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RESUMEN

Las tiorredoxinas son proteinas pequefas que tienen distintas actividades dentro
de la célula. La principal es mantener un balance del estado redox, es decir tienen
actividad de oxidoreductasa. Existen dos sistemas de tiorredoxinas en la célula:
citoplasmatico y mitrocondrial; cada uno con sus tiorredoxinas y sus tiorredoxinas
tiorreductasas (enzimas encargadas de reducir a las tiorredoxinas). Se sabe que
estan altamente conservadas sobre todo en su dominio catalitico; podemos
encontrarlas en todos los reinos, asi como en eucariontes sencillos (levaduras) y

hasta eucariontes complejos (humano, plantas y animales).

En su actividad de oxidoreductasa esta muy bien documentado que son las
encargadas de quitar los puentes disulfuro formados entre los residuos de cisteina
de las proteinas (C-S-S-C); pero en los ultimos afos se ha reportado que por lo
menos en humanos también son las encargadas de eliminar la persulfuracion en
los residuos de cisteina. La persulfuraciéon es una modificacion post-traduccional

que puede regular tanto positiva como negativamente la actividad de las proteinas.

La persulfuracion de proteinas depende del gas H>S. Este gasotransmisor celular
(el 3ro mas importante junto con CO y NO) es el donador del grupo -SH para que

los residuos de cisteina de las proteinas se puedan persulfurar.

En este trabajo nos dimos a la tarea de investigar algunos de los componentes
que eliminan la persulfuracion en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
Estudiamos cual es el papel de las tiorredoxinas tiorreductasas TRR1
(cistoplasma) y TRR2 (mitocondria). Usamos mutantes sencillas y dobles de estos
genes, y marcamos las proteinas persulfuradas mediante la técnica del switch de
biotina modificado. Identificamos que existe un aumento en el nivel de
persulfuracion en las mutantes sencillas trr1 y trr2, pero sorpresivamente en la
doble mutante trr1trr2 el nivel de persulfuracion es menor que en las mutantes

sencillas y la WT.



MARCO TEORICO

LA IMPORTANCIA DEL H2S

El H.S es una molécula pequena altamente toxica que en los ultimos afos ha
emergido debido a su papel como compuesto de sefalizacién tanto en funciones
fisiolégicas como en condiciones patologicas en animales y plantas. Es
considerado como el tercer gasotransmisor en células de animales y plantas,
siendo igual de importante que el 6xido nitrico (NO), el monéxido de carbono (CO)
y el peroxido de hidrégeno (H202)." Esta molécula tan pequefia es altamente
permeable a la membrana celular y asi actia como molécula sefalizadora. Se
sabe que el H>S en animales esta involucrado en distintos procesos como
proliferacion celular, apoptosis, procesos inflamatorios, proteccion contra la

hipoxia, neuromodulacion y

S0Z cardioproteccion; mientras que en

MET3 plantas se relaciona con la

Shosphourate (APS) modulacién de la fotosintesis y la
MET14 regulacion de la autofagia, etc."?

3’Phosphoadenosyl 5'-

Homoserine
" phosphosulfate (PAPS)

Una de las principales propiedades

MET2 MET16

que diferencia al H>S de los otros

) Bisulfite (HSOs) . .
O-Acetylhomoserine gasotransmisores es su capacidad

MET5/MET10

de disociacion bajo condiciones
MET17 H S L. .. “ "
? fisiologicas, se cree que el “pool” de
H2S consiste en HS, HS y S?%;

predominando el HS en

Homocysteine

Cysteine Methionine

aproximadamente un 80%. 3

Figura 1. Via de asimilacion de sulfato, en
Saccharomyces cerevisiae (Kizurik et al, 2016).



En mamiferos la generacion de H>S enddgeno sucede gracias a la ruta de la
transulfuracion; via metabdlica en donde la transferencia de azufre de
homocisteina a cisteina ocurre, dejando distintos metabolitos de azufre como,
cisteina, GSH y H>S. Dentro de esta ruta se encuentran 2 enzimas orquestadoras:
cistationina y-liasa (CSE) y cistationina p-sintasa (CBS); las cuales dan lugar al
H.S en citoplasma. También existe otra enzima, 3-mercaptopiruvato
sulfutransferasa (3MST) también productora de H2S en citoplasma y mitocondria’.
En plantas existe la enzima L-cisteina desulfhidrasa 1 (DES1), responsable de la

produccién citosolica de H>S enddégeno®.

Mientras que en levadura la via que da mayor aporte en la generacion de H.S es
la asimilacién de sulfato inorganico 6(Fig1). El rol principal del H2S es donar el

azufre para la sintesis de los aminoacidos cisteina y metionina.

Este gasotransmisor tiene distintas maneras de sefalizar, todo depende de en que
forma se encuentre, pero se ha reportado que uno de los principales mecanismos
por los cuales ejerce su funcion es por la modificacion post-traduccional de los
residuos de cisteina en proteinas blanco, mediante un proceso Illamado

persulfuracion?’.



LA SINGULARIDAD DE LA CISTEINA

Un residuo de cisteina (Cys) contiene en su cadena lateral un grupo tiol (-SH)
como grupo funcional (Figura 2); este residuo es poco abundante en las proteinas
(aproximadamente el 2% de todos los residuos son cisteina), pero su versatilidad
quimica hace de este residuo un determinante critico en el funcionamiento y

estructura de las proteinas. 3

O El atomo de azufre de la cisteina puede
tomar distintos estados de oxidacion (-2
a +6) y dependiendo del estado en que

HS OH se encuentre sera su comportamiento;

por ejemplo el azufre del tiol o

NH2 sulfhidrilo de la cisteina se encuentra

en su estado de oxidacion mas bajo (-2)
Figura 2. Estructura de la cisteina

que lo hace acreedor de un caracter
nucelofilico muy fuerte y por lo tanto susceptible a la oxidacidon o bien considerado
como agente reductor. Mientras que el disulfuro de la cisteina le confiere un

comportamiento electrofilico o agente oxidante.3

Los residuos de cisteina en las proteinas tienen importantes funciones fisiologicas.
Proveen la unidén covalente de proteinas y subunidades de proteinas, representan
el grupo funcional activo redox de muchas enzimas, tienen un rol como
sefalizadores redox y actividad importante en la busqueda de proteinas oxidadas
que a su vez estan involucradas en mecanismos antioxidante del organismo.
Muchas de estas propiedades fisiologicas son mediadas por la promiscuidad redox

de la cisteina. 8

El estado de protonacion en el que se encuentra el tiol tiene un efecto muy
marcado en su reactividad con agentes oxidantes. En general cuando se
encuentra desprotonado, es decir en forma de tiolato (S) exhibe una mayor
reactividad con oxidantes electrofilicos®. Una de las peculiaridades del sulfhidrilo

de la cisteina es que su constante de disociacion (pKa) depende del ambiente



local donde se encuentre y de la arquitectura de la proteina, todo esto
determinando la reactividad que pueda tener el tiol. Los residuos Cys con bajos
valores de pKa, existen predominantemente como tiolatos a pH fisiologico. Mientras
gue a valores altos de pKa se encuentra protonado el azufre. Se ha reportado que

los valores de pKapueden variar de manera dramatica, desde rangos de 2.5 a 12.
1

Esta diversidad quimica otorga a la cisteina una gran capacidad para estar
involucrada no solo con las funciones antes mencionadas, sino con modificaciones
post-traduccionales oxidativas de cisteina (Ox-PTM)), incluyendo: S-nitrosilacion
(SNO), S-glutationilacién (SSG), puentes disulfuro (RS-SR), sulfenilacién (SOH),
acido sulfinico (SO2H), acido sulfénico (SOsH) y persulfuracién (SSH), siendo esta
Ultima la mas reciente en ser caracterizada.”® Todas estas modificaciones son
estimuladas por pequefas moléculas difusibles como el H2S o RSS (especies
reactivas de azufre), las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies
reactivas de nitrogeno (RNS). La mayoria de estas modificaciones son reversibles,
aunque existen algunas excepciones (Figura 3)°. A las reacciones que son
reversibles también se les consideran como reacciones protectoras para asi evitar
que la cisteina pase a modificaciones que le impidan regresar a su forma original.
Pueden ser devueltas a tiol libre (SH) ya sea por algun sistema de defensa
antioxidante, o por otro lado, transformarse hacia otra modificacion
postraduccional dependiendo del estado redox de la célula. La formacion de
cualquiera de estas modificaciones de forma individual depende de distintos
factores, como la reactividad del residuo de cisteina, el ambiente que rodea a la

proteina y el ambiente local redox.2810.11
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Figura 3. Ox-PTM en cisteina. Reacciones reversibles o modo protector: persulfuracion, nitrosilacion,
puente disulfuro, glutationilacion, sulfenilacion. A partir de la sulfenilacion se pueden derivar reacciones
irreversibles. & Reacciones irreversibles conforme aumentan las concentraciones de ROS, RSS o RNS
(Alcock et al, 2018)

PERSULFURACION

La persulfuracion, como se menciond anteriormente, es una modificacidon
postraduccional oxidativa de cisteina. Es el mecanismo principal por el cual
sefializa el H2S. El H.S media la conversion del tiol (-SH) de la cisteina a un
persulfuro (-SSH), pero para que esto ocurra la cisteina debe ser previamente
oxidada puesto que el H2S no puede reaccionar de manera directa con el tiol'. Se
han propuesto diversos mecanismos por los cuales se lleva a cabo la
persulfuracion: 1) el H2S reacciona con acido sulfenico (-SOH) para después
poder formar el persulfuro; 2) H>S puede reaccionar con cisteinas S-nitrosiladas (-
SNO) y posteriormente formarse el persulfuro; 3) H2S puede reaccionar con un
puente disulfuro (-S-S-) entre cisteinas y asi formarse el -SSH; 4) un persulfuro
puede fungir como acarreador del grupo sulfhidrilo hacia una cisteina a través de



una reaccion de trans-S-sulfhidracion; 5) la reaccién entre especies de azufre

oxidadas como polisulfuros con el tiol de una cisteina (Figura 4)'27.

._SH + HeS —> No reaction

1) ,
.—SOH + HiS —> .—SSH + H:0
2) ) :
B o s —> s + uno
OR |
@ o s — (s vovo
3) )
a) ‘ |
.—SH + SSH > l—GSH * —SH
5) )
.—SH + RSSH —» .—63H + RSH

Figura 4. Mecanismos propuestos para la formacion de proteinas persulfuradas; *EI H,S no puede reaccionar con el tiol
de la cisteina de manera directa; 1) una cisteina sulfenilada puede reaccionar con el H,S; 2) una cisteina nistrosilada
reacciona con el HzS para formar el persulfuro o también puede solo quitar el grupo NO y volver a dejar la cisteina con su
grupo tiol; 3) un puente disulfuro entre dos cisteinas puede reaccionar con H,S y formar una proteina con una cisteina
persulfurada y la otra con su grupo tiol; 4) proceso de trans-S-sulfhidracion entre una proteina persulfurada y una
cisteina; 5) reaccion de polisulfuro con una cisteina. (imagen modificada de Da Zhang et al, 2017).

La persulfuracion o S-sulfhidracidon esta involucrada en muchos procesos
fisiologicos y patologicos. Después de la persulfuracion, las proteinas pueden
cambiar por completo su funcién original, derivando a que confiera la funcion de
reguladores negativos o positivos, que después de la persulfuracion se active la

proteina o se inactive, o bien que modifique su interaccién con otras proteinas.

Algunas de las funciones en las que esta implicada esta modificaciéon post-
traduccional son (Tabla 1): regulacion de la apoptosis, diferenciacion celular,

proliferacion celular, metabolismo celular, bioenergia y biogénesis mitocondrial,



vasorelajacion, estrés oxidativo. También se le considera como una modificacion

protectora de las proteinas, para asi evitar que ocurra alguna reaccién que sea

irreversible. Aunado a lo ya mencionado, esta mod

ificacion post-traduccional no

depende de alguna enzima para llevarse a cabo, contrario a lo que ocurre con

otras modificaciones.

Asi como esta modificacion regula ciertos procesos celulares, debe haber un

procesos celular que regule a la persulfuracion. No se debe pasar por alto que el

tener proteinas persulfuradas es sindbnimo de proteinas oxidadas o bien el

aumento de un ambiente oxidativo en la célula.

Proteina Actividad dela Funcioén
modificada proteina

IRF-1 + Mantiene replicacién de
DNA mitocondrial
Keap1 - Protege a la célula del

estrés oxidativo

Parkina + Mejora la ubiquitinacién
en lineas celulares
neuronales y reduce
muerte celular en modelo
de enfermedad de

Parkinson

AR - Suprime proliferacion
celular en cancer de
préostata

GATA3 - Controla diferenciacion de

esplencitos y regula
desarrollo de asma

alérgica
Subunidad + Suprime apoptosis por
p65 de NF- TNF-a en higado y
kB macrofagos
Kir6 + Media la vasorelajacion

colinérgica y la
hiperpolarizacion

Tabla 1. Ejemplos de proteinas persulfuradas y la actividad que tienen.

Referencia
Li, Yang, 20162
Zhang et al. 20172

Vandiver et al., 20133

Zhao et al., 2014

Wang et al., 2017'°

Zhang et al., 20172

Zhang et al. 20172



TIORREDOXINAS

El sistema tiorredoxina consiste en dos enzimas antioxidantes oxidoreductasas,
tiorredoxina (Trx) y tiorredoxina reductasa (TrxR); esta ultima encargada de reducir
a la tiorredoxina. No se tienen reportes de la existencia de alguna otra proteina
capaz de reducir a las tiorredoxinas. Este sistema se encuentra dividido en dos:
uno citoplasmatico y otro mitocondrial, cada uno con su propia Trx y TrxR'"0. Estas
proteinas las podemos encontrar en mamiferos, eucariontes sencillos y

procariontes.

En el caso de mamiferos, en citoplasma se encuentra la tiorredoxina Trx1, asi
como la tiorredoxina reductasa TrxR1. Mientras que en mitocondria se tiene a la
tiorredoxina Trx2 y su reductasa TrxR2. Si bien en eucariontes superiores existen

muchas isoformas de estas Trx , las mas estudiadas sonla 1y la 2.

Estas oxidorreductasas son proteinas de aproximadamente 58kDa (TrxR) y 12kDa
(Trx), con un dominio catalitico Cys-Gly-Pro-Cys altamente conservado, esencial
para su funcion como potente oxidorreductasa de puentes disulfuro. En general se
trata de un sistema donde las Trx reducen a las proteinas que tienen puentes
disulfuro (S-S), y las TrxR que son dependientes de NADPH reducen el disulfuro
del sitio activo de la la Trx oxidada (Figura 5). Si bien Trx no puede ser reducida
por otra proteina que no sea TrxR, pero TrxR si es capaz de reducir a otros

sustratos0.16,

Substratey, NADPH + HY, , Trx-S, Prxeq/Protein-(SH,)/Product;eq
TrxR
Productyeq NADP* Trx-(SH,)/ \ Prxoy/Protein-S,/Substrateoy

Figura 5. Reacciones enzimaticas del sistema tiorredoxina. La tiorredoxina reductasa (TrxR) reduce el
disulfuro del sitio activo de Trx, asi como otros sustratos, siendo dependiente de NADPH. Las tiorredoxinas
reducidas son altamente eficientes en reducir los disulfuros de proteinas, como en las peroxirredoxinas (Prx) y
el disulfuro del glutation (GSSG). (Nordberg J. y Arnér E. 2001)

La primer funcién que se encontré de este sistema (las Trx especificamente) era
que participaban como donadora de hidrogeno de la ribonucleotido reductasa para
la sintesis de dNTP’s necesarios para la replicacion de DNA. Pero el rol principal



qgue tiene este sistema es el de mantener un balance del estado redox en la célula,
junto a otros sistemas. Se hace énfasis en este en particular porque tiene un
amplio espectro de reaccion con distintas proteinas. Pueden reducir al glutation u
otras proteinas relacionadas al balance redox, mientras estas no pueden ser

reducidas por otras enzimas que no sean las TrxR'"18,

Ademas las Trx reducidas previenen la apoptosis a través de la unién inhibitoria a
la cinasa reguladora de sefial de apoptosis 1 (ASK1)'%, donde esa union se pierde
cuando Trx se encuentra oxidada. Muchas condiciones clinicas involucran a estas
oxidorreductasas, de hecho se han considerado un blanco para disminuir la
respuesta inmune exacerbada®. De manera muy novedosa se estan usando como
blanco a las tiorredoxinas para modular la senalizacion redox y ligarlo a

tratamientos contra el cancer.?’

SISTEMA TIORREDOXINA EN Saccharomyces cerevisiae

La levadura Saccharomyces cerevisiae al igual que eucariontes superiores cuenta
con dos sistemas de tiorredoxinas (mitocondrial y citoplasmatico). Las
tiorredoxinas reductasas son llamadas Trr1 y Trr2'622, Estas dos enzimas son
paralogas, por lo que la secuencia que codifica a los respectivos genes son muy
parecidas, pero difieren en el promotor y terminador (Figura 7).

En el sistema citoplasmatico a diferencia de lo ya mencionado, S. cerevisiae
tiene dos tiorredoxinas (Trx1 y su paralogo Trx2), de esta forma la que se
encuentra en mitocondria lleva por nombre Trx323. Trx1 y Trx2 mantienen el
mismo papel, pero se ha visto que Trx2 regula de manera mas eficiente el estrés

oxidativo causado por H202'6.

Estas oxidorreductasas también parecen estar relacionadas con el metabolismo
del azufre, se cree que son las unicas proteinas capaces de donar hidrogenos a la
Fosfoadenosin Fosfosulfato reductasa (PAPS reductasa) que convierte al 3'-

10



fosfoadenosin 5’-fosfosulfato a sulfito, ya que se ha observado que las cepas

mutantes de tiorredoxinas son deficientes en la asimilacion de sulfato?2.

El mecanismo por el cual ejercen su funcidon como reguladoras del estado redox
es el mismo, pero esta vez tanto Trx1 como Trx2 son participes en citoplasma®®
(Figura 6). Una incognita que se mantiene es el por qué en citoplasma existen dos

tiorredoxinas si donde suelen generarse mas ROS es en mitocondria.

CITOPLASMA MITOCONDRIA
oxidado reducido : oxidado reducido
:
:
Txt T 1T | 13 ey | T3
T2 NADPH, H* [ T2 | NADPH, H*
I
i

Figura 6. Mecanismo general de las tiorredoxinas en Saccharomyces cerevisiae. Del lado izquiero se tiene el
sistema que pertenece al citoplasma donde Trx1 y Trx2 se oxidan para reducir a las proteinas oxidadas por
puentes disulfuro, a su vez Trr1 dependiente de NADPH reduce a las Trx1y Trx2, y asi el ciclo se repite. Lo
mismo sucede en mitocondria, pero con Trx3 y Trr2. Imagen modificada de Trotter E. y Grant C, 2004.

ELIMINACION DE LA PERSULFURACION POR TIORREDOXINAS Y
TIORREDOXINAS REDUCTASAS

La persulfuracion al ser un mecanismo de sefalizacion necesita ser controlado,
por eso se han propuesto distintos sistemas que podrian estar involucrados en
esta regulacion. Debido a que la reaccion por excelencia que realizan las
tiorredoxinas es la reduccion de los puentes disulfuro y su participacion en la
regulacion del balance redox; han sido propuestas como enzimas reguladoras de

la persulfuracion*25.
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En dos estudios recientes, el primero realizado por Doka et al. en 2016 demostré
que en la linea celular HEK293 de rifion de embrién humano, asi como en higado
de ratdn knockout para TrxR1 o bien con expresion a la baja de la misma proteina
se observa un aumento en el nivel de persulfuracion, asi como una menor

viabilidad cuando se ponia en contacto con cantidades toxicas de polisulfuros?®.

El segundo estudio de la mano de Rudolff Wedmann y Constantin Onderka
también en 2016, observaron en pacientes con HIV que el sistema Trx/TrxR funge
como despersulfuridasa y que tiene casi el mismo orden de magnitud de reaccion

que en la eliminacion de puentes disulfuro®*.

Estos dos estudios proporcionan informacion donde por lo menos en humanos y
en ratén el sistema Trx/TrxR podria actuar como regulador de puentes disulfuros

asi como de la persulfuracion.

Como se menciond, existen estudios del papel de este sistema como posible
despersulfuridasa en modelos murinos asi como en humanos, pero en levadura
aun no se tienen reportes donde las tiorredoxinas sean participes en la eliminacion
de la persulfuracién de las proteinas o bien que tengan alguna relacidon con esta
modificacién post-traduccional.
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A

NW Score Identities Gaps Strand
-297 152/332(46%) 63/332(18%) Plus/Plus
Query 1 ACmmmmom= GCTTCAGTA-TAC---AGT-ACGGCAG---TAAGTGTTTCATTCT-GTTC
Sbjct 1 GiéAGAGA ‘|lLbLéLALlllLlLLA$CAlALlLLLLLllgchécﬂhlblhhlﬂéAﬂA
Query 44  TG------I GATTAATAATCTTTCACTTTGCCTAGCCATTTGGGGGCGGGTTTTGGCTGGG
sict 61 Haccanabht--AHhohiatatictHorachitt-—Hoamatabth--deatade
Query 98 TTAGCTTCTCCTTAGTCAT AAAAAA ATCGCCCGCAAGTATCTCGAAAAAGGA
Sbjct 115 iCACéALé—ééiATCCAACCéLCTATTCTTCTCL&ééAéTAéTACiA%éCé ———————— A
Query 155 AAAAATGCCCACGCGTATAAGAGTGGACCCAACT-GCTCGAGGTTTCAA-GAGCTTGTAG
Sbjct 166 TTTLACTéGGGéééé%—LGTTlAiTAATé——ié%céA%GéGéAA%GéCTTéLéé&GACCG
Query 213 --ATTAATTTCTGTAGTTCAGTTATACTTGCCTACAAGTGCTATACAGCAAATAGCGAAC
shict 223 cabtchancThrbA-——dochtect—bladbhe - thabdchhond-dbkha
Query 271 AGTACG--AAAGTAAACATCATATTATCAATA 300
Sbjct 270 CAGLATCCACAé%TTCTAATA%AA—L%AALCA 300

B
NW Score Identities Gaps Strand
620 740/1036(71%) 83/1036(8%) Plus/Plus
Query 1 AT TT----CA CAA
Sbjct 1 A}éATAAAACATATAéLiTCGCéATTCAGGACGP TTTGTT ﬂlLﬂGéAihlLthh
Query 12  -eecccccccccccccceee=C \GTTACTATCATTGGTTCAGGTCCAGCTGCACACACC
sbict 61 crorcaacotearrcatcathhobHAbarb kb brbctbcb b ctAtALt
Query 52 GCCGCCATCTATTTGGCCAGGGCAGAAATCAAGCCAATCCTATATGAAGGTATGATGGCG
spjce 121 Girdboatabcbbdbarbabdhbicteadblehoartbitbhcblatihtdbde
Query 112 AACGGTATTGCTGCCGGTGGCCAGCTAACCACCACTACAGAAATCGARAA(
O NN M
Query 172 TTCCCAGA-TGGTCTAAC, 'GAAC ACAATCCACGAA
it 201 Limbimlodoll-teperttetim LA oo\t bbbl
Query 231 GTTTGGCACTGAAATTATCACGGAAACAGTTTCCAAAGTTGATCTGTCTTCCAAACCATT
spict 300 CrbbtAtbaRcAtaMTACciAcAbrbehinihdcbbrtatt kAL
Query 291 CAAGCTATGGACCGAATTTAACGAAGACGCAGAACCTGTGACGACTGACGCTATAATCTT
spict 360 ChanrbhbebAbbbbMrdAcbindtibiclb bbb et dhnb A AR 1
Query 351 GGCCACAGGCGCTTCTGCTAAGAGAATGCATTTGCCGGG!
O 1 M NN T
Query 411 AGGTATTTCTGCCTGTGCCGTGTGTGATGGTGCCGTCCCCATTTTCAGAAACAAGCCATT
spior 480 chiatbabehdblbebdbabiatbibH bbbt nkbebnd LA
Query 471 GGCCGTCATTGGTGGTGGTGACTCTGCATGTGAAGAAGCTCAGTTCTTGACCAAGTACGG
sjct 510 Ghbdbrhtb MG ke ctattrchribohtiade
Query 531 CTCAAAAGTGTTTATGCTTGTCAGAAAAGACCATTTGCGTGCTTCTACCATTATGCAARA
sict 00  chchMbintathiariattahhbhothrtab b dibatttoratbabtbdacks
Query 591 GCGTGCTGAGAAGAA-CGAAAAA--ATTGAAATCCTTTACAACACTGTTGCGCTAGAAGC
sict 660 atbaarhiAbARakrtchMAchrcAb _trrhchrthbhlatkidarth bRl
Query 648 TTATTGAATGCCTTGAGGATTAAGAACACT. ARTGAAGA
i 717 DA bbb ML bbb e
Query 708 AACCH T 'CAGTCAGC! TTATTT 'AATTGGCCACACTCCAGCAACAAAGAT
sbict 777 chablAtHacabtataridactittiicatikiadbrtiticcbindbohthchnit
Query 768 TGTCGCTGGCCAAGTCGACACTGATGAAG-~--CGGGCTACATTARAACTGTCCCAGGCAG
ojer 327 abtmaanbinehbbbl—Molabdd nan Ll bl e
Query 825 CTCATTAACCTCCGTTCCAGGATTTTTCGCTGCTGGTGATGTTCAGGATTCTAAATACAG
spict 894 ahbrchohlrhinbrotthblrbtbbindbitabibActbiihdthckbhccthnat
Query 885 ACAAGCTATTACTTCTGCTGGCTCTGGTTGTATGGCCGCTTTGGATGCTGAGAAATACTT
sice 954 AAMactAHUE et cblatbchbrblndb bbb babdablacocthdct
Query 945 AACTTCCCTAGAATAG 960
shict 1014 AhchotbtarbhcHa 1029

43
60
97
114
154

212
222
270
269

1013

C

NW Score
-231

Query
sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

57

57

106
113
164
167
220
223
275
276

Strand
Plus/Plus

Identities
164/326(50%)

Gaps
52/326(15%)

A-TGAATTTTCCATTATAAAATAGAT-~-ACACTCAAATTTTTGTATACTTATCCAACAA

I I e N A A A

CGTGAAAAAACCGGTTTATTTTTGTTTTTACTGTTCGATTGT-GT~-TACGTATTCTAT-~

ATCGTTACTT-~-~--TCTCCTT---~TTCTTTAATAAAAAGCAAACCATGAATTT~-~~TAT

[ 11 [ O A o o A
A TTT AGA

===GTTTTTT TACATAT-ATATATGTGCGTAT

TTCTTTTCCCCATTATTAGAGAAAGCCAATACATAATCTACATATATTG-CGTGTCTGA~

TGCTG-~-CGACAAAAGAAGAGACA~-~--AAGAGATAGGCGTTGAA-ATTGACGAGACAAAG

TTAA-ACTTT--TTAGACA-CATGACATAGGCCATCGGCTTACTTTGTAACGCGTGGTT

A
e e o O B ¥ LELLLL LTI L]
TT

AGGAAGACATTAATTAATCATCATTTTAAATGGGATTTTTTTACTT~-GCAA-GCTT -~

GCCTATACACCGACTATTA-AGTTATGACTAATATTAT GCTTCCC---CACC-T
é LU T LU |||| |

——————— ACCTGCTCTTCTAGTTTTTTTACCTTTCCTTGAATTTCTTCCAAGTCACCGT
GCATTTTTCTTGTCGTI‘:TTTGCT??A 300

TCAGTCTGATTCTT-TCGTTAACAAT 300

Figura 7. Alineamiento de secuencias de nucleétidos de TRR1 y TRR2; A) Alineamiento de
promotores; B) Alineamiento de los genes TRR71 y TRR2; C) Alineamiento de los terminadores.
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi
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JUSTIFICACION DEL PROYECTO

Los dos estudios realizados donde observan que este sistema (Trx/trxR) puede
comportarse como despersulfuridasa, dan pauta a pensar que en otros modelos
podria ocurrir lo mismo, ya que como se ha visto las tiorredoxinas estan altamente
conservadas, pero no se debe dejar a un lado que en sistemas mas complejos
existen distintas isoenzimas y eso podria ser una variable para que no exista el

mismo comportamiento.

Es por eso que nos dimos a la tarea de averiguar el papel que tienen las
tiorredoxinas reductasas Trr1 y Trr2 en la regulacidon de la persulfuracion creando
mutantes sencillas y dobles para estos genes en Saccharomyces cerevisiae y asi
evaluar si existe una relacién distinta entre cada reductasa con las mutantes
sencillas y observar qué sucede cuando la célula se encuentra sin el sistema de

tiorredoxinas reductasas de funcional (doble mutante).
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Las enzimas TRR1 y TRR2 de Saccharomyces cerevisae participan en la

regulacion de la persulfuracidon de las proteinas?
HIPOTESIS

Si se deletan los genes que codifican para las tiorredoxinas reductasas (TRR1 y
TRR2) en la levadura Saccharomyces cerevisae, entonces el nivel de
persulfuracion de las proteinas aumentara dando indicativo que la regulacion de
esta modificacion post-traduccional es llevada a cabo por las tiorredoxinas
reductasas.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar si las tiorredoxinas reductasas participan en la eliminacion de la

persulfuracién de proteinas en la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener las mutantes de los genes TRR1y TRR2

e Obtener la doble mutante trr1Atrr24

e Mediante el switch de biotina identificar los grupos persulfuro de las
proteinas y observar el efecto que tienen la ausencia de las tiorredoxinas

reductasas.

15



MATERIALES Y METODOS

CEPAS

Cepa
BY4742 (WT)

trriA

trr2A

trr1Atrr24

Genotipo

MATa his3A1 leu2A0
lys2A0 ura3A0

MATa his3A1 leu2A0
lys2A0 ura3A0 trr1A:: hph

MATa his3A1 leu2A0
lys2A0 ura3A0 trr2A:: hph

MATa his3A1 leu2A0
lys2A0 ura3A0 trr1A
trr2A:: kanMX:: hph

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Referencia

26

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo
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DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS

Se disefiaron oligonucleotidos Forward de 69 nucledtidos: 50 nucledtidos antes del
ATG de cada gen a deletar (TRR1, TRRZ2), seguidos de 19 nucleétidos de una
secuencia universal plasmidica. Los oligonucleotidos Reverse se disefiaron con 50
nucledétidos antiparalelos después del coddn de stop y 19 nucleétidos de una
secuencia universal plasmidica. Todo se diseiid con ayuda del software Serial
Cloner 2.6. Los oligonucleottidos fueron sintetizados en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia Celular (IFC, UNAM). Y asi, mediante una
PCR utilizando como templado los plasmidos de la tabla 3 de manera
independiente que contienen la secuencia universal plasmidica en su genoma, se
obtendra como producto, el marcador de resistencia del plasmido flanqueado por
secuencias homologas que también flanquean al gen en cuestiéon (Ya sea TRR1 o
TRR2, dependiendo los oligonucledétidos que se utilicen) Figura 8. Entonces por un
proceso de doble recombinacion homdloga de este producto con el genoma de la
levadura, se escindira el gen blanco y en su lugar estara el casete de resistencia

del plasmido que se haya utilizado (Figura 10).

Gen Secuencia 5’3’

TRR1F CTATACAGCAAATAGCGAACAGTACGAAAGTAAACATCATATTATCAATAcagctgaagcttegtacge
TRR1R GATAAGTATACAAAAATTTGAGTGTATCTATTTTATAATGGAAAATTCAT cataggccactagtggatc
TRR2 F CATTAAAGGAAGAACGAAACGGACTCCACAGTTTCTAATATAAATAAACAcagctgaagcttecgtacge
TRR2R TACGTAACACAATCGAACAGTAAAAACAAAAATAAACCGGTTTTTTCACGcataggcecactagtggatc

Tabla 2. Secuencias de oligonucledtidos disefiados para la delecion de los genes TRR1y
TRR2.*Los nucledtidos con letras mindsculas pertenecen a la secuencia universal plasmidica.
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PLASMIDOS

Plasmido Descripcion Referencia

pAG32 Amp’ en células de E.coli. Contiene el %7
gen hph de Klebsiella pneumonie que
codifica para la higromicina B
fosfotransferasa, hygroB' para
levaduras transformadas.

pUG6 Amp" en células E. coli. Contiene al 27
gen kanMX de Tn903 que confiere
resistencia al antibiético
aminoglicésido G418" para levaduras
transformadas.
Tabla 3. Caracteristicas de los pldsmidos utilizados para la insercién del casete de resistencia.

MAPAS DE LOS PLASMIDOS

80..458 pAgTEF misc feature

|AmpR C€Ds compl 2833..3693

pAG32.xdna - 4160 nt

_|_

ori_misc_feature 2057..2151

Esquema 1. Plasmido pAG32
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[AmpR_cDS

compl

f (I
2682.3542| |

Esquema 2. Plasmido pUG6.

53..86 loxP_misc_feature

96..484 pAgTEF misc_feature

pUG6E.xdna - 4009 nt

1299..1534 tAgTEF _misc_feature]

1560..1593 loxP_misc_feature|

isc_feature

PCR PARA DELECION: OBTENCION DE MUTANTES SENCILLAS

Condiciones

Paso Temperatura tiempo
Desnaturalizacion 98°C 30s
inicial

Desnaturalizacion  98°C 10s
Alineamiento 57°C 30s
Extension 72°C 30s
Extension final 72°C 10m
Hold 4°C oc

Reactivo Volumen
H20 12.4pL
Buffer 5X 4.0uL
c/Cl2Mg*

dNTP’s [10mM] 0.4uL
Templado 0.5uL
[1ng/uL]

Oligonucleétido 1.0uL
Forward 200mM
Oligonucleétido 1.0uL
Reverse 200mM

Phusion High 0.2uL
Fidelity DNA

polymerase*

*Reactivos comprados en Thermo

Fisher Scientific®.

35
ciclos
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Los productos de PCR obtenidos se separaron mediante una electroforesis en gel
de agarosa al 0.8%, tomando 5uL de producto + 1uL de buffer de carga. El gel se
corrié a 130mV por 60 minutos, usando como buffer de corrida SB 1x (stock 20x
4g NaOH, 45g Acido bérico en 1L de H2O destilada). Después de incubar 15
minutos con bromuro de etidio 1X se tomo6 una foto del gel en la Unidad de

Biologia Molecular del IFC con el fotodocumentador AlphaDigiDoc™.

TRANSFORMACION DE LEVADURAS

Se utilizé el protocolo PEG a partir de células competentes BY4742: se agregaron
100uL de la mezcla (100mMLiAc, 10mM TrisHCI pH8 (de stock 1 M), 1mM
EDTA/NaOH pH8, 40% PEG3350) a cada tubo eppendorf (cada uno con 20uL de
células competentes), 10uL del producto de PCR. Se dejé una incubacién a
temperatura ambiente de 30min, se agregaron 10uL de DMSO posteriormente se
realizé un choque térmico de 42°C por 15min. Después de una centrifugacion
breve las células se resuspendieron en 500uL de YPD y se incubaron a 30°C por 4
horas para su recuperacion. Pasado el tiempo de recuperacion se dio una
centrifugacion breve y se resuspendieron las células con el sobrante de YPD y se
sembraron en YPD+250mg/uL higromicina (pAG32) o bien YPD+200mg/uL G418
(pUG6) incubando 3 dias a 30°C.

ELECCION DE COLONIAS “MUTANTES” Y EXTRACCION DE DNA
GENOMICO

Se eligieron 3 de las colonias mas grandes por cada transformacion, se tomo una
asada para realizar los precultivos con 10mL de YPD+antibidtico incubando 48hr a
30°C, con la finalidad de extraer el DNA gendmico y comprobar por PCR. A partir

de los precultivos se centrifugd 2 minutos a 3000rpm para la obtencidon de las

20



células; se resuspendi6 el boton de células en 1 mL de H2O destilada y se volvio a
centrifugar, se resuspuendieron las células en 200 pL de soluciéon QTP (Triton X-
100 2%, SDS 1%, 100 mM NaCl, 10 mM Tris-Cl pH 8, 1mM Na2 EDTA) en vortex.
Deshecho el boton se adicionaron 0.3 g de perlas de vidrio, 100uL de fenol y
100uL de cloroformo. Los tubos sellados se agitaron por 4 minutos, después se
adicionaron 200 pL de buffer TE (100mM Tris-Cl, 10 mM EDTA ph 8) 1X [], a
continuacion se centrifugan a 3000rpm por 5 min. Se transfiere la fase acuosa a
un tubo nuevo adicionado 1 mL de etanol 100%, se mezcla.

OLIGONUCLEOTIDOS Y PCR PARA CONFIRMACION DE COLONIAS
MUTANTES

Oligonucleotido Secuencia 5’-3’ Descripcion

TRR1 A GGCAGTAAGTGTTTCATTC | Oligo A para confirmar
insercion rio arriba del
cassette de resistencia al gen
TRR1.

TRR1D TAGAGAGTCAATCTGCGTA  Oligo D para confirmar
insercion rio abajo del
cassette de resistencia al gen
TRR1.

TRR2 A CCTCAATCACATCATCCTT Oligo A para confirmar
insercion rio arriba del
cassette de resistencia al gen
TRR2.

TRR2 D TCACTGACCAAGTCAAAGC  Oligo D para confirmar
insercion rio abajo del
cassette de resistencia al gen
TRR2.
Tabla 4. Las secuencias de los oligonucleétidos fueron tomadas de la base de datos [], los cuales fueron
reducidos a 19nt (inicialmente eran de 25nt), la finalidad es comprobar que se haya llevado la recombinacion
homadloga entre el gen blanco y el producto de PCR inicial. Si se llevé a cabo esta recombinacion entonces el
gen blanco se habra deletado y en su lugar estara la secuencia que codifica para el casete de resistencia al
antibiético del plasmido utilizado.
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PCR PARA CONFIRMACION DE MUTANTES

Reactivo Volumen Condiciones
H20 19.8uL Paso Temperatur
a
Buffer 10x Dream 4.0 uL
Taq (20mM Desnaturalizaci6 = 95°C
MgCl2)* n inicial
dNTP’s [10mM] 0.5 uL Desnaturalizacié 95°C
n

Templado 1uL ) ] .
[1ng/pL] Alineamiento 50°C
Oligonucleétido A 0.5 L Extension 72°C
1 M

00m Extension final 72°C
1O(;:)gr:;\\"ucleotldo D 05uL Hold 10°C

DNA Dream Taq 0.2 uL
polymerase*
*Reactivos de Invitrogen

tiempo

3 min

30s 35
ciclos

30s
1.75 min
10 min

oC

Las colonias mutantes unicamente se confirmaron por PCR de confirmacion, no se

mandoé a secuenciar.

OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES trr24

Una vez confirmadas las colonias mutantes frr24 hygroB'se dejo un precultivo de

YPD (5 mL) + Sorbitol, se dejé creciendo por 24 hrs a 30°C, después en 50 mL de
YPD+S se inoculé a D.O.= 0.1 y se dejo creciendo a 30°C hasta D.0O=0.5. Se
recuperaron las células y se lavaron 3 veces con H20 estéril a 1500rpm por 3 min.

Se resuspendio el boton de células en 10 mL de Competence solution, se

centrifugo y se retir6 sobrenadante, se resuspendié en 360 yL de competence

solution y se agreg6 40 pL de esperma de salmon previamente calentado a 98°C.

Se alicuoto6 en tubos cada uno con 20 pL.

22



GENERACION DE DOBLES MUTANTES trr1Atrr24

Con las células competentes trr24 hygroB', se llevo a cabo una transformacion
(descrita previamente) con producto de PCR (con delecion en TRR1 e insercidon
del cassette de resistencia a G418, es decir se us6 pUGH).

EXTRACCION Y MARCAJE DE PROTEINAS PERSULFURADAS
MEDIANTE EL SWITCH DE BIOTINA MODIFICADO

Con las cepas confirmadas como mutantes se realizé un precultivo con medio
YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 2% dextrosa) + antibidtico a la
concentracion necesaria por 24hrs a 30°C. Las células se diluyeron a una D.O. de
X y se cultivaron hasta que alcanzaron una D.O. de 0.5 para extraer proteina. El
pellet a se resuspendié en 1mL de buffer HEN (HEPES 250 mM, NaCl 150 mM, 1
mM EDTA, Triton 1%, Deferoxamida 100 uM, Neocupreina 100 uM y PMSF 100
MM); se agregaron 2 medidas de perlas de vidrio (0.3g), llevandose a cabo 5
ciclos: 30s vortex, 30s hielo. Obteniéndose el sobrenadante se centrifugé a 14000
rpm por 20 minutos a 4°C, al sobrenadante se le adicionaron 50 uL de SDS al 25%
(HENS) y 1uL de MMTS 20 mM (para bloquear los grupos tioles libres)
incubandose por 20 min a 50°C en un mezclador a 1400rpm. Se precipitaron las
proteinas con 2.5 vol. de acetona absoluta (-20°C) centrifugando a 3100 rpm por 5
min a temperatura ambiente. Después se resuspendié el pellete en acetona al
70% y se centrifugd (se repitio 2 veces este paso). Se resuspendio el pellet en 800
uL de buffer HENS en tubos ambar y se adicionaron 200 pyL de una solucion de
HPDP-biotina (en DMSO) 4mM; para los controles negativos se us6 unicamente
DMSO. Se incubaron los tubos en un mezclador por 2 hrs a temperatura ambiente.
Las proteinas se precipitaron con acetona absoluta (-20°C) y se resuspendieron en
buffer HENS (se repitié 2 veces este paso). Una vez realizado el ultimo lavado el
pellet se resuspendié con 50 uL de HENS y las muestras se guardaron a -70°C.
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WESTERN BLOT

SDS-PAGE, TRANSFERENCIA, REVELADO

30% SDS 10% APS
Gel H0  critamida/Bis Buffer wiv 10%  TEMED
Tris-HCI 0.5M,
Concentrador 5.7 pH 6.8
5% mL 1.7 mL 0.1mL 50 pL 10 L
2.5mL
Tris-HCI 1.5 M,
pH 8.8
Separador 3.4
12% mL 4 mL 25 mL 0.1 mL 50 pL 5uL

Tabla 5. Volimenes de los geles concentrador y separador para el SDS-PAGE.

Para la electroforesis del SDS-PAGE se colocaron 20uL de proteina con buffer no
reductor (1:1) por carril. Buffer de corrida 1X (25 mM Tris base 190 mM glicina
0.1% SDS, pH 8.3) 1 hora 20 min a 120 V. Se tifid un gel con azul de coomassie

para asegurar la presencia de proteina, el segundo gel se transfirid.

La transferencia se llevé a cabo con membrana de PVDF, en una camara con
buffer de transferencia 1X (25 mM Tris base, 190 mM glicina, 20% metanol, pH
8.3), a 30 V por 12hr a 4°C. Seguido a esto se bloque6 la membrana con una
solucion de leche al 5% en TBST por 1 hora, después de 3 lavados con TBST de 5
min cada uno se adicioné el anticuerpo primario anti biotina (Jackson) a una
concentracion 1:1000, dejandolo overnight a 4°C en agitacion. Posteriormente se
lavdé la membrana 3 veces con TBST por 5 min y se dejo incubando con el
anticuerpo secundario anti la fraccion Fc del anticuerpo primario de biotina
(Jackson) a una concentracién 1:20000 por 45 min, después de eso se realizaron
3 lavados con TBST para su posterior revelado. El revelado se llevé a cabo con
luminol 200 pL y H2O2 200 uL mezclados (ambos de Millipore) con 400 uL de H20.
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RESULTADOS

OBTENCION DE MUTANTES SENCILLAS trr1AY trr24

Con el fin de obtener mutantes sencillas para los genes TRR1 y TRR2, y asi
evaluar individualmente el papel que tienen los productos funcionales de estos
genes en el nivel de persulfuracion en Saccharomyces cerevisiae se realizd una

PCR con las siguientes caracteristicas:

Como DNA molde se utilizaron 3 plasmidos por separado, que fueron pAG25 con
casete de resistencia al antibidtico CloNat, pAG32 con casete resistencia
higromicina y pUG6 con casete de resistencia a G418; oligonucleotidos Forward y
Reverse que tienen como particularidad el haberse disefiado de la siguiente
manera: en el caso del Forward contiene una secuencia de 50 nucleétidos (Figura
8 recuadro rojo) pertenecientes a la secuencia antes del codén de inicio del gen
blanco seguido de 19 nuclettidos pertenecientes a una secuencia universal
plasmidica (recuadro purpura). En cuanto al oligonucleotido Reverse consta de
una secuencia antiparalela de 50 nucleotidos posteriores al codon de stop seguido

de 19 nucleotidos de una secuencia universal plasmidica.

En la figura 8, el Gen (recuadro verde) representa ya sea a TRR1 o TRR2, ya que
se siguid la misma estrategia para el disefio de oligos en ambos casos, es asi que
los recuadros rojos son los 50 nucledtidos antes del codén de inicio (F) y los 50
nucleotidos después del codon de stop de cada gen. La secuencia universal
plasmidica esta disefiada estratégicamente para que flanquee el casete de
resistencia de cualquiera de los 3 plasmidos elegidos. De tal manera que si la
PCR resultd exitosa se tendra un producto que estara compuesto por el casete de
resistencia al antibidtico del plasmido flanqueado por los 50 nucleétidos antes del
codon de inicio y los 50 nucledtidos después del coddn de alto del gen blanco. De
este modo los nucledtidos que flanquean al casete de resistencia, al ser
homologos a la secuencia del gen blanco seran los que den pauta para que se
lleve a cabo un doble evento de recombinacion homologa y asi en lugar de tener

el gen que codifica para la tiorredoxina reductasa 1 o 2, segun sea el caso,
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tendremos un gen que servira como reportero al darle resistencia a la levadura

hacia el antibiético que codifique.

Gen

. —
Oligo F I Plasmido pAG32
6 pUG6
Templado Cassette de resistencia
I Oligo R
PCR

Figura 8. Esquema general de la PCR. Se utilizaron como templados los plasmidos pAG32 y pUG6 de forma
independiente. Estos dos plasmidos comparten la secuencia plasmidica de los 19 nucledtidos (recuadro
purpura) y cada uno tiene un distinto casete de resistencia a algun antibiético: pUG6 G418 y pAG32
kanamicina. El producto de la PCR tiene en los extremos las secuencias homologas para la insercion en el
genoma donde se encuentra el gen de interés, mientras que en medio tiene el casete de resistencia al

antibidtico.
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Es asi que se realizaron 3 PCR’s por gen, para utilizar 2 plasmidos distintos cada

uno con un casete de resistencia diferente: pAG32 resistencia a higromicina y

pUG6 resistencia a G418. Cada casete con diferente tamano, por lo tanto las

TRR1 TRR2
o 383 8 8 8 8
S 22 2 % % 3

2000pb
1500pb

1000pb

500pb

Figura 9. Electroforesis de los productos de la PCR
para obtencion de mutantes. Se muestran los 3
plasmidos que se usaron como templado de manera

independiente para los dos genes (TRR1y TRR2).

bandas que se esperan son: pAG32
1863pb y pUG6 1712pb.

Al correr la electroforesis PCR se
observdé que todas las bandas
correspondian a los pesos esperados
(Figura 9). Asi que el siguiente paso
fue transformar levaduras
competentes de la cepa BY4742 con
cada producto de PCR obtenido y
poder crear cepas mutantes para los

genes TRR1y TRR2.
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Cassete de resistencia Producto de PCR

Doble evento de
Recombinacién
Homéloga

5’ 3’ Gen

Insercion en el genoma

u Cassete de resistencia q}

Figura 10. Esquema general de lo que debe suceder para que una célula sea mutante. Debe ocurrir un
doble evento de recombinacion homdloga entre las dos secuencias homologas que flanquean al casete de
resistencia en el producto de PCR y las dos secuencias que flanquean al gen que se desea eliminar. Si es
exitoso este fendmeno, entonces en lugar del gen tendremos el casete de resistencia al antibiético.

a) trrid b) trr24

Figura 11. Colonias transformadas con el producto de la PCR. A) Colonias transformadas las cuales
podrian tener deletado el gen TRR1y ensamblado por recombinacion homologa el producto de PCR que tiene
el gen hph que confiere resistencia a higromicina. B) Colonias transformadas las cuales podrian tener
deletado el gen TRR2 y ensamblado por recombinacion homologa el producto de PCR que tiene el gen hph
que confiere resistencia a higromicina.

Dicho lo anterior se transformé con todos los productos amplificados, en seguida
se plaqued en cajas con medio YPD-higromicina (pAG32) y YPD-G418 (pUGB6).

El tener crecimiento de colonias grandes en el medio con antibiético no asegura el
doble evento de recombinacion homologa, no quiere decir que estas sean
mutantes, un escenario posible es que por algun error el inserto ocurrié en otro

locus del genoma otorgandole la resistencia al antibiotico a la célula y por lo tanto
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la mutante para TRR1 o TRRZ2 tampoco existiria. Para saber si en realidad ocurrio
se optd por realizar una PCR de confirmacién, donde el templado es el DNA

extraido de las colonias que creemos son mutantes.

En un principio se eligieron 4 colonias que estuvieran aisladas y grandes para
extraer el DNA gendmico, pero al final unicamente se extrajo el DNA de 3 colonias
por transformacion. La finalidad de la extraccion del DNA gendmico es para
utilizarlo como templado en el PCR de confirmacion para comprobar si se trata de

una mutante o no.

En la figura 10 los recuadros amarillos representan los oligonucleétidos A (del
extremo 5’) y D (extremo 3’). En el caso del oligonucleétido A es una secuencia de
nucleotidos rio arriba del gen, esta aproximadamente a 200 nucleétidos de
distancia del inicio del oligo F; mientras que el oligonucleo6tido D de igual forma
esta aproximadamente a la misma distancia del final del oligonucleétido R. Es asi
que los oligos A y D flanquean las secuencias de los oligos F y R y lo que se
encuentre entre estos dos, es decir el gen blanco (TRR1 o TRR2 segun sea el
caso) o el casete de resistencia en caso de ser mutante. En la PCR los oligos Ay
D se alinearan con las secuencias homologas del DNA de cada colonia.

Entonces si el DNA externo o producto de PCR (DNA que contiene el casete de
resistencia) se insertdé en el genoma, lo que se amplificé en la PCR tendra un
tamafno y peso distinto al de la cepa WT, debido a que el gen de resistencia al
antibiotico del plasmido no tiene el mismo tamafo que el gen original. Por esta
razén se siempre se debe comparar con el DNA de la cepa silvestre o Wild Type,

para poder observar la diferencia.
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trr1A trr2A

Bandas
esperadas

WT para TRR1: 1574

pb
WT para TRR2: 1660
pb
trr1A: 2377 pb
3000 pb trr2A: 2394 pb
2000 pb

1500 pb

1000 pb

500 pb

Figura 12. PCR de confirmacion de colonias para corroborar la insercion
del gen de resistencia a higromicina (hph) al gen TRR1 o TRR2 y por lo
tanto su delecion. Las tres colonias elegidas como mutantes trr1A son
confirmadas; y como mutantes para trr2A se confirmaron las colonias 2 y 3.

En primera instancia unicamente se comprobaron las colonias que crecieron en
medio YPD+higromicina. Las 3 colonias elegidas que posiblemente podrian ser
mutantes para TRR1 se les extrajo el DNA genomico, se hizo la PCR de
confirmacion con los oligos A y D, la figura 12 revela que las 3 colonias son
confirmadas como mutantes porque las bandas se observan en el peso esperado
como mutante (2377 pb) y se encuentran por arriba de la banda correspondiente a
la WT (1574 pb) .

Respecto a las probables mutantes trr2A (Figura 11), las colonias 2 y 3 tienen
deletado el gen TRRZ2 o en otras palabras son mutantes trr2A. Las bandas de las
colonias 2 y 3 son de 2394 pb por arriba de la banda de la WT con peso 1660 pb.
Respecto a la colonia 1, no hubo amplificacion posiblemente por falta de DNA

genomico o algun error de metodologia.
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Con el PCR de confirmacion demostramos que el doble evento de recombinacion
homologa se llevo a cabo en las transformaciones para TRR1 y TRR2, logrando
asi el primer objetivo de este trabajo: las mutantes sencillas frr1A y trr2A que
tienen como marcador la resistencia a la higromicina. La mutante trr1A carecera
de la tiorredoxina reductasa citoplasmatica, mientras que la cepa mutante frr2A

sera nula de la tiorredoxina reductasa mitocondrial.

GENERACION DE LA DOBLE MUTANTE trr1Atrr2A

Una vez que logramos generar y confirmar las cepas mutantes trr1A y trr2A, el
siguiente paso fue generar la cepa doble mutante trr1Atrr2A. Esta doble mutante
no tendria el sistema tiorredoxina funcional y dependera de otros sistemas

antioxidantes.

Se partio de la cepa trr2A (marcador higromicina), la cual pas6é por un proceso
para obtener células competentes (descrito en materiales y métodos) y se
transformaron con un producto de PCR generado con los oligos F y R para TRR1
usando el plasmido pUG6, de esta manera se intercambiaria el cassette de
resistencia kanMX por el gen TRR1 generando asi la doble mutante.

Se plaquearon en medio YPD+Higromicina+G418, al ser dobles mutantes tienen
cassette de resistencia para higromicina y para G418. Se eligieron 3 colonias
grandes y separadas para la extraccion de DNA gendmico para poder hacer el
PCR de confirmacién. En este caso el PCR de confirmacién se hizo en dos partes:

1- Oligos A y D de TRR1: Se utilizaron los oligos A y D que flanquean al gen
TRR1, ya que si es mutante para este gen, entonces tendra insertado el
cassette kanMX que es de mayor tamafio que el gen TRR1.

2- Oligos Ay D de TRR2: Los oligos de confirmacion que flanquean a TRR2,
por lo tanto si es mutante en lugar del gen TRRZ2 tendra el casstte de

resistencia a higromicina.
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En ambas partes se usé el mismo DNA gendmico de las 3 colonias de manera

individual, al igual se comparé con DNA genomico de la cepa silvestre.

Oligos Ay D Oligos Ay D
Trrl Trr2

Bandas
esperadas

WT para TRRT:

1574 pb

3000 pbjf 4 WT para TRR2:

1660 pb

2000 pb [ t2r£12%3 X (pUGE):
p

trr2A  (pPAG32):

2394 pb

500 pb

Figura 13. PCR de confirmacion para la doble mutante trr1Atrr2A. En las 3
colonias se utilizan oligos de confirmacion para TRR1y TRR2. Resultando las 3
como dobles mutantes trr1Atrr2A.

La figura 13 muestra el resultado del PCR de confirmacioén para las 3 colonias
propuestas como dobles mutantes. Podemos observar que las 3 colonias
resultaron ser dobles mutantes porque en ambos casos utilizando los oligos de
confirmacion de TRR1y TRR2, tenemos bandas correspondientes a mutantes de
TRR1 (2226pb) y mutantes de TRR2 (2394pb) respectivamente. Es asi que la WT
con oligos de confirmacion de TRR1 tenemos la banda esperada de 1574 pb y de

1660pb para los oligos de confirmacion TRR2.

De esta manera generamos nuestra cepa doble mutante frr1Atrr2A resistente a

higromicina y a G418. Consiguiendo otro de nuestros objetivos.
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EVALUACION DEL NIVEL DE PERSULFURACION EN LAS CEPAS
MUTANTES GENERADAS

Habiendo generado las cepas mutantes frr1A, trr2A y la doble mutante trr1Atrr2A,
nuestro siguiente objetivo fue evaluar la participacién que tienen las tiorredoxinas
reductasas de manera individual con las mutantes sencillas en la regulacion de la
persulfuracién, asi como evaluar el nivel de persulfuracién cuando la célula se

encuentra con un sistema tiorredoxina no funcional (cepa doble mutante).

Para esto se extrajo la proteina de las colonias que se habian confirmado
(protocolo se encuentra en materiales y métodos) se marcé con HPDP-Biotina,
siguiendo la técnica del switch de Biotina modificado!, técnica utilizada
originalmente para detectar proteinas S-nitrosiladas (-SNO), modificacion post-
traduccional que también tienen como blanco las cisteinas. En la técnica original
los grupos tioles (-SH) de la proteina se metilan con MMTS, para después reducir
con ascorbato las cisteinas nitrosiladas dando como resultado de la reaccion un
grupo tiol y asi marcarlo con HPDP-Biotina, de esta manera los grupos tioles

marcados son las cisteinas que estuvieron anteriormente nitrosiladas (Figura 14A)

El switch de biotina modificado es para detectar persulfuracién en proteinas
(Figura 13B); también se inicia metilando los grupos tioles (-SH) libres de las
proteinas con MMTS, pero los persulfuros (-SSH) no se metilan, quedando
intactos para posteriormente ser marcados con HPDP-Biotina. Este método se
llama switch de Biotina modificado, porque a diferencia del método para ver
nitrosilacion, este se realiza sin la presencia de un agente reductor como el

ascorbato.

De esta manera nos fue posible marcar aquellas proteinas que estuvieran
persulfuradas y asi evaluar por medio de un Western Blot, con un anticuerpo anti-

biotina, el nivel de persulfuracién de cada mutante respecto a la Wild Type.
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A Biotin Switch Method for S-Nitrosylation

$-S-CH, $-S-CH, $-S-CH,
gNo MM s-No Ascorbate g Dot “"‘;" S-S-Biotin
S 0 S S Biotin S
| —5—m | | | : |
S o S > S

B Modified Biotin Switch Method for S-Sulfhydration

S-SH S-SH S-S-S-Biotin
—S-S-CH;, S-S-CH;,
S-NO MMTS S-NO Biotin-HPDP SNO
S
|
S

Figura 14. A) Método switch de biotina para proteinas S-Nitrosiladas. Los -SH de las proteinas son
metilados con MMTS, posteriormente el ascorbato reduce a las proteinas S-nitrosildas a -SH para poder
ser marcadas con HPDP-Biotina. B) Método del switch de biotina modificado. Los -SH son metilados por
el MMTS para que uUnicamente los persulfuros -SSH reaccionen con el HPDP-Biotina y queden
marcados. Imagen tomada de Aroca et al., 2015

Es asi que la proteina extraida de la WT, trr1A, trr2A y trr1Atrr2A recibieron 2
tratamientos: un grupo marcado con HPDP-Biotina y un grupo control que no fue
marcado, con el fin de confirmar que la sefial del western blot sea por el marcaje
con la biotina. De esta forma observamos que la mutante sencilla frr1A es la que
mostré menor sefial correspondiente a menos proteinas persulfuradas respecto a
la WT y a la mutante sencilla trr2A. Este es un resultado inesperado debido a que
se pensaba que la WT seria la cepa donde se observaria una menor sefal porque
en esta el sistema tiorredoxina citoplasmatico y mitocondrial serian funcionales, lo
que implicaria una menor acumulacion de proteinas persulfuradas. Donde se
observo la mayor senal fue en la mutante frrA2, resultado que podria explicarse
porque en la mitocondria hay mayor estrés oxidativo y al quitar o dejar disfuncional
el sistema tiorredoxina se veria reflejado en un mayor numero de proteinas

oxidadas (Figura 15).

Sorpresivamente la doble mutante trrA7trrA2 fue la cepa que menor sefal mostro
respectd a las demas. Se considera como sorpresivo porque esta cepa es la que
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tiene un sistema tiorredoxinas reductasas no funcional, entonces se esperaria

mayor cantidad de proteinas persulfuradas debido a la ausencia de las

tiorredoxinas reductasas.

WT-B

trr1A
trr1A-B
trr2A
trr2A-B
trriAtrr2A
trriAtrr2A-B

Figura 15. Western blot de mutantes de tiorredoxinas reductasas. Las distintas cepas en las
que se evaluo el nivel de persulfuracion, todas las que tienen “-B” fueron las que se marcaron
con HPDP-Biotina; se observa que la cepa trr2A es donde se encontraron mas bandas
correspondientes a proteinas persulfuradas, mientras que la cepa doble mutante trr1Atrr2A fue
donde se observo la menor sefial para proteinas persulfuradas, en frr1A hay menor sefial que en
la WT (se pensaba que seria la cepa donde menor proteinas persulfuradas se encontrarian).
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WT WT-B  trrlA trr1A-B  trr2A  trr2A-B trriAtrr2A trrlA trr2A -B

Figura 16. Membrana PVD revelada con rojo de Ponceau. Después de llevar a cabo el Western blot se tifid
la membrana para descartar que la pérdida de proteina y por lo tanto tener falsos negativos.

DISCUSION

Se sabe que las tiorredoxinas en humano funcionan como despersulfuridasas
segun los estudios de Rudolff Wedmann y Constantin Onderka que realizaron en
2016, observaron que estas proteinas tienen casi la misma afinidad por los
puentes disufuro asi como por los persulfuros. De la misma forma se asemeja ese
fendbmeno en ratones knockout para TrxR1, debido a que se observd un aumento
en el nivel de persulfuracion (Doka et al. 2016), asi como una menor viabilidad en
la linea celular HEK293 (también KO para TrxR1).

Sin embargo este fendmeno unicamente ha sido evaluado en mutantes de TrxR1
que es la tiorredoxina reductasa de citoplasma, pero no se ha evaluado en
mutantes de la tiorredoxina reductasa de mitocondria (TrxR2) para saber el efecto
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que pudieran tener. Por otro lado, en levadura aun no se ha reportado que esta
enzima cumpla el mismo papel de despersulfuridasa. Es asi que en nuestro
modelo de estudio Saccharomyces cerevisiae decidimos realizar mutantes
sencillas para TRR1 (tiorredoxina reductasa 1 citoplasmatica), TRR2 (tiorredoxina
reductasa 2 mitocondrial), y la doble mutante trr14trr24; y con ellas evaluar si

estas enzima fungen con el mismo rol de despersulfuridasa.

En este trabajo no se observo el resultado esperado, iniciando con la cepa WT
debido a que es la que presenta una mayor sefal de proteinas persulfuradas
respecto a dos mutantes (trr1Ay trr1Atrr24), en esta cepa silvestre al tener ambos
sistemas de tiorredoxina funcionales, se pensaria que habria menos proteinas
persulfuradas pero este no fue el caso. Cabe mencionar que las condiciones en
las que se realizaron los experimentos fueron en normoxia, nunca se controlo la
concentracion de oxigeno. Entonces no podemos descartar la posibilidad que en
condiciones basales Saccharomyces cerevisiae o al menos la cepa BY4742 tenga

un alto nivel de persulfuracion, ya que es algo que nunca se ha evaluado.

Respecto a la cepa mutante frr14 el nivel de persulfuracién es menor respecto a
la WT, este resultado nos dice que en Saccharomyces cerevisiae la ausencia de
Trr1 no incrementa la persulfuracion de las proteinas respecto a la WT, como se
observé en humano y en ratén. De hecho se podria decir que su ausencia
disminuye la persulfuracion. Esto podria explicarse porque aun se cuenta con la
tiorredoxina reductasa mitocondrial funcional (Trr2), si bien no participa en la
reduccion de tiorredoxinas de citoplasma, pero se espera que en mitocondria sea
el lugar donde mayor especies reactivas de oxigeno exista, por lo tanto el sistema
mitocondrial mantiene el balance redox de la célula. Otra opcioén podria ser que en
levadura las tiorredoxinas son las principales donadoras de hidrogenos para la 3’-
fosfoadenosin 5'-fosfosulfato reductasa (PAPS), entonces en ausencia de Trr1
disminuya la produccion de H>S endogeno reflejandose en un nivel disminuido de

persulfuracion.

En cuanto a la cepa frr24 es donde se encuentra un mayor numero de bandas y

con mas intensidad, indicando una mayor persulfuracién de proteinas. Esto hace
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sentido si recapitulamos que la Trr2 se encuentra en mitocondria junto a Trx3;
sabiendo que se llevo a cabo todo en condiciones de normoxia, por lo tanto hay un
incremento de especies reactivas de oxigeno o bien de estrés oxidante en
mitocondria, entonces en ausencia de Trr2 el sistema de tiorredoxina mitocondrial
es disfuncional, es asi que no hay sistema que pueda controlar la persulfuracién a
nivel mitocondrial desencadenando un alto nivel de proteinas persulfuradas. En

este caso es posible considerar a la Trr2 como despersulfuridasa.

Otro resultado bastante interesante, si no es que el mas sorprendente de este
trabajo fue encontrar el menor nivel de persulfuracion en la doble mutante
trr1Atrr24, resultado totalmente contrario a lo esperado. Al tener ambos sistemas
no funcionales, se apostd a creer que esto repercutiria de una manera abrupta en
la persulfuracion, pero como se muestra en la Figura 15 esto no ocurrié asi. Se
observa que es la cepa donde la formacién de grupos persulfuro fue minuscula, en
este caso lo que podria estar ocurriendo en la célula es que otro sistema esté
compensando la ausencia de las tiorredoxinas, este sistema puede ser el glutation-
glutarredoxina. Sumado a este resultado, se encontré que la doble mutante tenia
menor cantidad de proteina que las mutantes sencillas y la WT (Figura 16); esto
podria deberse a que al estar ausente el sistema de tiorredoxinas reductasas
provoque un estrés redox en el complejo ribosomal alterando la traduccion,
reflejandose este fendmeno en la disminucion de proteina en la membrana de
PVD?8,

El sistema glutation-glutarredoxina también es un sistema regulador del balance
redox celular, pero estda mas enfocado a mantener el equilibrio relacionado con las
especies reactivas de oxigeno (ROS), aunque también puede reducir los puentes
disulfuro; es decir que funciona de manera similar al sistema de tiorredoxina. De
igual manera consta de un sistema mitocondrial y uno citoplasmatico, en este
ultimo las glutarredoxinas 1 y 2 (Grx1 y Grx2) son las que se oxidan y son
reducidas por el glutation (GSH), el glutation oxidado (GSSG) es a su vez reducido

por la glutatiéon reductasa 1 (GIr1) que es dependiente de NADPH. Mientras que
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en mitocondria sucede exactamente o mismo pero solo se tiene a la Grx2. Ambos

sistemas comparten la misma glutatién reductasa.

cytoplasm mitochondria Figura  16.  Sistema
glutarredoxina. Se divide
en citoplasmatico y
mitocondrial, al igual que
el sistema tiorredoxina.
Las glutarredoxinas 1y 2
oxidadas son reducidas

G G| | por el glutation (GSH),

oxidised reduced

oxidised reduced

)
)

Grx2 Grx2 mientras que el glutation
oxidado (GSSG) es
reducido por la
glutarredoxina 1 (GIr1)
dependiente de NADPH.

X
)

Gir1 Gir1 Imagen modificada de
GSSG mmmmmmmmmdy| GSH | | GSSG = GSH || Trotter y Grant, 2005.
NADPH, H* NADPH, H*

Dicho lo anterior, en la ausencia de ambos sistemas de tiorredoxina la célula
necesita de un sistema que compense esto; aqui es donde el sistema de las
glutarredoxinas podria estar sobre activandose, podria fungir como un sistema de
apoyo. Y es que se tiene evidencia de la relacibn que existe entre ambos
sistemas, en levadura se tiene reportado que GIr1 puede influenciar el estado
redox de Trx3. Mientras que Doka et al. en 2016 demostro en un raton carente de
glutation reductasa (GR) el aumento en el nivel de persulfuracion, magnificandose

aun mas ese efecto en un raton KO para GRy TrxR1.

Y retomando que Trr1 pueda estar participando como donadora de hidrégenos
para la PAPS reductasa, enzima que forma parte de la asimilacion de sulfato
inorganico, fuente principal de H2S en levadura; en su ausencia disminuye el nivel
de H2S de la célula per se; entonces lo que podria estar ocurriendo en esta doble
mutante es que el poco H>S producido por la célula es fuente para la
persulfuracién de los residuos de cisteina pero al haber una menor cantidad de
H>S también habran menos proteinas persulfuradas; y si no hay Trr2 es aqui
donde el sistema de las glutarredoxinas entra como un respaldo para regular el
balance redox de la célula pudiendo actuar como despersulfuridasa al igual que

las tiorredoxinas.
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CONCLUSION

Se logré generar las mutantes sencillas para las tiorredoxinas reductasas de
citoplasma y mitocondria: trr1Ay trr2A respectivamente; asi como la doble mutante
trr1Atrr24. Encontramos mediante la técnica de switch de biotina modificado que la
cepa WT BY4742 per se tiene un alto nivel de proteinas persulfuradas; en cuanto
a la mutante sencilla trr14 el nivel de persulfuracion disminuye pudiendo deberse a
la participacion de Trr1 como donador de hidrogenos de la PAPS reductasa,
resultando en un decaimiento en la produccién de H2S producida, pero con este
experimento es imposible determinar si Trr1 tiene un rol de despersulfuridasa.
Mientras que en la mutante sencilla trr24 se observa mayor persulfuracion, lo que
indicaria un posible papel de despersulfuridasa para Trr2. Respecto a la doble
mutante frr1Atrr24 la persulfuracidon se ve muy disminuida siendo la cepa con
menor nivel de persulfuracién, resultado contradictorio a la hipétesis propuesta;
una explicacion viable es que al estar ausente Trr1 hay una disminucidén de
produccion de H2S por lo tanto menos proteinas persulfuradas y por otro lado el
sistema de las glutarredoxinas podria estar compensando la ausencia de Trr2
como un sistema de respaldo.

PERSPECTIVAS

Para poder evaluar si en realidad el papel de la Trr1 es de despersulfuridasa, se
propone crecer la cepa frriA con una fuente de H>S exdgena. Ya que si esta
participando en la asimilacion de sulfato inorganico entonces su ausencia
repercutira en la cantidad de H>S producido. Al poner una fuente exdégena de H2S,
si es que TRR1 es una despersulfuridasa, en la se esperaria que después del
tratamiento se encontrara una acumulacion de proteinas persulfuriladas.

Crear cepas mutantes para Trx1, Trx2 y Trx3 para saber el rol que tienen como
despersulfuridasas.

Crear cepas mutantes para el sistema glutarredoxina y tiorredoxina, y asi poder
evaluar si en realidad este sistema funge como respaldo a la ausencia de las

tiorredoxinas reductasas.
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