la interfaz de la LvTrx,, y la interfaz de la mutante Cys-73-Ser de la mutante, mostrando tener esta
ultima interfaz mayor distancia con su vecino cristalografico (una distancia mayor a 4 A).

También se observo que los vecinos cristalograficos del mondémero de la mutante Cys-73-Ser, se encuentran
arreglados de tal manera que pueden generar un dimero parecido a la LvTrx,,; sin embargo, la distancia entre
el vecino cristalografico y el monomero de la mutante Cys-73-Ser es mayor y el residuo Ser-73 no tiene ningan

contacto con su contraparte monomérica.

Con el fin de determinar el modelo ab-initio de la mutante Cys-73-Ser, se obtuvo su curva experimental
mediante SAXS. El perfil de elucion observado mostré un pico de elucion, el cual corresponde a la poblacion
monomérica, caso contrario a lo ocurrido con la mutante Asp-60-Ser. La distribucion P(r) es esférica con un
Dinax 0 43.86 A y un Rg =14 + 1.4 A. Al sobreponer el monémero de la estructura cristalogréfica de la mutante
Cys-73-Ser con la estructura obtenida a partir del perfil de dispersion de SAXS, se observa el mismo volumen
obteniendo un ajuste entre los dos modelos de ? de 1.0 (Figura 42). De hecho, si se compara el ajuste obtenido
entre los modelos por SAXS y las estructuras cristalograficas correspondientes a las mutantes Trp-31-Ala, Asp-
60-Ser y la LvTrx., la mutante Cys-73-Ser tiene el mejor ajuste entre los modelos de SAXS y el modelo

cristalografico.
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Figura 42. Perfil de elucion de la mutante Cys-73-Ser acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion muestra una poblacion
monomeérica, asi como su estructura a baja resolucion.

La actividad que presenta la mutante Cys-73-Ser es similar a la LvTrx,, y a la mutante Ala-66-Arg (Figura 43);
de hecho, al ser la tinica mutante que presenta solo la conformacion monomérica, la reduccion de las cadenas

de la insulina ocurre en un periodo de tiempo ligeramente mas rapido que la mutante Ala-66-Arg.

Ensayo de actividad de la ZvTrx mutante Cys-73-Ser
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Figura 43. Ensayo de actividad de la mutante Cys-73-Ser utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. La actividad de esta mutante es similar a la observada en la LvTrx,, y a la mutante Ala-66-Arg.
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4.6 Mutante Met-74-Glu de la LvTrx

Otro de los residuos potenciales para desestabilizar la interfaz en la LvTrx,, es el residuo de Met-74, ya que al
igual que el residuo de Ala-66, la Met-74 se encuentra embebida en la zona de la interfaz en la parte del Core
y que ademas interacciona con el residuo Ala-72 para dar lugar a la formacién de dos puentes de hidrégeno en
esta zona. Posterior a su expresion y purificacion, se realizé el ensayo de filtracion en gel para la mutante Met-
74-Glu, en el cual se observaron dos poblaciones (dimero-mondémero), comportamiento similar a la LvTrx,, a

la mutante Ala-66-Arg y a la mutante Trp-31-Ala (Figura 44).
Ensayo de filtracion en gel de la LvTrx mutante Met-74-Glu
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Figura 44. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Met-74-Glu (color gris), bajo condiciones reductoras a una
concentracion de 50 mM de DTT. Como control se muestra la LvTrx,, (color azul). La mutante Met-74-Glu muestra al menos dos
poblaciones, de la cuales, la poblacion monomérica es predominante bajo condiciones reductoras.

En el ensayo de DLS para la mutante Met-74-Ser, se observa una dispersion correspondiente a un pico de radio
hidrodinamico (Ry) de 1.55 nm que corresponderia a una proteina de peso aproximado de 12 kDa. En estas
muestras no se observo la presencia de alguna poblacion dimérica, como se present6 durante los experimentos
de filtracion gel. En ausencia de DTT, el pico de dispersion correspondia a una poblacion dimérica similar a lo

observado en la LvTrx,, y en las mutantes, Ala-66-Arg y Trp-31-Ala (Figura 45).
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Figura 45. Radios hidrodindmicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Met-74-Glu (mostrada en color gris). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E.
coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Ry), en presencia y ausencia de
DTT para la mutante Met-74-Glu fue de 1.55 nm y 2.4 nm, respectivamente. El comportamiento mostrado por la mutante Met-74-Glu en
ausencia de DTT presenta un dimero y en presencia de DTT presenta un mondmero. El radio hidrodinamico en ausencia de DTT para la
LvTrx,, fue de 2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo radio hidrodinamico que
present6 en presencia de DTT.

Al igual que la mutante Ala-66-Arg, no se ha podido obtener una condicion de cristalizacion para la mutante
Met-74-Glu. Sin embargo, se obtuvieron las estructuras por SAXS para dos poblaciones de la mutante Met-74-
Glu (dimérica y monomérica). Para la poblacion dimérica (primer pico), que representa el 10% del total de la
muestra y un 90% el otro pico de eluciéon (mondémero). El P(r) que present6 el dimero fue una distribucion
bimodal y para el mondmero fue una distribucion esférica; el Dmax fue de 75.46 A, 47.9 Ay el Rg=20+0.1 A
y 15+ 1.6 A, respectivamente. Llama la atencion el hecho de que las proporciones en la fraccién monomérica

se ve mayormente favorecida que la dimérica, caso contrario a lo sucedido con la LvTrx,, (Figura 46).
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Figura 46. Perfil de elucion de la mutante Met-74-Glu acoplada a una linea de SAXS-COACH. El perfil de eluciéon muestra a la poblacién
dimérica y monomérica, asi como sus estructuras a baja resolucion.

La actividad que presenta la mutante Met-74-Glu es muy similar a la observada para la mutante Trp-31-Ala
(Figura 47), lo cual parece indicar que al adicionar una carga negativa en la zona del Core en la zona de la

interfaz hace que la interaccion con la TrxR no sea tan directa provocando una disminucion o un retardo al

reducir los puentes disulfuro de la insulina.
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Figura 47. Ensayo de actividad de la mutante Met-74-Glu utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. La actividad de esta mutante se ve comprometida de manera similar a la observada en la mutante Trp-31-Ala.

Los datos estadisticos de la integracion y afinamiento de las estructuras cristalograficas de las mutantes trp-31-

Ala, Asp-60-Ser y Cys-73-Ser, se encuentran en la Tabla 2.

Finalmente, en el anexo III, se muestra la funcidon de correlacion de todas las mutantes, asi como de la LvTrx

silvestre obtenidos por la técnica de DLS y SAXS.
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Tabla 2. Parametros obtenidos a partir de las estructuras determinadas por difraccion de rayos-X de las mutantes Trp-31-Ala, Cys-73-

Ser y Asp-60-Ser.

Parametros

Cédigo PDB

Trp-31-Ala Cys-73-Ser

5g2z 5g31

Asp-60-Ser
5g30

Fuente de rayos-X

Longitud de onda (A)
Grupo espacial
Dimensiones (celda
unitaria)

a,b,c(A)

o, B, y angulos (°)

Rango de resolucion (A)
No. De reflexiones

No. De reflexiones inicas

Integridad (%)
merge (70)

CC(1/2)

I/o(I)

Redundancia

Unidad asimétrica

Coeficiente de Matthews

A%/Da (Vs % solvente)

R /R (%)

No. de atomos
Proteina
Ton/ligando
Agua

Valor-B (Az)

Proteina
ITon/ligando
Agua

Wilson plot (AZ)

Longitud de uniones (A)
Longitud de angulos (°)
Error de coordinacion
(maximum-likelihood base)
Ramachandran plot (%)
Regiones mas favorecidas
Regiones adicionales
permitidas

Regiones no permitidas

Estadistica (colecta de datos)
Anodo rotatorio RAXIS- APS beamline 191D
IV++ image plate
1.5418 0.9791
P2,2,2 P4,2,2

33.15, 62.67,99.33 63.17, 63.17, 56.03

90.0, 90.0, 90.0 90.0, 90.0, 90.0
23.43-1.88 44.86-2.0
69277 95631

17415 8227

99.4 (100) 100 (100)
3.9 (20.6) 4.6 (33.6)
0.999 (0.954) 0.994 (0.983)
17.6 (4.6) 31.7 (7.6)
4.0 (3.9) 11.6 (11.9)
Dimero Monoémero
2.15(42.78) 2.33 (47.19)

Estadistica (afinamiento)

18.95/23.64 20.81/23.93
1668 866
0 1
140 54
28.26 35.66
0 60.29
35.02 40.67
23.21 25.8
Rmsd estereoquimica ideal
0.007 0.008
0.838 0.908
0.20 0.18
96.65 97.22
3.35 2.78
0 0

APS beamline 191D

0.9791
Cl21

58.40, 82.70, 82.20
90.0, 102.5, 90.0

19.46-1.65

119281
45126

98.4 (97.2)

4.0 (25.4)
0.996 (0.891)
15(3.3)
2.6(2.7)

2 Dimeros
2.02(39.07)

16.53/20.08

3456
26
391

19.79
36.39
32.60
13.27

0.006

0.855
0.18

97.21
2.79
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4.7 Andlisis cristalografico del puente disulfuro-intermolecular a distintas dosis de
energia

Con el fin de analizar la tolerancia del puente disulfuro Cys-73—Cys-73", frente a la reduccion quimica causada
por la dosis depositada en experimentos de cristalografia, dos cristales de LvTrx,, fueron difractados bajo
diferentes flujos de rayos-X (cambios en transmision). Como se describié en la metodologia, los cristales fueron
nombrados como LvTrxu-1x (8% de transmision, flujo de 1.33x10'! ph s7) y LvTrxw-3x (27% de la
transmision, flujo de 4.14x10" ph s7/). Diez datasets fueron colectados para cada cristal, con el proposito de
analizar el aumento secuencial de la dosis depositada por el cristal. Especificamente, se observaron cambios en
la densidad electronica correspondiente a la region de puente disulfuro-intermolecular (Cys73-Cys73 ') y entre
el puente disulfuro del sitio catalitico (Cys-32-Cys-35) de cada monémero. El deterioro de la densidad
electronica es dependiente del incremento de la dosis depositada. El calculo de la dosis depositada se realizo

con el programa, RADDOSE (Murray et al., 2004; Paithankar et al., 2009; Paithankar & Garman, 2010).

Para el caso del cristal LvTrx,.-1x, el puente disulfuro-intermolecular (Cys-73--Cys-73") se mantuvo estable,
incluso alcanzando una dosis depositada de 34 MGy?. Sin embargo, a una dosis de 3.4 MGy, este puente
disulfuro muestra la aparicion de dobles conformaciones en los atomos Sy de los residuos Cys-73--Cys-73",
pero no se compromete del todo la formacion del puente disulfuro-intermolecular el cual mantiene al menos
una ocupacion del 60%. En el caso del puente disulfuro del sitio catalitico (Cys-32--Cys-35) de cada mondmero,
la dosis a la que este enlace fue totalmente reducido fue de aproximadamente 34 MGy (Figura 48a-h). Al
comparar la dosis depositada necesaria para reducir puentes disulfuro de otras proteinas (anexo III) hace

evidente la gran tolerancia que tienen los puentes disulfuro de la LvTrx,. frente a los dafios por radiacion.

En la literatura, se ha publicado que la mayoria que los puentes disulfuro son completamente reducidos a una
dosis absorbida de ~ 13 MGy o menos. En cristales de lisozima de clara de huevo (CEWL, por sus siglas en
inglés), todos los puentes disulfuro fueron totalmente reducidos a ~ 1 MGy (Cys-6--Cys-127; Cys-30--Cys-
115; Cys-64--Cys-80; Cys-76--Cys-94) (Sutton et al., 2013); en cristales de proteina de la TcAChE (Torpedo
californica, acetilcolinesterasa), s6lo uno de los tres puentes disulfuro fue totalmente reducido a una dosis
absorbida de ~ 6 MGy (Cys-265--Cys-254) (Weik et al., 2000); en cristales de proteinas de tripsina, s6lo uno
de seis puentes disulfuro fue reducido a ~7 MGy (Cys-191--Cys-220) (Leiros et al., 2001). Por ultimo, en
cristales de elastasa, todos los puentes disulfuro fueron totalmente reducidos a ~13 MGy (Cys-58--Cys-42; Cys-
182--Cys-168; Cys-220--Cys-191; Cys-136--Cys-201) (Petrova et al., 2010). No se reportd hasta que dosis

depositada fueron rotos los puentes disulfuro restantes de cada una de las proteinas; sin embargo, mencionan la

2 MGy: Los Grays son las unidades del Sistema internacional que cuantifican la dosis absorbida y se definen como 1 joule de energia por
cada kilogramo de material.
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aparicion de conformaciones alternativas conforme aumenta la dosis depositada en el cristal, provocando una

disminucién en la ocupacion para la formacion del puente disulfuro.

Por lo tanto, la dosis absorbida determinada necesaria para provocar la disrupcion del puente disulfuro del sitio
catalitico en la LvTrx,, 34 MGy parece alto, sobre todo considerando que el sitio catalitico de todas las Trx’s
es muy reactivo y dindmico (Holmgren, 1981), y mas aun considerando que el pH de la condicion de
cristalizacion de la LvTrx,,, fue de 4.6, lo que deberia favorecer mas su reduccion. Para el cristal LvTrx,,-1x, la
dosis absorbida calculada, se encuentra en el limite de dosis estimado para comprometer la informacion
biolégica en cristales de proteina de 30 MGy (limite de Garman; Owen et al., 2006). Por lo tanto, una posible
explicacion de la tolerancia del puente disulfuro del sitio catalitico a una alta dosis depositada, sea debido al
arreglo y localizacion del sitio catalitico de cada mondmero de la LvTrx,, en la red cristalina. Es decir, el puente
disulfuro del sitio catalitico de cada mondmero se encuentra embebido en el area de interfaz dimérica, lo que
provoca una tolerancia al dafio por radiacion. Este argumento se basa en que el area de superficie accesible al
solvente (ASA) de las cisteinas cataliticas que es de ACys-32: 0 A% ACys-35: 0.2 A2 y BCys-32: 0 A2, BCys-
35: 4.2 A2, datos calculados por el programa AREAIMOL (Lee & Richards, 1971; Winn et al., 2011), que
demuestra que estas cisteinas no estan tan expuestas al solvente. Al analizar los puentes disulfuro mas afectados
por la dosis de radiacién depositada (ver anexo III), de manera general los mas expuestos al solvente son los
mas susceptibles a la radiacion. En el caso del cristal LvTrx,-3X, el analisis de las estructuras cristalograficas
mostré que el puente disulfuro del sitio catalitico de cada mondmero, fue reducido a una dosis de 32 MGy.
Estos datos son similares a los reportados para el cristal LvTrx,,~1x, en donde el puente disulfuro del sitio
catalitico es reducido a 34 MGy. A pesar del hecho de que el puente disulfuro-intermolecular exhibe una doble
conformacion en los primeros siete datasets, este puente disulfuro se mantuvo estable en el estado oxidado con
una ocupacion de al menos 40% hasta una dosis de 85 MGy, en el que la reduccion de este enlace fue completa

(Figura 49a-h).

La tolerancia que presenta el puente disulfuro-intermolecular al dafio por radiacion es inusual, porque este
puente disulfuro es el que se encuentra mas expuesto al solvente con un ASA de ~50 A2, Este resultado sugiere
que el mantenimiento de esta interaccion covalente podria depender de los residuos que participan en la interfaz
del dimero de la LvTrx,, u otros residuos contiguos que modifiquen el microambiente de las cisteinas
involucradas, sin embargo, la exposicion al solvente parece no ser un factor que comprometa la estabilidad del
puente disulfuro-intermolecular. El resumen del deterioro secuencial de los puentes disulfuro del sitio catalitico
y del puente disulfuro-intermolecular puede ser visto en un video en los materiales suplementarios. Los datos

estadisticos de estas estructuraras cristalograficas se encuentran resumidas en la Tabla 3 y 4.
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Figura 48. Estructuras cristalograficas de LvTrx,,~1x que muestran el deterioro de los puentes disulfuro (ACys-32--ACys-35, ACys-73--BCys-73' y BCys-32--BCys-35) causado por el dafio por radiacion
en una coleccion de datos secuencial de 10 datasets con el 8% de transmision, 1.33x10" p4 s7/. Densidad electrénica del mapa 2Fo-Fc mostrado en color gris a 1.0 o. (a) Primer estructura colectada a 3.4
MGy; (b) Segunda estructura colectada a 6,8 MGy; (¢) tercera estructura colectada a 10.3 MGy; (d) Sexta estructura colectada a 20.6 MGy; (e) Septima estructura colectada a 24 MGy; (f) Octava estructura
colectada a 27.4 MGy; (g) Novena estructura colectada a 30.9 MGy; (h) Decima estructura colectada a 34.3 MGy, demostrando que hasta esta dosis, el puente disulfuro del sitio catalitico de las cadenas
A 'y B se reduce completamente (resaltado en évalos rojos), mientras que el puente disulfuro-intermolecular se mantiene estable con una ocupacion del 60% formando el puente disulfuro y con una
ocupacion del 40% como cisteinas libres. Para fines practicos, la cuarta y quinta estructura no se mostraron, ya que estos datos no proporcionaron mas informacion. La dosis calculada para estas estructuras
fue de 13.7 MGy y 17.1 MGy, respectivamente.

75



Figura 49. Estructuras cristalograficas de LvTrx,,~-3x que muestran el deterioro del puente disulfuro de cada sitio catalitico (ACys-32--ACys-35and BCys-32--BCys-35) y del puente disulfuro-intermolecular
(Cys-73--Cys-73'") causada por dafio por radiacion. El flujo con el que se difract el cristal LvTrx,,-3x fue de tres veces mas alto que en el cristal de la LvTrx,~1x, esto es 27% de transmision, 4.14x10'! ph
571 (A) Primera estructura colectada a 10.7 MGy; (B) Segunda estructura colectada a 21.3 MGy; (C) Tercera estructura colectada a 32 MGy, una dosis a la que el puente disulfuro del sitio catalitico fue
completamente reducido, similar a lo que se obtuvo en el cristal de la LvTrx,,~1x; (D) Cuarta estructura colectada a 42.7 MGy; (E) Quinta estructura colectada a 53,4 MGy; (F) Sexta estructura colectada
a 64.1 MGy; (G) Séptima estructura colectada a 74.8 MGy; (H) Octava estructura colectada a 85.4 MGy, demostrando que a esta dosis, el puente disulfuro de la interfaz esta completamente reducido
(Resaltado con un 6valo rojo). La novena y décima estructura no se muestran, debido no mostraron diferencia con relacion al dataset 8. Densidad electronica del mapa 2Fo-Fc mostrado en color grisa 1.0
G.
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Tabla 3. Parametros obtenidos a partir de las estructuras determinadas por difraccion de rayos-X del cristal LvTrx,,-1x

Parametros

LvTrx-1x (1)

LvTrx-1x (2)

LvTrx-1x (3)

LvTrx-1x (6)

LvTrx-1x (7)

LvTrx-1x (8)

LvTrx-1x (9)

LvTrx-1x (10)

Estadistica

Fuente de rayos-X

Longitud de onda (A)

Grupo espacial

Dosis absorbida (MGy)

Dimensiones de la celda
unitaria
a, b, c(A)

a, B, y angulos (°)

Rango de resolucién (A)
No. de reflexiones

No. of reflexiones
Unicas

Integridad (%)

R (%)

sym

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

34

57.18, 57.18,
117.62

90.0, 90.0,
120.0

28.59-1.65
86984

26586

99.9 (99.8)

3.8(43.9)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

6.8

57.21, 57.21,
117.75,

90.0, 90.0,
120.0

28.60-1.71
76685

23647

98.0 (91.6)

3.4(34.3)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

10.3

57.24, 57.24,
117.85

90.0, 90.0,
120.0

28.61-1.65
84052

25952

98.2 (92.8)

3.7 (50.5)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

20.6

57.44, 57.44,
117.90,

90.0, 90.0,
120.0

45.83-1.72
63098

23101

96.7 (95.5)

6.9 (39.1)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

24.0

57.41, 57.41,
117.85

90.0, 90.0,

120.0

45.80-1.74
61524

22342

97.0 (96.1)

6.9 (39.6)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

27.4

57.36, 57.36,
117.85,
90.0, 90.0,
120.0
45.75-1.76
61048

21661

97.3(95.7)

7.6 (40)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

30.9

57.46, 57.46,
117.90,

90.0, 90.0,

120.0

45.85-1.80
61404

20239

96.6 (96.4)

5.2 (40.4)

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

343

57.21,57.21,
117.95

90.0, 90.0,
120.0
27.80-1.84
61761

18958

97.3(90.7)

4.8 (42.4)

77



I/o(l)
Multiplicidad
Unidad Asimétrica
Afinamiento

R /R (%)

worl free
02
B-value (A')
Proteina
lon/Ligando
Agua

Global (Atomos)

Wilson plot B-value (Az)

RMSD

Longitud de enlaces (A)

Longitud de
angulos (°)

Coordinate error

(Maximum-Likelihood

Base) (A)

Ramachandran plot

(%)

Regiones mas
favorecidas

Regiones
permitidas

15.9 (2.4)
3.3(3.3)

Dimero

18.87/22.33

32.21
37.69
31.63

24.97

0.005

0.924

0.19

97.75

2.25

18.0 (2.9)
3.2(3.0)

Dimero

18.39/23.41

26.8

35.63
38.98
33.80

25.8

0.005

0.899

0.23

97.78

2.22

15.0 (2.0)
3.2 (3.0)

Dimero

19.22/23.15

30.4

38.31
41.64
36.78

26.46

0.005

0.921

0.20

97.32

2.68

7.5(2.0)
2.7 (2.5)

Dimero

18.77/22.98

25.53
32.69
37.68
31.96

25.93

0.005

0.940

0.26

97.32

2.68

7.7 (2.0)
2.8(2.6)

Dimero

18.76/23.72

26.31
34.35
37.46
32.70

26.67

0.005

0.932

0.25

97.77

2.23

7.3(2.0)
2.8(2.6)

Dimero

18.66/23.93

25.05
35.97
36.74
32.58

27.21

0.004

0.816

0.26

97.32

2.68

7.2 (1.36)
2.5(2.2)

Dimero

18.66/23.37

25.64
35.47
36.75
32.62

27.90

0.005

0.867

0.24

97.31

2.69

13.0 (2.8)
3.3(3.2)

Dimero

18.45/21.72

28.52
51.61
39.21
39.78

30.01

0.005

0.885

0.21

97.75

2.25
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Regiones no
permitidas

Tabla 4. Parametros obtenidos a partir de las estructuras determinadas por difraccion de rayos-X del cristal LvTrx,,~3x

Parametros

LvTrx-3x (1)

LvTrx-3x (2)

LvTrx-3x (3)

LvTrx-3x (4)

LvTrx-3x (5)

LvTrx-3x (6)

LvTrx-3x (7)

LvTrx-3x (8)

Estadistica

Fuente de rayos-X

Longitud de onda (A)

Grupo espacial

Dosis absorbida (MGy)
Dimensiones de la celda
unitaria

a, b, c(A)

a, 8, y angulos (°)

Rango de resolucion (A)
No. de reflexiones

No. of reflexiones

Unicas

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

10.7

57.49, 57.49,
117.92

90.0, 90.0,
120.0

28.75-1.46

108975

38937

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

21.3

57.55, 57.55,
118.02,

90.0, 90.0,
120.0

27.95-1.60

97790

29741

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

32.0

57.61, 57.61,
118.05

90.0, 90.0,
120.0

28.80-1.70

81543

24912

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

42.7

57.65, 57.65,
118.06,

90.0, 90.0,
120.0

25.90-1.80

69057

21055

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

53.4

57.68, 57.68,
118.05

90.0, 90.0,

120.0

28.01-1.88

60539

18546

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

64.1

57.70, 57.70,
118.05,
90.0, 90.0,
120.0
28.02-1.96
53701

16387

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

74.8

57.69, 57.69,
118.02,

90.0, 90.0,

120.0

28.02-2.05

46718

14356

DLS Beamline
124

0.9686

P3,12

85.4

57.70, 57.70,
118.02

90.0, 90.0,
120.0
28.85-2.15
40484

12470
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Integridad (%)
R__ (%)

sym
I/o(l)
Multiplicidad
Unidad Asimétrica
Afinamiento
Ruor/ Ree (%)
B-value (i\z)
Proteina
lon/Ligando
Agua
Global (Atomos)
Wilson plot B-value (Az)
RMSD
Longitud de enlaces (A)

Longitud de
angulos (°)

Coordinate error
(Maximum-Likelihood

Base) (A)

Ramachandran plot
(%)

99.6 (99.4)

2.5(38.4)
21.8(3.2)
3.3(3.2)

Dimer

19.95/22.02

24.83
47.50
38.0

36.77

20.55

0.004

0.861

0.18

99.6 (99.4)
2.7 (39.9)
21.5 (3.1)
3.3(3.3)

Dimer

18.67/23.36

23.88
42.28
36.65
34.27

23.61

0.006

1.027

0.18

99.6 (99.6)

2.9 (44.0)
21.1(2.8)
3.3(3.2)

Dimer

18.71/20.67

28.13
52.88
40.39
40.46

26.69

0.004

0.824

99.8 (99.6)
3.3 (40.5)
19.2 (3.1)
3.3(3.3)

Dimer

18.58/22.65

29.22
51.69
41.02
40.64

29.43

0.004

0.826

0.21

99.8 (99.6)
3.9 (42.1)
16.7 (2.9)
33(3.2)

Dimer

18.23/22.63

31.2

55.57
41.61
42.79

31.99

0.005

0.932

0.23

99.9 (99.6)
4.5 (45)
14.9(2.9)
33(3.2)

Dimer

17.78/21.72

34.54
61.46
43.77
46.65

34.28

0.004

0.842

0.19

99.6 (99.7)
4.8 (42.6)
14.4(3.0)
3.3(3.3)

Dimer

18.66/23.37

34.29
52.27
42.05
42.87

36.30

0.004

0.756

0.24

99.6 (99.6)
5.0 (36.7)
14.1(3.5)
3.2(3.2)

Dimer

18.03/24.63

36.59
64.22
44,55
48.45

37.78

0.006

0.938

0.25
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Regiones mas 97.77 97.32 97.75 97.30 98.20 97.75 98.19 97.75
favorecidas

Regiones 2.23 2.68 2.25 2.70 1.80 2.25 1.81 2.25
permitidas

Regiones no 0 0 0 0 0 0 0 0
permitidas
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Capitulo 5

5.1 Discusion

Se demostré que la LvTrx,, tiene la caracteristica de formar dimeros, tanto en solucion como en estado
cristalino, lo anterior comprobado mediante estudios bioquimicos y estructurales. Ademads, la LvTrx,, mostro

ser activa en conjunto con la TrxR de rata (en un sistema heterélogo TRX).

En los experimentos realizados en esta tesis se determind que la estabilizacion del dimero esta mediado por un
puente disulfuro-intermolecular, conformado por el residuo Cys-73 de cada unidad monomérica. Ademas del
puente disulfuro (Cys-73—Cys-73"), los residuos: Trp-31, Val-59, Ala-66, Ile-71, Met-74, Thr-30, Cys-32,
Gly-33, Pro-34, Lys-36, Asp-60, Glu-63, Gln-67, GIn-70, Ala-72, estan involucrados en la interaccion dimérica,
formando alrededor de 85 contactos que se encuentran a menos de 4 A entre si, mas la formacién de 7 puentes

de hidrégeno. Entre todos estos residuos y sus interacciones, la extension de la zona de la interfaz es de 1,294

A2

El puente disulfuro-intermolecular fue resistente a altas concentraciones de DTT (hasta 50 mM). Por lo tanto,
es posible que la TrxR o incluso otra proteina o molécula (por ejemplo, glutation) podria estar reduciendo al
puente disulfuro-intermolecular como primera accion, dando lugar a una estructura monomérica de LvTrx,, con
un sitio activo mas expuesto, para que posteriormente otra TrxR, reduzca el puente del sitio catalitico de la Trx.
Es importante sefalar que esto solo es una hipotesis de lo que podria estar ocurriendo en condiciones fisiologicas
y seria necesario realizar mas estudios para comprobar esta hipotesis. Ademas, los resultados obtenidos por
DLS y SAXS evidencian la existencia de la dimerizacion de la LvTrx,, en solucion, obteniendo una poblacion
constante, con un Ry de 2.4 nm, correspondiente a un peso de 24 kDa en ausencia de DTT (por DLS) y dos
estructuras por SAXS (dimero y mondmero), con un ajuste y*> de 1.72 y 1.0 comparandola con el dimero
cristalografico y el monomero del mismo, respectivamente. Todos estos resultados nos permiten sustentar la
existencia del dimero de la LvTrx,, en solucion, resultando en casi todos los casos, a excepcion de la mutante
Cys-73-Ser, dos poblaciones (dimero—mondmero), siendo ésta ultima, la poblacion mas favorecida bajo
condiciones reductoras. A pesar de no poder explicar de manera contundente las implicaciones funcionales de
la formacion del dimero, mediante los resultados obtenidos de la mutante Cys-73-Ser es posible definir que el
monomero de la LvTrx,, pudiera ser responsable de la actividad y que el dimero esté involucrado en una funcion
estructural. Ademas, la mutante Asp-60-Ser evidencid la importancia que tiene el residuo Asp-60 para el
mantenimiento de la fraccion monomérica, debido a que en ausencia de este residuo la LvTrx,, tenderia a la
formacion de dimeros mas estables que pudieran comprometer por completo la actividad reductora en la

LyvTrx.
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La importancia de este trabajo, se centra en que de las Trx's depositadas en el PDB y reportadas a la fecha (262
estructuras depositadas en el PDB), solo la ATrx y la LvTrX,, muestran una estructura dimérica mediada por un
puente disulfuro. Al inicio de este trabajo consideramos que, para eliminar la dimerizacion de la LvTrx,,, los
residuos Cys-73, Met-74, Trp-31, Asp-60 y Ala-66, debian ser mutados. Mediante la reduccion de los puentes
disulfuro de la insulina, se comprob6 que las mutantes Cys-73-Ser, Asp-60-Ser y Ala-66-Arg de la LvTrx son
activas, mientras que las mutantes Met-74-Glu, Trp-31-Ala, muestran una disminuciéon en su capacidad
reductora, sin embargo y de manera sorprendente ninguna de estas mutantes deja de ser activa (ver seccion de
resultados). Al obtener un modelo tridimensional a baja resolucion mediante la técnica de SAXS, se pudo
establecer que el dimero cristalografico es compatible, con las diferencias debidas a las resoluciones entre las
técnicas, al dimero existente en solucion. Por ultimo, la mutante Cys-73-Ser, elimina completamente la
dimerizacion sin comprometer su capacidad reductora, lo anterior comprobado por datos cristalograficos, DLS,
filtracion en gel, SAXS, sugiriendo que la formacién del dimero, si bien es resultado de varias interacciones

principalmente hidrofobicas, es dependiente principalmente de la formacion del puente disulfuro de la interfaz.

El analisis de los resultados de nuestros experimentos con dos cristales de LvTrx,, muestra un dafio especifico
a la radiacion depositada, primero afecta al puente disulfuro del sitio catalitico y posteriormente afecta al puente
disulfuro-intermolecular, y de manera sorprendente, y a una dosis depositada mayor a 85 MGy, ninglin otro
residuo parece ser afectado por la dosis depositada. Este analisis muestra que el puente disulfuro del sitio
catalitico es menos tolerante a la dosis depositada que el puente disulfuro situado en la interfaz dimérica con
una dosis de absorcion calculada de 32 MGy y 85 MGy, respectivamente. En el caso del puente disulfuro del
sitio catalitico, la reduccion de este puente disulfuro es por lo menos dos veces mas tolerante en comparacion
con los experimentos anteriores de dafio por radiacion enfocados en puentes disulfuro (32 MGy vs ~13 MGy)
(Owen et al., 2006; Petrova et al., 2010). La tolerancia a altas dosis de radiacion por parte del puente disulfuro
del sitio catalitico en LvTrx,, puede deberse a su inaccesibilidad al solvente, como resultado del arreglo dimérico
de la LvTrx,, en el estado cristalino. En el caso del puente disulfuro de la interfaz, este puente disulfuro es el
que se encuentra mas expuesto al solvente, lo cual tedricamente lo haria mas susceptible al dafio por radiacion.
Sin embargo, el puente disulfuro-intermolecular se mantuvo intacto a alta dosis de energia depositada. La
interaccion que mantienen la interfaz del dimero no sélo dependen de un enlace covalente, sino también de
otros residuos con caracter fundamentalmente hidrofobico. Los experimentos de esta tesis como otros realizados
en este campo, mostraron que conforme avanzaba la colecta de datos de difraccion de rayos-X, la resolucion se

ve comprometida (ver tabla 3 y tabla 4, en especifico la resolucion maxima).

Aunque no existe una propuesta del papel biologico del dimero en la LvTrx,,, es posible que su formacion
resulte en la inactivacion de la proteina, dando lugar a un mecanismo de regulacion para la LvTrx,;. Otra posible
explicacion es que la dimerizacion podria estar involucrada en la proteccion de los sitios cataliticos al ser llevada
a la Trx a un ambiente extracelular bajo condiciones fisiologicas. Por otra parte, los residuos localizados en la
interfaz dimérica se encuentran en su mayoria conservados en todas las tiorredoxinas, sugiriendo que la
dimerizacion de alguna forma podria jugar un papel importante y aun esta por determinarse su funciéon biologica

en el sistema TRX, si es que existe.
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5.2 Conclusiones

La LvTrx., presenta dos poblaciones dimero-mondmero, en donde por primera vez se tiene evidencia

estructural de la existencia de la poblacion dimérica en solucion.

La presencia de la poblacion dimérica de la LvTrx,, en condiciones reductoras es marginal
predominando la poblacion monomérica; sin embargo, bajo condiciones oxidantes este equilibrio se

invierte, siendo ahora la poblacion dimérica predominante.

A excepcion de la mutante Cys-73-Ser, las mutantes Trp-31-Ala, Asp-60-Ser, Ala-66-Arg y Met-74-

Glu no desestabilizan la interaccion dimérica por completo, lo anterior bajo condiciones reductoras.

La LvTrx,, tiene actividad utilizando un sistema hetorélogo TRX (LvTrx,, y TrxR de rata).

En la mutante Trp-31-Ala a pesar de que este residuo es el que contribuye con mas superficie
hidrofébica a la zona de la interfaz, no fue posible desestabilizar esta interaccion debido a la presencia
del puente disulfuro-intermolecular. Ademads, no se abate por completo su actividad por lo que el

residuo Trp-31 podria estar involucrado en el establecimiento de la interaccion con la TrxR.

En la mutante Asp-60-Ser es preferentemente dimérica bajo condiciones reductoras, presentando de
manera marginal una poblacién monomérica. Por lo tanto, la presencia del residuo Asp-60 puede ser

importante para evitar la rapida formacion dimérica de la LvTrx en condiciones fisiologicas.

El residuo Cys-73 es el principal residuo responsable de la formacion del dimero de la LvTrx,., debido
a que la mutante Cys-73-Ser presenta un comportamiento monomérico sin importar el ambiente,
reductor u oxidante, en el que se encuentre. Finalmente, esta mutante tiene una actividad reductora
similar a la que presenta la LvTrx,,, siendo esta una evidencia indirecta de que el monémero de la

LvTrx es activo.

Al realizar los ensayos de dafios por radiacion, enfocados a los puentes disulfuro del sitio catalitico y
del puente disulfuro-intermolecular, es evidente la tolerancia de éstos frente a este fenomeno de
reduccion ionizante. Los puentes disulfuro cataliticos de cada mondémero toleran una dosis de hasta 35
MGy; mientras que el puente disulfuro-intermolecular tolera hasta una dosis de 85 MGy antes de su
reduccion. Esta tolerancia al dafio por radiacion es debida a la perfecta orientacion y al conjunto de

interacciones de los residuos involucrados en la interfaz para su mantenimiento en la matriz cristalina.
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5.3 Perspectivas

e Al establecer que el residuo de Cys-73 es determinante para la dimerizacion de la LvTrx,,, seria de
gran interés trabajar con la Trx de E. coli que es una Trx monomérica, y mutar el residuo Arg-73 por
cisteina para construir una posible version dimérica de la Trx de E. coli. De existir esta version, se

podria estudiar si presenta actividad.

e  Generar una mutante en el residuo Cys-35 para poder generar un complejo estable entre la LvTrx,,y
la TrxR (ya sea de rata o de camar6n) y posteriormente estudiar estructuralmente la formacion del

complejo TRX.
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5.5 Lista de figuras

Figura 1. Alineamiento de secuencia entre varias Trx's de diversas especies. En color verde se muestra la secuencia de la LvTrx,,, en
color azul se muestra los residuos que se encuentran conservados en las Trx's reportadas en la base de datos UniProt. Por ultimo en color
rojo se resaltan los residuos que forman parte de la zona de la interfaz en la LvTrx,,, los cuales se mantienen conservados en la mayoria
de la Trx's. Para la realizacion del alineamiento se utilizo el programa JAIVIeWw. ................c.ccoccceieoiainsoinieiseiee et 13
Figura 2. Estructura cristalogrdfica de la LvTrx,, (PDB 3zzx), conformada por una estructura secundaria f;, a;, B2, oz, B3 03, Bs, Bsy a4
En un costado se muestra el sitio catalitico compuesto por los residuos Cys-Gly-Pro-Cys, asi como las otras dos cisteinas presentes en
esta Trx (Cys-73 y Cys-62). La Pro-40, se ha reportado que es importante para el mantenimiento del sitio catalitico, provocando una
CUTVALTUFA €T L0 MELICC-00). ... ettt ettt 14
Figura 3.Regiones conservadas localizadas en el centro y alrededor del sitio catalitico de las Trx's. Los residuos conservados se muestran
en forma de cilindros. Triptofano (naranja), residuos con carga (magenta), cisteinas (azules), glicinas (amarillas), fenilalaninas (verdes)
y prolinas (rojo). Las regiones hidrofobicas (verde) las regiones con carga (magenta) y las zonas estructurales expuestas, son indicadas
con un ovalo semitransparente. Figura tomada de Collet & MeSSens, 2010. ............ccoereiiirieiieieeseie ettt 15
Figura 4. Esquema de regulacion de la actividad de la proteina por control tiol redox en presencia del sistema TRX (Trx-TrxR). a)
mecanismo de accion de la Trx frente a una proteina blanco. b) mecanismo de accion, por el cual la Trx regenera su capacidad reductora,
mediante la TrxR dependiente de NADPH. Figura modificada de Collet & Messens, 2010. ...........cocooeoeeeoinenieeneieeeseeeeeeee e 17
Figura 5. Estructura cristalogrdfica de la LvTrx,, a 1.54 A de resolucion. En color amarillo se muestran los puentes disulfuro que
componen al dimero, dos puentes disulfuro cataliticos (Cys-32—Cys-35) y un puente disulfuro intermolecular (Cys-73—Cys-73"). ....... 21
Figura 6. Mapa de densidad electrénica 2Fo-Fc a 1o ara los diferentes estados de oxidacion de las cisteinas 32 y 35de la LvTrx,,. La
flecha indica el transito del estado reducido al estado oxidado Para cada una de las estructuras se muestra el puente disulfuro del sitio
catalitico de la cadena A y B, asi como el puente disulfuro-intermolecular. Los codigos PDB para cada estructura se encuentran en la
PATLE SUPEFIOF A€ IQ fIGUFA. ..ottt ettt et s e s et s o4 e st o2t e s e s e b e st e st es e ss e s e e st eke e st e st et e s e eb e eneententeseebeeneeneens 22
Figura 7. Vista frontal de un monomero que compone la interfaz dimérica. En el recuadro con lineas punteadas, muestra los principales
residuos que participan en la interaccion. Mapa 2Fo-Fc a 1o, que muestra la densidad de cada residuo. Las moléculas de agua se

encuentran alrededor de esta interfaz y estan repreSentados POV @SFEFAS FOJAS. ..........c.cceierieiieeiieierieeeee ettt enes 23
Figura 8. Esquema que describe los pasos para la realizacion de la técnica de megaprimer. .................ccoccoveeeoeienieeeeieeseseeeeeene 29
Figura 9. Funcion de correlacion para particulas grandes y pequeiias en una medicion de DLS y representacion esquemdtica de una
perfecta correlacion entre particulas grandes y particulas pequerias (modificada del manual Zetasizer Nano Series)................c..c.c.cu.... 32

Figura 10. Estructura cristalogrdfica de LvTrx,, que muestra un dimero en la unidad asimétrica para todas las estructuras de LvTrx,,
depositadas en el PDB (3zzx, 4aj6, 4aj7, 44j8). El mapa 2Fo-Fc se muestran en gris con un valor sigma de 1.0 o, para los puentes disulfuro.
La estructura de la LvTrx,, muestra la ubicacion que tiene el puente disulfuro-intermolecular (Cys-73-Cys-73"), que es el mas expuesto al
solvente, en comparacion con el puente disulfuro del sitio catalitico de cada monémero. En el cuadro con lineas punteadas se muestra un
acercamiento de los residuos que se encuentran involucrados en la interfaz de la LvTrx,,. La interfaz se encuentra dividida en dos partes:
el Core en color azul (residuos de la interfaz que no se encuentran en contacto con el solvente) y el Rim en color rojo (aquellos residuos
que mantienen contacto con el solvente). La division de interfaz fue obtenida utilizando el programa, ProFace (Saha et al., 2006,). ....... 38
Figura 11. Monémero de la LvTrx,,, mostrando los residuos que participan en la formacion del dimero cristalogrdfico. Esta interaccion
estd conformada por 7 puentes de hidrogeno y un puente disulfuro-intermolecular (video de la interaccion entre monomeros en la seccion
SUPICTNEIEAFIQ). ..ottt etttk e ettt e ekt h s et e e et bt 4o e ekt e st et e bt ee e e h e oot ea e et e e et eb e e et ee e en e e sttt es e en et ettt et ene s 39
Figura 12. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la proteina LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta), bajo
diferentes concentraciones de DTT (10 mM y 50 mM). En ambas condiciones la LvTrx,, muestra dos poblaciones (dimero-mondémero), la
poblacion monomérica es predominante bajo condiciones reductoras. La calibracion de la columna puede verse en el anexo IlI. .......... 41
Figura 13. Radios hidrodinamicos por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la LvTrx,, (en color azul)
ydela Trx de E. coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de un agente reductor. El radio hidrodinamico,
(Ryy), en presencia de DTT para ambas muestras fue de ~1.55 nm, que corresponde a una poblacion monomérica; mientras que en ausencia
de DTT, es evidente el desplazamiento del equilibrio de la LvTrx,, hacia la poblacion dimérica. El radio hidrodinamico en ausencia de
DTT parala LvTrx,, fue de ~2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo la misma condicion se mantuvo el mismo radio hidrodindmico
que presento en PreSENCIA de DTT. ...........ccoiiiciiiiiiiieieee ettt ettt ettt st h etttk b et et st e b bbbttt 42
Figura 14. Perfil de elucion de la LvTrx,,, previo a la colecta de datos por SAXS. La muestra que fue analizada mediante SAXS corresponde
a la poblacion dimérica y estd sefialada cOn un OVALO AZUL. ...................c.ccoiiiiiiiiiiiiiiee ettt 42
Figura 15. Curva experimental del perfil SAXS y grdfica de Guinier que permitié calcular un Rg de 19 £0.02 A. Dicho valor se aproxima
al valor teorico del dimero CriStAlINO de LA LVTTX . .....ccc...oveeaeeee e ettt ettt eeeas 43
Figura 16. Ajuste de los datos experimentales con los teoricos obtenidos por el programa FoXS. Comparacion entre el perfil experimental
obtenido por SAXS y los perfiles teoricos obtenidos a partir de las estructuras cristalogrdficas de la LvTrx,, (pdb 3zzx, 4aj6, 4aj7, 4aj8).
Grdfico de residuales obtenidos como resultado del ajuste entre los datos experimentales y tedricos (y), teniendo la LvTrx,, un radio de
giro de 19+ 0.02 A. La comparacion entre el perfil experimental con cada uno de los monémeros, muestra un mal ajuste (y: 22 cadena A
v x: 10 para la cadena B). .. . (RS 44
Figura 17. Comparacion entre el perfil experimental obtenido por SAXS de la LvTrx,, con los perfiles tedricos de tres Trx's, que en su
sistema cristalino presentan dimeros no-covalentes. a,b) comparacion del ajuste (y) entre los datos experimentales y tedricos de la Trx de
E. coli panel a y la Trx de T. vaginales panel b y la comparacion del ajuste entre los datos experimentales y el perfil teorico de la LvTrx,,
utilizando la orientacion de los respectivos dimeros no covalentes de estas Trx's. ¢, d) un ejemplo mas, basado en la explicacion de los
paneles anteriores, tomando como muestra la Trx de D. melanogaster, observando en el panel ¢, el ajuste con la estructura de D.
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melanogaster y en el panel d, el ajuste con la estructura de la LvIrx,, pero utilizando la orientacion del dimero cristalino de D.
TNELANOZASTET . ...ttt ettt ekttt etttk h et ettt h e bttt ekttt e b e et h ettt ettt 46
Figura 18. Determinacion del modelo tridimensional de la LvTrx,, a baja resolucion obtenido de novo a partir de los datos de SAXS. Para
llegar a la obtencion de la estructura final de LvTrx,, se requirio del calculo y promedio de muiltiples modelos resultantes del programa
DAMMIN mediante el programa DAMAVER. a) Se muestra la estructura de SAXS obtenida en el sincrotron SOLEIL con una linea que
tiene acoplado un HPLC (SAXS-COACH), en b) Se muestra la estructura de SAXS obtenida en una fuente casera sin un HPLC, sin
embargo, para ambos experimentos se obtuvieron los mismos resultados
Figura 19. Empalme entre la estructura obtenida a partir de los datos de SAXS de la LvTrx,, a distintas concentraciones a) I mg mL", b)

5 mgmL"y con la estructura cristalografica de 14 LT X s .........coco.cvveeveveeeeeeeeeesieeeseeieeseese et 48
Figura 20. Perfil de elucion de la LvIrx,, acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion muestra a la poblacion dimérica y
monomérica, asi como sus estructuras a baja resolucion, obtenidas a partir de los experimentos de SAXS ............ccccccovcivconicnccncnnne. 49

Figura 21. Ensayo de actividad de la LvTrx,,y la Trx de E. coli utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar
a la Trx. En el panel de la izquierda (LvTrx,,), se observa un incremento mds rapido en la absorbancia provocado por la agregacion de
las cadenas de la insuling que 1a Trx de E. COLl. ............cccccccciiiioiiiiiiiiiiiiiieii ettt 50
Figura 22. Andlisis de variabilidad de residuos en la zona de la interfaz en las Trx's, tomando como referencia 500 secuencias de Trx's
de diferentes especies. Los residuos que no presentan variabilidad (Conservados) se muestran en color rojo, hasta llegar al color azul (no
conservados). Los residuos Trp-31, Asp-60, Ala-66, Cys-73 y Met-74, fueron los residuos elegidos para ser mutados y analizados en esta

Figura 23. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Trp-31-Ala (color amarillo), bajo dos concentraciones de DTT
(10 mM y 50 mM). Como control se muestra la LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta). En ambas condiciones la mutante
Trp-31-Ala muestra dos poblaciones (dimero-monémero), de la cual, la poblacion monomérica es predominante bajo las condiciones en
que se realizaron estos experimentos (condiciones reductoras)
Figura 24. Radios hidrodinamicos por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante Trp-31-Ala
(mostrada en color amarillo). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E. coli (en
color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Ry), en presencia de DTT para la
mutante Trp-31-Ala fue de 1.55 nm, que corresponde a una poblacion monomeérica; mientras que en ausencia de DTT, es evidente el
desplazamiento del equilibrio de la mutante Trp-31-Ala hacia la poblacion dimérica. El comportamiento de la mutante Trp-31-Ala fue
muy similar al comportamiento de la LvTrx,, El radio hidrodindmico en ausencia de DTT para la mutante Trp-31-Ala fue de 2.4 nm,
mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo radio hidrodinamico que se observo en presencia
A DTT. ...ttt 52
Figura 25. Sobreposicion de la estructura cristalogrdfica de la mutante Trp-31-Ala y la estructura de la LvTrx,,, en la cual, la estructura
cristalogrdfica de la mutante Trp-31-Ala muestra la eliminacion de la zona de la interfaz establecida para la formacion del dimero en la

LvTrx,,, debido a una rotacion de 55° de uno de [0S MONOMEFOS. ............c..ccceveiiiiiiiieieeieee ettt ettt anes 53
Figura 26. Estructura cristalogrdfica de la mutante Trp-31-Ala, en la cual se localizan 7 moléculas de agua (S-1, S-2, S-11, S-17, S§-34, S-
59y S-76) en la zona de la interfaz reportada para la LvTrx,,. Las moléculas de agua se muestran como esferas en color rojo. ............. 54

Figura 27. Perfil de elucion de HPLC de la mutante Trp-31-Ala acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion muestra
aproximadamente el 50% de la poblacion, perteneciente al pico 1 (dimérica) y otro 50% correspondiente a dos poblaciones: una de ellas
(pico 2) corresponde a una poblacion monomérica. Sobreposicion de las estructuras obtenidas por SAXS y las estructuras cristalogrdficas
muestran un buen ajuste entre modelos (y° 1.34 y y° 1.00, respectivamente). .......
Figura 28. Ensayo de actividad de la mutante Trp-31-Ala utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. Esta mutante presenta actividad, sin embargo, se ve comprometida debida a la ausencia del triptéfano que se ha descrito que es
importante para interaccionar con la TrxR, esto se confirma con el hecho de que la mutante Trp-31-Ala presenta una menor actividad que
10 LVTPXt Y 10 TEX A E. COL ..ottt etttk h e s ettt h e e et eh et et et e ettt et e s et e ete e e enee 56
Figura 29. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Asp-60-Ser (color rojo), bajo diferentes concentraciones de
DTT (10 mM y 50 mM). Como control se muestra la LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta), En ambas condiciones la
mutante Asp-60-Ser muestra dos poblaciones (dimero-monomero), de la cual, la poblacion dimérica es predominante bajo condiciones
FOAUCTOFAS. ...kttt b h ettt h ettt h bbbt 57
Figura 30. Radios hidrodinamicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Asp-60-Ser (mostrada en color rojo). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E.
coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Ry), en presencia y ausencia
de DTT para la mutante Asp-60-Ser fue de 2.4 nm, que corresponde a una poblacion dimérica. El comportamiento mostrado por la mutante
Asp-60-Ser presenta un dimero mds estable, que podria producto de mds interacciones en la zona de la interfaz. El radio hidrodinamico
en ausencia de DTT para la LvTrx,, fue de 2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo
radio hidrodinamico que presento en presencia de DTT. ...
Figura 31. Zona de la interfaz de la mutante Asp-60-Ser. Contactos establecidos entre los residuos: Thr-30 (Oyl) y Glu-63 (Oel) a 2.6 4,
Lys-36 (NQ) y GIn-67 (O¢l) a 3.1 4, Ser-60 (Oy) y Glu-63 (Oe2) a 3.8 A, Met-74 (N) y Ala-72 (0) a 2.7 A, Glu-63 (Oel) y Thr-30 (Oyl) a
2.4 4, GIn-67 (Oel) y Lys-36 (NO) a 2.7 4, por ultimo Ala-72 (0) y Met-74 (N) @ 2.8 A. .........coooooeooeooeeoeeoeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59
Figura 32. Zona de la interfaz de la mutante Asp-60-Ser. La sustitucion del residuo aspartico por serina, provoca la entrada de moléculas
de agua en la zona de la interfaz, representadas como esferas en COIOT FOJO. ...........coouiiiiiiiiiiieieieeeee et 60
Figura 33. Perfil de elucion de la mutante Asp-60-Ser acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion muestra una poblacion dimérica,
AST COMO SU ESITUCTUFA A DAJA FESOIUCION. ...ttt ettt et et ettt ettt e st e s et e eeeebeest e st et e nbeeaeeneeneans 61
Figura 34. Ensayo de actividad de la mutante Asp-60-Ser utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. Esta mutante presenta actividad, observando una disminucion en su capacidad reductora en comparacion a la LvTrx,,, sin embargo,
su capacidad reductora no se ve comprometida como en la mutante Trp-31-Ala. Una posible explicacion de su actividad puede ser atribuida
al arreglo dimérico que presenta esta mutante sin importar el ambiente en el que se encuentre (reductor u oxidante). ............................ 61
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Figura 35. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Ala-66-Arg (color anaranjado), bajo dos concentraciones de
DTT (10 mM y 50 mM). Como control se muestra la LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta), En ambas condiciones la
mutante Ala-66-Arg muestra dos poblaciones (dimero-mondmero), de la cual, la poblacion monomérica es predominante bajo condiciones
FOAUCIOTAS. ...ttt etttk 2 st e h et e st es et e ekt e e et ekt e st b ee e st ot ekt o4 ee e ek et es et es e ee e et eb e et em e eb et es et en e s et es e et et eneene st ebenteneas 62
Figura 36. Radios hidrodinamicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Ala-66-Arg (mostrada en color anaranjado). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la
Trx de E. coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodindamico (Ry), en presenciay
ausencia de DTT para la mutante Ala-66-Arg fie de 2.4 nm, que corresponde a una poblacion dimérica. El radio hidrodindmico en ausencia
de DTT para la LvTrx,, fue de 2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo radio
hidrodindmico que presento en preSeNncia de DTT. .............ccccooeiiiieiieieee ettt ettt ettt s ettt ettt be et aene s 63
Figura 37. Perfil de elucion de la mutante Ala-66-Arg acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion no muestra de forma clara una
buena resolucion de la muestra, sin embargo, al obtener la estructura del pico de mayor absorbancia (pico 2), se logré obtener una

estructura a baja resolucion, la cual presenta un volumen similar al dimero de la LVTFX . .....ccoooveuiviiiiiiieieieeeee e 64
Figura 38.Ensayo de actividad de la mutante Ala-66-Arg utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. La actividad de esta mutante es similar a la 0bservada en 1o LVTIX . ........ccc.ooooouiieieeeeee e 64

Figura 39. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Cys-73-Ser (color verde), bajo dos concentraciones de DTT
(10 mM y 50 mM). Como control se muestra la LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta), En ambas condiciones la mutante
Cys-73-Ser muestra una poblacion correspondiente Al MONOMEEO. ....................c.cocciioieiueriiiai ettt sttt 65
Figura 40. Radios hidrodinamicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Cys-73-Ser (mostrada en color verde). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de
E. coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodindmico (Ry), en presencia y ausencia
de DTT para la mutante Cys-73-Ser fue de 1.6 nm, que corresponde a una poblacion monomérica, comprobado por el perfil de dispersion

de la Trx de E. coli, en la cual se mantuvo el mismo radio hidrodindmico en ausencia y en presencia de DTT. ..............c.cccooevceveeenencnne. 66
Figura 41. Diferencia en distancia entra la interfaz de la LvTrx,, y la interfaz de la mutante Cys-73-Ser de la mutante, mostrando tener
esta tiltima interfaz mayor distancia con su vecino cristalografico (una distancia mayor @ 4 A)...........ccccoocceeveeeceeeeeeeeeeeeeieeeseeeeeeeen 67
Figura 42. Perfil de elucion de la mutante Cys-73-Ser acoplada a una linea de SAXS. El perfil de elucion muestra una poblacion
MONOMErica, asi COMo SU eSTUCIUIA A DAJA FESOIUCION. ...............ccoceeiiieieieeieee ettt ettt et ee et et sa et ettt ent et enseebeeaeeneeneens 68
Figura 43. Ensayo de actividad de la mutante Cys-73-Ser utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. La actividad de esta mutante es similar a la observada en la LvTrx,, y a la mutante Ala-66-Arg. ............cccocoveoeneoiaineiaeeeeen. 68

Figura 44. Cromatogramas que muestran el perfil de elucion de la mutante Met-74-Glu (color gris), bajo dos concentraciones de DTT (10
mM 'y 50 mM). Como control se muestra la LvTrx,, (color azul) y de la Trx de E. coli (color violeta). En ambas condiciones la mutante
Met-74-Glu muestra al menos dos poblaciones, de la cuales, la poblacion monomérica es predominante bajo condiciones reductoras...69
Figura 45. Radios hidrodinamicos representados por volumen, obtenidos a partir de las dispersiones de la intensidad de luz de la mutante
Met-74-Glu (mostrada en color gris). También se muestra una comparacion con los perfiles de la LvTrx,, (en color azul) y de la Trx de E.
coli (en color violeta), bajo la presencia de 10 mM de DTT y en ausencia de DTT. El radio hidrodinamico (Ry), en presencia y ausencia
de DTT para la mutante Met-74-Glu fue de 1.55 nm'y 2.4 nm, respectivamente. El comportamiento mostrado por la mutante Met-74-Glu
en ausencia de DTT presenta un dimero y en presencia de DTT presenta un monémero. El radio hidrodindamico en ausencia de DTT para
la LvTrx,, fue de 2.4 nm, mientras que para la Trx de E. coli, bajo las mismas condiciones, se mantuvo el mismo radio hidrodinamico que
presento en presencia de DTT......
Figura 46. Perfil de elucion de la mutante Met-74-Glu acoplada a una linea de SAXS-COACH. El perfil de elucion muestra a la poblacion

dimérica y monomérica, asi como sus eStructuras @ Baja FeSOMUCION. ...................cccoceiiiiiiiiiiioiiiiecteees ettt 71
Figura 47. Ensayo de actividad de la mutante Met-74-Glu utilizando a la TrxR de rata y NADPH como agente reductor para activar a la
Trx. La actividad de esta mutante se ve comprometida de manera similar a la observada en la mutante Trp-31-Ala..................c..c........ 71
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Anexo |

Dafio por radiacion en la cristalografia de rayos X

Durante un experimento de difraccion de rayos X en un cristal de proteina a una energia de rayos X de 12.7
keV, aproximadamente el 98% de los fotones incidentes pasan a través del cristal sin interaccion. Del 2% que
tiene interaccion, aproximadamente el 84% son absorbidos por efecto fotoeléctrico, mientras que 8%
experimentan dispersion eléstica y el 8% restante dispersion inelastica. Por lo que, en total, menos del 0.2% de
los fotones incidentes son difractados por el cristal (Murray et al., 2005; Ravelli & Garman, 2006).

Varios investigadores han tratado de revelar detalles acerca del proceso de dafios por radiaciéon (Hedman et al.,
1985; Gonzalez & Nave, 1994) y hasta hace poco el dafio por radiacion se creia que era un problema no
especifico. Los informes recientes han dado una mejor comprension del problema (Teng & Moffat, 2002) y los
estudios acerca del dafio por radiacion han descrito que el dafio es altamente especifico, ejemplo de esto se han
realizado en la acetilcolinesterasa (AChE), en la lisozima (HEWL) de huevo de gallina, en el inhibidor de la
quimotripsina (Ravelli & McSweeney, 2000; Weik et al., 2000). En estos casos se ha realizado un estudio
integral, colectando datos obtenidos del cristal de proteina; entre cada conjunto de datos, los cristales quedaron
sin exponer, expuesto al haz atenuado o expuesto a todo el haz monocromatico (no atenuado). La comparacion
de los datos colectados, revelaron la existencia de un incremento en los parametros de dispersion atdmica
(PDAs), un aumento en los parametros de la celda unitaria, ligera rotacion y traslacion de moléculas de
proteinas, ruptura de puentes disulfuro y la descarboxilacion del acido aspartico y glutdmico. Se ha propuesto
que estos cambios son iniciados por la formacion de radicales libres durante la exposicion a los rayos X, y la
dosis necesaria para la formacion de radicales libres se manifiesta por un desorden progresivo del cristal y por
cambios quimicos locales en las moléculas de proteina (Burmeister, 2000). Ademas, se reportd dafio especifico
(pérdida de densidad electronica) para los grupos hidroxilo de la tirosina y los grupos metiltiol de los residuos

de metionina.

Podemos clasificar el dafio por radiacion en dos etapas; durante el dafio primario, los rayos X pueden
interaccionar con el cristal a través del efecto fotoeléctrico, en este fendmeno un foton de rayos X choca con un
electron, el cual absorbe la energia del foton y es expulsado del atomo al que se encuentra unido, generandose
un cation y un electron libre. En el efecto Compton, el electron es expulsado del atomo, pero se genera un foton
de una mayor longitud de onda, cabe mencionar que, dependiendo de la energia original del foton, este
fendmeno puede ocurrir mas de una vez. Los electrones liberados pueden provocar la ruptura de enlaces en
dreas de aproximadamente 50 A de didmetro, generando otras especies radioliticas. Ademas de esto, los
electrones se solvatan rapidamente ocurriendo en una escala de tiempo de femtosegundos a picosegundos. El
dafio que estas especies radioliticas generan en otros sitios se considera como dafio secundario y ocurre en una

escala de microsegundos a milisegundos. El dafio secundario puede ser mitigado, debido a que esta restringido
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por la difusion que se ve disminuida en gran medida a temperaturas de nitrogeno liquido. Sin embargo, el dafio
primario no puede ser evitado ya que es un efecto fisico que depende directamente de la energia depositada en
el cristal. La ruptura de enlaces S-H, O-H, N-H y C-H, asi como la formacion de especies reactivas tales como
los electrones solvatados (e-aq), 'OH y "H (Gonzalez & Nave, 1994). El dafio secundario es provocado por
dichas especies radioliticas altamente reactivas, cuyas concentraciones iniciales pueden alcanzar niveles
molares, que se difunden a través del cristal, conduciendo a la ruptura de enlaces en la proteina y a la formacion

de mas radicales en una escala de tiempo de microsegundos a milisegundos a temperatura ambiente.

El dafio por radiacion en puentes disulfuro

El rompimiento de enlaces disulfuro inducido por los rayos X, se manifiestan por si mismo, como la
desaparicion gradual de la densidad electréonica en las posiciones del enlace en el mapa de densidad 2Fobs-
Fcalc. Se han realizado numerosos estudios a baja resolucion en diferentes estados de deterioracion del cristal
(Ravelli & McSweeney, 2000; Weik et al., 2011). Por ejemplo, varios investigadores han reportado la aparicion
de densidad electronica positiva en el mapa de diferencia Fobs-Fcalc en las inmediaciones del deterioro del
enlace disulfuro original. Esta nueva densidad puede ser explicada por la aparicion de nuevas conformaciones
de residuos de cisteina (Burmeister, 2000; Banumathi et al., 2004) o por la divergencia de los dos atomos Sy,
pero no observados en el modelo debido a la relativamente baja resolucion. Por otro lado, se han realizado
estudios en los cuales se sigue el deterioro de los enlaces disulfuro Sy-Sy a alta resolucion (Leiros et al., 2001)
usando solo una colecta de datos por cada cristal, la cual no permite seguir los cambios del deterioro inducidos

por los rayos X.

Estudios de difraccion realizados en un sincrotrén de segunda generacion bajo condiciones criogénicas en
cristales de TcAChe (acetil colinesterasa de Torpedus californicus) y HEWL (lisozima de huevo de gallina) se
demostr6 que se producia la ruptura de los puentes disulfuro Cys-254—Cys-265 en TcAChE y Cys-6-Cys-127
en HEWL, aunque dichas proteinas tienen mas puentes disulfuro, los previamente mencionados fueron mucho
mas sensibles debido a que presentaban mayor accesibilidad al solvente. Ademas de lo anterior, cuando se
analizaron variaciones en los PDAs para los distintos aminoacidos, se observo que los que mostraron un mayor
incremento ademas de las cisteinas de los puentes disulfuro, fueron los residuos glutdmicos y asparticos. El
incremento en los PDAs puede ser una consecuencia de una movilidad aumentada, o de la descarboxilacion, un
efecto bastante conocido de la radiacion ionizante (Weik et al., 2011). Aunque los cambios estructurales que
experimenta un cristal son de alguna forma dependientes de su naturaleza, el dafio total causado por la radiacion
en los cristales proteicos criopreservados es correspondiente a la dosis acumulada recibida. En experimentos
realizados con cristales de lisozima de huevo a diferentes energias de rayos X, se observaron incrementos en el
dafio a una mayor intensidad de los rayos X para las variaciones en los PDAs y los valores de //(cl) a

resoluciones constantes. Sin embargo, el experimento demostrd que estos dafios son dependientes de la dosis
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cuando se realizo la normalizacion de los valores obtenidos a diferentes intensidades (Borek et al., 2007,

Shimizu et al., 2007).

Como el dafio primario es un efecto fisico provocado por el haz de rayos X, no puede ser disminuido a menos

que se disminuya la dosis depositada en el cristal. Sin embargo, el dafio secundario puede disminuirse mediante

la adicién de sustancias que protegen a la proteina de los electrones y las especies radioliticas producidas como

consecuencia del dafio primario. Dichos compuestos son llamados scavengers (recolectores) de electrones.

En

experimentos de dafio por radiacion realizados en lisozima de huevo de gallina a 100 K se demostr6 la utilidad

del ascorbato, 1,4-Benzoquinona y TEMP (2,2,6,6,-tetramethyl-4-piperidone) en la proteccion de cisteina (S-

H), cistina (S-S) y acido a lipoico oxidado (S-.-S), a excepcion de TEMP para el acido o lipoico (Barker et al.,

2009).

Anexo 11

Ensayo de actividad por insulina

Asi como el DTT debe ser preparado en fresco cada dia, el amortiguador de reaccion (fosfato de potasio
0.1 M, EDTA 2 mM, pH 6.5) y el stock de la insulina (10 mg mL™') puede almacenarse a -20°C.

La preparacion del stock de insulina es uno de los puntos en los que hay que prestar especial atencion. En
primer lugar, hay que asegurarse de que la insulina que se compro esté en el limite de las 30 unidades
USP/mg. Posteriormente, se pesan en una balanza de precision 50 mg de insulina. Se disuelve en un vaso
de precipitado de 5 ml con 4 ml de amortiguador de TRIS-HCI1 50 mM, pH 8.3 en agitacion suave hasta su
completa disolucion.

A continuacion, se introduce el electrodo del potencidémetro y se monitorea continuamente el valor de pH.
Con el fin de eliminar cualquier posible micro-agregado se realizé un salto de pH del siguiente modo: Se
afiade gota a gota una disolucion de HCI 1 M hasta llegar a un pH entre 2 y 3 (aproximadamente 150 ul).
La disolucién adquiere un aspecto lechoso al pasar por pH 4 y 5 y al llegar a pH 3, se tornara nuevamente
translucida (en ocasiones hace falta aumentar la agitacion a fin de conseguir el completo clarificado de la
disolucion). Una vez llegado a este punto hay que devolver la disolucién a pH 8.3 rapidamente, para lo cual
se aflade gota a gota una solucion de NaOH 1 M (aproximadamente 150 ul).

Para llegar a una concentracion de 10 mg mL' se afor6 a 5 ml. Con el fin de evitar pérdidas debido a restos
de la disolucion adheridos al electrodo y al vaso de precipitados, se lavan ambos con agua que se uso para
aforar. Los 5 ml finales se dividen en alicuotas convenientemente y se congelan a -20°C (hay que tener en

cuenta que por precaucion una vez descongelada una alicuota ya no se vuelve a congelar).

Los principales factores tomados en cuenta para realizar el experimento fueron:
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Medir la absorbancia en un espectrofotometro en funcion del tiempo a una longitud de onda de 650 nm
durante 40 minutos.

Control preciso de la temperatura a la cual se desarrolla el experimento (37°C).

La concentracion final del DTT debe ser 1 mM. Las medidas de actividad varian fuertemente con la
concentracion de este reactivo, dado que es el encargado de reducir en un primer momento a la Trx. Este
reactivo se tiene que preparar en fresco dado que se oxida facilmente.

La concentracién de nuestro stock de insulina debe ser 10 mg mL”. De esta concentracién depende la
amplitud de la cinética, y variaciones en esta amplitud afectan a la velocidad.

El amortiguador de reaccion es fosfato de potasio 0.1 M, EDTA 2 mM, pH 7.0. Hay que tener en cuenta
que los valores de actividad dependen fuertemente del pH.

La variacion de la velocidad maxima de agregacion con la concentracion de la Trx es solo lineal dentro de
un rango. Cuando la velocidad es superior a 0.2-0.25 U.A./min se pierde la linealidad con la concentracion.

Por ello es mejor trabajar con muestras de proteina hasta 3 uM (0.035 mg mL") final.

El componente no catalitico de la reaccion, es decir, la reduccion de los puentes disulfuro de la insulina por
el DTT, se obtiene de un experimento en el que no se afiade Trx. Si bien a nivel practico resulta mas
apropiado obtenerlo por extrapolacion de la recta patron, dado que el tiempo de reduccidén no catalitico es

demasiado largo y terminan apareciendo artefactos que distorsionan los resultados.
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Anexo 111

Figuras extras
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Figura 50. Contactos que se generan en la interfaz de la LvTrx,,, a partir de la interaccion entre monomeros (puentes disulfuro se muestran
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Figura 51. Calibracion de la columna Superdex 75 HR 10/30, mostrando el perfil de elucién de 4 proteinas. En color rojo se muestra el
perfil de elucion de la mutante Asp-60-Ser con un pico mayoritario de 24 kDa y un pico de elucién minoritario de 12 kDa; en color azul se
muestra el perfil de elucion de la LvTrx,,, mostrando dos picos de elucion, uno de ellos en menor proporcion, muestra un peso aproximado
de 24 kDa y un pico mayoritario de 12 kDa; en color violeta se muestra el perfil de elucion de la Trx de E. coli, con un peso aproximado
de 12 kDa; por ultimo en color dorado se muestra el perfil de elucion de una variante de la proteina fluorescente GFP (por sus siglas en
inglés) el cual muestra dos picos, uno ellos corresponde a un peso de 27 kDa y el otro pico corresponde a un peso de 55 kDa.

; RERENE ;
S

! : ‘ : 111 113 SENEEER BANNISRREERNRRNEL
= - 4 ISITERSPSNSESRESDERSSSETERRRwes IRARASENE
5 17e ! 1] TTEI T KB A UEEER AN NN NN !

Cys-73-Ser

AN

F s f]: ¢ ¢

T e
L I U LR R LR LR A

r——

s

Figura 52. Alineamiento y cromatogramas de secuencia que muestra la sustitucion para la generacion de las cinco variantes: Cys-73-Ser,
Asp-60-Ser, Met-74-Glu, Ala-66-Arg y Trp-31-Ala.
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Figura 53. Funcion de correlacion obtenida por DLS y SAXS para las 5 mutantes y la LvTrx silvestre.
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Tabla 5. Radiacion depositada en puentes disulfuro de diferentes proteinas tomada de (Campos-Acevedo & Rudifio-Pifiera, 2014).
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