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Resumen

En el homodimero de la triosafosfato isomerasa de Trypanosoma brucei (ToTIM) la
cistelna 14 (Cys14) de cada una de las dos subunidades forma parte de {a region de la
interfase del dimero. Este residuo s fundamental para la catdlisis y estabilidad de la
THTIM. En este trabajo se sustituyé la Cysl4 por los otros 19 aminodcidos para
determinar que aminodcidos al ocupar la posicion 14 permiten obtener una cnzima
activa y estable. Del grupo de mutantes obtenidas, las enzimas mutantes CI14A, C14P,
C14S, CI4T y C14V fueron enzimas con allta actividad y estables *“tipo silvestre™. Las
enzimas con Asn, Arg y Gly presentaron una actividad entre el 10 y ¢l 20 % dc la nativa
y baja estabilidad. Las enzimas restantes presentaron baja actividad (menos del 1 % de
la THbTIM silvestre).

Las cnzimas con alta actividad presentaron constantes cinéticas y estructura secundaria
muy similarcs a la TbTIM silvestre. [.as mutantes con alta actividad mostraron un
patrén de inactivacion similar al de fa TbTIM silvestre, aunque el decaimiento de la
actividad ocurre a concentraciones de proteina mds bajas, principalmente para C14P,
Cl4T y Cl14V. las constantes de disociacién (Ky), obtenidas de estos experimentos,
mostraron ser iguales para C14A y C148S, pero mayores para C14P, C14T y Cl4V. La
estabilidad térmica, scguida por dicroismo circular, mostré que Cl14A presenta una Tm
de desnaturalizacion 1°C menor que la ThTIM silvestre; para el resto de las enzimas fuc
hasta 3 °C menor. Otros experimentos mostraron que CI14P, C14T y C14V sc inhiben
irreversiblemente en presencia de metilmetanotiosulfonato (MMTS), mientras que
Cl4A y CIl4S no pierden actividad a ninguna de las concentraciones de MMTS
probadas.

Estudios con las enzimas C14G y C14N mostraron un decaimiento progresivo de la
actividad especifica durante los primeros minutos del ensayo, lo que indica que para
estas enzimas hay alteraciones en la asociacion entre los monémeros.

Del ultimo grupo de enzimas con baja actividad caracterizamos una de ellas (C14F).
Experimentos de cromatografia de exclusion molecular y sedimentacién al equilibrio
mostraron que CI14F es un mondmero, con una kem (Gar) ~1000 veces mas baja y una
Kmicary ~6 veces mas alta que la TbTIM silvestre. La estructura secundaria es muy
similar a la TbTIM, aunque la eficiencia cudntica de los residuos aromaticos disminuye.
Un anilisis de las 19 mutantes mostré que para obtener enzimas similares a la silvestre,
el residuo que sustituye a la Cysl4 nccesita tener baja polaridad y un volumen de van
der Waals entre 65 y 110 A’, [l resultado con la enzima C14F demostré que se puede
formar la estructura secundaria de la TIM aun ¢n ausencia de contacto entre las
subunidades, y fue ésta suficiente para formar estructura terciaria y mantener la
catalisis.




Abstract

In homodimeric triosephosphate isomerase {rom 7rypanvsoma brucei (ToTIM),
cysieine 14 (Cys14) of cach the two subunits forms part of the dimer interface. This
residue plays a central role in the catalysis and stability of TbTIM. Cysl4 was mutated
to the other 19 amino acids to study the characteristics that the residue must have to
yield catalytically competent stable enzymes. CI14A, C14S8, C14P, CI4T, and C14V
TbTIMs were essentially “wild type™ in activity and stability (high-activity mutants).
Mutants with Asn, Arg, and Gly had low activilies (between 10 and 20 %) and
stabilities compare to the wild type. The other mutants had less than | % of the activity
of wild type TbTIM.

The kinetic properties and circular dichroism spectra of wild type TbTIM and the high-
activity mutants were strikingly similar. The high-activity mutants exhibited similar
inactivation patterns; however, the decay of activity occurred at lower protein
concentrations. This was more evident with C14P, C14T and C14V. For TbTIM and the
Cl4A and C14S mutants, the apparent dissociation constant (Kg) values were in the
same range. The C14P, C14T and C14V mutants had a higher Ky. Therma! denaturation
experiments of the enzymes were monitored by circular dichroism. Showed that the
CI14A mutant exhibited a Tm which was 1 °C lower than the Tm of TbTIM. The other
mutants exhibited ATm values which were 3 °C lower. Other experiments with
metylmethane thiosulfonate (MMTS) showed than the C14P, C14T and C14V mutants
undergo irreversible inhibition of their activitics. MMTS did not affect the activity of
the C14A and C14S mutants.

Other experiments with the C14G and C14N mutants exhibited a progressive decay of
specific activity during the time of recording. The dimer probably has a low association
constant in the case of these two enzymes.

One of the enzymes with very low activity (C14F) was purified to homogeneity. Size
exclusion chromatography and cquilibrium sedimentation studies showed that C14F
TbTIM is a monomer, with a & (Gar) ~1 000 times lower and a Kinar) ~6 times higher
than those of TbTIM. Its secondary structure was very similar to the TbTIM; however,
the quantum yield of its aromatic residues was lower. Analysis of the data for the 19
mutants showed that to yicld enzymes similar to the wild type, the residue must have
low polarity and van der Waals volume between 65 and 110 A%, The result with C14F
TbTIM demonstrate that the secondary structure of wild type TbTIM can be formed in
the absence of intersubunit contacts, and that it has sufficient tertiary structure to
support catalysis.

(8]




1. INTRODUCCION
1.1 Barriles alfa-beta
Dentro de ln gran diversidad de estructuras de las proteinas se encuentra un patrén de
plegamicnto que se conoce como cstrucluru'dc barril u./B o burril 'l’lM para cuya
formacion se requieren, por lo menos, 200 rc.slduos El IO % de todns Ins t.slru(.lurns dc.lk

PDB prcsc.nlan cstc tl 0 de plcy.lmlcnlo (Rcurdon y l'arbcr “ ‘1995) l,os bﬂl’l’llLS u/ﬁ .

pucdcn SEr. pe jucfios como en cI caso dc In hcvammn. una proldnn monomérica de 273

|sschn.v:m Schcltmga y col 1996) o tan grundcs como en ¢l caso de'la
B-;,nlnctosndnsa. que es un tetrdmero en que cada subunidad se compone de 1023

rcsnduos (.lucrs y col., 1997).

En gcncrnl. 1a estructura de los barriles o/f3 s¢ forma por ocho hebras B parafelas en el

interior de la proteina, rodecadas de ocho a-hélices que se encuentran por fucra de la

regidn central de la hebra 8, Gcncrﬁlrﬁehlc. sc encucntra una a-hélice entre 2 hebras B

vecinas. Las a-hélices y las hebras B se unen por medio de asas. Esta estructura cs
conocida como (a/B3)x (Figura 1). El sitio activo de todos los barriles (a/B)s conocidos se

localiza cn las asas a—f3 (Wierenga., 2001).

Figura 1. Estructura caracteristica dec la
estructura de barril /3 o barril TIM.
Este  barril TIM pertecncce a la
triosalosfato isomerasa de Trypanosoma
brucei. La figura sefiala la numeracion de
las asas localizadas entre una a-hélice y
una hebra 3. (tomada de Wierenga.,
2001).
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En un csludio"rccicmc. Nagano y col. (2002) realizaron una reclasificacién de los
bnrrrilcswr(ru/b).;.f :t;(ili7nndo los datos de las secuencias, cstructura y funcion de las
prol;fhns qqu: udop(un este tipo de estructura. En cste trabajo, todas estas enzimas s¢
ugrupnrmj :pofl; :c_’:‘luse', arquitectura, topologia y homologia (CATH), obteniéndose 18
ﬁn‘nilit}ié\vcrii total ‘(Tnbln 1). Sc enfatiza que ¢l 85 % de las enzimas de tipo barril TIM
csm‘rji'iyn"vblucrédkxis en el metabolismo energético, metabolismo de macromoléceulas, o de
moléculas ;:;:;]uéﬁns. Esto se diferencia de los andlisis previos realizados por Reardon y
Fnrbér“(l99‘k5') {:n los que dividieron a los barriles TIM en 6 familias, basandose en la

forma,’ la’ composicién de los dominios y los mecanismos quimicos de las reacciones

catalizadas por las proteinas.

Rccicnl‘;:mcntc, s¢ ha intentado utilizar a la estructura de barril (0/f)s como esqueleto
para lograr una migracioén en la actividad catalitica de enzimas que catalizan diferentes
reacciones pero que comparten un mismo patrén de plegamiento. Se piensa que estos
estudios pueden proporcionar un mejor entendimiento de los procesos de la evolucion
neutral y podrian permitir ¢l desarrollo de nucvas actividades para cnzimas que sc
pudieran utilizar en la sintesis de compuestos para la industria farmacéutica (Jurgens y

col,, 2000).




Tabla 1. La tabla muestra la clasificacion de Nagano y col. de las 18 familias de barriles

TIM. B
No. Familiay cofactores - Ligandos Sitios de union del
nombre
1. Alanina racemasa (ALR) Unen covalenteniente rLe PP 17,18
pLp
2.Dihidropteroate (DHP) cintuza Sustrato PP {38, 1L8*
(BHPS)
3. Proteinas fluorcscentes FMA o FMNH FMN PP - 14,15
dependientes de FMN, (LUCL)
4, Celulasas de 7 cadenas (7CEL)
S. Enzimas que unen PEP Mg o Mn?'y K' Sustrato 300 o B2,
(PEPE) 1.2,1.3°
6. Aldolasas clase 1 (ALD1) Sustratode rans-  PP-1- 1.7, 1.8?
aldolasas
7. Glicosidasas (GLYC) Sustrato de 6-fosfo-3  1-8
galactosidasa
8. Triosafosafato isomernsa (TIM) Sustrato ¥
9.0xidorreductasa dependiente de NADP Sustruto NADP di-PP - 1.7,
NADP (NADO) PP 1LY
10.Guanina tRNA transglicosilasa Sustrato No determinado
(TRGD)
11.Rubisco (RUB) * Sustrato v
12.Superfamilia de la enolasa Mg o Mn® Sustrato para enolasa PP — L1, L7
(ENOL.)
13.0xidorreductasa dependicnte- FMN (y hemo o 4F¢- FMN o sustrato v

FMN y enzimas que unen PP
(FMOP)

14.Hidrolasas metal dependientes
(MHYD)

15.Enzimas que dependen de
metales divalentes (XYLLL)
16.Aldolasas clase 11(ALD2)
17.Fostitidilinositol (Pl)
Faosfolipasa C (PIPLC)

18. Acido quindlico fosforribosil
(QAPR) transferasa (QAPRT)

48), PLP, NADPL o
sin cofisctor
7o 070’ X 2
Ni* X20Mg* X 20
Zn’'X 3
mtXx2
Ca®

Mg X 2

Sustrato de la
fosfotriesterasa

Sustmto
Sustralo

Sustrato

PP 1.3, Bs*

PP - 17, 18"
No determinado

* “Motivos de unién del fosfato™ los sitios comunes de unién del fosfato estan
alrededor de B-7, asa-7 (L7), a-7 y B-8, seguido por una a-hélice pequeiia o a-hélice 8°.
¥ Indica la existencia de un sitio de unién comin fosfato en las altimas 2 asas del barril.
Las asas, hebras-f3 y a-hélice se indican como L, B y a respectivamente. L1 indica que
el sitio de unién s en ef asa-1 entre la B-1 y a-hélice | det barril.

" No existe hélice pequeiia, hélice-8', entre la B-8 y u-8 con un residuo, donde se una el
fosfato como en la nota ¢.

¢ En la piruvato cinasa existe una hélice pequedia entre la B-8 y -8 con un residuo,
aunque el trifosfato del ATP se une a sitios distintos.

Y En la aldolasa, uno de los dos grupos fosfato se une al sustrato como en la nota c.

¢ No existe ninguna hélice pequefia entre la B-8 y a-8. El fosfato se une a un sitio
diferente.
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1.2 Triosafosfato isomcrasa

La triosafosfato isomerasa (TIM o TP, EC 5.3.1.1) pericnece a una de las familias de
enzimas con estructura de barril (o/B)s.

La TIM es una enzima importante de la glicdlisis que cataliza la isomerizacion
reversible de dihidroxincetona fosfato (DHAP) a gliceraldchido-3-fosfato (GAP o G3P;
Figura 2; ver seccién 1.2.1; Knowles, 1991). Sus propiedades cataliticas se han
estudiado con gran detalle (Knowles y ¢ol., 1977, Rose y col., 1990).

En la TIM la cﬁgiencia catalitica esta limitada por la difusién, por lo que esta enzima se
ha definido como un “catalizador perfecto”. La relacién /K para GAP como sustrato
es de 10* M s'. Este valor sc encuentra dentro del calculado como limite para
reacciones controladas por difusién (10°~ 10°M' s™"), (Albery y col., 1976; Knowles y

col., 1977; Blacklow y col., 1988; Knowles, 1991).

1.2.1 El sitio activo

En el sitio activo de la TIM hay tres residuos esenciales para la catélisis: ¢l Glu167*,
localizado en el extremo amino de la hebra-pB6, cuyo carboxilo actia como basc
substrayendo un protén del sustrato; la His 95 (localizada en ¢l extremo amino de la
hebra-f34), cuyo anillo imidazol actia como electréfilo polarizando el grupo carbonilo
del sustrato y permitiendo su enolizacién (Figura 2 y 3) y la Lys!3 (localizada en el
extremo amino de la hebra-B1), residuo responsable de la especificidad de la enzima por

su sustrato natural.

Notas:

*Para indicar a posicion de un aminodcido en la secuencin o su nombre se utilizard el cédigo de 3 letras,
Para el caso de las enzimas mutantes sc utilizan el codigo de una letra,

*la ion de los residuos en In in se referind siempre a la TIM de 7% brucel, 1 menos que se
aclare explicitamente en ¢l texto a que otra secuencia se refiere.




En particular, la Lys13 forma un puente de hidrégqno con cl carboxilato del Glu97, que
se une xix,rsu';/cz por un pﬁchtc de hidrﬁgcﬁo con Ini\mldnduln Thr75 del asa 3 de la otra
subunidad. Se ha propuesto que csta rca de j;uc;\tgs:d;; hri‘drjégcno. quc involucran a la
Lys13, puede explicar por qué inicamente él:djmteljo dc vln"I‘lM cs cataliticamente activo

(Schliebs y col., 1996, Wicrenga y col., 1991a).

Metitglional

Figura 2. Mecanismo de reaccion catalizado por la TIM para la interconversion entre la
dihidroxiacetona fosfato (DHAP) y el gliceraldehido 3-fosfato (GAP) a través del

intermediario enodiol y la reaccidn colateral de formacién de metilglioxal.

1.2.2 Caractcristicas estructurales de la triosafosfuto isomerasa

La TIM es una enzima homodimérica, de aproximadamente 250 aminodcidos. Cada
mondmero estd formado por 8 hojas-B paralelas alternando con 8 a-hélices unidas por
sus asas correspondientes (ver Figura 3). Sc conoce la secuencia de aminoacidos de més
de 81 especies de TIMs y se cuenta con la estructura cristalografica de 12 especies

distintas (Tabla 2). Todas las TIMs estudiadas son dimeros, cxcepto las TIMs de los




organismos terméfilos Pyrococcus woesei 'y Methanothermus fervidus, que son

homotetrameros (K'ohlhoﬂ'y'col. I996j.

Figura 3. Modelo estructural de un monémero de barril o/B de la triosafosfato
isomerasa de Trypanosoma brucei. En el centro del barril se indican los residuos de
aminodcidos importantes para la catalisis. La numeracién representa la posicién de
algunos residuos de la subunidad y los puntos negros los residuos que forman parte de
la region de la interfase. H1-H8 muestran las posiciones de las a-hélices 1 a la 8,

respectivamente (modificado de Wierenga y col. 1991a).




‘T'abla 2. La tabla muestra las 12 TIMs que se han cristalizado, asi como la resolucién de

la estructura en A y la referencia bibliografica.

Organismo Resolucion | Referencia bibliografica
Gallus gallus 2.5 Banner y col., 1975
Saccharomyces cerevisiae 1.9 Lolis y col., 1990
Trypanosoma brucei 1.83 Wierenga y col., 1991a
Escherichia coli 2.6 Noble y col., 1993a
Homo sapicns 2.8 Mande y col., 1994
Bacillus stearothermophilus 2.8 Delboni y col., 1995
Plasmodium falciparum | 2.2 |Velankerycol,, 1997
Vibrio marinus 2.7 Alvarez y col., 1998
Trypanosoma cruzi 1.83 Maldonado y col., 1998
lLeishmania mexicana 1.83 Williams y col., 1999
Pyrococcus woesi 2.7 Walden y col., 2001
Entamoeba histolytica 1.5 Rodrigucz-R. y col., 2002

1.2.3 Andlogos del sustrato dc Ia triosafosfato isomerasa

En el caso de la TIM se ha estudiado en gran detalle la gcometria de los ligandos del
sitio activo. Entre ellos se encuentran el 2-fosfoglicolato (2-PG) y su correspondiente
hidroxamato, fosfoglucohidroxamato (PGH). El 2-PG y PGH son excelentes inhibidores
de la TIM con valores de K; cercanos a 10 uM.

El inhibidor 2-PG, contiene un grupo hidroximetil menos que los sustratos naturales
GAP y DHAP (Figura 4). Sc le ha considerado como un andlogo del estado de
transicioén, porque tiene parecido a un posible estado de la reaccidn de isomerizacion, en
términos de su cstructura y distribucidn de cargas.

El PGH (Figura 4) es un compuesto estable analogo del estado de transicién, cuya
estructura geométrica es similar a la del intermediario propuesto. Ambos ligandos se
unen mids fuertemente a la TIM que sus sustratos naturales GAP y DHAP.,

Algunos complejos TIM-2PG y TIM-PGH sc han cristalizado para obtener informacion
de las interacciones de los residuos de la proteina con el ligando, de tal forma que se

pucdan examinar los cambios estructurales locales que ocurren cn el sitio activo de la




proteina y prlncxpalmcntc en cl asa 6, tunto cn su forma cerrada como abierta (ver

mmbxén secclén l 2 4' Duvcnport y col o l99l Noble y col I993b Zhang y col

1994).
0T H oo
2PGO=P-0-C-C
o- W u o- H o
DHAP o=p- o—cl—’cr;—.q'-;OH
o~ H O H"
o owH
GAP. O=P-0-C-C=-C=0
{ PR el e _
L07 i HIOH, o H
o PGH o={>—o—<|:—%—r;1-—n
O~ H O.OH

Figura 4. Comparacién de las estructuras de los sustratos DHAP y-: GAP con-sus
andlogos 2-PG y PGH. :

1.2.4 Asa 6 y Ia formacién de metilglioxal

La TIM posce un asa cerca del sitio activo, llamada asa 6, “asa flexible™ o “asa
catalitica”, formada por 10 a 11 aminodcidos que se localizan entre los residuos 166-176
de su secuencia. En presencia de un ligando cspecifico ¢l asa se mucve
aproximadamente 7-10 A de una posicién “abierta” a una posicién “cerrada” (Figura ).
Este movimiento aisla al sitio activo del solvente que rodea a la enzima, cestableciendo
un puente de hidrégeno, entre ¢l NH de la Glyl171 y el oxigeno del fosfato del sustrato,
que estabiliza al intermediario enodiol de la reaccion (Albert y col., 1981). En csta

integracion sc asegura la transformacién eficiente del sustrato y sc inhibe la reaccion de
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eliminacion del grupo fosfato del intermediario, por lo que se previene la formacién de

metilglioxal (ver Figura 2).

Figura 5. Se muestra el asa 6 de la TIM de levadura en posicién abierta (sin ligando) y
en posicién cerrada (en presencia del analogo fosfoglicohidroxamato, en rojo). En este
caso el Trpl68 (en verde) de la bisagra amino-terminal, se utilizé como reportero
marcado con deuterio para determinar el movimiento del asa 6 (tomado de Rozovsky

and McDermott 2001).

Se sabe que el metilglioxal es un compuesto altamente reactivo y, aunque no se conoce
su funcién bioldgica, se cree que es una molécula téxica. El metilglioxal se metaboliza a
D-lactato por las glioxalasas | y II (Richard., 1991).

La funcién del asa flexible se investigé en la TIM de pollo eliminando 4 residuos

contiguos de una parte del asa 6, qug_interacciona directamente con ¢l sustrato. Los




residuos eliminados se muestran en la Figura 6. De acucrdo con la estructura de la
enzima silvestre, parecerin que esta mutacién no alteraria significativamente la
conformaci6n del resto de la cadena de la proteina. Sin embargo, la actividad especifica

de la enzima mutante fue 10° veces mis baja que la silvestre (Pompliano y col. 1990).

Aminodacidos del asa 6
166 176

Trp-Glu-Pro-Val-Trp-Ala-lle-Gly-Thr-Gly-Lys-Thr-Ala-Thr-

' NH-terminal CH-terminal

Figura 6. En la figura se muestran los residuos del asa 6, as{ como la bisagra amino
(NH) y carboxilo (CH) terminal. En letras negritas se indican los 4 residuos eliminados

en la TIM de pollo (tomado de Pompliano y col. 1990).

Estudios cinéticos con la mutante demostraron que los residuos climinados del asa 6
contribuyen notablemente en la estabilizacién del intermediario enediol-fosfito, debido
a la baja unién de la enzima mutante por su intermediario. En cse caso, la enzima
mutante no puede prevenir la pérdida de enodiol-fosfato por el sitio activo y por lo tanto
éste se descompone a metilglioxal y fosfato inorgdnico (Pi). Se encontrd que cuando se
usa el GAP como sustrato, se favorece 5.5 veces la formacion de metilglioxal que lo que
cataliza a DHAP, y cuando la DHAP es el sustrato, la relacion metilglioxal a GAP fue

de 0.65 veces. Por lo tanto, cuando ¢l GAP c¢s ¢l sustrato, la enzima mutante cataliza la




descomposicion a metilglioxal S veces més rapidamente que cuando estd catalizando la
conversion de DHAP. Lo que se sugicre es que esta asa evoluciond para unir
fuertemente al intermediario enodiol que cs altamente reactivo (Pompliano y col.,
1990).

Originalmente, se pensé que la presencia del ligando provocaba un cambio de
conformacién del asa de la forma abierta a la cerrada (Joseph y col., 1990, Wicrenga y
col., 1991b, Noble y col., 1993b). Estudios posteriores con la mutante WO0Y/WI157F de
la TIM de levadura (YTIM), cuyo Trp168 (localizado en el asa flexiblc) se marcé en el
grupo indol para obtener cspectros de RMN, indicaron que cl asa 6 pasa de la
conformacién abierta a la ccrrada a una velocidad de 3 x 10% 5™, La comparacién de los
espectros y las velocidades entre la enzima con sustrato y sin sustrato indicaron que la
unién del sustrato o salida del producto no induce ¢l movimiento, sino que ¢l asa 6 ticne
un movimiento independiente de la presencia del sustrato (Williams y McDermott,
1995). Ademds, se ha demostrado que la posicion abierta predomina en ausencia de
ligando, por ser termodindmicamente mds cstable. Por el contrario, en presencia de
ligando la conformacion cerrada cs la especic predominante y mas estable. Otro estudio
relacionado con el movimiento del asa se enfocé sobre las bisagras amino y carboxilo-
terminal det asa 6 de la proteina. La bisagra NH-terminal esta formada por 3 residuos
conservados (166-168) y unido a este extremo sc encuentran 5 residuos hidrofdbicos.
Esta region estabiliza la union del sustrato y estabiliza al intermediario (residuos 169-
173). Finalmente, ¢ extremo CH-terminal consiste de 3 residuos que no estan
totalmente conservados (174-176; ver Figura 6). En dicho estudio sc generé una
biblioteca con 8000 posibles combinaciones de aminodcidos en los 3 residuos de la
bisagra CH-terminal, para examinar las exigencias de la secuencia en el funcionamiento

de la bisagra del asa 6. Las 8000 mutantes se seleccionaron usando complementacion in



vivo en la ccpn de E. Coli DIF502 cdrcnlc dc TIM Se selecciond un grupo de mutantes

ncllvns quc prescn bnn una prolma en Iu prlmera poswlén El esludlo determiné que en

cstas mulnnles se favor«.cc la rwcclén dc |somcr wc|6n sobre la reaccion de eliminacion

(melllglloxal y fosfato Sun y col 1999, meg y col., 200!).

125 La i’qigrfgsé'

La intckfésc aél ’h'omb'cvi fmero de la TIM de Trypanosoma brucei (TbTIM) s¢ forma por
32 rcsuduos que se dlstnbuycn principalmente c¢n 4 asas (asa -4 de cada mondmero)
(ver Flgum 3 y Tabla 3). El drea de la superficie de la interfase ¢s de aproximadamente
1600°A? en cada monémero. En la interfase existen 20 puentes de hidrogeno entre los
dtomos de las dos subunidades de la proteina. Ademds, existen 15 interacciones de
enlaces de hidréogeno mediados por agua, lo que enfatiza ln importancia de las
moléculas de agua para la estabilidad del dimero (Wierenga y col., 1991a).

Aunque se pudiera pensar que la interaceién monémero-mondmero deberia haberse
conservado cn la cscala evolutiva, los residuos involucrados en la interaccién de la
intcrfnsc.mueslran una variabilidad considerable en las secuencias de distintas especies.
Por gjemplo, un alincamicnto de las TIMs de la TbTIM y T cruzi (T¢TIM), muestra un
73% y un 82% de identidad en su sccucncia de aminodcidos y cn los residuos que
forman las interfases. respectivamentc (Maldonado y col., 1998). A pesar de la
variabilidad de los residuos de la interfase, la estabilidad de asociacidn entre los

monémeros cs muy similar entre especies (Lalis y col., 1990).




Tabla 3. Arca de superticic oculta en los residuos de la interfase durante fa formacion

del dimero de la TbTIM, asi como su localizacién en la estructura. Los residuos

marcados con asterisco representan los residuos no conservados (tomada de Wicrenga y
col., 1991a).

Restdun

Asn 11
Lysi3
Cysl4
AsnlS
Glylé
Seri7
*Ginl8
Thrd4
Pheds
*Vald6
His47
*Alad9
Gln6S
Asn66
168
Ser7!
Gly72
Ala73
Phe74
Thr75
Gly76
Glu77
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Ser79
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His95
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Tyr102
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Muchos de los contactos cntre los dos mondmeros se encuentran cn ¢l asa 3, o asa de
interdigitacién, formada por los residuos 67-79 en la secuencia de 7. brucei. El asa 3 de
cada una de las subunidades penetra en una hendidura que se localiza cerca del sitio
activo de la otra subunidad, por lo que los sitios activos y la interfase estdn en cercania
(Wierenga y col., 1991a).

Los 3 residuos que se piensa contribuyen en forma importante a la interaccidn entre los
dos monémeros se cncuentran completamente expuestos cn el mondmero, pero
completamente ocultos en el dimero, y son: el residuo en la posicion 14 del asa 1 (no
conservado, Cys en tripanosométidos), el residuo 46 de la a-hélice 2 (no conservado,
Valen 7. brucei) y, finalmente, ¢l residuo en la posicién 75 del asa 3 (una Thr altamente
conservada; para mds detalle ver la Tabla 3).

Algunos de los estudios realizados para averiguar la importancia de la interfase de la
TIM sugicren que la interfase del dimero juega un papel importante cn la catdlisis y
estabilidad de la enzima (ver sccciones 1.2.6 y 1.2.7; Borchert y col., 1994, Schiicbs y

col., 1997).

1.2.6 Cisteina 14
En las TiMs ¢l residuo en la posicién 14 es un aminodcido no conservado. En algunos
parisitos ¢l residuo 14 es una cisteina, mientras que en las TIMs de otras especics esta

posicién puede estar ocupado por Met, Leu, Ser, Thr, Gin, Asn o Ala (Tabla 4).




Tabla 4, Aminodcidos presentes en la posicién equivalente a la 14, en 81 sccuencias
conocidas para la TIM de varias especics (Alincamicento realizado con ¢l programa

DIALING 2.0).

ANTES e v NUNTEIRe I SEe LNy [ s
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Metionina 37
Cisteina 13
Leucina 10
Treonina 12
Alanina 3

Asparagina 3

Serina 2

Glutamina 1

En la TbTIM lé (iisteina 14 (Cys14) se localiza en el asa | compuesta de 4 residuos que
unen la ;irinierﬁ hebra B con la primera a-hélice. La Cys14 es adyacente a la Lys13, un
residuo conservado del sitio catalitico que sirve para unir el sustrato.

La estructura lridi_mcnsionnl de TbTIM muestra que la cadena lateral de la Cysl4 esta
rodeada estrechamente por el asa 3 del otro mondémero (Figura 7a), formando un puente
de hidrégeno con la Gly72 del otro mondmero (Wierenga y col., 1991a) y s¢ encuentra
a menos de 0.38 nm de la Ser71, Glu77, Val78 y Ser79 de! asa 3 del otro monémero

(Figura 7b; Garza-Ramos y col., 1998).




Figura 7. (A) Detalle de la interfase del dimero de la TbTIM que muestra la posicién de
la Cysl4 (en amarilio) de una subunidad (verde) rodeada por el asa 3 de la otra
subunidad (roja) y viceversa. (B) Empaquetamiento de la Cys14 entre los residuos del

asa 3. Las coordenadas cristalogrificas se obtuvieron del archivo 5TIM (de la TbTIM)

del PDB.
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La importancia del asa 3 y del residuo ¢n la posicion 14 en la estabilidad det dimero han
sido evidenciadas mutando la Cysl4 en ln TbTIM por una Leu (Gomez-Puyou y col,,
1995) y la Met 14 en fa TIM de humano (hTIM) por una Gln (Mainfroid y col., 1996).
Como resultado de estas sustituciones se¢ obtuvieron enzimas inestables, Con base en
estas observaciones, s¢ ha considerado al residuo de la posicion 14 importante para las
interacciones de la interfasc en la enzima dimérica. Asl mismo, alteraciones cn ¢l asa 3
produjeron enzimas monoméricas & dimeros con constantes dc asociacion bajas (ver con

mis detalle en la seccion 1.2.7; Borchert y col., 1995a; Schliebs y col., 1997).

1.2.7 Triosafosfato isomerasas monoméricas

La sustitucién de uno o varios residuos de la interfase entre subunidades ha permitido
obtener TIMs monoméricas.

1) La primcra TIM monomérica fue la monoTIM de 7. brucei, que se obtuvo por
ingenieria genética a! sustituir 15 residuos correspondientes al asa 3, hebra- 3 y a-
hélice 3 por una secuencia de 8 residuos en la que s6lo 1a Leu80 permanecié invariante
(Figura 8 a y b; Borchert y col., 1994). La monoTIM es una proteina monomérica
estable con una & 1000 veces mds baja que la enzima silvestre y una K, 10 veces mas
alta. Su estructura tridimensional mostré que el asa | y 4 presentan diferencias
estructurales considerables. Los residuos Lysi3-Cysi4-AsnlS del asa | presentaron
gran movilidad (no se observaron en ¢l mapa de densidad electrénica). Los residuos 94-
104 del asa 4 adoptaron una conformacioén bastante diferente en comparacién con la
silvestre TbTIM . De los residuos mencionados anteriormente, tanto ¢l de Lys13 como

el de His95 son importantes para la catdlisis y ambos sufrieron modificaciones.




(@)
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Figura 8. (a) Detalle del asa 3 nativa de la TbTIM (parpura) comparada con cl asa
correspondicnte de la mutante monoTIM (amarillo). En la figura, se pucde observar el
acortamiento de esta asa. (b) El renglén superior muestra la secuencia de aminoécidos
(cédigo de una letra) de la regi6n del asa 3 de la THTIM silvestre y el rengi6n inferior la
secuencia correspondiente de la monoTIM. En TbTIM la Ala64 es el dltimo residuo de
la hebra B 3 y la Leu80 es el primer residuo de la «-hélice 3. En la monoTIM se
eliminaron desde ¢l residuo 69 al 75 (del asa 3), al tiempo que los residuos 68,76-79,81

y 82 fueron mutados (asterisco). Tomado de Borchert y col., 1994.
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Se han hecho algunas variantes de la monoTIM. La primera variante es la monoTIM-
SS, qu;e;e.obm\;o al Vc;mrv‘\binr dos residuos hidrofébicos de la superficie de la monoTIM,
la Phed5 y \’/‘1‘171;16.: por Ser.

La segundavarmnte es la monoTIM-W en la que se sustituyé la Ala100 por Trp. En la
monoTlM" la Ala100 (asa 4) se encucntra ligeramente oculta, por lo que al ocupar su
Iug‘nrvun Trp, su cadena lateral puede hacer contacto con otros dtomos. En la enzima
TbTIM silvestre la misma mutaciéon no afecté la actividad catafitica de la enzima. La
estructura cristalogrifica de la monoTIM-SS s¢ obtuvo en presencia y ausencia de un
andlogo del sustrato PGH y la dc la monoTIM-W se obtuvo en presencia del andlogo 2-
PG. La comparacién de las estructuras de la monoTIM, monoTIM-SS, monoTIM-
SS(PGH) y la monoTIM-W(2-PG) mostraron flexibilidad estructural en las asas 1, 4 y
8. En las estructuras con inhibidor, la Lysl13 y la His95 adoptaron conformaciones
similares a la silvestre, pero muy diferentes a la monoTIM. Estas asas carecen de
flexibilidad estructural en la enzima silvestre. Los datos sugiricron que la rigidez de
estas asas ¢n la enzima silvestre es ¢l resultado de los contactos subunidad-subunidad de
la interfase del dimero, los cuales son importantes para una catalisis Sptima (Borchert y
col., 1995a, Schlicbs y col., 1996).

Recientemente, se reportd una mutante monomérica la RMMO-1TIM, que sc obtuvo
por mutagénesis al azar del gen de la monoTIM y la posterior seleccion de las mutantes
activas. La mutante RMMO-1TIM tiene mutaciones adicionales a la monoTIM que son:
S43P/T44A/A149T y se comporta como mondmero con una ke, un orden de magnitud

mayor que la monoTIM (Saab-Rincén y col., 2001).
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2) En la ThTIM la His47 dcl asa 2 estd oculta en la interfase del dimero. Interactiia via
una molécula de agua con la cadena tteral del Asp85 de la o-hélice 3 de lu otra
subunidad. Esta molécula de agua esta fija en una cavidad completamente oculta en la
interfase del dimero. La His47 no se encuentra cerca de ninguno de los dos sitios
activos de la TIM; de hecho, la distancia mds corta entre algunos de los dtomos de la
His47 con el sitio activo ¢s de 16 A, Se construyé la variante H47N, que no permite la
formacién de un puente de hidrégeno mediado por agua, que tiene un comportamiento
de mondmero a bajas concentraciones (por debajo de | mg/mL) y de¢ dimero a altas

concentraciones de proteina (por arriba de 3 mg/mL; Borchert y col., 1993, y 1995b).

3) En la TbTIM se construyé la RE-TIM. Para obtener este mondmero s¢ mutaron 2
residuos conservados en ¢l extremo del asa 3: la Thr75 y la Gly76, que se sustituyeron
por Arg y Glu, respectivamente. Ambas mutaciones permiticron obtener una TiM
monomeérica en solucion con actividad residual. La secuencia mutada TG sc encuentra
en la punta del asa 3 y cstd completamente conservada en todas las TIMs secuenciadas;
de hecho se sabe que permite estabilizar la interaccién con la otra subunidad.

Los resultados mostraron que la RE-TIM presenta la misma estabilidad térmica que la
H47N-TIM, pero sus Tm’s son menores que la de la monoTIM. La estabilidad térmica
similar de ambas enzimas, sugierec que el asa 3 mas grande en ambas cnzimas (en
comparacién con la monoTIM) desestabiliza la proteina. La afinidad de la RE-TIM y la
monoTIM por el PGH es la misma, pero esta afinidad es mucho mds baja que la

observada para la TIM silvestre (Schlicbs y col., 1997).
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1.3 Importancia de la cisteinald cn el disefio de inhibidores de la triosafosfato
isomerasa contra tripanosoméatidos

En 1995 Gémez-Puyou y col. (1995) sugiricron que es posible inhibir en forma especic-
especifica enzimas homélogas y ortélogas con un alto nivel de selectividad. La hipdtesis
consiste en localizar aminoacidos que no han sido conservados por la evoluci6n, pero
que son importantes para la estructura y funcién de la enzima. Ellos reportaron que las
TIMs de especies que tienen una cisteina en la posicién 14, como la TIM de T. brucei,
se inhiben completamente al derivatizar la Cys14 a un metildisulfuro. Las TIMs que
carecen de Cysl4 o no se inhiben o sélo se afectan parcialmente por la derivatizacion,
La TIM de humano, que ticne una metionina en la posicion 14, no se inhibe con el
agente derivatizante. También, encontraron que el mecanismo de accidn de los agentes
derivatizantes c¢s provocar una descstabilizacibn y un cambio conformacional
importante en la enzima.

En trabajos posteriores la comparacién del efecto de los agentes derivatizantes en las
TIMs de T. brucei, T. cruzi y Leishmania mexicana proporcioné informacion valiosa
sobre el papel de la Cysl4 cn las interacciones de la interfase del dimero y sobre la
posible forma de penetracién de estos reactivos hasta la posicion de la Cysi4 en la
estructura cuaternaria de la TIM (Maldonado y col., 1998, Garza-Ramos y col., 1998,
Pérez-Montfort y col., 1999).

En estudios sobre la ecstructura cristalogrifica de la 1IM de 7. cruzi en solventes
orgdnicos, Gao y col. (1999) encontraron dos moléculas de hexano localizadas a menos
de 4 A de los residuos 11e69 y Phe75 en la region de la interfase en uno de los
mondmeros. Estos dos residuos rodean a la Cys|5 del otro monémero en la TeTIM. De
acuerdo con Mattos y Ringe (1996) este método permite identificar sitios de uni6n de

moléculas orgdnicas hidrofébicas en proteinas, mismos que pueden representar regiones
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donde pueden interactuar firmacos. La cercania de los dos hexanos a la region de la
interfase de la TcTIM confirma aun mds ¢l interés de la Cys de interfase como blanco
potencial para ef disefio de firmacos. Por lo tanto, cs posible que en la TcTIM algunas
moléculas orgdnicas pudieran afectar la interaccion entre los dos monémeros y provocar
su inactivacion.

A este respecto, Téllez-Valencia y col. (2002) encontraron que algunos derivados del
benzotiazol inactivan a la TcTIM en concentraciones micromolares. El benzotiazol
también inactiva la TIM de humano pero a concentraciones mas altas. Una mutante de
la hTIM, en la que se cambid la Metl5 por Cys, mostr6 sensibilidad a los benzotiazoles
indicando que la Cys15 de la interfase esté relacionada con el mecanismo de accion de
estas moléculas orgdnicas. Por lo tanto, el benzotiazol se puede usar como guia para el
disefio de moléculas que interactiien con alta potencia y selectividad con la regi6n de la

interfase de la TcTIM.
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2. ANTECEDENTES

En los grupos de investigacion de los Drs. Gémez-Puyou y I’ércz-Monlforl cstamos
intercsados en ¢l estudio de la Cysl4 de la TIM como un rcsi:iuo importante para la
catdlisis y estabilidad de la enzima as{ como en su posible papel como residuo blanco en
el disefio de fdrmacos contra algunos tripanosomdtidos. Al ser la Cysl4 un residuo no-
conservado, nos preguntamos: ;Qué podria pasar con la TbTIM si el pardsito llegara a
mutar la Cys14 por otro aminodcido como un mecanismo de defensa contra un inhibidor
especifico? (Alguna mutacién en esta posicién especifica puede producir una enzima
igual a la silvestre? y ;Qué caracteristicas requiere esta sustitucion para que pueda
funcionar como un residuo de interfase que contribuya a la estabilizacion del dimero de
la TbTIM?

Una herramienta muy utilizada en los dltimos aflos para estudiar la importancia de un
residuo dentro de la protcina cs utilizar mutagénesis exhaustiva. Como antecedente de
este trabajo, por dicha técnica cambiamos la Cys14 por los 19 aminodcidos restantes en
la TbTIM (Herndndez-Alcantara, tesis de maestria 2000).

Para obtener los 19 genes mutantes utilizamos ¢l método de PCR. Sc disefiaron 2
oligonucledtidos mutagénicos con secuencia degenerada en la posicion 14 del gen
(NNN y VVN, en los que N= cualquicr base y V=A+C+G) y 3 oligonucledtidos
mutagénicos sitio dirigidos (GCG=Ala, ATC=lle y TGG=Trp). Con estos
oligonucledtidos gencramos los 19 genes mutantes que sc clonaron en el plasmido de
expresion pET-3a, y. posteriormente, expresamos la proteina en la cepa de E. coli
BL21DE3pLysS. Para lograr la expresion de las 19 proteinas el paso mds importante
fue encontrar la temperatura éptima de expresion. Para la mayoria de las TIMs mutantes

estas temperaturas fueron de 21 y 30 °C.
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Después de un proceso de purificacion parcial sc determin la actividad enzimatica para
cada enzima mutante (el proceso de purificacion se llevé acabo como se describe en la
seccion de Materiales y Métodos, hasta el paso de resuspender con 200 mM de NaCl),
Con estos resultados observamos que el cambio de la Cys!4 produjo enzimas con
actividades cataliticas difcrentes a la enzima silvestre, Los resultados se muestran e¢n la
Tabla 5. Las enzimas mutantes se agruparon de acuerdo a su actividad especifica,
formando 3 grupos: Enzimas con menos del 1 % de actividad, enzimas con un 10 a 20
% actividad e inestables y enzimas con actividad igual a la silvestre.

Al buscar una explicacion para estos resultados encontramos que una caracteristica
importantc para reemplazar ¢l residuo 14 es que ¢l aminodcido por el cual debe
cambiarse la Cys debe tener una hidrofobicidad y un tamaiio (en volumen de van der
Waals en A%) similar al de la Cys. Con estas dos caracteristicas sc¢ pueden obtener
enzimas activas (ver Figura 9).

La Figura 9 muestra que aminodcidos mis pequeiios o de igual tamaiio pero diferente
hidrofobicidad a la Cys producen cnzimas mutantes con un 10 a 20 % de actividad ¢
inestables, Con aminodcidos de tamaiio ¢ hidrofobicidad similares a la Cys se obtienen
enzimas mutantes con actividades iguales a la silvestre. Con aminodcidos mds grandes y
con hidrofobicidad similar o diferente a fa Cys se producen enzimas con actividades
menores al | %.

En el trabajo de esta tesis nos propusimos cstudiar mads profundamente las
caracteristicas de algunas de cstas enzimas mutantes. Primero decidimos estudiar todas
las enzimas mutantes con actividad igual a la silvestre; también estudiamos las mutantes
C14G y CI14N como representantes de las enzimas con actividad del 10 al 20 % e
inestables, y, finalmente, la mutante C14F como representante del grupo de enzimas con

actividad de menos del 1 %.
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Tabla 5. En la tabla se muestra la actividad especifica (umol/min/mg) de las 19 enzimas
mutantes en un proceso de purificacion parcial (ver texto). La abundancia relativa en %
se¢ obtuvo por densitometria de geles desnaturalizantes (con 10 pg de proteina) y
considerando como 100% la banda de 27 kDa de la TbTIM silvestre. Las primeras 11
enzimas mutantes corresponden al grupo de enzimas con menos del 1 % de la actividad
de la enzima silvestre. Las mutantes §2-14 son enzimas que tienen entre un 10 y un 20
% de la actividad de la TbTIM. Las mutantes 15-19 corresponden a las ecnzimas con

actividad similar a la silvestre (Herndandez-Alcdntara, tesis de maestria 2000).

AT ENZINN ACTINIDAD ESPECIEEC N ABLANDANCIY
(nndades mey RELV ATV AEN
| Cl14M 1 23
2 Cl4L 2 26
3 Cl14Q 4 50
4 Cl4Y 5 50
5 Claw 6 17
6 Cl4l 6 46
7 CI14E 6 44
8 Cl14H 6 35
9 Cl4D 18 54 .
10 Cl4K 22 32
11 Cl4F 23 69
12 C14G 157 86
137 CI14R 537 83
14 = CI4N " 556 85
15 Cl4y 2531 94
16 c14p. 2575 99
17: ‘c14s - 2583 8s
18 ~Cl4A 3624 929
19 Cl14T 3680 105
TbTIM silvestre 2858 100
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10017

Jog actividad especifica

Figura 9. La grifica muestra una correlacion entre el tamaiio (volumen de van der
Waals AJ). la hidrofobicidad (AGirnsterencias{ Chx—>agua) kcal/mol) del aminodcido
sustituido y la actividad especifica (pmol/min/mg) de las diferentes enzimas. La

actividad especifica sc obtuvo ¢n enzimas purificadas parcialmente (Tabla 5;

Herndndcz-Alcantara, tesis de macstria 2000).

TESLS CON
FALLA DE ORIGEN
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3.0BJETIVO

3.1 OBJETIVO GENERAL:

Para estudiar la contribucién de la Cysl4 a la estabilidad y actividad de la TbTIM nos

propusimos el siguicnte objetivo: purificar y caracterizar bioquimicamente a las cnzimas

mutantes: C14A, C14P, C148, C14T y C14V (mutantes con alta actividad), las enzimas

C14G y C14N (mutantes con 10 al 20 % de actividad) y C14F (mutante con menos del

1% de actividad).

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES:

Purificar las distintas enzimas mutantes

Determinar sus constantes cinéticas

Determinar la produccion de metilglioxal

Determinar el efecto de la concentracion de proteina en la actividad especifica
Determinar sus propiedades estructurales por fluorescencia y dicroismo circular
Determinar la Tm aparente de desnaturalizacion mediante dicroismo circular
[?ctcnninur ¢l efecto del metilmetano tiosulfonato (MMTS) en la actividad de

las enzimas
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Expresion y purificacion

La cepa de E. coli BL21DE3pLysS se transformé con los genes mutantes y cf silvestre
clonados cn el vector de expresién pET-3a, La expresion se realizé a partir de un litro
de medio de cultivo Luria Bertani (LB) con 100 pg/ml. de ampicilina. Cuando ¢l cultivo
alcanz6 una densidad optica (D. O) Agoonm= 0.6-0.8, sc agregd 0.4 mM del inductor
isopropil-p-D-tiogalactopiranésido (IPTG) y durante 12 horas se incubaron los cultivos
a 37 °C para la enzima silvestre y C14V. Las enzimas C14A, C14G, C14N, C14P, C14T
y C14S sc expresaron en cultivos a 30 °C. El gene que lleva la mutante C14F se expresd
en un cultivo a 21 °C. Con dichas temperaturas se obtuvicron los mejores niveles de
expresion.

La purificacién de las enzimas C14A, C14G, CI4N, Cl14P, C14S, C14T y Cl14V se
rcalizd de acuerdo al protocolo de purificacion para la enzima silvestre descrito por
Borchert y col., 1993. Brevemente, 1 L de LB con la cepa de bacterias inducida y
sobreexpresada se centrifugd por 10 min a 27 000 x g a 4 °C. El bot6n se resuspendid en
40 mL dc amortiguador de lisis (MES/NaOH 25 mM, DTT | mM, EDTA | mM y
PMSF 0.2 mM a pH 6.5). Las células sc rompicron por cambio de presion en una Prensa
de French a 1500 psi y a 4 °C, El lisado se centrifugd a 27 000 x g por 15 mina 4 °C. El
boton se resuspendio en 20 ml. de amortiguador de lisis con NaCl 200 mM cn agitacién
constante por 30 min y sc centrifugd a 27 000 x g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se
precipitéd con (NH4):SO4 al 45% de saturacion en frio durante 12 hrs y se centrifugd a
27 000 x g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se precipité con (NH4)2SOs al 65% de
saturacion durante 12 hrs y posteriormente se centrifugd a 27 000 x g por 15 min. El

botdn obtenido se disolvié en 2 ml. de amontiguador A (trictanolamina 6 TEA 100 mM,
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NaCl 25 mM, DTT |- mM, EDTA | mM y NaN; | mM, pH 8.0) y se dializd contra ¢l
mismd'arﬁrdnig@:gdbﬁ;dr\' 'dbs cambios de 0.5 a | L. La muestra s¢ pasé por una columna =~
de c&rxrboxi'melily (CM) sefarosa. La columna sc cquilibrd previamente con cl
amortiguador A y sc eluyé con un gradiente de 25 a 100 mM de NaCl. Ei cluido se
colecto en fracciones de | mL. La proteina pura se precipitd con (NH,)2SO4 al 70% para
su almacenamiento. Todo el proceso de purificacion se monitored por clectroforesis en
geles de poliacrifamida al 16 % en presencia de dodecil sulfato de sodio tifiendo con
azul de Coomasic, por actividad catalitica y por cuantificacion de proteina por
absorbancia a 280 nm para la protcina pura, y, por el método del dcido bicinconinico
(BCA Protecin Assay Reagent Kit) para los pasos intermedios de purificacion. Esta
técnica de cuantificacion de proteina esta basada en la accion det dcido bicinconinico,
que reacciona con cuatro aminodcidos (cisteina, cistina, triptofano y tirosina) dando el
color a la reaccién, con un méaximo de absorbencia a 562 nm. Ef método mide proteina
en un intervalo de 20 a 200 pg/mL (Smith y col., 1985).

Para la enzima CI4N ¢l proceso de purificacion se realizd hasta el paso de la
precipitacién al 65 % con sulfato de amonio.

La enzima C14F se purificé de la siguiente forma: Las células de | L de medio de
cultivo l:B se resuspendieron en amortiguador de lisis y s rompicron pasdndolas tres
veces por la Prensa de French. El lisado se centrifugd a 27 000 x g por 15 min a 4 °C. El
botdn sc resuspendio por 18 hrs a 4 °C en amortiguador de lisis con NaCl 200 mM y se
centrifugd a 27 000 x g por 15 min a 4 °C. El sobrenadante se dializé con amortiguador
A. La proteina se pasd a través de una columna de CM-sefarosa equilibrada con el
mismo amortiguador, sc aplicé un gradiente lincal de NaCl de 0 a 150 mM para la
clucion de la proteina. El eluido se separd en fracciones de | mL y la cantidad de

proteina en cada fraccidn se monitored por espectrofotometria midiendo la absorbencia
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a 280 nm., Se midié la actividad dc las fracciones correspondientes a los picos en los que
sc cspernba colectar la proteina; las fracciones que presentaron actividad se
concentraron, En todos los pasos de la purificacién se determiné la actividad catalitica y
se realizé un andlisis de clectroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de
dodeccil sulfato de sodio. La proteina pura se precipité con (NH);SO4 al 70 % para su

almacenamicnto.

4.2 Actividad catalitica

La actividad catalitica de Ias proteinas en la direccion de GAP a DHAP se sigui6
espectrofotometricamente por la disminucién en la absorbencia a 340 nm, causada por
la oxidacién del NADH en un cnsayo acoplado con la enzima a-glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (a—GDH) a 25 °C. La mezcla de reaccién contenia amortiguador TEA
100 mM/ EDTA 10 mM, pH 7.4 (TE 100/10), GAP 1mM, la enzima acopladora, a—
GDH a 1.25 U/mL y NADH 0.2 mM, en un volumen final dec | mL. Para iniciar la
reaccién se agregd lq proteina a una concentracién final de 5 ng/mL. Para las proteinas
mutantes C14G, CI:4N y Cl4kFrla ponccntracién de proteina fuc 1.3, 0.05 y 0.5 pg/mL,
rcSpcctivnménle. En'la dikecéiiSp dc DHAP a GAP se inicié la reaccion al agregar 100
ng/mL de proteina enun volurr;cn 'ﬁ:’rj'al de 0.2 mL de amortiguador TE 100/10, arsenato
4 mM, DTT 120 uM, NAD | mM y | unidad de gliceraldchido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) a 25 °C, excepto para la mutante C14F para la que se
utilizaron 100 y 200 pg/mL de proteina para la direccion GAP y DHAP,

respectivamente.
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4.3 Pardmetros cinéticos

Se realizaron curvas de concentracién de sustrato pur’a'GAP (0,06 a 2 mM) y DHAP
(0.325 a 10 mM) contra actividad para la TbTIM, 'Ins”difcrcntes proteinas con alta
actividad y la mutante CI14F, con ¢l fin dc determinar sus pardmetros cinéticos.
Utilizando GAP como sustrato se realizaron dos experimentos, ¢l promedio en ambos
valores de K ¥ Vmax dificren en menos del 10 %. En el caso de DHAP como sustrato,
se realiz6 un solo experimento. Las curvas obtenidas se ajustaron al modelo de

Michaclis-Menten y sc calcuiaron la K y 1a Vi por regresién no lineal.

4.4 Cuantificacién de metilglioxal

La cuantificacién de metilglioxal se realizo siguiendo el método reportado por Richard,
J. P. 1991, Se utilizaron las diferentes enzimas a una concentracion de 18 pM y
[P3IDHAP 0.5 1M como sustrato. Las enzimas se incubaron durante 20 h y a diferentes

ticmpos se tomaron muestras para medir la eliminacion de fosfato.

4.5 Efecto de la concentracién de proteina en la actividad especifica de las enzimas
con alta actividad

La Tb'I:lM y las mutantes con alta actividad se incubaron en un intervalo de
concentracion de proteina de 0.5 a 400 pg/ml. en amortiguador de TE 100/10 a 25 °C.
La actividad catalitica se dcterminé con 5 ng/mL de proteina después de 24 h de
incubacion. Se graficé la actividad remanente contra la concentracion de proteina y se
calculd la constante de disociacién aparente (Ky) de acuerdo a la formula descrita por
Mainfroid y col. (1996).

SPA= SpAmax [4Ey + Ku ~(8 Ey Ka+ K&)/4 Eo)
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Donde: SpA cs la actividad especifica, SpAm. la actividad cspecifica maxima y £ la
concentracion total de monémero. En esta ccuacion se asume que el dimero es la tnica

especie activa.

4.6 Propicdades espectroscopicas

4.6.1 Dicroismo circular

Los espectros de dicroismo circular (DC) se realizaron en un espectropolarimetro AVIV
(Lakewood, NJ) 62 HDS. Usando una cclda dc cuarzo de 0.1 cm y 1.0 cm de paso de
luz con un ancho de banda de 1.0 nm, para el UV-lcjano y el UV-cercano,
respectivamente. Las enzimas sc dializaron en amortiguador de fosfatos 25 mM y NaCl
20 mM, pH 7.4 y sc filtraron por una membrana de 0.45 pm. Se usé una concentracion
de proteina de 100 pg/mL y 400 pg/ml., respectivamente. Se realizaron 5 repeticiones
por cspectro en un intervalo de 195-240 nm y 260-320 nm, respectivamente. Para
calcular los valores de elipticidad molar se determiné la concentracion de proteina a una
absorbencia de 280 nm utilizando un cocficiente de extincion molar de 34 950 M cm™

para todas las enzimas. La clipticidad molar se obtuvo con la siguiente ecuacion:

0= Qobs (grados) x MRW x (00
Cxl

Donde, 0 es la clipticidad molar en grados; Bobs, es la medida de elipticidad observada
en grados; MRW es. la media del peso molecular de los residuos (del inglés mean
residue wcight)ﬁ 100 es cl factor que se origina de la conversion de la concentracion
molar a dmol/cm?; C es la concentracion de proteina en mg/ml. y | es ¢l paso de luz de

la celda en cm.

34




4.6.2 Estabilidad térmica
El patrén de desnaturalizacion - térmica se' determind ‘siguiendo los cambios en

elipticidad de la enzima a 222 nm cn_’un‘intcrv'gld de temperatura de 20 a 70 °C. La

temperatura se incrementd 1. °C cadume ‘Sc‘ptili:znron 400 pg/mL de proteina

prevmmente dlnhzndos en de vMCPS 20 mM, pH 7.0 con

EDTA/DT'I‘/NaN; l mM La fmcclén desnatumhmdn (/o) se calculd con la siguiente

ccuncibn
v Jo=On=)/C =)

Donde ¥N Y o corresponden a los valores de clipticidad de la especie nativa y

desnaturalizada, respectivamente. Los dos parametros s¢ determinaron a partir de una

extrapolacién lineal de la porcién inicial y final de la curva de clipticidad (y) contra la

temperatura.

4.6.3 Espectros de fluorescencia

Los cambios en la intensidad de fluorescencia de la enzima silvestre y la mutante C14F

se siguieron a 25 °C en un espectrofluorémetro RF-5000U Shimadzu. Se utilizé una

celda de cuarzo de 1.0 cm excitando a una longitud de onda de 280 nm y midiendo la

emisién entre 300 y 400 nm. La concentracion de proteina utilizada fue de 50 pg/mL en

amortiguador TE 100/10. Se restaron los valores del espectro del amortiguador.

El centro espectral de masa (de las siglas en inglés SCM, “spectral center of mass™) de

cada espectro de fluorescencia se determiné utilizando la siguicente ecuacion:
SCM=ZAI(AYZI(A)

Donde I(A) es la intensidad de fluorescencia a la longitud de onda A
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4.7 Determinacion de la actividad especifica de las enzimas mutantes C14G y CI14N
L.a enzima mutante C14G se purificdé a homogeneidad. En el caso de la enzima mutante
C14N el protocolo de purificacién se llevo a cabo hasta las precipitaciones diferenciales

con sulfato de.amonio (seccidn 4.1). Con esos grados de purificacién las cnzimas se

" final -

de} 1.3 ‘y 0.5 pg/mL, respectivamente

incubaron a “una”con

(conccntmcién' miés- alta pudé'm@:dir actividad para ambas cnzimas), en

umodiguudqr TE ‘a reaccion se inicié agregando la mezela de reaccion
que contenia la enzima uéopian(c (c-GDH) junto con ¢l sustrato (GAP) y NADH a

diferentes tiempos de incubacién,

4.8 Determinacion de la masa molecular

4.8.1 Cromatografia de exclusién molecular

La cromatografia de exclusién molecular se realizé en una columna ultrasefarosa- SEC
3000 de 7.5 x 300 mm, con un tamafio d¢ poro de 230 A (para un intervalo dec masas
moleculares relativas, M,, entre 5 000 y 700 000) y un cquipo de cromatografia liquida
de alta presion (Beckman). La columna se equilibré y eluyé con amortiguador de
fosfato 100 mM, pH 7.0, EDTA | mM y NaCl 150 mM. Antes de la inyeccion la
muestra se {iltré por una membrana de 0.22 pm y la columna se eluyé a un flujo de |
mli/min. La proteina se cuantificé por absorbencia a 280 nm. El radio de Stokes (R;) se
determind por el andlisis del volumen de elucién interpolando en una curva de
calibracion determinada con estindares de proteinas globulares con valores de R,

conocidos, siguiendo ¢l método descrito por Ackers, (1967).
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4.8.2 Andlisis de sedimentacion

Los experimentos se realizaron en una ultracentrifuga analitica con capacidad de rastreo
6ptico (Optima model XL-A, Beckman, Fullerton, CA) La proteina sc dializé
extensamente a 4 °C en amortiguador de TEA 0.1 M, pH 7.4 con DTT | mM y EDTA
10 mM. Una parte del liquido de didlisis s¢ utilizé6 como blanco de referencia. Para los
cxperimentos de velocidad de sedimentaci6n se utilizaron 0.4 mg/mL de proteina y se

corrieron a 129 280 x g en una celda de cuarzo. El cocficiente de sedimentacion se

correlacion6 con la temperatura (20 °C) y la viscosidad del agua (4=0.7468 mL/g,

M=1.09 g¢/mL). Los datos se analizaron con el programa SVEDBERG (Imagen, Inc.).

Los experimentos de sedimentacion al cquilibrio se realizaron centrifugando a 18 000 y
26 000 x g a 20 °C. Los datos se colectaron por un escéner a 280 nm, con espacios de
0.001 cm, en intervalos de 4 hrs. Los datos se analizaron con ¢l programa de regresion

no lineal NONLIN. Este programa determina una masa molecular aparente de acuerdo a

la siguiente relacion d = [M(1 — vp) «V(RT). Donde M es la masa molecular, ves el

volumen especifico parcial, o es la densidad del solvente, wes la velocidad radial, R es

la constante de los gases y T ¢s la temperatura absoluta en Kelvin.,

4.9 Efccto del metilmetanotiosulfonato y acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzoico

4.9.1 Ensayos de inhibicién por metilmetanotiosulfonato

El metilmetanotiosuifonato (MMTS) reacciona exclusivamente con Cys produciendo un
derivado relativamente pequeiio (metildisulfuro), como se muestra en la Figura 10A
(Smith y col.. 1975). Sc probo cl efecto del MMTS sobre la actividad de la TIM

silvestre y las enzimas mutantes con alta actividad (Ci14A, C14P, C14S, C14T y C14V).

37




Las diferentes enzimas se incubaron a una concentracion de (00 pg/ml. en
amortiguador TE 100/10 a. 25°C. Se probaron concentraciones de MMTS ¢n un
intervalo de 0 a 2500 pM. Se midié la actividad de las enzimas al ticmpo cero para cada
una de las concentraciones y se incubaron en presencia de MMTS durante 2 h. En ese
tiempo sc tomd otra alicuota de cada mucstra para determinar su actividad. Las alicuotas
se diluyeron en amortiguador TE 100/10 hasta dar una concentracion final de 5 ng de
proteina y medir su actividad. E! porcentaje de la actividad residual para cada enzima se

calculd con respecto al valor de la actividad del tiempo 0.

)
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Figura 10. Reacciones generales del MMTS (A) y (B) édcido 5,5°-ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB) en presencia de un grupo sulfhidrilo libre.
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4.9.2 Titulacién de tioles

Se empled un método espectrofotométrico para titular residuos de Cys con grupos
sulfhidrilo libres, utilizando la reaccién - del ééido 5.5‘-ditio;bis-2-nitrobcnmico
(DTNB), procedimiento descrito por Ellman (1958). Este disulfuro reacciona
equimolarmente con sulfhidrilos libres liberando un croméforo: el dcido 2-nitro-1-
benzoico (ver Figura 10B), compuesto que al tener un promincnte médximo de
absorbencia a 412 nm (gq2 = 13 600 M cm™), pucde ser medido
espectrofotometricamente.

El experimento se realizé de la siguiente forma: en una celda con amortiguador TE
100/10 y DTNB 2 mM se monitoreé la absorbencia a 412 nm durante dos minutos. A
los dos minutos se agregé 0.5 mg/mL dc las diferentes proteinas y se siguié midiendo la
absorbencia durante 90 min, junto con la de un control carente de proteina y procesado
de la misma manera que las muestras. Después de corregir por la absorbencia del
control (originada por la autohidrélisis det D'TNB), se utilizd el valor de la absorbencia
a 412 nm, considerando desde el tiempo cero. Para calcular la concentracion de

sulfhidrilos en la solucién, se utilizé la absortividad molar del DTNB (Ellman, 1958).
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S. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Expresion y purificacion

La TbTIM, las enzimas mutantes con alta actividad y la mutante C14G sc expresaron y
purificaron de acuerdo al protocolo reportado para la enzima silvestre (Borchert y col.,
1993) con un rendimiento de 60-80 mg de enzima pura/l. de cultivo. El protocolo de
purificacién para la enzima Cl4F se modificé debido a que ésta tiende a formar
agregados y el rendimiento final fue ~90 % mas bajo. Las enzimas puras se corricron ¢n
un gel de clectroforesis desnaturalizante mostrando una sola banda con un peso

molecular de aproximadamente 27 kDa.

5.2 Determinacion de la actividad especifica de las enzimas mutantes C14G y C14N
En ensayos previos de actividad catalitica (durante las purificaciones parciales) las
enzimas mutantes C14G y C14N mostraron un decaimiento progresivo de su actividad
durante los primeros minutos del ensayo, lo que nos indicaba que estas enzimas cran
inestables en tiempos muy cortos (Herndndez-Alcdntara, tesis de maestria 2000).

Las ecnzimas sc purificaron como sc describe en Materiales y Métodos vy,
posteriormente, se probaron diferentes concentraciones de proteina hasta encontrar la
concentracion cn la cual se observaba un D.O/min inicial de 0.1. Una vez encontrada
esta condicion (1.3 y 0.5 pg/mL para C14G y C14N, respectivamente) se incubaron las
enzimas a diferentes tiempos (como se describe en la seccién 4.6). Cabe mencionar que
aun a estas concentraciones de proteina, las enzimas siguen sicndo inestables, ya que su
actividad decac en los primeros minutos en el trazo de actividad. Para estc trabajo

consideramos Gnicamente ¢l primer minuto del tiempo de reaccién.
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Con estos wéultndo# se construyd una gréfica de la actividad remanente contra tiempo
(Fi gun{ II)Ln gniﬁ;:n mucslm que | n;iﬁ es suﬁc'ienté'cn cl cuéd de CI4N para inducir
la pérdida téwlvdc actividad. Para C14G, cerca del 15 % dc la actividad remanente
quedn:_ desk[V)Fuv‘ésb de 2 ‘min-de incubaci6én de Ig proteina. A tiempos mds largos no se

modiﬁéu st actividad.
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Figura 11. Cinética de inactivacién de cl4a y ClaN'a 13 y 05 ugmL,
respectivamente, en amortiguador TE 100/ Id mM a25 °C Las c;lzimns sc incubaron
como se describe en materiales y métodos.* l,és dtbirt.otsk ‘q‘ué sé muestran corresponden a
los primeros minutos del tiempo de rcatl:’g:ién.’k Los resultados sc presentan como
actividad remanente en % donde el 100% (’u4c’27.2‘ y 670.5 pmol/min/mg para C14G y

C14N, respectivamente.
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A csle respecto, cn un trabajo anterior Borchcrl y col (l995b) construycron cn la Ib M

una mutante (la H47N) con cl fin de c.sludmr d c.qunhbno dum.ro/monél -ro dc usla ;

dylluyéy: pura’ E

primeros minutos, lo que sugirié quc la diluclé d‘ prot/v_ nn‘llevabn a una mncuvnclén
dependiente del tiempo. Una camctcrlmcibn més detallnda dcmoslré que fa enzima
H47N se comportaba dnicamente como d[mcro a concentraciones por encima de 3
mg/mL de protefna. A una concentracién de | mg/mL de protelna esta mutante se
caracterizé como un monémero compacto menos estable que ¢l dimero silvestre
(Borchert y col,, 1995b, Schliebs y col., 1997). Las enzimas mutantes C14G y C14N
también presentan un comportamicnto de inactivacion a lo largo del tiempo cuando se
diluyen, por lo que al parecer también presentan una alteracion en el equilibrio dimero-

mondmero.

5.3 Pardmetros cinéticos

Se determinaron las propiedades cinéticas de la enzima silvestre y las mutantes con alta
actividad en ambas direcciones de la reaccidn catalizada por la TIM, Con ambos
sustratos, los valores de Ky y ke de las mutantes con alta actividad y de la enzima
silvestre fucron similares (Tabla 6). Estos resultados demuestran que los residuos
cataliticos no se afectaron por la mutacion en las 5 enzimas con alta actividad, ya que
las enzimas catalizan igual que la silvestre.

Para la enzima C14F, las ke de GAP y DHAP fueron 1000 y 3000 veces mas bajas que
las de la enzima silvestre, respectivamente y sus Ky para GAP y DHAP fueron 6y 3

veces mds altas con respecto a la enzima silvestre (Tabla 6), Para csta enzima mutante
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es probable que alguno de los residuos que participan en la catalisis estén afectados,

pues las diferencias en los pardmetros cinéticos son bastante cvidentes,

Tabla 6. Las constantes cinéticas se determinaron a diferentes concentraciones de GAP
(0.06 a 2 mM) o DHAP (. 0.325 a 10 mM) como sustrato. Se calcularon los parametros
cinéticos correspondientes a cada enzima utilizando la ecuacion de Michaclis-Menten.

Los datos se calcularon por un ajuste de regresion no lincal.

Constantes cinéticas para TbTIM y las mutantes de Cys14 indicadas

Kngar)  kam@ary  ka/Kmaary  Kmpuary  keapuar) kcn/Km(li')
(mM)  (min™) Ms! (mM) (min’")

TbTIM 0380 24x10° 1.0x107 1.9 2.7x10° 23x10°
Cl4A 0425 31x10° . 1.3x10"7 - 1.7 2.8x10° 2.7x10°

cl4p 0326 22x10° 1.2x10 1.1 22x10* 3.3x10°
Clas 0498 3.0x10° :1.0x107 1.9 28x10' 24x10°
Cl4T 0318 2.3 1 U130 14x10' 1.7x10°
clav 0422 15 25x10" 27x10°
Cl4F 22 ‘

2520 9. 29

En la Tabla 7 (pagina sngulcntc) sc mucstru una compnraclén de las constantes cinéticas
de la enzima mutante CI4I‘ con: lns de otras - TIMs monoméricas. CI14F presenta
constantes cinéticas similares a la monoTIM y a la RE-TIM. Ademés, se muestra una
comparacion de la K| utilizando como inhibidor al 2-PG. Considerando que la K, del 2-

PG para la TbTIM= 0.026 mM, cs claro que en este grupo de enzimas monoméricas la
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afinidad por el inhibidor no sc ve afectada. Los pardmetros cinéticos determinados para

la mutantc C14F son similares a los reportados para otras ‘T'IMs monoméricas.

‘I'abla 7. Se muestra una comparacion de 1a ke, Km, Ki y Tm en presencia de 2-PG de
CI14F con otras TIMs monoméricas. Los datos s¢ tomaron de *Schlicbs y col., 1997,
Borchert y col., 1995b y de este trabajo (C14F).

MonoTIM* [H47N® RE-TIM* [CI4F
Keaiar) 3.1 x10° 1.3x 107 1.9 x 107
(min” )
Kuiar) 4.1 0.33 1.4 2.2
(mM)
Ki (2-PG) (mM) [0.052+0.007(0.018 0.034 +0.005[0.076 +0.008
Tm (2-PG) (°C) 57 52 52 50.6

5.4 Formaci6n de metilglioxal

Como sc menciond anteriormente (scccion 1.2.4), el metilglioxal y el Pi son
subproductos que resultan de fa descomposicion del intermediario enodiol. La reaccion
de eliminacién catalizada por la TIM es mucho mds lenta comparada con la reaccion de
isomerizacion; por lo que la dnica forma de poder determinar la formacion de
metilglioxal ¢s incubﬁndo el sustrato en presencia de una concentracion clevada de la
cnzima. En estas condiciones los valores reportados de la relacién k.o /Ky para las
reacciones de isomerizacién y climinacién son de 10% a 10° M' ' y 2 M' s
respectivamente (Richard, 1991, Komives y col., 1991, Sun y Sampson., 1999).

En nuestras condiciones, 18 uM de enzima y 0.5 pM de DHAP, se obtuvo para la
TbTIM y las mutantes con alta actividad una velocidad de climinacién de Pi (k.) de 1.24

a2 M s, En tamutante C14F la k. fuc de 3.5 M™' s, sélo 2.5 veces mas alta que lade
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la enzima silvestre, La relacién metilglioxal/GAP, i.c. ko/(ku/Km) cn la C14F fue de

0.120, micntm.;. que para la TbTIM fue de 0.52 x 10, Esto qmcrcdecquueln anlmn
silvestre produce aproximadamente 1 metilglioxal por cada Ip’ GAI’ En cI caso d(- kla :
mutante C14F la relacién kea/Km para la reaccién de isomcrim‘ciéﬁ'vcsig.i‘z” xlo’vcces :
menor-que-la-de la TbTIM. Si consideramos que la vclo'cidna :dc foﬁnncién‘dcl
metilglioxnl es pricticamente la misma, uno esperarfa una relacion metilglioxal/GAP
para la mutante de: 1/(10%8.2 x 10%) ~ 0.08. Este valor ¢s muy cercano al obtenido
experimentalmente (0.12). Estos datos indican que la velocidad de formacion de
metilglioxal en la TbTIM es 10° veces menor que la reaccién de reprotonacién del
intermediario enodiol hacia la formacién del GAP (ver Figura 2). La relacién
(Ke/(Kcat!/ Km))roriml(kel(heat/ Ke))c1a5 €Sta incrementada aproximadamente 10° veces para
la mutante CI4F, por lo que el paso limitante en la formacidn de metilglioxal no se
modifica y entonces la velocidad de formacién de metilglioxal no cambia. De esto s¢
puede concluir que la estabilidad de la interfase dimérica es importante para la reaccién
de isomerizacién, pero que desestabilizarla no incrementa la velocidad de la reaccion de

climinacién.

5.5. Estructura secundaria

Los espectros de dicroismo circular (DC) para la enzima silvestre, las mutantes con alta
actividad y la C14F, en un intervalo de 195 a 240 nm y a 25 °C no mostraron diferencias
significativas (Figura 12), indicando qu,é con respecto a la proteina silvestre no hay
cambios considerables en la estructura secundaria del estado nativo en cste grupo de

mutantes.
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Figura 12. Espectro de DC en amortiguador de fosfatos 25 mM y NaCl120 mM pH 7.4 a
una concentracion de proteina de 100 pg/ml y a una temperatura de 25 °C. En el

recuadro s¢ muestra el simbolo correspondiente a cada proteina.

5.6 Efecto dc la concentracion de proteina en la actividad especifica de las enzimas
con alta actividad

En las proteinas oligoméricas, la concentracion relativa de mondmeros y oligémeros
depende de la constante de equilibrio y de la concentracion de proteina, debido a esto,
algunas cnzimas y en particular ¢l homodimero de la TIM, se inactivan a bajas

concentraciones de proteina. Basdndonos en esta caracteristica estudiamos el efecto de
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la cqr)rccnhfacirénr de proteina en la actividnd cspgciﬁcn de las enzimas con alta actividad.
Para los cnsayos se utilizé un intervalo de concentracién de protelna entre 5 y 400
pg/mL. Se determind la actividad de las enzimas a las 2 y a las 24 h de incubacion. Se
utilizaron los datos tomados a las 24 h, tiempo en ¢l cual determinamos que la actividad
especifica de las enzimas ya no cambiaba. En las enzimas mutantes, ¢l decaimiento de
la actividad ocurre a concentraciones de proteina menores a los observados en la enzima
silvestre (Figura 13). Por ejemplo, la enzima silvestre TbTIM llega al 90 y 100 % de
actividad especifica a concentraciones entre 5 y 25 pg/mL. La enzima C14A a partir de
50 pg/mL llega al 100 % dc actividad cspecifica. Las enzimas C14P, CI4S, CI4T y
C14V mantiencn entre un 70 y 90 % de actividad especifica entre 50 y 100 pg/mL. A
concentraciones de proteina menores llegan a perder por completo su actividad
catalftica.

Con los datos obtenidos de las curvas determinamos las constantes de disociacion
aparente (Ky) como sc describe en la seccidn de Materiales y Métodos. Los resultados
mostrados en el recuadro de la Figura 13 indican que para la TbTIM y las mutantes
Cl4A y Cl4S:la'Ks estd en un rango de 1.3 a 3.8 x 107 M, micntras que para las
mutantes CI4P; éMT y Cl4V cs mds alta (1 x 10 M). Para la mutante CI4F la
actividad de Iu’cﬁzimn no cambia después de 2 h de incubacion cn un intervalo de 0.5
pg/mL (la concentracién mds baja a la que se pudo determinar actividad catalitica) a
400 pg/mL. Estas observaciones nos sugerian que la enzima CI4F podia ser un
monémero con baja actividad catalitica, ya que su actividad no se modifica por la
concentracion de protcina, como se observa en los resultados para las otras enzimas

mutantes (ver seccion 5.8).
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Figura 13. Ensayos de estabilidad a la dilucién durante 24 hrs de incubacién. En el

recuadro de la grifica sc muestra la Ky calculada para las diferentes enzimas estudiadas.

5.7 Estabilidad térmica
El patrén de desplegamiento térmico de la TbTIM, las mutantes con alta actividad y la
mutante C14F se determiné por DC a 222 nm como se muestra en la Figura 14,
El patrén obtenido permitio calcular un ATm aparente para las diferentes enzimas
mutantes (es aparente porque ¢l proceso no es reversible). Los resultados muestran un
decremento de 1 a 3 °C en.la Tm de las enzimas mutantes con alta actividad en
comparacién con la silvestre (Tm= 51.4 °C). A pesar de que la ATm aparcente para las
enzimas con alta ba'clividnd sea muy pequeiia, es de notar que, para ¢l caso de las
enzimas CI4P,7CI4T. C14V y ligeramente menos para la mutante C148S, a partir de 40
°C se empicza a perder estructura, si sc comparan con la TbTIM silvestre y la enzima
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C14A. La cnzima CI4F pierde estructura a temperaturas mas bajas pucs su Tm aparente
calculada fuc de 46.5 °C, como se muestra en la curva de desnaturalizacion de la Figura
14,

El cambio de una Cys por Phe produce una enzima con propiedades cataliticas muy
diferentes a las de la enzima silvestre (Tabla 6). Sin embargo, el patrén de su estructura
secundaria ¢s similar (Figura 12) y tiene una actividad especifica que no se modifica por
la concentracién de proteina. Su patrén de desplegamicnto analizado por DC en un
barrido a difcrentes temperaturas muestra un decremento en su Tm aparente de 6 °C, lo
que indica que las interacciones no-covalentes de la estructura nativa de la proteina se
pierden a temperaturas mucho mads bajas. Sin embargo, cuando ¢l sitio activo se
encuentra ocupado por un analogo del sustrato (el 2-PG) se incrementa la Tm a 50.6 °C,
a pesar de esto, ¢s mads baja que la observada para la TbTIM en las mismas condiciones
(57 °C). Este cambio en Tm (en presencia de 2-PG) ya se habia reportado para el caso
de otras enzimas monoméricas obtenidas por ingenicria genética a partir de TbTIM (ver
Tabla 7; Borchert y col., 1995, Schiebs y col., 1997). Para el caso de la mutante C14F
la Tm resulté ser solamente 1.4 °C mds baja que H47N y RE-TIM, pero 6.4 °C menor
que la mono-TIM. De acuerdo con Schlicbs y col. (1997) para el caso de las TIMs

monoméricas el asa 3 més grande desestabiliza la proteina.
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Figura 14, Curvas dc desnaturalizacién seguidas por DC a 222 nm en un intervalo de
temperatura de 20 a 70 °C. El recuadro muestra el valor de Tm aparente calculada para

cada proteina.

5.8 Determinacion de la masa molecular para la enzima mutante C14F

La posibilidad de que CI4F fucra un monémero se investigd por cromatografia de
exclusién molecular y andlisis de sedimentacion.

] Ry calculado para la enzima silvestre fue de 29.2 A (M,=42,000), para la mutante
CI14F se determind un R, de 19.2 A con un M, de 20, 000.

El coeficiente de sedimentacion calculado Szp.= 2.5044 S corresponde al reporiado
para otras TiMs monoméricas. Por sedimentacién al equilibrio s¢ determind una masa
molecular de 27, 200 Da, que corresponde con la masa molecular calculada para otro
monémero de 7. brucei: 26, 879 Da (Borchert y col., 1994 y Schlicbs y col., 1997).

Estos datos confirmaron que la sustitucion de C14F produce un mondémero cstable.
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Por otra parte, los experimentos de fluorescencia intrinseca mostraron que para el caso
de la enzima mutante CI4F hay un corrimiento del Amax hacia el rojo de 1.6 nm, con un
apagamicnto de la fluorescencia del S0 % cuando se compara con la enzima silvestre
(Figura 15A). Ademés los experimentos de DC en el UV cercano mucstran alicraciones
cn el medio ambiente de los residuos aromdticos (Figura 15B). Estos espectros indican
que alg@n Tr‘p‘ocullo se estd exponiendo més al solvente. Posiblemente, cl cambio se
debe anTrpIZ, que se encuentra cerca de la Phel4. Otra posibilidad cs un apagamiento
de la ﬂqdrescencia del Trpi2 debido a transferencia de energia por la Pheld que antes

no existla.
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Figura 15. (A) Los égp‘c’cn:'o‘s deemlsu’mdc i @scdneia intrinseca se realizaron en
amortiguador TE  IOO/IO. "c‘xc‘iiyxiﬁdko: a280 nm Ekn—crlAi'ccuadro se muestra el centro
espectral de masas catculado (SCM). En (B) CD de UV cercano en amortiguador de
fosfatos 25 mM y NaCl 20 mM pH 7.4; en ambos espectros se utilizaron 0.05 y 0.4

mg/mL de proteina para la TbTIM y la mutante C14F, respectivamente.
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La triosafosfato isomcmsa de 7. brucei ticne 5 triptofanos cn las siguicntes posiciones:
el Trpi2 se encuentra localizado en el asa 1, Trp90 en la hebra B4, el Trpl59 en una
hélice 310 antes de la hebra 36, el Trpl170 sc encucntra cn ¢l asa 6 o asa catalitica y
finalmente, ¢l Trpl93 se localiza en la a-hélice 6. El porcentaje de exposicién al
solvente calculado para estos residuos de Trp es de: Trpl2 0.2, Trp90 9.5, Trp159 2.5,
Trp170 3.8 y Trp193 18.6. Recientemente Chénez-Cérdenas y col. (2002) demostraron
por mutagénesis sitio dirigida la contribucién de estos 5 Trp a la fluorescencia intrinscca
de la TbTIM.

La mutante W12F mostré un apagamicnto de Ia fluorescencia de un 40 % al compararla
con .la silvestre. Al sustituir un scgundo Trp (WI12F/WI93F) mostré sdlo una
disminuci6n del 20 % cn la intensidad de fluorescencia, es decir, la eficiencia cuantica
de WI12F/W193F es mayor que la del WI12F, Este resultado sugiere que ¢l Trp193, se
encuentra apagando la fluorescencia de otro Trp, lo que es posible ya que ¢l Trp153 se
encuentra muy cercano al Trpl59 y, también, es el mas expuesto al solvente, de manera
que pucde perder la fluorescencia al medio. A este respecto, la mutante C14F también
presenta un apagamiento de la fluorescencia muy cercano al 40 % (como la mutante
WI12F). Considerando que ¢l Trp!12 cs ¢l residuo que mas contribuye a la fluorescencia
total de la proteina, pensamos que la mutacion por Phe en la posicidn 14 provocé que el
Trp12 ahora esté altamente expuesto al solvente por efecto de la monomerizacion de la

enzima.

52




5.9 Efceto del MMTS y DTNB

5.9.1 Efecto del MMTS cn las enzimas mutantes con alta actividad

Explorando la posibilidad de usar aminodcidos no conservados para producir una
inhibicion sclectiva en enzimas homélogas de diferentes especices, se ha analizado ¢l
efecto de Ia derivatizacién de residuos de Cys para diferentes especics. El efecto de
derivatizantes como el MMTS y DTNB inactiva a las enzimas de tripanosomatidos (que
poseen una Cysl4), lo cual produce alicraciones estructurales que llevan a la
derivatizacién de residuos de Cys originalmentc no expucstos. Sin embarpo, estos
reactivos que promueven alteraciones en las TIM de los tripanosométidos afectan poco
o nada a las enzimas que poseen un residuo distinto a la Cys en la posicién 14, Lo
anterior incluye también a la hTIM que posce una Met en esta posicién (Gomez-Puyou
y col,, 1995, Garza-Ramos y col., 1998, Pérez-Montfort y col., 1999).

Considerando que la TIM de 7. brucei sc inhibe en la presencia de estos reactivos, se
decidi6 probar el efecto del MMTS en las enzimas C14A, C14P, C14S, C14T y C14V.,
Es importante notar que este grupo de enzimas no poscen Cys en la posicion 14.

A pesar de que se esperaba que ninguna dc estas enzimas fuera susceptible a inhibicion
por MM.TS, los resultados obtenidos mostraron que las enzimas C14P, C14T y C14V
pierden la actividad catalitica en presencia de distintas concentraciones de MMTS. Sin
embargo, las enzimas C14A y C14S son resistentes aun a las concentraciones mis altas

de MMTS que se probaron, como sc observa en la Figura 16.
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Figura 16. Curvas de inhibicién por MMTS cn la enzima silvestre y las mutantes con
alta actividad. Las cnzimas fueron incubadas a una concentraciéon de 100 pg/mL en
amortiguador de TE 100/10, a 25 °C, a diferentes concentraciones de MMTS. La
actividad se midi6 al tiempo O y a las 2 h, calculando el porcentaje de actividad

remanente.

54




Figura 17. Esquema dc la estructura de barril o/ de TbTIM. Se muestra la posicién de

los 3 residuos de cisteina de un monémero. La figura sc cred a partir del archivo 5TIM

(de la TbTIM) del PDB (Wierenga y col., 1991b).
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Para poder explicar el componamicnto que obscrvamos cn - las cazimas mutantes

debemos consldcrur lo siguiente: la’ Tb’l ™ posee 2 Cys ndcmés de'la 14: la Cys40 y la

Cysl26 (Flgura 17, pégmu nnterlor) La Cys40 esun. rcslduo no conscrvndo que forma

parte de la hoja-B2. La CysI26 forma pgn' dc lp a-hélice 4 y estd estrictamenic
conservada en todas las especies, a pesar dc 'hb scr eécncinl para la catélisis de la enzima
(Silverman y col., 2001), Ambas Cys se encuentran en el interior del barril, lo que las -
hace inaccesibles al solvente. A este respecto, la yTIM posee dos Cys cn las posiciones
42 y 126, equivalentes a las de TbTIM (ver Tabla 8). Como la yTIM es completamente
insensible a la accién de los agentes derivatizantes de sulfhidrilo mas conocidos, se
concluyd que estos residuos de Cys son inaccesibles.

Sin embargo, las enzimas mutantes C14P, C14T y C14V, que también poseen cstas dos
Cys, mostraron sensibilidad. Esto nos hace pensar que la diferencia observada en los
estudios de concentracién de la proteina y cn la cstabilidad térmica en estas enzimas
(Figura 13 y Figura 14) se debe quiza a alteraciones de las enzimas probablemente en la
regién de la interfase. Esto permitirfa que los agentes derivatizantes pudieran llegar
hasta las posiciones 40 y/6 126 para derivatizar estas Cys. Este razonamiento concucrda
con lo 9bscrvado para las enzimas mutantes CI4A y CI14S, que son enzimas que
mostraron mayor estabilidad y que por consiguicnte no sufrieron modificacion ante la
presencia de MMTS bajo estas condiciones. Por otra parte, la enzima C14F s¢ incubé a
10 pg/ml en prgsencia de 500 pM de MMTS durante 2 hrs. Los resultados muestran
que C14F se inhibe por MMTS, lo que indica que la monomerizacién, acompafiada de
alguna alteracién en la prblcina, provoca que estos reactivos actien sobre las otras dos

Cys.
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Tabla 8. Posicién de las cisteinas en 1a TIM de 7. brucei, otros pardsitos, humano y
levadura. De estos residuos de Cys tnicamente la Cys126 0127 es_estrictamente,

conservada ¢n todas las especies.

Organismo Cisteinas

(posicion) s
Trypanosoma brucei 14 39 S 126 7
Trypanosoma cruzi 15 40 : l,l'8 : 127 :
Leishmania mexicana 15 40 ‘l>18; o y:|2>7 :
Plasmodium falciparum 13 : 196 126 217
Homo sapiens 42 67 - 87 ; ; 126‘“‘ 218
Saccharomyces cerevisiae 42 ) 126

En trabajos ﬁntcriores se¢ propuso, que la inhibicién irreversible por MMTS en la
TbTIM y la TcTIM se debia a las alteraciones estructurales de la interfase provocadas
cn primer lugar por la derivatizacién del residuo Cysi4 (Gémez-Puyou y col., 1995,
Garza-Ramos y col., 1998, Pérez-Montfort y col., 1999, Reyes-Vivas y col., 2001). Sin
embargo, ain no sabemos quc tanto contribuyen la Cys40 y/6 Cys126 en el mecanismo

de inactivacién (ver Perspectivas).

5.9.2. Titulacién de tioles para ThTIM, C14P, C14T y C14V por DTNB
Para cstar seguros que este grupo de cnzimas mutantes efectivamente tienen una Cys
menos que la silvestre, fue necesario cuantificar el ntimero de Cys por mondémero. Se

realizaron cuantificaciones espectrofotométricas de residuos tiol, utilizando la reaccién
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que Iicvn a cabo ¢l DTNB con grupos sulfhidrilos libres. El nimcro de Cys calculadas
para lns mutantes C14P, C14T y C14V fue de 2 Cys/monémero y para la silvestre 3
Cys/monémero, tal como esperibamos. Este resultado demuestra que en los
experimentos descritos en la seccién 5.9.1 las Cys 40 y 126 estan reaccionando a pesar
de que las enzimas no poseen Cys14 (residuo propuesto como el primero que provee un
cambio conformacional para que las otras dos cisteinas puedan reaccionar (Gémez-

Puyou y col., 1995).

A este respecto en la TIM de Plasmodium falciparum (PfTIM) se realizaron
recientemente algunos estudios utilizando reactivos que modifican grupos tioles como
yodoacetamida y dcido yodacético scguidos por espectrometria de masas por ionizacion
con electroaspersién, demostrando que ¢l orden en el cual reaccionan las 4 Cys que
posee la PFTIM es como sigue: Cys196>Cysi3>>Cys217/Cys126. Esto correlaciona
con cdlculos de la superficic accesible de las Cys determinados a partir de la estructura
cristalogrdfica. La Cys126 y Cys217 son las més inaccesibles y la Cys196 es la mds
expucsta y la mds reactiva. Resulto interesante que la Cys13 que tiene accesibilidad
limitada, sufre modificacién rdpida (Maithal y col., 2002). Sin embargo, para el caso de
la THTIM la modificacién puede ser diferente, pues posee menos residuos de Cys que
PITIM, y posee la Cys40 que PfTIM no tiene (ver Tabla 8). En la PITIM demostraron
que la carboximetilacion de la Cys13 produce una especie monomerica detectada por
filtracién en gel (Maithal y col., 2002). A este respecto, en la TIM de Entamocba
histolytica que se inactiva completamente por MMTS, se demostrd que se disocia en un
mondmero estable que posce estructura secundaria considerable, similar a lo que sucede

en la PTIM (Rodriguez-Romero y col., 2002)
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Avila Rios (tesis de licenciatura 2001) realizd un trabajo cn sentido inverso al que se
presenta en csta tesis. Eligid las TIMs de levadura y humano, las que ya se habia
demostrado que son resistentes a la accién de varios derivatizantes de grupo sulfhidrilo.
La hTIM posee una Met en la posicién 15 y 5 Cys en otras posiciones (ver Tabla 8). Sin
embargo, su sensibilidad a reactivos de sulfhidrilo es relativamente baja, al ser Ia
mayoria de éstas inaccesibles al solvente. La yTIM posee una Leu en la posicién 13 y es
completamente insensible a la accidn de algunos agentes derivatizantes (ver Tabla 8)
(Garza-Ramos y col., 1998). Por mutagénesis sitio dirigida Avila Rios, produjo las
mutantes MI5C de hTIM y LI3C de yTIM (posiciones equivalentes a la Cysl4 de
- TbTiM), con el propésito de averiguar si esta mutacion efectivamente vuelve sensibles
a las cnzimas a la accion dc diferentes derivatizantes de grupo sulfhidrilo. La
introduccion de Cys en posicién equivalente a la 14 resultd ser critica para la accién de
los derivatizantes, volviendo a las enzimas mutantes sensibles a la accién de la mayoria
de los compuestos probados, principalmente con compuestos de tamailo mayor que el

del MMTS.

Con los resultados obtenidos de inhibicién por MMTS de las enzimas mutantes CI14A,
C14P, C14S, C14T y C14V podemos contestar las preguntas que surgicron al proponer
este trabajo (ver antecedentes). Repitiendo las preguntas:

¢Qué podria pasar con la TbTIM si el parasito llegara a mutar la Cysl4 por otro
aminodcido como un mecanismo de defensa contra un inhibidor especie-especifico?,
¢Alguna mutacién en esta posicion especifica puede producir una enzima igual a la
silvestre? y 4qué caracteristicas requicre esta sustitucion para que pueda funcionar como

un residuo de interfase que contribuya a la estabilizacién del dimero de la TbTIM?.
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Con ¢! grupo de mutantes que sc generaron en esie trabajo podemos responder que la
C14A y C14S son las mutaciones que en determinado momento podrian ocurrir en el
pardsito como un mecanismo de adaptacién contra un inhibidor especic-especifico. No

obstante debemos considerar las siguientes observaciones.

Via neutral de mutacién

Los experimentos que realizamos sustituyendo ¢l aminodcido en la posicion 14 indican
que este residuo puede ser sustituido por Ala o Ser sin causar ningin cambio estructural
en la enzima y ademés producir una enzima resistente a agentes derivatizantes de grupo
sulfhidrilo. Esta son mutaciones que en el parésito pudicran llevar a la adaptacién frente
a un posible farmaco dirigido contra la Cys14. Ademas, debemos considerar que existen
algunos organismos que presentan Ala y Ser en dicha posicién (ver Tabla 4) lo que nos
lleva a pensar que los cambios se pudieran dar, puesto que existen en la naturaleza. Por
otra parte, hay que considerar que se requicren de dos mutaciones simultdncas para
cambiar un codén de Cys a Ala, pasando por un intermediario ya sea de Ser o Gly como
se¢ muestra en la Figura 18A. En cste caso ¢l intermediario con Gly resulté ser una
enzima poco activa e inestable y ¢l intermediario con Ser una enzima activa y estable
(pero menos que con Ala) y resistente al MMTS. Por lo tanto para producir la mutacion
de CI4A sec requiere que se cambien simultancamente 2 bascs contiguas. Como se
muestra en la ’ﬁg’ura 17A, para cambiar un coddon de Cys a Ala pasando por Gly primero
debe mutar la p'rinilera base (T por G) y después la segunda base (G por C). ’ara el caso
del inlermcdin‘rfo con Ser, primero debe mutar la segunda base (G por C) y después la
primera base (T por G). A estc evento se le ha denominado ausencia de una “via neutral
de mutacién” (figura 18B), de! que se dice que tiene una probabilidad cercana a cero ya

que tiene que pasar por intermediarios menos activos (que serian eliminados en el
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proceso de seleccién). Este evento ya ha sido descrito para In aspartato aminotransferasa
de E. coli (Gloss y col., 1992 y 1996). Por lo tanto, si consideramos esta teorfa, seria
muy improbable que ¢l pardsito desarrolle resistencia por cste mecanismo a un firmaco
dirigido contra la Cysl4, si pasa por el intermediario de Gly. Pero si utiliza el
intermediario de Ser la probabilidad aumenta. Para cl segundo caso, ¢s importante
mencionar que la enzima mutante C14S pierde hasta un 50 % de actividad incubando a
10 pg/mL de proteina durante 2 h a 37 °C. Considerando que 37 °C es la temperatura

media def cuerpo humano, es posible que tampoco sea un buen intermediario.
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1GG-Tm Coordenadas evolutivas

Figura 18. El esquema en (A) muestra los posibles cambios que se tienen que dar para
que un codén de Cys cambie a Ala pasando por un intermediario de Gly o Ser. En (B)
se mucstra un grafico hipotético sobre la teoria de la *“via neutral de mutacién™ en las
proteinas. La X representa la inaccesibilidad de intermediarios menos funcionales para

que las proteinas evolucionen (tomada de Gloss y col., 1992).
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6. CONCLUSIONES

Nuestros datos indican que la sustitucion de C14A, C14P, C14S, CI14T y Cl4V no
afecta la actividad catalitica de la enzima. Encontramos que dichas sustituciones poscen
como caracterfstica comun un aminodcido con un tamafo ¢ hidrofobicidad similar a la
Cys, lo que permitc obtener enzimas activas. Si se modifica alguna dec estas

caracteristicas sc obtienen enzimas sin o con poca actividad.

Otros datos indican que de este grupo de enzimas mutantes sélo Cl4A y Cl14S
presentan constantes de disociacién iguales a la silvestre. Sin embargo, en cuanto a su
estabilidad térmica sélo la enzima CI4A presenta un ATm de 1°C menor cn
comparacién con la enzima silvestre y para las enzimas C14P, C14S, C14T y C14V el

ATm es cercano a los 3°C.

Experimentos con la enzima mutante C14F demuestran quec la enzima se comporta

como mondémero estable.

La relacién entre la estabilidad del dimero y la catdlisis también se demuestra en el

comportamiento de las enzimas mutantes C14G y C14N.
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7. PERSPECTIVAS

La TbTIM presenta ademds de la Cysi4, la Cys40 y Cys126, de las cuales se desconoce
su funcién. Ambas Cys se localizan al interior de la proteina por lo que son inaccesibles
al solvente. En este trabajo, encontramos que las enzimas mutantes Ci4P, C14T y
Cl4V se inhiben por ¢l efecto del MMTS. Estos resultados nos demuestran que la
Cys40 y Cys126 estdn reaccionando a pesar de no poseer la Cysl4. Estos resultados
dejan abierta varias vias de exploracion para ¢! estudio de cstas 2 Cys.

El alincamicnto dc sccuencias de la TIM de més de 81 especics indica que la Cys40 es
un aminodcido no conservado, e incluso cn algunas cspecics se¢ encuentra en posiciones
no equivalentes, micntras que, la Cys126 cstd estrictamente conservada cn todas las
especies, Por lo que, ¢l estudio de la contribucién o participacion de la Cysl 26,
aportarfa, ademads, nuevos clementos para tratar de explicar en términos cvolutivos, fa
presencia de cste residuo cstrictamente conservado y no esencial para la catalisis.

Por otra parte, las mutantes C14P, C14T y C14V, que fucron sensibles a la inhibicion
por reactivos que modifican grupos sulfhidrilos, son buenos modelos para establecer un
mecanismo detallado cinético y estructural de fa inhibicién de la TbTIM producido por
este tipo dc agentes (estos reactivos son la base para la sintesis de un inhibidor especie-

especifico dirigido a los tripanosomatidos).
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with Different Residues at Position 14 of the Dimer Interface. Characterization of a
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ABSTRACT: In homodimeric triosephosphate isomerase from Trypanosoma brucei (TbTIM), cysteine 14
of each the two subunits forms part of the dimer interface. This residuc is central for the catalysis and
stability of TbTIM. Cysl4 was changed to the other 19 amino acids to determine the characieristics that
the residue must have to yield catalytically competent stable enzymes. C14A, C14S, C14P, C14T, and
C14V TbTIMs were essentially wild type in activity and stability. Mutants with Asn, Arg, and Gly had
low activitics and stabilitics. The other mutants had less than 1% of the activity of TbTIM. One of the
latter enzymes (C14F) was purified 1o homogeneity. Size exclusion chromatography and equilibrium
sedimentation studies showed that C14F TbTIM is a monomer, with a ke ~1000 times lower and a K,
~6 times higher than those of TbTIM. In C14F TbTIM, the ratio of the climination (methylglyoxal and
phosphate formation) to isomerization rcactions was higher than in TbTIM. Its secondary structure was
very similar to that of TbTIM; however, the quantum yicld of its aromatic residucs was lower. The analysis
of the data with the 19 mutants showed that to yield cnzymes similar to the wild type, the residue must
have low polarity and a van der Waals volume between 65 and 110 A2 The results with C14F TbTIM
illustrate that the secondary structure of ThTIM can be formed in the absence of intersubunit contacts,

and that it has sufficicnt tertiary structure to support catalysis.

Triosephosphate isomerase (TIM,' EC 5.3.1.1) is a gly-
colytic cnzyme that catalyzes the interconversion between
dihydroxyacetone phosphate (DHAP) and p-glyceraldehyde
3-phosphate (GAP) (/). At present, more than 100 amino
acid sequences of TIMs from a variety of organism arc
available in the datbascs and the X-ray structures of TIMs
from 12 different species have been determined (2-13).
Except for TIMs from thermophilic organisms, which are
(c(mmcrs (12, 13), all I‘IM: are compmcd of two identical

its. These sub through noncovalent
interactions to form a homodimer with a high association
constant. The monomers are formed by cight centrat f-strands
and cight a-helices (numbered 1-8) joined by loops, making
TIM a member of the protein family with the (Ba)ys barrel
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fold. Each monomer contains all the rc5|ducs that participate
in lysis. Nonetheless, o well-d, d property of TIM
is that || is catalytically active only in its dimeric form (/4,
15).

In all TIMs, the arca of the dimer interface compriscs a
large portion of the cnzyme. For example, in TIM from
Trypanosoma brucei (ThTIM), the area of contact between
the two monomers is approximately 1600 A? (4). The dimer
interface is formed mainly by loops 1—4. The protruding
toop 3 of onc subunit docks into a deep pocket formed by
loops | and 4 of the other subunit and is near the catalytic
site. Cysl4 in loop | is onc of the three residucs that are
fully exposed in the monomer and completely buried in the
TbTIM dimer (Figure 1); the other two are Vald46 and Thr75
that are in loop 2 and loop 3, respectively. The side chain of
Cys14 is surrounded by the residucs of loop 3 of the other
subunil (Figure 1), which is consistent with data that indicate
that the pA, of the —SH group of the interface Cysld is
higher than that of the same group of the amino acid in
solution (/6). In the crystallographic structure of THTIM,
the side chain of Cys14 is hydrogen-bonded to Gly72 of the
other subunit, and less than 0.38 nm from Ser71, Glu77,
Val78, and Ser?9 of loop 3 of the other monomer (/7).

The residuce at position 14 is a nonconscrved amino acid.
In TIMs from some pathogenic parasites, residuc 14 is Cys,
whercas in TIMs from other species, including ffomo
sapiens, position 14 is occupicd by a different amino acid,

€© 2002 Amcrican Chemical Socicty
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(B)

Figuke 1: Relative position of Cys|4 and the subunits of THTIM
{A) and packing of Cys14 of one subunit with the residucs of loop
3 from the other subunit (B). (A) The a-carbon traces of subunits
A and B arc shown in red and green, respectively, and a CPK
depiction of Cyst4 from both subunits is shown in yellow. (B)
Cys|4 is shown as a CPK imagce, and the residues of [oop 3 from
the other subunit are shown as sticks. The color coding for the
clements is as follows: gray for 11 and C, blue for N, red for O,
and yellow for S. The three-dimensional coordinates are from PDI
eniry 5TIM.

the most common being Met and Leu, followed by Ser, Thr,
Gln, and Ala. In ThTIM and TIMs from 7. cruzi and
Leishmania mexicana, Cysl4 is the only cysteine that forms
part of their dimer interfaces. The incubation of the tryp-
anvsomal enzymes with sulfhydryl reagents brings about
large structural changes and abolition of catalysis, which
results from the derivatization of Cys14 by the sulfhydryl
reagents (/7, /8). In addition to trypanosomal TIMs, the
pathogenic parasites Enfamocha histolytica (19), Plasmodium

Jalciparum (20), and Giardia lamblia (21} have the interface

Cys. Therefore, this region of the interface has received
considerable attention as a potential target for the design of
drugs that specifically perturb the association between
monomers of the parasite enzymes (17, 14, 22, 23).

In this work, we have further studied the contribution of
Cys14 to the stability and activity of TbTIM. We performed
exhaustive mutagenesis of Cysl14 of ThTIM 1o investigate
which amino acids can replace the interface Cys and, thus,
establish the chameteristics that an amino acid in that position
must have to yicld catalytically competent enzymes. Only a
fimited number of mutant enzymes exhibited activities and
stabilitics similar to those of wild-type ThTIM. We also
found that a point mutation, the substitution of Cys |4 with
Phe, yields a stable monomeric variam of TbTIM that
exhibits substantial catalytic activity.

MATERIALS AND METHODS

Construction of the Cysl4 Mutants. The substitution of
Cys at position 14 with the other 19 amino acids in TbTIM
was accomplished with the polymerase chain reaction (PCR)
using the Expand 1ligh Fidelity PCR System (Bochringer).
The mutagenic oligonucleotides were AACTGGAAG-
NNNAACGGCTCCI [ClaV, CI4F, Cl4l., C14S, Cl4Y,
C14P, and C14K forward (Fw)] and S'GGAGCCGTTNNN-
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CITCCAGTTY [C14V, C14F, Cl4L, C145, Cl14Y, Cl14p,
and CIl4K reverse (Rv)] (where N is A, C, G, or T),
5'AACTGGAAGYVNAACGGCTCCI (CI4T, Cl4IL, C14Q,
C14N, C14D, CI4E, CI4R, and C14G Fw) and S'GGAGC-
CGTTNBBCTTCCAGTTY (C14T, Cl4H, Cl14Q, CI4N,
Cl4D, CI4E, C14R, and CI14G Rv) (where V is A, C, or G
and B is T, G, or C), 5’ AACTGGAAGGCGAACGGCTCCY'
(C14A Fw) and SGGAGCCGTTCGCCTTCCAGTT3 (C14A
Rv), S’AACTGGAAGATCAACGGCTCC3’ (Cl4l Fw) and
SGGAGCOGTTGATCTTCCAGTTY (CI141Rv), and SAACTG-
GAAGIGGAACGGCTCCY (C14W Fw) and S'GGAGC-
CGTTCCACTTCCAGTT3' (C14W Rv). The extemnal oli-
gonucleotides were the T7 promoter and T7 terminator
{Novagen). The respective mutations were introduced as
follows: 30 cycles for 1 min at 94 °C, | min at 55 °C, and
1 min at 72 °C and incubation for 10 min at 72 °C. The
genes were cloned in the pCR 2.1 vector (Invitrogen) and
scqucnccd Once the genes with Ihc .lpprupnalc mulatmn
were identificd, they were seq i
into the pET-3a expression vector as Nelel fm,,mcms. and
introduced by transformation into BL2H(DE3)plysS cells
{Novagen).

Growth of the Cells and Protein Expression. For expres-
sion of the mutant proteins, cclls were grown at 37 °C in
Luria-Bertani medium supplemented with 100 gg/ml. ampi-
cillin and 34 sig/mL chi henicol. When reached
an Aum of 0.6, isopropy) fi-n-thiogalactopyranoside at a final
concentrition of 0.4 mM was added. Growth was continued
ovemight at 37 °C for cells with wild-type TbTIM and the
C14V mutant, or at 30 °C for the rest of the mutants.
BL21(DE3)pLysS cells transformed with CI4F and C14K
were induced at 21 °C. The growth of the cclls containing
the C14F mutant was continued for 3 h.

Purification of Enzymes. Cultures (250 ml.) were collected
by centrifugation and suspended in 10 ml. of cclt lysis buffer
(25 mM Mes/NaOH) (pH 6.5), 1 mM dithiothreitol, 1| mM
EDTA, and 0.2 mM phenylmethanesulfony! fluonide. The
suspensions were sonicated (five intervals of 45 s) and
centrifuged at 15000 pm for 15 min. The pellct was
suspended in lysis buffer, which in addition bad 200 mM
NaCl, gently stirred on ice for 30 min, and centrifuged for
15 min at 15 000 rpm (24). The latter supernatant was used
for an assay of activity and for detennining the relative
abundance of TIM concentration by SDS ~PAGE analysis,
Coomassic blue staining, and densitometry.

The purification of wild-type ThTIM and the mutants
Cl4A, CHP, C14S, CI4T, C14V, and C14G was carried
out following the methodology described by Borchert ct al.
(24). The CI4F muant was purified as follows. Cells were
lysed by passing them three times through a French press in
25 mM Mes/NaOH (pH 6.5), 1 mM dithiothreitol, 1 mM
EDTA, and 0.2 mM phenylmethancsutfonyl fluoride. The
lysate was centrifuged at 15 000 rpm for 15 min. The pellet
was suspended in lysis buffer with 200 mM NaCl, stirred at
4 °C for 18 h, and centrifuged at 15 000 pm for 15 min.
The supernatant was dialyzed exhaustively against 25 mM
tricthanolamine (TEA) (pH 8.0), | mM EDTA, 1 mM
dithiothreitol, and 1 mM sodium azide. The protein was
loaded onto a carboxymethyl-Scpharose fast flow column,
cquilibrated with the same buffer. Protein was cluted with a
gradient of 0 to 150 mM NaCl. In all the steps of the
purification, catalytic activity and SDS—PAGIE analysis using
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Cc ic blue and d y were carried oul.
CI14N was only pantially puritied. For this enzyme, we
l‘ollowcd lhc procedure (24) up to the step n which it was
precif d with ium sulfate.

Activity Assays. Enzyme activity was determined at 25 °C
by following the decrease in absorbance at 340 nm of a
mixture that contained 100 mM TEA and 10 mM EDTA
(pH 7.4), 1 mM GAP, 0.2 mM NADH, and glycerol-3-
phosphate dehydrogenase (20 ug/mL). Except where speci-
fied, the reaction was initiated by the addition of TIM at the
indicated concentration (25). For the determination of Ay,
and Ve, the concentration of GAP was varicd over a
concentration runge of 0.06—-2 mM. The K and Vo, in
the direction of DHAP to GAP, were determined at 25 °C
in a mixture of 0.2 mL that contained 100 mM TEA, 10
mM EDTA (pit 74), | mM NAD, 4 mM arsenate, 120 uM
dithiothreitol, 1 unit of GAP dchydrogenase, and 0.3— 10 mM
DHAP.

Methylglyoxal Formation. Mcthylglyoxal formation was
monitored at a single substratc concentration using the
method of Richard (26). The enzyme concentration was 18
#M, and the [*?PJDHAP concentration was 0.5 M. Time
points were collected over the course of 20 h.

Stability to Dilution. Different concentrations of TbTIM
mutants were incubated for 24 h at 25 °C in 100 mM TEA
and 10 mM EDTA (pH 7.4). The catalytic activity was
measured by adding an aliquot of the sample to the reaction
mixture, yiclding a final enzyme concentration of 5 ng/mL.
The curves of remaining activity versus protein concentration
were used to calculfate the dis (Kaq) of the
wild type and five mutants according to the formulations
derived by Mainfroid et al. (27). The following equation was
used to calculate the Ky:

SPA = SpA L[4, + K, — (REK + KOIME, (1)

where SpA is the specific activity, SpAma. the maximum
specific activity, and £, the total monomer concentration.
This model assumes that the dimer is the only active specics.

Circular Dichroism Spectroscopy. Circular dichroism (CD)
spectra were obtained at 25 °C with an AVIV (Lakewood,
NJ} 62 HDS spectropolarimeter, The quantz cells had path
lengths of 0.1 and 1.0 cm for mcasurements in the far-UV
and near-UV regions, respectively. For determination of the
spectra, solutions of the enzymes were cquilibrated against
@ 25 mM phosphate bufler (pl 7.4) containing 20 mM NaCl.
Lach spectrum was the average of five repetitive scans and
was corrected by subtracting the average spectrum of the
buffer.

Thermal Unfolding. Thermal denaturation of the enzymics
was assessed by recording protein cllipticity at 222 nm in
the range between 20 and 70 °C. The temperature of the
samples was increased at a rate of 1 °C/2.5 min, For the
experiments, proteins (400 gg/mL) were previously dialyzed
against a 20 mM MOPS buflter (pH 7.0) that included 1 mM
EDTA, | mM dithiothreitol, and 1 mM azide. Denaturation
was irreversible in all qnmplcq From the data, lhc apparent
fraction of denatured sub (/1) was cal i using the
cquation

Jo=0n =3V ~ ) )

Hemandez-Alcantam ct al.

where yn and y, are the ity values istic of
the native and unfolded subunits, respectively. The two
parmmeters were lincar extrapolations from the initial and
final portions of the curve of y versus (emperature.

Fluorescence Measurements. The emission fluorescence
spectra of wild-type ThTIM and C141° ThTIM were recorded
between 300 and 400 nm at an excitation wavelength of 280
nm with a Shimadzu RF-5000U spectrofluorometer. Their
protein concentration was SO ug/ml. in 100 mM TEA and
lO mM EDTA (pH 7.4). The ﬁpcv.lrum of the buffer was

bi { from the exper I. The spectral center of mass
(SCM) of cach spectrum was calculated according to the
equation

SCM = Y AV Y HA) 3)

where KA) is the fluorescence inteasity at wavelength A

Molecwlar-Sicve Chr aphy. The olig ic state
of C14F was studicd by zonc size cxclusion chromatography
using a Beckman HPLC system with a 7.5 mm x 300 mm
UltraSpherogel-SEC 3000 column, with a pore size of 230
A (relative molecular mass (M) range of 5 x 10° to 7 x
10* Da). The mobile phase contained 100 mM sodium
phosphate (pH 7. 0), | mM EDTA, and 150 mM NaCl.
Before injection, samples were filtered through a 0.22 g#m
filter and cluted at a flow rate of 1 mi/min. The protcin
profilc was monitored at 280 nm. Stokes radius (R,)
determinations were performed using well-characterized
globular protein standands with known R, values as described
by Ackers (28). For comparison, wild-type TbTIM was also
analyzed.

Sedimentation  Analysis. Fxpeniments were performed
using an analytical ultracentrifuge equipped with scanner
optics (Optima model XL-A, Beckman, Fullerton, CA). The
protein sample solution was cxhaustively dialyzed at 4 °C
against 0.1 M TEA-HCI buffer (pH 7.4) that contained |
mM dithiothreitol and 10 mM EDTA. A portion of the
dialysate was rctained and used as the reference solution.
The protein samples were placed in cells fitted with
conventional aluminum-filled Epon double-sector center-
pieces and quartz windows. Sedimentation velocity experi-
ments at an cnzyme concentration of 0.4 mg/ml. were
performed at 40 000 rpm. The sedimentation cocficient was
corrected for temperature (20 °C) and water viscosity (v, =
0.7468 ml/g, p, = 1.019 g/ml.). The scans were analyzed
using the SVEDBIRG data analysis sofiware (Amgen, Inc.)
developed by Philo (29). Sedimentation cquilibrium experi-
ments were carricd out at 15 000 and 18 000 rpm at 20 °C.
Scans were taken at 280 nm, with a spacing of 0.001 cm, in
a step scan mode at intervals of 4 h. Scdimentation
equilibrium was judged to have been reached when the
difference in concentration distributions between consccutive
scans was zero. Data sets were analyzed using the nonlincar
regression program NONLIN (30). The program fits to a
reduced apparent molecular mass, via the relation o = [M(1
~ up)ulJ(RT), where Af is the molecular mass, v is the
partial specific volume, p is the solvent density, w is the
radial velocity, R is the gas constant, and 7 is the absolute
temperature (kelvin).

Other Assays. Protein concentrations of the cnzymes were
determined with the BCA Protein Assay Kit (Pierce) and
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Table 1: Specific Activitics and Relative Abundance of Wild Type
ThTIM and the 19 Cys14 Mulants

Table 2: Kinvtic Constants of Wild-Type ThTIM and the Indicated
Cys14 Mutanis

specific activity relative Kuatiam h atinrm Kuanian  Lamiar
i n (%) {mM) (min Y} (nM) (min 1)

wild type 2858 100 wildtype 0.35 £ 0.05 (26 £ 0.13) x 10" 19 2.7 x 100
4T 680 105 Claa 043 ENE T 1.7 28 x W
Cl4A 3624 99 Clap ({3} 22 x 10° [N 22 x 10¢
clap 2575 9 C148 0.5 30 t0* 1.9 28 x 100
Cl4ay 2531 %4 C147 0.32 23 x 100 1.3 14 x 10¢
Cl4s 2583 L1 Cl4v 0.42 24 x 10° 1.5 25 x I0*
CI4N 556 8S CI4F 36+ 1.3 114 423 5.2 9
Clar 537 43 ¢ The measurements were made with dihydroxyacctone phosphate
C14G 4 he (DILAP) in the range of 0.325— [0 mM; fur glyceraldehyde 3-phosphate
Clat 22 12 (GAP), the substrate concentrations were between 0.06 and 2 imM. The
é::g I8 34 reaction was started by addition of the enzyme. With all cnzymes,
Cl4Ht 6 3s except C14F, 100 ng/ml. was used in the direction of DHAP 1o GAP
Cl4E 6 44 and § ng/ml. in the opposite direction; with C14F, the reactions were
clal 6 46 assayed with 100 and 200 ag/ml. envyme, respectively. Ko and b
claw 6 17 were calculated from plots. The values for the
clay 5 50 Cl4A, CI14P, C148, C14T, and CI4V mutants in the direction af GAP
C14Q 4 50 10 DHAP arc the average of two experiments, and the values of A,
Cl4l 2 26 and A, differed by less than 10%. With DHAP as the substeate, only
CldaM 1 23 one cxperiment was camcd out, For the W|Id type, we took the average

# Activity and protcin were in the sup i
after salt extraction of the particulate fraction (sce Materials and
Methods). The specific activitics are shawn. The relalive abundance
of the enzy was lated afer ing SDS—PAGE gels staincd
with Coomassie blue. The gels were loaded with 10 ug of protein. The
intensity of the band obtained with wild-type TbTIM was considered
100%. Note that the abund of some ly those
with low activity, was significantly lower than in the control. However,
the lower abundance would not account for their very low levels of
specific activity.

by their absorbance at 280 nm using a molecular extinction
cocficient {€2w) of 34 950 M~ cm ' (22).

RESULTS

Cysl4 of TbTIM was cxhaustively substituted by site-
directed mutagenesis. All 19 mutant enzymes were cloned
and expressed in Excherichia coli. The initial steps of
purification of wild-type TbTIM involve centrifugation of
the cell lysate, and extraction of the enzyme from the
particulate fraction with buffer that has a high salt concentra-
tion (24). We followed this procedure with all proteins. Their
specific activitics and relative abundance are shown in Table
I. The latter was inferred from Coomassic blue staining of
SDS pels loaded with 10 s of protein. Five mutants (T, A,
P, V, and §) had cssentially wild-type activity; these will be
termed “high-activity mutants™. Three mutants (N, R, and
G) exhibited between 10 and 20% of the specific activity of
wild-type TbTIM. The remaining |l mutants exhibited
activities of less than 1% of the wild-type activity (Table
1). 1t is noted that, at this stage of purification, the activity
traces of mutants C14N, C14R, and CI4G were not linear;
instead, there was a progressive decay of activity during the
time of recording. The activities shown correspond to those
observed in the first minute of the reaction (sce below).

Purification of the High-Activity Mutants, C14G ThTIM,
and CI14F° THTIM. We purified to homogencity and charac-
terized all the high-activity mutants and one of the mutants
(C14G) with intermediate activity. The yield of these
enzymes was similar to that of the wild type (60—80 mg/L
of culture). We also purificd C14F TbTIM (one of the
mutants with low activity) to homogencity. After purification,

of five d 4 dard error; the data for CI4F arc
the average of four cx[xnmcnl.s 4. standard crror,

all the previous enzymes exhibited a single protein band in
SDS gels loaded with 10 ug of protein and stained with
Coomassic blue (data not shown). Due to the tendency of
C14F ThTIM to apgregate, the purification required some
modifications of the standard mecthod (scc Materials and
Methods) and the yicld was ~90% Iowu Onc fcnlurc of
this mutant is that it underwent apggrega at

higher than 2 ngmL Ci4N TbTIM was purified up lo Ihc
step in which it is precipitated with 65% saturation am-
monium sulfate. We attempted to purify the C14M and Cl14L
enzymes, but we were unsuccessful; the enzymes exhibited
a strong tendency to undergo aggregation.

Kinetic Properties of Mutant Enzymes. The steady-state
kinetics of the wild type and the high-activity mutants were
determined in the forward (DHAP to GAP) and backward
(GAP 10 DHAP) directions (Table 2). With the two sub-
strates, the K and ke values of TbTIM and the high-activity
mutants were strikingly similar. In the CI4F mutant, the
calytic constants in the forward and backward dircctions
were ~3000- and ~1000-fold lower than o wild-type
THhTIM, respectively; the Ky, values for GAP and DHAP were
6 and 3 times higher, respectively, than in the wild type.
The &, value for the competitive inhibitor 2-phosphoglycolate
was nearly 3 times higher in C14F THTIM (K, = 0.076 +
0.008 mM) than in wild-type THTIM (K, = 0.024 mM).

With the wild type and the CI4A, C14P, C14S, CI4T,
and C14V mutants, the activity traces with 5 ng of protcin
were lincar. The same lincarity was ohserved with CL4F; it
is noted that due to the low activity of this enzyme,
microgram quantitics were used for activity assays (Table
2). On the other hand, the C14G and C14N mutants exhibited
a progressive decay of activity during the time of recording.
The experiments shown in Figure 2 illustrate this behavior.
Mutants C14G and C14N were incubated at concentrations
of 1.3 and 0.05 ug/mL, respectively. At different times, the
coupling cnzyme and substrate were added to initiate
catalysis. With C14G, ~15% of the activity remained after
incubation for 2 min. With CI14N, an incubation of 1 min
sufficed to induce almost total abolition of activity. This
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FIoURE 2: Inactivation of C14G and C14N TbTIMs. CI4G and
CI4N had been stored at concentrations of 1.3 and 1.5 mp/mL.,
respectively. At the time of the cxpcnmans. l Jﬂg ol‘CMO THTIM
or (.05 ug of CI4N THTIM was
cells that contained | mL of 100 mM TEA nnd ID mM EDTA {pit
7.4). At the indicated times, the reag quired for assay of
activity (GAP, NADIH, and a-gly hospt )
were added and activity was recorded. The data lhal are shown
correspond to the first minute of reaction time. The results are
expressed as a percentage of activity; 100% corresponds to the
activity observed when the enzymes were introduced to the
complete reaction mixtures. ‘The 100% values were 27.2 and 670.5
pmol min=! mg ! for the C14G and C14N mutants, respectively.
With wild-type TbTIM, no significant changes in activity were
detected afier its incubation for 10 min at a concentration of 5 ng/
ml. (4027 gmol min~! mg~'). Note that the C14G mutant that was
used had been purified to homogencity and that C14N ThTIM had
only been purificd up to the step in which it was precipitated with
65% saturution ammonium sulfate.

behavior precluded the measurements of their kinctic con-
stants under steady-state conditions, and most probably
indicates that dimeric C14G and Ci14N ThTIMs have low
association constants. A similar phenomenon has been
reported for point mutation variants of TIM that have low
dimer stability (24, 27, 3/). In this context, it is pointed out
that, because of the rapid decay of activity that occurs during
the measurements, 1t is likely that the activities of the intact
dimers are higher than those that were detected.
Methviglvoxal Formation. Relative to the isomerization
reaction, the climination reaction catalyzed by TIM (using
[MPJDHAP) is slow. We could only observe it under
conditions in which the enzyme concentration was higher
than that of the substrate {26). The rate of P, climination by
the high-activity mutants was approximately the same as that
of wild-type TbTIM, 1.24-3.5 M s ' For wild-type
THTIM and the high-activity mutants, the ratio of the rate
constants of the isomerization and climination reactions, &/
(keo/ Kinhniar, corresponds to less than one methylglyoxal per
10* turnovers. In the C14F mutant, the rate of P, elimination
was 2.8 times higher than that of ThTIM; however, its rate
constant for the isomerization reaction [(Aa/Kmdonar = 29
M 's '1is much lower than in the wild type (24 x 10°
M-! s ). This indicates that in the C14F mutant, the cnergy
barrier for reprotonation is higher than in the wild type with
only a modest increment of the climination reaction.
Sccondary Structure and Thermal Stability of Wild-Type
THTIM, High-Activity Mutants, and CI14F° ThTIM. The
circular dichroism spectm of wild-type ThTIM, of the high
activity mutants, and of C14F ThTIM were recorded between

Hemdndez-Alcantara ct al,
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Filaure 31 CD spectra of wild-type TbTIM, the high-activity
mutants, and CI4F TbTIM. The spectra of the indicated enzymes
at a concentration of 100 ug/mL in phosphate buffer and 20 mM
NaCl (pl] 7.4) arc shown.
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FiGure: 4: Melting curves of wild-typc TbTIM, the high-activity
mutants, and C 14F 'leIM. Thc changes in molar clllpncny induced
by the were foll { at 222
nm. The insct shows the Tm valucs of the indicated cnzymes.

190 and 240 nm at 25 °C (Figurc 3). Their spectra were
almost identical to that of wild-type TbTIM. Hence, the
different mutations did not cause gross modifications of
secondary structure.

Thernmal denaturation experiments of the cnzymes were
carricd out at a concentration of 400 gg/ml. in the temper-
ature range of 20—70 °C. The process was monitored at 222
nm. The transition curves showed that the high-activity
mutants exhibited A7, values 1=3 °C lower than the value
of 51.4 °C exhibited by the wild-type enzyme (Figure 4).
CL4F TbTIM was less stable; its T was 46.5 °C. In the
presence of phosphoglycolate, the AT, of CI4F THbTIM
increased to 50.6 °C, a value significantly lower than the
value of 57 °C observed with TbTIM in the presence of
phosphoglycolate (these latter spectra are not shown).

Stability to Dilution. As noted, TIMs that have an alteration
in the dimer interface lose activity when they are incubated
at relatively low protein concentrations. This has been
ascribed 10 a decrease in the association constant of the
dimer, which lcads to loss of monomers during the process
of dissociation and ion (24, 27, 31). Therefore, to
learn how the suhsmuuon of Cys 14 for another amino acid
affects th f the dimer, wild-type ThTIM and the
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Fiaure 5: Stability of wild-type ToTIM and high-activity mutants
at different protein The ¢ were i

at the indicated concentrations for 24 h at 25°Cin 100 mM TEA
and 10 mM EDTA (pll 7.4). At that umc. their activily was
micasured with 5 ng of protein. The respecti

(insct) were calculated as described in Materials and Mcthods.

high-activity mutants were incubated at different protein
concentrations for 24 h. At that time, aliquots were with-
drawn 0 mecasurc the remaining activity with 5 ng of
enzyme/mL. In the concentration range between 400 and 5
pg/ml., the activity of the wild-type remained constant. At
lower protcin concentrations, the activity diminished; with
0.5 pp/ni., only 20% of the original activity remained. The
high-activity mutants exhibited similar inactivation patterns;
however, the decay of activity occurred at higher protein
concentrations {Figure 5). This was more cvident with C14P,
C14T, and Cl14V. The apparent dissociation constant (Kg)
of the enzymes was calculated from these data (inset of
Figure 5). For THTIM and the C14A and C14S8 mutants, the
Kqg values were in the mnge of 1.3-3.8 x 1077 M. The C14P,
C14T, and C14V had higher dissociation constants.
Borchert et al. (24, 32) reported a Ky of 10 pM for ThTIM,
which is significantly lower than the value we abserved.
However, there are marked differences in the experimental
approaches uscd by those authors and us.

The inactivation that occurs during the incubation of
dimeric TIMs at relatively low protein concentrations reflects
the dissociation constant of the two monomers (27). Hencee,
it is relevant that the C14F mutant did not exhibit this
behavior. In the concentration range from (L5 pg/ml. (the
lowest concentration that could be assayed to have d ble
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Ficure 6: Size excl hy (A) and sedi i
equilibrium (B) of C14F TbTIM. In pnncl A, 100 ug of protcin
was injected into a UltraSpherogel-SEC 3000 column equilibrated
with 100 mM TEA, | mM EDTA, and 150 mM NaCl (pH 7.4).
The clution profile of C14F was monitored at 280 nm (dashed line).
The Slokcs radii were calculalcd fmm the clution volumes as
descrit M: ts and M For ison, data for wild-
type TWTIM are included (solid linc). (B) Concentration distribution
of C14F during sedimentation equilibrium. The empty circles are
the measured values in the standard two scctors of the ulira.
centrifugation cell. The solid linc is the result of fitting the data to
a single-ideal specics model using the regression analysis NONLIN
program. The residual to the fit is shown at the top.

agreement with the values reported by Borchert et al. (32)
and Schliebs ¢t al. (33) for two different monomeric variants
of TbTIM, 2.48 and 2.52 S, rcspccuvdy Definitive proof
that C14F is a monomer was obtained from sedi n
cquilibrium studics. Nonideality was not observed, and the
residuals revealed no systematic deviations (Figure 6B). The
NONLIN program produced a o value of 0.95 cm 2. By this
method, the caleutated molecular mass of C14F TbTIM was
27 200 Da, which agrees with the calculated molecular mass
of the er of ThTIM (26 879 Da).

activity) to 400 g/ml., the activity of the enzyme did not
change after its incubation for 2 h. These observations
suggested that this mutant enzyme was a monomer with low,
but important, catalytic activity.

Characterization of CI4F TbTIAM. The possibility that
C14F ThTIM was a monomer was explored by size exclusion
chromatography and sedimentation analysis. In the former
system, the clution volumes of TbTIM (Figure 6A) cor-
responded to an R, 0f 29.2 A (M, = 42 000 Da). The C14F
mutant exhibited a single chromatographic peak equivalent
to an R, of 19.2 A with an Af, of 20 000 Da. These findings
are also a strong indication that C14F is 0 monomer.

Scdimentation analysis of CI4F TbTIM was also per-
formed. The enzyme migrated as a single symmetrical band
with a sedimentation coefficient S of 2.5044 S, This valuc
corresponds to that of a monomeric enzyme and is in good

Taken togcether, the previous data indicate that Cl14F
TbTIM is a truc monomer that has a largely intact secondary
structure, Thus, it was relevant to determine if this mono-
meric variant of TbTIM cxhibits perturbations in the
cavironment of its aromatic residues. Relative to that of
TbTIM, the intrinsic fluorescence spectrum of CI4F exhib-
ited a red shift of 1.6 nm in its Am, and a2 SCM that was
~1.8 nm higher (Figure 7A). The spectra also showed that
its quantum yicld was ~50% lower than in the wild-type
enzyme. In accordance with these observations, the near-
UV CD spectm ofCIlﬂ' TbTIM exhibited alterations in the
cnvir of sidues (Figure 7B). The spectral
diffc most likely indi that in C14F ThTIM a buricd
Trp has a higher degree of solvent exposure. In this regard,
a possible candidate is Trip12, since it is close to the interface
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Figure 7: Intrinsic fl ission (A) and near-UV CD

(B) spectra of wild-type ThTIM and CI4F. The fluorcsoence and
CD spectra were obtained at concentrations of 0.05 and 0.4 my/
mL, respectively. The insct in pancl A shows the SCM that was
calculated as described in Materials and Methods.

DISCUSSION

Cysl4 is a nonconscrved residuc that is at the beginning
of loop 1 and forms part of the intersubunit contacts between
the two monomers of TbTIM. lts side chain is complctely
buried within loop 3 of the other subunit (Figure 1). In the
crystallographic structure of TbTIM, using an interatomic
cutofY distance of 4 A, the atoms of Cys14 contact 26 atoms
of the other subunit. These numerous interactions contribute
to reduce the solvent accessibility of Lysi3 (loop 1) and
Glu97 (loop 4) and force the main chain of catalytic residuc
Lys13 to adopt the strained confonmation that is required
for optimal catalysis (34). The centml role of Cys14 and that
of other residues at position 14 for the stability of TIM dimers
is highlighted by several independent lines of research, The
substitution of Cys14 with a Leu residue in ThTIM (/8) or
of Met14 in human TIM with Gln (27) yiclded enzymes with
very low stability. Likewise, several reponts show that
derivatization of Cys14 with sulfhydry] reagents brings about
large structural changes and abolition of catalysis (/7). In
this work, we replaced Cystd with cach of the other 19
amino acids and examined how the different substitutions
affect activity and stability.

From the data, it is clear that some substitutions (C14A,
C148, CI4P, C14T, and C14V) do not significantly affect
the catalytic activity of the enzyme. Thus, we explored if
there are common features between these amino acids, and
if their characteristics differ from those of the other r

Hermandez-Alcantara ct al.

FiGuke: 8: Dependence of activity of ThTIM on the van der Waals
volume and polarity of the residuc at position 14, The activities of
wild-type TbTIM and all mutants were plotied against the van der
Waals volume and polarity of the different residues. The latter is
cxpressed as the AG (kilocalories per mole) of tansfer from
cyclohexane to water. Prolinc that has a van der Waals volume of
90 A} was not included because it is absent in the data reported by
Radzicka ct a). (35). The amino acids are designated by the one-
letter code.

and 110 A%, and that they have relatively low polarity.
Variations of cach of thesc two parameters give cnzymes
with very low activity. For cxample, Asn yiclds an enzyme
with low activity; its volumc is in the *“allowed™ range, but
its polarity is high. By the same token, Gly has the right
polarity, but its volume is small. Thus, these data define the
physicochemical characteristics that a given residue must
possess to yicld a catalytically competent cnzyme. It is noted
that thc same profile was obscrved when the accessible
surfacc arca was plotted instcad of van der Waals volumes
(not shown).

Another salicnt feature of the data obtained with the
mutants of Cysl4 is that only the high-activity mutants

hibited dissociati ants and thermal stabilities similar
to those of wild-type TbTIM. This suggests that these
enzymes have high activities because they conserve their
dimeric structure. The relationship between dimer stability
and catalysis is also illustrated by the behavior of the mutants
that had “intermediate™ activity (C14N, CI4G, and CI4R).
These enzymes exhibited substantial catalytic activity in the
initial seconds of reaction time. However, at the concentra-
tions that could be used for activity measurements, their
activity decreased dramatically. Hence, the overall data
indicate that in TIM dimer stability is compulsonly linked
to optimal catalytic activity.

In this context, the characteristics of CI4F TbTIM are
relevant to the question of how dimerization induces the
expression of high catalytic rates. As evidenced by size
exclusion chr hy and ultracentrifugation experi-

that yield cnzymes with low activity. Figure 8 is a plot of
activity of the enzymes that have the indicated amino acid
in position 14 versus their respective van der Waals volumes
and polaritics, the latter ex d as AG of fer from a
nonpolar solvent to an aqucous solution (35). The results
show that the amino acids that yield catalytically competent
cnzymes fall in a van der Waals volume range between 65

ments, the introduction of a bulky residue in position 14
yiclds a monomer that exhibits catalytic activity, albeit at
rates ~1000 lower than that of wild-type TbTIM. This
monomeric cnzyme cxhibits some notable structural features.
The mutant has a sccondary structure that is nearly identical
to that of the native dimer; however, the quantum yield of
its j i is signi figure 7A). This
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indicates that the a/f} folds that chamcterize native ThTIM
can be formed in the absence of interactions with the other
subunit, and that the monomer, although with alterations in
the environment of its aromatic residues (Figure 7B), has,
nonctheless, a tertiary structure that supports the expression
of cataly:

The existence of monomeric TIMs with catalytic aclivity
has been previously reported (3/— 34, 36). The monomeric
variants of ThTIM generated cither by point mutations of
two conserved residucs at the tip of loop 3, Thr75 and Gly76
(33), or by substitution of His 47 for Asn in lfoop 2 (3/)
exhibited catalytic constants similar to those of C14F ThTIM.
The crystallographic studies of a catalytically active mono-
meric TIM, prepared by shortening of loop 3 (mono-TIM),
showed that that the ammangements of loop 1 and 4 differed
from those in wild-type ThTIM (37). In mono-TIM, the side
chain of the catalytic Lys13 was mobile and the catalytic
His95 had a different conformation. Thus, as proposed
previously (33, 34, 37), it is very likely that dimerization
induces the correet geometry of the catalytic residucs. The
lack of a correct geometry of the side chain of monomeric
C14F could explain its low catalytic rates and alterations of
K. There is also evidence that the region of the interface
formed by residue 14 and loop 3 plays a dynamic role in
catalysis. Gracy et al. (38) found that active catalysis or the
occupancy of the catalytic site by a substrate analoguc
confers to rabbit and human TIMs a conformaltion prone to
deamidation of an interface Asn. Likcwisc, il was shown
that the occupancy of the catalytic sitc by substrate or
phosphoglycolate has a strong influence on the access of thiol
reagents to the interface cysteine of the TIMs from tryp-
anosomatids (22). Taken together, the cxisting information
indicates that dimerization, and in particular the interactions
of residue 14 with loop 3 of the other subunit, is central to
the structure and function of the cnzyme.

There is another characteristic of C14F TbTIM that
deserves further comment, The most extensive and obvious
conformational changes that occur in TIMs during catalysis
occur in loop 6 (residucs 168—178). The movements of this
toop and the amino acid compositions of the hinges of loop
6 have been extensively studicd (39— 45), and it was recently
reported that the motion of loap 6 is partially mte-limiting
for the chemical reaction (46, 47). It is also documented that
the closure of the catalytic site by loop 6 constrins the
encdiolate intermediate into a planar form and isolates the
intermediate from bulk water (45). Thesce two factors favor
the isomerization reaction over the climination reaction
(formation of methylglyoxal and phosphate).

Along this line, it has been shown that a shortening of
loop 6 yiclds an enzyme in which the pantition between
methylglyoxal and product formation is increased (48).
Kinctically, it has been reported (45, 47) that if the opening
of loop 6 is faster than the isomerization reaction, methyl-
glyoxal will be formied. The measurements of the rate of
climination (with [¥*P)JDHAP as the substratc) in the C14F
monomers showed that the amount of 2P, formed was
between 2 and 3 times higher than in wild-type TbTIM,
although the yield of the isomerization reaction was ~1000
times lower than in the wild type, This su;,;,csh that in lhc
monomers of CI4F, the at of i
influences the partition between methylgyoxal and producl
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through an increase in the encrgy barriers of the reprotonation
step.

In sum, the central role of the amino acid at position 14
in maintaining the dimeric structure of TIM from T brucei
has been confirmed. The studies also show that the amino
acids that have a centain volume and polarity can successfully
replace the interface cysteine. When residue 14 is replaced
with amino acids that are outside the volume and polarity
limits, enzymes with low stabilitics arc obtained. Indeed,
C14F TbTIM is a monomer at a concentration of at lcast
400 eg/ml. The data also show that this monomeric variant
of TbTIM cxhibits catalytic activity. However, its kinctics
of the isomerization reaction differ markedly from those of
wild-type TbTIM. In addition, thc monomeric cnzyme
exhibits alterations in the mtio between the isomerization
and elimination reactions. Thus, the findings reported in the
literature (27, 33, 34, 37, 49), together with those described
here, indicate that dimerization induces the correct arrange-
ment of the catalytic residues and that the dimer interface
plays a dynamic rolc in the physiological function of the
enzyme.
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En la interfase de TbTIM y T¢TIM, una cisteina de cada monémero forma paric de los
contactos intersubunidad. la derivatizacién de esta cisteina (Cysl4) por agentes
derivatizantes induce alteraciones estructurales progresivas y pérdida de la catdlisis. En
este trabajo se determiné la derivatizacion de la Cysl4 por DTNB y MMTS para probar
si los eventos que ocurren en el sitio catalitico se transmiten a la region de la interfase
de la TIM. Sc encontrd que la enzima en estado catalitico activo ¢s menos sensible a los
agentes derivatizantes que en ¢l estado relajado. La proteccion maxima se obtuvo a
concentraciones de sustrato cercanas a la saturacién. En TcTIM y TbTIM el andlogo de
sustrato 2-PG protege fuertemente contra la accion del DTNB, y en menor proporcién
contra ef MMTS. La sensibilidad de estas enzimas a la inhibicién por DTNB y MMTS
depende considerablemente de la ocupacion del sitio activo por su sustrato o andlogo,
mostrando que existe una interrelacion entre el sitio catalitico y la interfase de la
enzima. Estudios con la enzima mutante C14S de TbTIM confirman que los efectos
descritos por los agentes derivatizantes de grupo sulfhidrilo son consecuencia de la
derivatizacion de la Cysl4, ya que una concentracién de MMTS hasta de 5 mM no
afecta Ja actividad de esta enzima mutante; en contraste en la enzima silvestre dicha

concentracion inhibe hasta un 50 % de la actividad en 10 minutos,
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Derivatization of the Interface Cysteine of Triosephosphate Isomerase from

Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi as Probe of the Interrelationship

between the Catalytic Sites and the Dimer Interface!
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ABSTRACT: In the interface of homodimeric trioscphosphate isc from Tryy brucei (TbTIM)
and Trypanosoma cruzi (TcTIM), one cysteine of each monomer forms part of the intersubunit contacts.

The relatively slow derivatization of these cysteines by sulfhydryl reagents sive structural
alterations and abolition of catalysis [Garza-Ramos ct al, (1998) Eur. J. chhcm 253, 684—691).

Derivatization of the interface cysteine by 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoate) (DTNB) and methylmethane
thiosul fonate (MMTS) was used to probe if events at the catlytic sitc are transmitted to the dimer interface.
It was found that cnzymes in the active catalytic state are significantly less sensitive to the thiol reagents
than in the resting state. Maximal protection against derivatization of the interface cysteine by thiol reagents
was obtained at near-saturating substrate concentrations. Continuous recording of derivatization by DTNB
showed that catalysis hinders the reaction of sulfhydryl reagents with the mlcrfacc cysteine. Thercfore, in
addition to intrinsic structural barricrs, catalysis imy additional i to the action of thiol
reagents on the interface cysteine. In TeTIM, the substrute unalogue phosphoglycolate protected strongly
against DTNB action, and to a lesser extent against MMTS action; in TbTIM, phosphoglycolate protected
against the cffect of DTNB, but not against the action of MMTS. This indicates that barricrs of different
magnitude to the reaction of thiol reagents with the interface cysteine are induced by the cvents at the
catalytic site. Studics with a Cys14Ser mutant of TbTIM confirmed that all the described cffects of
sulfhydryl reagents on the trypanosomal enzymes are a consequence of derivatization of the interfuce

cysteinc.

Triosephosphate isomerase (TIM)! has been the subject
of numerous structural and mechanistic studies. The kinctics
and the encrgetics of the TIM-catalyzed interconversion
between glyceraldehyde 3-phosphate and dihydroxyacetone
phosphate have been well established (4—4). The structures
of TIMs from several specics have also been unveiled by
X-ray crystallography to a high level of resolution (5—13).
The crystallographic data indicate that TIMs that range from
thermophilic bacteria to human are dimers formed by two
identical subunits. The monomers are formed by cight central
f-strands and cight a-helices (numbered 1—8 ) joined by
the corresponding loops, making TIM a member of the
family of proteins with a—f-barrel structures,

'11m wark w.Ls wpm)ncd in [\'m by Dircccién de Personal
ico de fa de México CGirants
IN206297 (10 R.. l’ -M. Jlld IN"'()R()‘)'I (lu AG-P).
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Fisiologia Celular, Univensidad Nacional Auténoma de México, Apar-
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6225629, Fax: (52 5) 6225630,
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! Abbreviations: DTNB, 5. 5~d||hth2 nitrobenzoate), MMTS,

methylmethane thiosulfonate; PCR, pulymerase chain seaction; TIM,

An intriguing charmcteristic of TIM is that the monomer
is inactive; only the dimer is catalytically aclive (/4—16).
However, it has been shown that a dimer formed by an intact
monomer and a monomer in which catalysis has been
blocked by an inhihitor covalently bound to the catalytic site
exhibits half of the activity of the intact dimer (/7). 1t is
also relevant that TIM monomers that have been engincered
to have low association constants exhibit catafytic activitics
that arc many times lower than those of the native dimers
(18-21). These observations suggest cither that monomer
association induces the formation of monomers with high
catalytic activity or that intersubunit contacts participate in
catalysis. In principle, the laner aliemative can be approached
with a probe that monitors if during catalysis some of the
intersubunit contacts exhibit conformational changes, or if’
one or more of the interface residucs exhibits a property that
differs from that in the resting statc. We thought that the
interface cysteine at position 14 of TIM from Trapanosoma
brucei (TbTIM) and Trypanosoma cruzi (TeTIM) might be
particularly useful to examine this possibility. In this work,
the residucs are bered ding to the aligned amino
acid seq of TbTIM; it is noled, however, that TeTIM

triosephosphate isomerase; THTIM and TeTIM,
from Trypanosoma brucel and Trypanosoma cruzi, n:spccnvcly

has onc residuc more, that at position 2 (22).

10.1021.5i982425s CCC: $18.00  © 1999 American Chemical Socicty
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Probing Interface Contacts of TIM

The residuc at position 14 in TbTIM is a nonconserved
amino acid, but in all TIMs, it forms part of loop 1, which
joins the first B-strand and first a-helix. X-my structures of
the TIMs that have been studicd show that the side chain of

Hiochemistry, Vol 38, No. 13, 1999 4115

mixture was cooled and filtered through a Millipore filter.
The filtrate was lyophilized and the residue dissolved in 5
mL of 100 mM tricthanolamine/1 0 mM EDTA, pll 7.4. The
concentration of ,,lyuruldnhydc 3-phosphate was around 20

this residuc is submerged into loop 3 of the other sut

The latter is also known as the interdigitating loop, since it
fits into a crevice formed by loops | and 4 of the other
subunit, The importance of residuc 14 and loop 3 in dimer
stability is well evidenced by data that show that the
substitution by site-directed mutagencsis of cysteine 14 of
THTIM for a leucine (23), or mcthionine 14 of human TIM
for an asparagine (24), yiclds cnzymes with low stability.
Along the same line, alterations of loop 3 gave monomers
with low association constants (/&, 21, 25).

There are two main reasons for carrying out these studies
in TIMs from Trypanosoma brucei (TOTIM) and Trypano-
soma cruzi (TcTIM). Once is that cysteine 14 of cach of the
two monomers is the only cysteine that forms part of the
dimer interface. The other is that incubation of the trypa-
nosomal enzymes with sulfhydryl reagents brings about large
structural changes and abolition of catalysis, which result
from the derivatization of cysteine 14 by the sulthydryl
reagents (26). Therefore, we studied if catalysis and other
events that occur at the catalytic site modify the susceptibility
of the interface cysteine of the trypanosomal TIMs to thiol
reagents. Affirmative data would be indicative of a transmis-
sion of structural changes from the catalytic site to the portion
of the interface formed by cysteine 14 of one monomer and
loop 3 of the other subunit. The results indicate that catalysis
or the occupancy of the catalytic site by a substrate analogue
docs affect the derivatization of the cysteine by two sulthy-
dry! reagents, 5,5-dithiobis(2-nitrobenzoate) (DTNB) and
methylmethane thiosulfonate (MMTS).

MATERIALS AND METHODS

Enzymes. Recombinant TIMs from T, brueei and T. crzi
were prepared as described clsewhere (26, 27), and main-
tained as a suspension at 4 °C in 100 mM tricthanolamine/
10 mM EDTA/t mM dithiothreitol/ | mM azide, pll 8.0, and
70% ammonium sulfate. For the experiments, the enzymes
were dialyzed i 100 mM trictl lamine/10 mM
EDTA, pti 7.4.

The Cysl4Scr mutant of ThTIM was prepared by poly-
merase chain reaction (PCR) using the “Expand High Fidelity
PCR System” (I3ochringer). The mutagenic oligonucleotides
were 5-AACTGGAAGNNNAACGGCTCC-3 and 3°-T-
TGACCTTCNNNTTGCCGAGG-S’ (where N = A/CIG/T).
The PCR products were ligated to the pCR 2.1 vector
(Invitrogen) and sequenced. Once the gene with the ap-
propriate mutation was identified, it was sequenced com-
pletely, subcloned into pliT3a, and introduced by transfor-
mation into BL21(DE3) pLys cells (Novagen). For expression
of the CysldSer protein, cells were grown as described by
Borchert et al. (27). The purification of the mutant enzyme
was carricd out following the mcthodology deseribed for
wild-type ThTIM (27).

Substrates, Glyceraldehyde 3-phosphate was prepared by
adding 100 my of glyceraldehyde 3-phosphate dicthylaccetal
and 5 mL of water to 1.5 g of Dowex 50WX2.100 that had
been washed with water, The mixture was placed in boiling
water and stirred constantly with a spatula for 3 min. The

mM. Dihydroxy phate was prepared from 25 mg
of dihydroxyacetone phmp’mlc dimcthylketal dissolved in
2 ml. of water. To this solution was added Dowex 5S0WX2-
100 (0.5 g), and after stirring for about 1 min, the mixture
was filtered through Millipore filters. The filtrate was
incubated at 37 °C for 4 h and then lyophilized. The residue
was dissolved in 2 ml. of 100 mM tricthanolamine/2 mM
EDTA, pH 7.4. Before the experiments, the pHs of the two
substrates were adjusted with NaOH to the pH of the buffer
used in the experiments (100 mM tricthanolamine/10 mM
EDTA, pll 7.4). Through this pl’l)‘.t,dlll‘l. ncndl(’culmn of
incubation of mixturcs that d high conc ms
of substrates (>1 mM) was prevented.

Effect of Sulfhydryl Reagents and Assay of Activity. The
standard conditions for measuring the cffeet of sulfhydry!
rcagents on TbTIM and TcTIM were as follows. The
enzymes were incubated at a ¢ ion of 5 pg/ml. in
0.5 or .25 ml of 100 mM lnclhanul.mum./lo mM EDTA,
pH 7.4, with the indicated of thiol
substrate, or phosphoglycolate for 2 h (unless otherwisc
indicated) at 25 °C. At this time an aliquot was withdrawn
and diluted with buffer in order to measure activity. Rate
constants werc cvaluated by fitting the pscudo-first-order
kinctic equation to the inactivation of TIMs by thiol reagents.
In the absence of sulfhydryl reagents, the activity of the
enzymes incubated with or without substrate or phospho-
glycolate did not change. The experiments have been carried
out at least 3 times.

Activity in the direction of glyccmldchydu 3-phosphate
to dihydroxyacetone phospl was 1 at 25 °C as
described clsewhere (28) with 1 mM substrate, a-glycero-
phosphate dchydrogenase, and NADH to trap dihydroxyac-
ctone formed, and 5 or 7.5 ng of enzyme/mL of reaction
mixture. In the direction of dihydroxyacetone phosphate to
glyceraldchyde 3-phosphate, the K and V. were deter-
mincd at 25 °C in a mixture of 1 mL that contained 100
mM tricthanolamine/10 mM EDTA, pli 7.4, ) mM NAD, 4
mM arscnate, 120 4M dithiothreitol, 1 unit of glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase, various concentrations of
dilydroxyacetone phosphate, and 50 ng of ThTIM or TeTIM.
Activity was calculated from the increase in absorbance at
340 nm as a function of time. It is pointed out that the
enzymes {or trapping the products of the reactions were in
large excess, doubling the ion of the
enzymes did not modify the activities observed.

Protcin concentration of the enzymes was detenmined from
their absorbance a1 280 nm using the molecular extinction
coeflicients (¢yw) of 34950 M ' ¢m ' for TbTIM and
Cysi4Scr ThTIM and 33460 M ' em ! for TcTIM (22).

-3

RESULTS

Increasing concentrations of sulfhydryl rcagents, such as
DTNB and MMTS, induce a time- and concentration-
dependent irreversible inhibition of the activities of TbTIM
and TcTIM that results from derivatization of their interface
cysteines (26). The inhibiting cffect of DTNB and MMTS
on THTIM is shown in Figurc ! (A and B, respectively); the
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Figure 1: Effect of DTNB and MMTS on UIB acnvny orTleM
and TeTIM incubated with and without gly

Table I l’ﬂ'ul of Different Cnnocnlralmn; of Addod

hate on the Produced by DTN
on THTIM and 'I c I'IM"
% activity
T. brucei 7. cnai

added G3P (inM) DTND MMTS DTNB MMTS
- 4 10 3 4
0.5 12 14 5 7
1 L) 20 8 8
3 kX] 7 18 17
5 67 59 32 28
10 89 85 36 53

“The were incubated in the of Figure 1. ToTIM

was incubated with 1.5 mM DTNB ar 0.4 mM MMTS, and TcTIM
with 15 4M DTND or 12 M MMTS these mmun:t wcn: wpplc-
menied with the indi ofgl

Al the end of 2 h, aclivity was dclcrmmcd ‘The results are expressed
as percent of the activity of the controts in which 100% was the activity
of TIMs incubated without the sulfhydryl reagents. Note that under
the conditions of the cxperiment, glyceraldehyde 3-phosphate rapidly
reached an equlllhnum with dlhydmxyncemnc pbﬂtphale al a ratio of
20 dihyd; per 1 gly

d) 'l‘hcrcfm the incubation media contained a mixturc of the lwu
substrates.

librium hclwcv..n glyceraldehyde 3-phosphate and dihydroxy-

THTIM (A and B) and TcTIM (C and D) were incubated at a
concentration of 5 ug/mL. in a mixture of 100 mM tricthanolamine
and 10 mM EDTA, pll 7.4; the mi: also included the indicated
concentrations of DTNB (A and C) or MMTS (B and D), and §
mM glyceraldehyde 3-phosphate where shown. After 2 h of
incubation, an aliquot was withdrawn and diluted in order to
measure activity; the fatter was measured at a concentration of 7.5
ng/mL (sec Materials and Mcthods). The results are expressed as
percent of the activity in which 100% was 2900 and 3200 smol
min=t mg-*! for TOHTIM and TcTIM, respeclively.

data also show that the inclusion of glyceraldehyde 3-phos-
phate in the reaction mixture induced partial protection

in the media was reached in scconds.
Acwrdm;,ly, lhc results reflect the effect of the two substrates
at a tio of 20 dihydroxyacctone phosphate per | glycer-
aldchyde 3-phosphate. In TBTIM and TcTIM, the respective
Kms for glyceraldchyde 3-phosphatc are 0.6 and 0.8 mM,
whereas the K for dihydroxyacctone phosphate in the two
cnzymes is 2 mM. Thus, the data of Table 1 suggest that
maximal protection is induced when the enzymes arc close
to saturation with dihydroxyucetone phosphate.

Studies with a Cysl4Ser Mutant of TOTIM. Substrate
protects against the action of sulfhydryl reagents in the
trypanosomal cnzymes (Figure 1). Thus, it may be asked if

against the inhibiting action of the two sulfhydry! reag

The activity of TeTIM is also inhibited by sulfhydryl
reagents, but this enzyme is ncarly 100 times more sensitive
than ThTIM; previous data indicated that this is due to a
higher accessibility of the interface cysteine of TcTIM 1o
sulfhydry! reagents (26). Therefore, we explored if these two
cnzymes exhibit differences in the protective effect of
substrate against thiol reagents. in the experiments with
TcTIM, much lower concentrations of DTNB and MMTS
(Figure 1C,D, respectively) were used in order to obtain an
inhibition comparable to that observed in THTIM. Notwith-
standing the relatively high susceptibility of TcTIM to the
thiol reagents, substrate also protected against their detri-
mental effect. It is noted that the extent of protection was
similar to that observed in THTIM.

Effect of Substrate on the Sensitivity of THTIM and TeTIM
1o Sulfhydryl Reagents. The effect of different concentrations
of added glyceraldehyde 3-phosphate on the inhibiting effect
of MMTS and DTNB was detennined in THTIM and TeTIM
(Table 1). As the concentration of added glyceraldehyde
3-phosphate was increased, the inhibition by the sulfhydryl
reagents diminished. However, it is noted that in the presence
of TIM, glyccraldchyde 3-phosphate rapidly reaches an
equilibrium with dibydroxyacetone phosphate, the ratio of
the two species in the media being about 1:20 in favor of
the latter (7, 3). In our experimental conditions, the cqui-

sulfhydryl reagents aflect catalysis independently of their
effect an cysteine 14. Previous studics on the inhibition of
THTIM and TcTIM by thiol reagents had been carried out
in the resting enzymes (26); thus, there was the possibility
that in the presence of substrate, thiol reagents derivatized
other cysteines that exist in the trypanosomal enzymes (for
amino acid sequence and cysteine composition of the two
cnzymes, sce ref' 22). Therefore, we carricd out studics with
a mutant enzyme of TbTIM in which its cysteine 14 was
changed to a serine by site-directed mutagenesis.
Cyst4Ser THTIM exhibited catalytic propertics that were
almost identical to those of the wild type; the K and Vina,
of the Cys14Ser T TIM for glyceraldehyde 3-phosphate were
0.6 mM and 3780 gamol min~* mg ', respectively, whereas
in wild-type ThTIM, these values were 0.6 mM and 4170
pmol min ' mg ' In the standard reaction mixture for
measuring TIM activity with I mM glyceraldchyde 3-phos-
phate, 5 mM MMTS did not affect the activity of the mutant
enzyme, albeit under the same conditions, wild-type TbTIM
was inhibited by about 50% in 10 min. This indicates that
(i) that the cffcct observed with MMTS in wild-type TbTIM
in the presence of glyceraldehyde 3-phosphate is indeed due
to its cffect on its cysteine 14, and (ii) that MMTS does not
compete with substrate for the catalytic site, although
substrate docs protect against the action of MMTS.

SIS CON
FALLA DE ORIGEN ;

086



Probing lnterface Contacts of TIM

Hivchemistry, Vol. 38, No.- 13, 1999 4117

1 —o— Conisal
G3P -

PG
4= —0— Cyst4Ser
T TOTIM .

Cysteines derivotized per dimeg

g - WP Bl

B

Q- o =""a
| L LN I S IR B SR B B § i
o 5 30 15 30
Minules Minutes
Figurk 2: Effect of sub and g lycol nitr during the incubation of DTNB with THTIM (A), Cysl4Ser

THTIM (A, open squares), and Tt.TIM (B). The cmynus (J(X) 1) were incubated at 25 °C in | mL of a mixturc that contained 100 mM

tricthanolamine and 10 mM EDTA,

as shown. Recording of the absorbance of the mixture at 412 nm was started i "'
enzyme) that contained 1.5 mM DTNB exhibited a slight increase in absorbance at 412 nm; this was sut

values.

The effect of DTNB on Cys14Ser TbTIM was studied by
incubating the enzyme in the conditions of Figurc 1 with a
concentration of DTNB (2 mM) that produced almost
complete inhibition of the activity of wild-type ThTIM.
DTNB diminished the activity of the mutant enzyme by 25%,
thus confirming that the deleterious effect of sulfhydryl

in the tryy | enzymes is a consequence of
derivatization of Cys 14. Further evidence for this conclusion
is provided below (Figure 2).

Mechanism  of Protection by Substrate against Thiol
Reagents. The preeeding data indicated that substrate protects
against the action of sulfhydryl reagents on the interfiace
cysteine of TbTIM and Tc¢TIM. Since derivatization of the
interface cysteine of TcTIM and THTIM triggers irreversible
structural altcrations that lead to abolition of catalysis (26),
the protective cffect of substrate on the action of the thiol
reagents could be conseq ¢ of hindrances in the reaction
of sulfhydryl reagents with the interface cysteine, or 10
prevention of the structural alterations that are produced by
derivatization.

Derivatization of cysteines with DTNB yiclds nitroben-
zoate which has an absorption maximum at 412 nm (29).
Therefore, the possibility that substrate hinders the reaction
of sulfhydryl reagents with the interface cysteine was
explored by recording the fonnation of nitrobenzoate during
the incubation of TcTIM and TbTIM with DTNB with and
without glyceraldehyde 3-phosphate. Recording was carried
out for 30 min, since at longer times of incubation the
derivatized enzymes undergo aggregation (more evident in
TbTIM), and thus the increase in absorbance does not
necessarily reflect formation of nitrobenzoate. In consonance
with previous data (26), incubation of TbTIM and TcTIM
with DTNB brought about a progressive increase in absor-
bance at 412 nm (Figure 2, pancls A and B, respectively).
However, the recordings also showed that with substrate,
the rate of formation of nitrobenzoate was significantly
diminished. Note that with TcTIM, a 100 times lower
concentration of DTNB was used, and, thus, the rates of
reduction of IDTNB by the two cnzymes cannot be compared.

pll 7.4. The mixtures also contained 1.5 mM DTNI) for the cxpcrlmcms wnh TleM and Cysl4Scr
TbLTIM, and 12 uM DTNB for (hosc with TcTIM. In addition, S mM gly Id

orSm
ly “after the were nddcd Thc blnnk (no

d from the

That the reduction of DTNB is indecd due to derivatization
of the interface cysteine is illustrated by data that show that
in Cys14Ser ThbTIM hardly any reduction of DTND took
place (Figurc 2A, open squares).

The results with DTNB are mechanistically relevant since
they illustrate that the effect of substrate is to decrease the
reaction between sulfhiydryl reagents and the interface
cysteine. This could result from a diminution in the influx
of the thiol reagents to the interface cysteine, or from a
conformmational change that leads to a slowing of the reaction
between the sulthydry! reagents and the interface cysteine.

Effect of Phosphoglveolate and Other Compounds on the
Action of DTNB and MMTS on ThTIM and TeTIM. Phos-
phoglycolate is a powerful competitive inhibitor in ToTIM;
Ki = 0.026 mM (20). The crystal structure of ThTIM in
complex with 2-phosphoglycolate (79, 30) shows that it
occupics the catalytic center of TIM in a form analogous to
that of substrate. [n confirmation of other reports, we
observed that phosphoglycolate inhtbited the activity of
THTIM; it also inhibited the activity of TeTIM. With | mM
glyceraldehyde 3-phosphate as substrate, the inhibition curves
in ThTIM and TcTIM by different concentrations of phos-
phoglycolate were markedly similar (Figure 3A). This is in
agreement with the very similar crystallographic structure
of the catalytic sites of the two trypanosomal TIMs (13). It
was also observed that difution of incubation mixtures that
contained phosphoglycolate yiclded cnzymes that exhibited
the activity of enzymies not treated with the inhibitor (not
shown). Hencee, in the two enzymes the action of phospho-
glycolate is fully reversible.

Since TbTIM and TeTIM have similar catalytic propertics,
an identity of ncarly 70% (22), and very similar X-ray
structures (/3), it may not be surprising that in the two
enzymes substrate protects against thiol reagents by the same
mechanism. However, since cysicine 14 is buried in the
interface, and DTNB and MMTS have different dimensions
and markedly different structure, it seems rather peculiar that
the extent of protection by substrate against the two thiol
reagents is also in the same range. In this regard, the results
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FiGure 3: Effect of different of phosphoglycolate on the activity of THTIM and TcTIM (A) and on the action of DTNI and
MMTS on TthM (B) and TcTIM (C) In (A). the acuvmes of ThTIM and TcTIM were measured with 1| mM glyceraldehyde 3-phosphate
and the indi . In (13) and (C), the incubating conditions were as in Figurc 15 with THTIM, the
incubation mixture contained 1.5 mM DTNB or0 4mM MMTS; with TcTIM, 154M DTNB or 12 4M MMTS, The mixtures also contained
the indi of After 2 h, the activity of the enzymes was determined.

Table 2: Apparent Rate Constants (M~! s7') for the Reaction of
DTNB and MMTS with Cysicine 14 of ThTIM and TcTiM*

time with various concentrations of DTNB and MMTS were
linear, obeying a pseudo-first-order reaction. The plots of
the pscudo-ﬁr\l-ordcr rate constants depended lincarly on

additions T cruzi T. bruccei R

ion 1g second-order kinctics. From
AL > 23406 013 ‘L o0l the Iallcr data, the apparent sccond-order rate constants (M}

DTNB + G 764107 0.03 4 0.003 1
DINB + PG 33403 0.03 4 0.002 s7') were calculated (Table 2). In the two TIMs, substrae
MMTS 40423 0.58 + 0.03 and phosphoglycolate decreased the rate constant of the
MMTS + G3p 14341 0.15 4 0.01 reaction with DTNB. In TcTIM, phosphoglycolate also
MMTS + PG 2141 085+ 008 pr d against MMTS action, but in TbTIM, no such effect
* The bated in the itions of Figure 1 with was observed; in fact, phosphoglycolate induced a slight,
DIND or MMTS '"d 5 mM added glyceraldehyde 3-phosphate or 5 but reproducible increase in the rate of reaction of MMTS.

mM ph {. TTIM was incubated with 0.75,

1.5, and 3 mM DTNB, 0r02 0.4, and 0.8 mM MMTS. TcTIM was
incubated with 7.5, 10, 15, 20, and 40 4M DTNB, or 5, 7.5, 10, and
£5 #M MMTS. At various times, aliquots were withdrawn for
measurements of activity, Plots of In activity versus time were lincar,
The slopes were then plotted against DTNI3 or MMTS concentrations,
and the apy e (4. dard error) for the reaction wene
calculated from these slopes.

of experiments on the effect of phosphoglycolate on the
action of DTNB and MMTS on the two enzymes are relevant
(Figure 3).

In THTIM and TeT lM, phosphoglycolate protected against
the action of DTNB (Figure 3, panels B and C, respectively).
Protection by phosphoglycolate was higher in TcTIM, but
in the two cnzymes, the protection curves as a function of
phosphoglycolate concentration were very similar, reaching
a maximum at a concentration of about | mM phosphogly-
colate. Phosphoglycolate also decreased the mte at which
the interface cysteines of TbTIM and TcTIM were deriva-
tized by DTN (Figure 2A,13, triangles). Thus, phosphogly-
colate, similarly to substrate, protected against the action of
DTNB by slowing its reaction with the interface cysteine.

The results on the ¢flect of phosphoglycolate on DTNB
action difler drstically from those obtained with MMTS,
Phosphoglycolate up to a concentration of 5 mM did not
protect ThTIM against MMTS action (Figure 3B). In TcTIM,
phosphoglycolate protected against MMTS action, but not
to the extent observed with DTNB (Figure 3C).

The rate constants for the inactivation of the trypanosomal
TIMs by DTNB and MMTS in the presence and absence of
phosphoglycolate were determined and compared to those

btained with glyceraldehyde 3-phosphate (Table 2). In all
casces, the plots of In activity of ThTIM and TeTIM versus

These results, together with those in Figure 3, are strongly
suggestive that the species that occupics the catalytic site
hinders the action of sutthydry reagents to different extents,
and that these become apparent with thiol reagents of
different size or chemical characteristics.

In the conditions of Figure 3, phosphoglycerate, phospho-
enol pyruvate, and glucose 6-phosphate at a concentration
of 5 mM did not protect against the action of DTNB and
MMTS in ToTIM and TcTIM.

DISCUSSION

Many of the studics on the confonnational changes that
occur in TIM during catalysis have focused on the extensive
movement of foop 6. Kinetic (37— 34), crystallographic (6,
7, 19, 35—37), and site-directed mutagenesis experiments
(38) have shown that loop 6, which is far from the dimer
interface, closes over the catalyiic site in order to prevent
formation of methylglyoxal from the encdiol intenmediate
of the isomerization reaction. Here, we explored if events ot
the catalytic site and/or loop 6 arc trinsmitted to the dimer
interface by determining the susceptibility of the interface
cysteine of THTIM and TeTIM to thiol reagents.

TcTIM is far more susceptible 1o thiol reagents than
TbTIM (26). The crystal structure of TeTIM shows that the
separation of the dimer interface in the region between loop
1 of onc monomer and helix 3 of the other monomer is larger
in TcTIM than in TbTIM (/3 and sce Figure 4). Hence, it is
probabice that the pathway for the influx of thiol reagents to
cysteine 14 is through this region of the enzymes. There are,
however, unexplained questions regarding the entrance of
thiol reagents to the interface cysteine. Loop 3 of onc subunit
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Frauke 4: Stercoview of THTIM (gray) and TcTIM (black) in the region of cysteine 14, The side chain of cysteine 14 of enc monamer,
displayed in CPK format, is enclosed by loap 3 of the other nionomer: in this region no significant difference has been observed in the two
TIMs. Also shown is the portion of the interface between loop | of one monomer (left side) and helix 3 of the other monomer (right side).
The side chains of glutamine 19 of THTIM and glutaimic acid 19 of TcTIM after the end of loop | and at the beginning of helix | are

depicted as sticks. Aspartic acids 86 of TbTIM and TcTIM, at the cnd of he

x 3 and in front of restdue 19, are also depicted as sticks. Note

that in TbTIM the residues of the two monomers face cach other, whereas in TcTIM the side chains point in opposite dircctions. Also note
that the separation between monomers is significantly larger in T¢TIM than in ThTIM.

Table 3: Atoms within 4 A from the Sutfus of the interface
Cysteine of 7. Cruzi

monomer A monomer 1
atom residuc distance atom residue distance
Cp 14(A) 33 Cp 14(B) 33
Op 14(A) 3 Oop 14(H) 3.2
<n oY) 4.0 <D 6R(A) a9
CA T 4.0
Cp THB) 39 Cp 77(A) 37
Op ] 34 Op THA) 34
Np TH(A) 1.9
CA 781 39 CA TH(A) 3R
C 781 39 (o4 TH(A) 38
Np THB) 14 Np THA) 33
< TN 37 cB THA) 37
oG THA) 39
cn 82(13) 39 cn R2(A) 40

arrangement, the side chain of cysteine 14 (Figure 4), which
is part of loop 1 (residucs 14—19), becomes closely packed
within the core of loop 3 (residues 66—79). Indecd, in the
two monomers of TcTIM, there are 12 and 13 atoms at a
distance of less than 4 A from the sulfur of the interface
cysteine 14 (Table 3). Given the structural arrangement of
cysteine 14, the question that arises is how thiol reagents
get across Joop 3 and react with the sulfur of the interfiuce
cysteine. Furthennore, this work shows that catalysis and
phosphoglycolate impose an additional barricr to the influx
of thiol reagents to the interfuce cysteine. Thus, there is also
the question of how eatalysis or the occupancy of the
catalytic center by phosphoglycolate affects its derivatization.

In this context, the work of Gracy and co-workers (39)
on the deamidation of asparagines 15 and 71 of human and
rabbit TIM is particulacly relevant. It is known that aspar-
agines adjacent to glycines may undergo a spontancous
reaction that leads to deamidation ol asparagines (40). In
human and rabbit TIM, asparagines 15 and 71 are followed
by glycines, and Gracy and co-workers (47— 43) showed that
repeated catalytic cyeles, or the occupancy of the catalytic
site by a substmte analogue, confer to the enzyme a
conformation prone for asparagine deamidation. In the resting
state, the enzyine hardly undergoes deamidation. Other works
showed that deamidation of the two asparagines does not

occur at random; substrate-induced deamidation of asparagine
71 appears before deamidation of asparagine 15 (417, 43).

Asparagine 71 forms part of loop 3; thus, the data of the
latter investigators indicate that the occupancy of the catalytic
site induces changes in the conformation of loop 3 making
aspamgine 71 prone to deamidation; indeed, one of their
conclusions was that there are connections between the
catalytic site and the dimer interface (44). Our data show
that the occupancy of the catalytic site by substrate or an
analoguc has o swong influence on the access of thiol
reagents to the cysteine that is entrapped in loop 3. Therefore,
it is likely that both substrate-induced deamidation of
asparaginc 71 of loop 3 and resistance to agents that
derivatize the interface cysteine, which is enclosed within
loop 3, involve structural changes in the region of loop 3
and the enclosed cysteine.

As noted, loop 3 of one subunit docks between loops |
and 4 of the other subunit riy studics of TIM in which
the association constants between monomers have been
largely decreased through alteration of interface residucs
show that in monomeric TIM the oricntations of the side
chains of the active site lysine 13 and histidine 96 difter
from those in wild-type TIM (21); the disposition of loop 4
is also different, and loop | is very mobile. In monomeric
TIM, the hinding of phosphoglycolate to the catalytic site
induces the catalytie site residues to adopt the confonmation
of the wild type (20) and a tighter packing of loops 1 and 4.
As a consequence, it is possible that in dimeric TIM the
occupancy of the catalytic site enhances the packing of loops
I and 4 with the anterdigitating loop 3 of the other subunit,
thus diminishing the interaction of cysteine 14 with sulfhy-
dryl reagents.

Altematively, it could be that events at the catalytic center
change the geometry of cysteine 14 in relation to the residucs
in toop 3, and thereby confer a relatively high resistance to
thiol reagents. Indeed, there are van der Waals contacts
between loop 3 of one subunit and the catalytic lysine 13 of
the ather subunit. However, we examined the crystal structure
of TIM with empty and filled catalytic sites, and failed to
detect apparently important differences of intersubunit
contacts in the region of loop 3 and the side chain of residuc

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

089



4120 Biochemistry, Vol 38, No. 13, 1999 Pérez-Montlort ¢t al,

14, This is in consonance with the data of Lolis and Petsko 14, Waley, 8. G. (1973) fliochea. J. 135, 165~ 172.’

(30 in yeast TIM, who failed to detect significant differences 15. Zabori, S., Rudolph, R., and ke, R. (1980} Z. N
between empty monomers and monomers filled with phos- 6. :i:'r‘lj 5&::3;}.«):‘“0 na de Gomez-Puyou, M., Gomez-Puyou,
phoglycolate. This may imply that the entrance of thiol A and Gracy, K. W. (1992) Eur. J Biochem, 208, 389~395.
reagents to the interface cysteine depends on £ 17. S " K. D, and Gracy, R. W, (1991) Eur. J. Biochem.
that occur in this region of the enzyme, and that these arc 199, 231-234.

modulated by the state of the catalytic site. In fact, it has 18, Borchert, T. V., Abagyan, R., Jacnicke, R., and Wicrenga, R.

K. (1994) Proc. Nail. Acad. Sci. US.A. 91, 15151518,
19. Borchert, T. V., Zeclen, J. ., Schlicbs, W., Callens, M., Minke,
W., Jacnicke, R., and Wicrenga, R, K. (1995) FEBS Lett. 367,

been reported that phosphoglycolate increases the thermo-
stability of TIM (20).

Although at the it is not possible to define the 315318,
precise mechanism through which catalysis or the pancy 20. Schlicbs, W., Thanki, N., Eritjs, R., and Wicrenga, R, K.
of the catalytic site confers resistance to thiol reagents, the {1996) Protein Sci 3 2292
present data illustrate that the structural ary 21. Schlichs, W. Thanki, N., Jacnicke, R., and Wicrenga, R. K..

(1997) Ifm( hemistry 36, %655 -9662.
22. Ostoa-Saloma, ., Garza-Ramos, G., Ramirez, J., Iecker, 1.,

between loop 3 and the interface cysteine differ in enzymes

with empty and filled catalytic sites. Morcover, it is also lerzunza, M., Landa, A., Gomez-Puyou, A., Tuena de Gomez-
important that the experiments with phosphoglycolate indi- Puyou, M., and Pérez-Montfort, R. (1997) Eur. J. Biochem.
cated that there are gradations in the barrier to thiol reagents 244, 700-705. . i .
to the interface cysteine. For example, in ThTIM, phospho- 23. Gémez-Puyou. A., Saavedra-Liea, B, Becker, L, Zubillaga,
glycolate effectively diminished derivatization by the rela- 2}',5{‘3“‘;‘”_“” A and ¥ R. (1995) Chem.
tively large and negatively charged DTNB, but it failed 1o 24. Mlni;lfr;)id V. T'cmslm P., Beaurcgard, M., Frere, J.-M.,
protect against the action of the smaller and neutral MMTS Mande, S,' C‘,'Ilnl, W. G. j.. Martial, J.' A..'and Gonj, K.
{Figure 3B). Studics with thiol reagents of different chemical (1996) J. Mol. Hiol. 257, 441 —456.
characteristics could perhaps yield more information on the 25. Sﬁ:l 1. IAAhh‘;m(IBS"'I; l[;‘glvc':'l‘ﬂf‘- R'Z(;' :’;'5-‘8“"]?‘;4/\' and
s 1, H " ibanov, A. N tochemistry . - .
structure :!pd pmpcnlc:s n'flltc b:'!mcr. and also prm{ldc data 26. Garsa-Ramos, G., Cabrera, N, Saavedm-Lira, E.. Tuena de
for the design of agents that specifically perturb the interface Gomez-Puyou, M., Ostaa-Satoma, P, Pérez-Montfort, R., and
cysteine of the trypanosomal enzymes. Gomez-Puyou, A. (1998) Eur. J. Biochem. 253, 684—691,
27. Borchent, T. V., Pratt, K., Zeelen, J. P, Callens, M., Noble,
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Titulo breve: Disefio de farmacos contra tripanosomatidos

RESUMEN

La enfermedad del suefio, la enfermedad de chagas y la leishmaniasis son enfermedades
causadas por diferentes tripanosomatidos, principalmente en paises en vias de desarrollo. El
disefio de inhibidores que se puedan utilizar como gufas para nuevos firmacos contra eslas
enfcrmedadces es actualmente de interds, tanto para grupos de investigacion basica como para
entidades del servicio publico. Modelos matemiticos del control de flujo del metabolismo
glicolitico y estudios de varias enzimas de esta via con diversos inhibidores sugicren a la
glicdlisis como blanco para el disefio de un nuevo firmaco, ya que representa la fuente
principal de encrgia para estos pardsilos.

PALABRAS.CLAVE: Tripanosomdtido, disefio racional de fiarmacos, inhibidores especie-

especificos, knockout de genes.

ABSTRACT

Sleeping  sickness, chagas’ discase and leishmaniasis are diseascs caused by different
trypanosomatids in developing countrics. The design of new inhibitor drugs for these discases
is nowadays of particular interest for basic rescarch groups or government agencies. A
mathematical mode! of glycolytic flux and studies with inhibitors of different glycolytic
enzymes strongly suggest that enzymes involved in glycolysis can be used as a good targets
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mathematical model of glycolytic flux and studies with inhibitors of different glycolytic
cnzymes strongly suggest that enzymes involved in glycolysis can be used as a good targets
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for the design of a new drug, since this metabolic. pathway represents the main source of

energy for these parasites.

KEY WORDS: Trypanosomatid, rational drug design, species-specific inhibitor, gene

knockout.

INTRODUCCION

Los tripanosomdtidos son un grupo de pardsilos protozoarios de importancia médica y
veterinaria ¢ incluyen a Leishmania spp y Trypanosoma spp. Sus ciclos de vida son bastante
complejos y consisten de cambios morfologicos dramaticos entre los estadios dentro del
insccto veclor y en el hospedero vertebrado. Algunos miembros del grupo son: Trypanosoma
brucei, agente causante de la enfermedad del suefio en los humanos y nagana en el ganado
dentro del continente africano, Trypanosoma cruzi, que causa la enfermedad de chagas en
América central y del sur, y Leishmania spp, que causa la leishmaniasis de tipo visceral,

cutdnea y mucocutanca en paises tropicales (1).

CARACTERISTICAS DE LAS ENFERMEDADES

La enfermedad del suchio, puede producirse por 2 especies de tripanosomas: Trypanosoma
brucei rhodesiense y T. b. gambiense, y se transmite al humano por el piquete de la mosca
tsetse (género Glossina spp). Cuando los tripanosomas se introducen en ¢l torrente sanguineo
del hospedero, proliferan hasta invadir el sistema nervioso central y, finalmente, el estado
terminal de la tripanosomiasis s¢ manifiesta por una meningoencefalitis cronica. Existen dos
categorfas clinicas de la enfermedad del suefio dependiendo de que sub-especic ¢s la causante.
El intervalo entre el inicio de la infeccion por 7. b. gambiense y cl estado encefalitico puede
ser desde 2 hasta 8 afios. En contraste, ¢l intervalo en la infeccion por 7. b. rhodesiense cs

mis corto; el promedio ¢s alrededor de 8 meses a un afio, pero, finalmente las manifestaciones
2




son las mismas para ambas cépecics (1). Sec caleula aproximadamente que 35 millones de
personas en 36 ciudades de Africa estdn expuestas a contracr la enfermedad.

La cnfenﬂcdqdidc: chngus o _lfiﬁanosominSis amcri(;nnu‘sc produce por Trypanosoma cruzi, cl
cual se transmllealos h‘tAuinanos por di!_‘crcntes vias: transfusion sanguinea, leche materna,
transplun‘té‘f dcérgunos, transmisién . congénita ‘o por cl piquete de triatomas, conocidos
wlgannéﬁic como “c:l’\incth besuconas” (subfamilia Triatominae) (1). La enfermedad se
presenta e.nbdqs eiln;pas':‘ ‘lnkaguda y la crénica. La fasc aguda sc observa después de un breve
perlodé demc bacnén[:ntre el 2.y ¢l 8 % de los casos presentan sintomas graves que llevan a
la muerte. No:’ obstante, cn la mayoria de los casos no se presenta ningtn sintomna
caracteristico, por io que frecuentemente no sc detecta y el paciente puede llegar a la fase
cronica. En la fase crénica la mortalidad es cercana al 40 %. La organizacion mundial de la
salud estima que aproximadamente 16 a 18 millones de personas cstén infectados con T.
cruzi.

La leishmanisasis es causada por 20 especies diferentes del género Leishmania y se transmite
por los insectos de los géneros Phlebotomus o Lutzomyia. La enfermedad puede ser cutdnea,
visceral o mucocutdnea (1). Duxjanlc los Qllimos 10 afios se¢ ha incrementado la enfermedad en
su forma visceral, ya que ;surgg éégﬁétgna infeccién oportunista importante en pacientes

‘duellos infectados con HIV (2). Se reportan

inmunosuprimidos, - especialmente . ef
. : o 1 . . -

aproximadamente cerca“de 2 'm de nuevos casos de leishmaniasis cada aflo en 88

pafses, que comprenden las zonas tropicales con 367 millones de personas potencialmente

expuestas.

DISENO DE VACUNAS Y LA VARIACION ANTIGENICA
Se ha intentado controlar estas enfermedades utilizando vacunas, pero no se ha tenido mucho

éxito, debido a que algunos de estos organismos son intracelulares y, los que no lo son, han




desarrollado “uno de los kmcctkmismos mas claborados de variacion antigénica para evadir la
repuesta inmunolégica del hospedero.

Cuando ¢l lri.p.zin;)so.mu esta en la sangre del mamifero, estd cubicrto por una capa densa de
glicoprotcinas de superficic variable (VSG), que protegen a las proteinas de membrana y
prcvicncn la lisis del pardsito por los componentes del suero. La variacién antigénica del
pardsito en la sangre, y su consecuente evasion de la respuesta inmunoldgica del hospedero,
se debe a que conticne cerca de 1000 genes VSG. Solo se expresa un gen VSG a la vez y, el
cambio de VSG, se da en una baja frecuencia. La glicoproteina esta ligada a través de su
gfubo carboxilo terminal a una forma glicosilada del fosfatidilinositol. De esta forma se
kconrﬁkcre un anclaje, unién de la proteina a la membrana, y un lugar de ruptura cuando el
organismo sustituye una glicoproteina de superficic por otra. Este meccanismo evoca una
fuerte respuesta inmunolégica, que resulta en la destruccion ciclica de la mayor parte de la
poblacién de tripanosomas (3). Sin embargo, poblaciones menores, que han cambiado su

VSG, sobreviven y se reproducen, repitiéndose el ciclo.

FARMACOS

Existen muy pocos firmacos contra los tripanosomitidos de los cuales la mayoria produccn
graves cfectos colaterales. Ademas para alpunos de estos fiarmacos ya se han encontrado
cepas resistentes (4). Uno de los farmacos mas usados contra 7. brucei es la pentamidina. Se
utiliza cn las fases tempranas de la infeccion, con resultados satisfactorios en la mayoria de
los casos; sin embargo, el pronéstico no es bucno cuando el pardsito ya ha invadido el sistema
nervioso central. El melarsoprol se utiliza en las fases tardfas de la enfermedad, pero presenta
cfectos secundarios que pueden ser fatales. La eflornitina, el farmaco mas reciente, ticne
cfectos graves. Generalmente ¢l tratamicnto consistc en administrarlo intravenosamente en
grandes cantidades a pacientes hospitalizados (5). El suramin se ha utilizado como

medicamento para la enfermedad del sueiio en las fases iniciales durante los Gltimos 70 afios y
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los efectos sccundarios que produce generalmente son graves. Para la enfermedad de chagas
se utilizan comé ﬁirmucos el nifyrlimpx y-el benznidazole. Con cllos se pucde curar hasta el
90 % de los casos 'dufafriylc k, Ia fasc aguda, pero no ticnen ningun cfecto en pacicntes que
desarrollaron la fnse‘;-' cfénicé. Lamentablemente ambos farmacos también producen graves
cfectos colxﬁeralcs y se im sugerido que pueden causar ncoplasias (6). Para la lcishmaniasis se
utilizan con’ poco éxito la pentamidina y la paramomicina. El medicamento principal es la
anfotericina B, el cual aunque es altamente activo, también es muy toxico y sumamente caro
(2). Considerando este panorama, cxiste la necesidad de disefiar farmacos mis efectivos y

menos toxicos contra este tipo de enfermedades.

DISENO DE FARMACOS BASADO EN LA ESTRUCTURA

Algunas investigaciones consideran que el disefio de farmacos basado en la estructura de
proteinas, para el tratamiento de estas enfermedades tiene grandes probabilidades de éxito (7).
Este método sc basa en disefiar firmacos utilizando la estructura tridimensional de proteinas
blanco. La estrategia consiste en buscar sistematicamente moléculas capaces de unirse con
alta selectividad a las proteinas blanco mediante simulaciones virtuales. Después de encontrar
uno o varios compuestos que se unen a la proteina blanco, se proponcn variaciones
cstructurales de los mismos tratando de encontrar nuevos compuestos que, de acuerdo al
modelado computacional. podrian presentar una afinidad mas selectiva por la proteina. El
siguicr;lc paso cs sintetizarlos o adquirirlos comercialmente y probarlos in vitro. En un
cjemplo reciente, por medio de estudios comparativos entre las estructuras cristalograficas de
las enzimas gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH) de humano y de tripanosomas,
fue posible diseilar un inhibidor de alta afinidad: la  N®-(1-naflalenemetil)-2'-(3-
clorobenzamido) adenosina, contra la GAPDH tripanosomal. El sitio de unién para el grupo
adenosina del NAD', muestra grandes diferencias entre las enzimas del pardsito y de humano.

Notablemente, en la GAPDH del parasito cxiste una hendidura hidrofobica adyacente al
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hidroxilo-2° de la ribosa de la adenosina. Esta hcndidurq no cxistc en la enzima del humano,
lo que permitié disefar: dicho _inhibidor, . mismo quc:j,,luv\(o una_ ICso-de 0.3 pM. Dicho
compuesto s capaz de inhibir ¢l crecimiento ‘de. ‘ulvl‘ivoé.dc" T brucei; promastigotes de

Leishmania 'y amastigotes de 7. cruzi a concentraciones micromolares, sin afectar cf

crecimiento de fibroblastos humanos (8).

INHIBICION DE LA ViA GLICOLITICA EN TRIPANOSOMAS

Se ha demostrado que la interrupcion de la via glicolitica en tripanosomas permite la
eliminaci6n del pardsito (9). En ¢l torrente sanguinco de los mamiferos las mitocondrias de 7.
brucei no son funcionales y su unica fuente de encrgia proviene del catabolismo de la glucosa.
En ese caso T. brucei depende exclusivamente de la glicélisis para generar el ATP requerido
para su proliferacion y maduracion cclular (10). 7. cruzi se multiplica en el interior de las
células que invade, y sus mitocondrias se encuentran funcionales durante todo su ciclo de
vida. A pesar de que 7. cruzi consume 10 veces menos glucosa en comparacion con 7. brucei,
se ha determinado que la utilizacion de la glucosa es la via metabdlica preferida de este
parasito. Es por cllo que se piensa que una estrategia adecuada para resolver una infeccion por
estos pardsitos ¢s bloquear una o mis de las enzimas de la glicolisis, para impedir la
generacién de cnergia que los tripanosomas necesitan para su sobrevivencia (1,11) (Fig. 1).

En 1997 Bakker y colaboradores (12) propusicron un modelo matematico del control de flujo
del metabolismo glicolitico en 7. brucei. Utilizaron los datos experimentales de las constantes
cinéticas y de equilibrio de las enzimas de la via glicolitica para alimentar ¢l modelo. Con é|
pudicron predecir la contribucion de las enzimas del metabolismo glicolitico al control de
flujo, ain cuando en ¢l las condiciones acrobias y anacrobias sean diferentes. Basdndose en
este mismo modelo, Eisenthal y Cornish-Bowden en 1998 (13) modelaron la inhibicién de las
enzimas de la glicélisis. Su estudio llegoé a la conclusién de que para lograr dicha inhibicién

usando un inhibidor competitivo, sélo sc pucde cmplear al transportador de piruvato como
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blanco. Esto se debe a que ¢l piruvato  producido por 7. brucei en su forma sanguinea se
excreta al lorrcnlc‘ sanguineo del hospedero junto con un protén, mediante un acarreador de
difusion facnlundu tipo s:mportc. Este acarreador ¢s necesario para la regulacion del pH
mlracclulnr. La mhxblcnén del (ransportc productrin acumulacion de piruvato dentro del
tripanosoma y por.lo tan(o, m:ldlﬁcnclén del cnlosol Esto como consecuencia produciria la
muerte del tripanosoma por dgscslablllzacnén osmdtica. En cambio con un inhibidor no-
competitivo e irreversible, es decir, con una inhibicién del 100 % de la glicdlisis, cualquier
enzima de la via glicolitica se puede utilizar como blanco potencial para el disefio de

fiirmacos.

INHIBIDORES ESPECIE-ESPECIFICOS

Se han planteado otras estrategias en el disefio racional de fiarmacos. Algunas investigaciones
se enfocan sobre enzimas que solo existen en el pardsito (9), mientras que otros trabajos
intentan producir inhibidores dirigidos contra el sitio active de enzimas que existen tanto en el
parasito como en el hospedero (14). Esta ultima estrategia es dificil porquc el sitio activo de
una enzima gcncrulménlc estd altamente conservado, aun cn especies muy separadas por la
evolucién. El problema también sc ha abordado tratando de disciiar inhibidores especie-
especificos de enzimas. La hipotesis de csta estrategia plantea que es necesario identificar un
aminodcido no conservado que sea importante para la funcion y estabilidad de la enzima de
una especie en particular. Un agente que modifique a tal residuo podria inhibir la funcion de
la enzima de esta especie, teniendo poco o ningtin efecto sobre la actividad de la enzima.
homdloga de otras especies que poscan un residuo diferente en esta posicion (11). La enzima
glicolitica con la que se esta probando dicha hipotesis es la triosafosfato isomerasa (TIM) (en
la fig. 1 ver la reaccion que cataliza). La TIM c¢s una enzima dimérica, con una estructura de
barril 0/0. Se cuenta con la estructura cristalografica de la TIM de por lo menos 12 especies

(cntre cllas las de 5 parasitos) y sc conoce con gran detalle su mecanismo de reaccion. Una
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parte de la enzima lo constituye In region de la interfise entre ambos mondmeros, formada

por 32 residuos (dc.l asu. l nl s 4) Du,hu rc.uén es |mp0rlunu. puru la estabilidad del dimero. _

Sc ha propuc.s(o un nmmoﬁcldo no conscrvudo el n.slduo l4 dc. la region de la interfase, que
se encuentraen ¢l asu 1, como blanco para cl disefio de inhibidores especic-especificos. Del.
andlisis de sccucﬁcias de aminodacidos de diferentes TIMs se ha poslulndo‘ a la cistcina 14
(residuo que poseen principalmente tripanosomatidos) como un sitio estratégico de inhibicion.
Mediante el uso de derivatizantes de grupos sulfhidrilo Gémez-Puyou y col (11) lograron
inhibir In actividad de las TIMs de diferentes tripanosomatidos. Sin embargo, bajo las mismas
condiciones la actividad de la TIM de humano, cuyo residuo en la posicién 14 esta ocupado
por una metionina, no se inhibié. Otra diferencia entre las enzimas de ambas especics cs la
region del asa 3 que rodea al residuo cn la posicion 14, chha diferencia consiste en que cl asa
3 es un aminodcido més larga para la TlM dc humuno (treonina 72) que la de los

tripanosomatidos (Fig. 2). Por otra parte, la‘ lmportuncm del asa 3 y el residuo 14 para la

estabilidad del dimero se han cstudmdo cn ;,ran dcmllc. En estudios de la cstructura

cristalografica de la TIM dc 7' cruz: en: solvcntcs orgdnicos (método que permite identificar
sitios de unién de moléculas org,nnlcns hxdrofoblcas, mismos que pueden representar regiones
a donde pueden Ilex,ur a mlcmctuar farmacos) se encontraron dos moléculas de hexano
localizadas a menos de 4 A de los residuos isoleucina 69 y fenilalanina 75 la region de la
interfase del dimero de un mondmero, cstos dos residuos rodean a la cisteina 15 del otro
monomero (Fig. 3. marcada como Cys315). La cercania de los dos hexanos a la region de la
interfase confirma ain mis el interés de esa cisteina como blanco potencial para cl disciio de

farmacos (15).

“KNOCKOUT” DE GENES
El “knockout™ de genes es un método utilizado para investigar directamente la importancia y

funcion de un gen. Sc puede utilizar para averiguar si un gen es esencial para la supervivencia
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de una célula y posteriormente utilizar su producto como blanco para ¢l disefio de firmacos.
En afos recientes se ha estudiado la posibilidad de usar ¢l “knockout™ de genes c¢n
tripanosomatidos; algunos de estos estudios se han realizado principalmente durante el
crecimiento de pardsitos en condiciones de cultivo. Un cjemplo de un gen que no ¢s requerido
en un estado del ciclo de vida, pero que es esencial en otro, ¢s ¢l de una MAP cinasa de
Leishmania mexicana que pn;liigipn en la seilalizacion celular. Los promastigotes mutantes y
carentes de Map quinnsé_'son viables y fenotipicamente similares al silvestre. Sin embargo,

son incapaccs dc‘infcclar macréfagos, lo que implica que el gen e¢s esencial para la

sobrevivencia del panisuo en cf hospedero. Esta Map quinasa es un blanco prometedor para cl
disefio dc fdrmncos especificos contra el parisito, sicmpre y cuando no sc afecte la enzima del

hospedero _mnmffcro.

La cnzimnt' ‘gytyjrtlllin descarboxilasa (ODC) de T. brucei es inhibida por ¢l inhibidor D, L-a-
difluoro mel{l ornitina, Este firmaco se usa clinicamente en la enfermedad del sueiio causada
por 7. b. gambiense. La ODC esta involucrada en los primeros pasos de la biosintesis de
poliaminas, pero su’ inhibicién en este paso puede ser cludida por la presencia de altas
concentraciones de poiiumina cxdgena. Con respecto a esto ya se tienen mutantes nulas de
ODC en T. brucei.-En cstas mutantes, carcntes de poliaminas, se produce citostasis y,
finalmente, los pardsitos mueren, Asf se ha demostrado que la falta de ODC es letal in vitro

bajo las condiciones estudiadas (16).

LIMITACIONES PARA LA INTRODUCCION DE NUEVOS FARMACOS

Los criterios para permitir la introduccién de un nuevo compuesto al mercado farmacéutico
son sumamente estrictos v dificiles de llenar y esta es la principal razon por la cual la mayorfa
de los compuestos con actividad farmacolégica nunca llegan a convertirse en fiirmacos Otiles.
La identificacién y las pruebas clinicas de un nuevo fiarmaco levan, un promedio de 12 afios o

mas (17). Es por eso que un acercamiento “racional™ hacia el descubrimiento de firmacos cs
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atractivo para las compafifas farmacéuticas debido u que promete acelerar este proceso. Un

hecho . desafortunado,..es . la - falta - de . interés . delas - compaitfas - farmacéuticas  por las

enfermedades puruqilurius mas prcdominunlcs cn él lerccf 'lﬁundo" La razén ccondmica de esta

situacién ‘es evidente, ya quc la cconomlu dL Ios P i g s ‘de-desarrollo, donde estas

cnﬁ.rmcdudcs prcdommnn, no puc.de provcu lns ganancias ‘descadas. Es por cllo que los

esfuerzos por avanzar la mvcsm,aclén en: cl cam C ‘quedado en manos de grupos de

cientificos académicos y del sector publlco (17). o oy

CONCLUSION

La posibilidad de identificar inhibidorcysijse‘legy:livos de enzimas de la glicélisis de tripanosomas
se considera muy prometedor. Dichos inhibidores pueden ser utilizados como guias para
nuevos farmacos. A pesar de que la glicolisis es una via altamente conservada, se pueden
identificar diferencias estructurales.y cﬁélicm en la mayoria de las enzimas tripanosomales
comparadas con su equivnlenté en los humanos. En una gran varicdad de casos estas
diferencias han permitido- el discfio y sintesis de inhibidores sclectivos. Algunos de estos
inhibidores han bloqueado la glicolisis en los parasitos y retardado su crecimiento en cultivos
sin tener cfecto sobre células de mamifero. En futuras investigaciones se podra optimizar su
afinidad y cvaluar in vive su actividad, toxicidad, dosificacién, cfectos carcinogénicos,
mutagenicidad y farmacocinética para lograr obtener firmacos con altisima especificidad y

cfectos colaterales minimos.
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Pics de figura

Figura 1, .La hg,ura muestra la. via metabolica de la 5110611519 dc Trypumnoma hrm.ur en su
formn sanguinea, Los nimeros indican las enzimas como snguc"l lmnsporu. dc 1,Iucosa, 2,
hexocmasa, 3. hexosa-fosfato isomerasa, 4. fosfofruclocmnsa. 5, uldolnsa, 6 tnosafosfalo
isomerasa, 7. gliceraldehido-3-fosfato isomerasa, 8. 3-fosfogllccralo qumasa, 9. fosfoghccralo
mutasa, 10. piruvato quinasa, !1. transporte de - pifuvalo, 12, glicerol-3 fosfato
deshidrogenasa, 13. transporte del glicerol 3-fosfato, 14. oxidacion mitocondrial del glicerol-3
fosfato, 15. transporte de la dihidroxiacetona fosfato, 16. glicerol quinasa, 17. transporte del
glicerol, 18. procesos que convierten ATP en ADP, 19. miocinasa glicosomal, 20. miocinasa

citosdlica (tomado de la referencia 1).

Figura 2. Se muestra una sobreposnclén del asa 3 de la TIM de humano (en gris) y de 7. cruzi

(en negro) alrededor de la mcuonma ]5 del otro mondmero de la TIM de humano. Se puede

e!tqsa,3’ de ‘la enzima de humano con respecto a la del

tripanosoma, lo qu ?i;ongucrdn con el mayor espacio ocupado por la cadena lateral de la

metionina con resp a 6c(1pudo por la cadena lateral de la cisteina. Las coordenadas
cristalograficas sciolgggvicron de los archivos del PDB 1HTI (para la TIM de humano) y

I'TCD (para la TIM deT eruzi).

Figura 3. Posicion de dos hexanos (Hex2 y Hex3) en la estructura de cristal de 7. cruzi en la

region cercana a la cistefna 15 de la interfase (Cys 315) (tomado de la referencia 15).
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