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Resumen

Resumen

El citocromo ¢ es una hemo proteina mitocondrial que participa en al menos dos
procesos celulares criticos: la transferencia de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial y la iniciacion de la apoptosis, cuando es liberado al citosol.

En su estructura se destaca un grupo hemo que se encuentra hexa-coordinado, siendo
la His1l8 y la Met80 la quinta y sexta posicion de coordinacion, respectivamente.
También se destacan 4 tirosinas altamente conservadas entre especies: dos cercanas
al hemo (Tyr48 y Tyr67) y dos mas expuestas al solvente (Tyr74 y Tyr97). Entre las
modificaciones post-traduccionales que puede sufrir el citocromo se encuentra la
nitracion de estas tirosinas, y ha sido determinado que la nitracién de la Tyr74 (que es
una de las primeras que se nitra por el tratamiento con peroxinitrito) provoca un
desplegado parcial del citocromo c, con sustitucién de la Met80 por alguna lisina. Este
cambio conformacional genera un aumento en la actividad peroxidasa, junto con una
incapacidad de transportar electrones y de activar el apoptosoma. La coordinacién del
hemo también puede ser alterada en otras condiciones fisiolégicas, como la union a
cardiolipina. Ademas, el enlace Met80-Fe puede romperse al aumentar el pH, en un
proceso denominado transicion alcalina (pKa = 9,3).

En este trabajo estudiamos el rol de cada una de las 4 tirosinas, de la nitracion sitio
especifica y de la coordinacion del hemo en la estructura y funciones del citocromo c.
Para esto generamos distintos mutantes del citocromo c y estudiamos varias de sus
propiedades fisico quimicas, validando su uso como un buen modelo para realizar
estudios mecanisticos.

Como caracterizacion de la conformacion y estabilidad del grupo hemo se estudi6 el
pKa de la transicién alcalina. Se destaca que el NO,Tyr74 citocromo c tiene una
transicion alcalina mas temprana, mientras que el mutante Y67F presenta una
transicion muy tardia con un pKa mayor a 11 unidades. Proponemos que la nitracién
de la Tyr74 genera una perturbacion en el bucle que va de los aminoacidos 70 a 85 (Q
loop), que interfiere con la red de puentes de hidrégeno formados con el Glu6é y la
Tyr67, que es lo que determina la ruptura del enlace Met80-Fe.

Ademas se determinaron los valores de potencial redox y se observo que, excepto el
mutante en la Met80, que tiene un potencial redox muy negativo, ninguna de las
mutaciones ni nitraciones afecta en gran medida este valor. A pesar de esto, se
encontré que el citocromo mutante en la Try67, al igual que el NO,Tyr74, es incapaz
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de transportar electrones por la cadena respiratoria. Otra vez se ve que la perturbacion
en el bucle 70-85 genera un movimiento cercano al hemo, y nuestros resultados
apuntan a que la formacién de un radical centrado en la Tyr67 es esencial para el
mecanismo de transporte de electrones a través del citocromo ¢ hacia la citocromo
oxidasa.

Cuando estudiamos la nitracion y polimerizacion por la exposicion a oxidantes
observamos que todos los mutantes de tirosina por fenilalanina presentaron menor
nitracion que el citocromo salvaje, pero los mutantes en las Tyr48 y Tyr67 presentaron
también menos formacién de agregados como fuera revelado por western blot anti-
nitro-tirosina y anti-citocromo c. Propusimos un mecanismo a través del cual el
peroxinitrito nitra en primer lugar las tirosinas mas externas del citocromo c, quien
debido a esta nitracion adquiere una conformacion mas desplegada dejando las
tirosinas que inicialmente estaban mas internas, mas accesibles para reaccionar con
otros radicales y favorecer la polimerizacién del citocromo. Por la oxidacién por un
mecanismo tipo peroxidasa en presencia de perdxido de hidrégeno mas nitrito u 6xido
nitrico, la formacion de radicales se da en las tirosinas cercanas al hemo, generando
una nitraciéon y polimerizacion que involucran estas tirosinas, junto con una nitracion en
la Tyr97.



1.Introduccién

1. Introduccion

1.1. Generalidades del citocromo ¢

El citocromo ¢ es una hemoproteina mitocondrial de aproximadamente 12.5 kDa, que
se encuentra en una concentracion > 1 mM en el espacio intermembrana (1), donde
participa al menos en dos procesos celulares criticos: 1) en la transferencia de
electrones a través de la cadena respiratoria, aceptando electrones desde la
ubiguinona-citocromo c reductasa y transfiriéndoselos a la citocromo c oxidasa (2-4); y
2) es un participante clave en la apoptosis (muerte celular programada), al liberarse de
la mitocondria al citosol llevando a la activacion del apoptosoma al unirse a APAF-1
(apoptotic protease activating factor-1) junto con ATP y procaspasa 9 (5,6). El
citocromo también participa en el transporte de proteinas hacia la mitocondria y tiene
un rol dual respecto al estado estacionario de especies reactivas del oxigeno, ya que
puede actuar tanto como productor o atrapador de las mismas (7).

El citocromo ¢ se encuentra unido a la membrana mitocondrial interna hacia el lado del
espacio intermembrana. El citocromo ¢ se une a los fosfolipidos a través de al menos
dos sitios especificos (8,9). Dado que el citocromo c tiene un punto isoeléctrico
cercano a 10 unidades de pH, debido a la presencia de 9 residuos de lisina altamente
conservados que generan en la proteina tridimensional un parche de cargas positivas,
la mayor parte del citocromo se encuentra unido la membrana mediante interacciones
electrostaticas. Si bien la mayor parte del citocromo se encuentra débilmente unido a
las mismas, una fraccion (aproximadamente 15%) se encuentra mas fuertemente
unido a fosfolipidos anidnicos, tales como la cardiolipina (10-12). La unién del
citocromo ¢ a las membranas involucra interacciones tanto electrostaticas, como
hidrofébicas y enlaces de hidrégeno (10,11).

El citocromo ¢ es codificado por ADN nuclear y sintetizado como un precursor que
posee una pre-secuencia N-terminal de 61 aminoacidos. Dentro de esta pre-secuencia
se encuentra una regién que dirige al citocromo a la matriz mitocondrial, y es cortada
por una proteasa cuando el citocromo se inserta en la membrana interna.
Posteriormente se produce la unidn covalente del grupo hemo a la apoproteina,
reaccion catalizada por la enzima citocromo ¢ hemo liasa, generando un cambio
conformacional que lleva al corte del resto de la pre-secuencia por una segunda
proteasa (13).
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El citocromo ¢ de caballo estd compuesto por una unica cadena polipeptidica de 104
aminodcidos, con el grupo hemo unido covalentemente a las Cysl4 y 17, dentro de
una cavidad formada por aminoacidos altamente conservados entre especies (14).

El hierro hémico del citocromo ¢ se encuentra hexacoordinado, siendo los residuos de
His18 y Met80 la quinta y sexta posicion de coordinacién, respectivamente (15) (Fig.
1.1); y puede encontrarse tanto como Fe* o Fe®*, con un potencial de reduccion
estandar (E°) caracteristico de + 260 mV (16,17).

Figura 1.1. Esquema estructural del citocromo c
mostrando residuos relevantes, como los aminoécidos
que coordinan el hemo (Hisl8 y Met80), y las 4
tirosinas conservadas. La estructura del citocromo ¢
fue obtenida del Protein Data Bank, y la estructura
realizada utilizando el programa Pymol
(http://pymol.sourceforge.net).

Estas propiedades redox del hierro hémico son fundamentales para el desarrollo de
las distintas actividades biolégicas del citocromo c, ya que son las que le permiten al
citocromo transferir electrones entre los complejos lll y IV de la cadena respiratoria; vy,
si bien no estan directamente relacionadas con su capacidad de activar el apoptosoma
en el citosol, son las que permiten que el citocromo oxide selectivamente a la
cardiolipina de membrana a la cual se encuentra unido, siendo este proceso
fundamental para su liberacion al citosol, donde ejerce su rol como efector de la
apoptosis (18,19).
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Esta estructura de coordinacion del hemo del ferricitocromo ¢ (citocromo ¢**) no es
completamente rigida y puede variar con el pH, habiéndose descrito al menos 5
conformaciones distintas en un rango de pH entre 1 y 12 (20-22). La transicion que
ocurre entre la forma “neutra” (la forma predominante a pH 7) y la forma que se
encuentra a pH alcalino recibe el nombre de “transicion alcalina” (con un pKa
caracteristico de 9.3) (23-29) e involucra la perdida de la coordinacion entre el hierro
hémico y la Met80, y su reemplazo por ligandos mas débiles, posiblemente la Lys72,
Lys73 o Lys79 (23,24,28,30-32), que hacen que el hemo este mas accesible al
solvente o moléculas que puedan reaccionar con él.

Transformaciones analogas a la alcalina también puede darse a pH fisiolégicos, por
ejemplo mediante la asociacion del citocromo ¢ con fosfolipidos mitocondriales tales
como la cardiolipina (8,33-35); la fosforilacion de la Tyr48, tal como ha sido
demostrado mediante el uso de fosfomiméticos en esa posicion (36); o por mutaciones
en la secuencia primaria del citocromo ¢, por ejemplo en su residuo de Phe82, ya sea
por serina, glicina, leucina o isoleucina (28). Se ha observado que el citocromo ¢ en su
estado méas desplegado, similar al “alcalino” tiene importantes implicancias en
procesos celulares claves como la apoptosis celular (18).

Por otra parte, se destacan en la secuencia primaria del citocromo ¢ de mamifero
cuatro tirosinas una interna (Tyr67), una intermedia (Tyr48) y dos mas accesibles al
solvente (Tyr74 y Tyr97) (20) (Fig 1.1). Estas tirosinas son altamente conservadas
entre especies, tal como lo muestra un trabajo realizado en el 2011 por Kapralov y
colaboradores (19). En este trabajo se utilizaron secuencias de 406 proteinas de la
familia del citocromo ¢ en eucariotas que fueron alineadas para estudiar la
conservacion durante la evolucion de cada una de las distintas tirosinas. Las 4
tirosinas del citocromo c de caballo mostraron ser altamente conservadas en la escala
evolutiva, en especial la Tyr67, que aparece mutada solo en casos excepcionales, y
Unicamente por fenilalanina. La Tyr67 presenta una conservacion similar a las Cys13
y Cysl7, y a la Hisl18, responsables de la coordinacion del grupo hemo. No es
sorprendente que esta tirosina sea la mas conservada, ya que no solo se encuentra
muy cercana al grupo hemo (4 A) sino que también se encuentra en una orientacion
optima para reaccionar con él, ubicandose en las proximidades de la Met80, sexta
posicién de coordinacién del hemo (19), por lo que podria tener un rol clave en la
sefalizacion desde y hacia el grupo hemo, fundamental para llevar a cabo las
importantes funciones del citocromo c. El citocromo ¢ de humano tiene ademas una
guinta tirosina (Tyr46) pero este residuo tiene muy baja conservacion evolutiva.
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1.2. Funciones del citocromo

El citocromo c es una proteina fundamental en el metabolismo celular. Tanto es asi
gue los ratones que no expresan esta proteina no son compatibles con la vida,
muriendo a la mitad del periodo gestacional (37). Mutantes sin citocromo ¢ en
Arabidopsis también mostraron severos trastornos en las primeras semanas del
desarrollo embrionario (38).

El citocromo c tiene diversas funciones que estan involucradas en la viabilidad de la
célula, como es el transporte de electrones en la cadena respiratoria, un rol como
antioxidante y la participacion en un sistema de transporte de proteinas hacia la
mitocondria. Por otro lado el citocromo ¢ también tiene roles en situaciones de dafio, o
incluso muerte celular, en las cuales participa en la formacion de oxidantes,
peroxidacion de lipidos de membrana e induccion de la apoptosis (7). Las principales
funciones del citocromo ¢ se esquematizan en la figura 1.2.

Respiration Apoptosis

ROS Cardiolipin
scavenging peroxidation
Redox coupled / \ ROS formation
protein import via p66She
via Erv1-Mia40

Figura 1.2. Esquema de las principales funciones del citocromo c.
A la izquierda de la figura se ven las funciones del citocromo ¢ que
tienen que ver con la vida de la célula: la participacién en la respiracion
mitocondrial, el atrapamiento de especies reactivas del oxigeno y la
accién acoplada con las proteinas importadoras Ervl-Miad0. A la
derecha se esquematizan las funciones que estdn implicadas en
procesos de deterioro y muerte celular: participacion en la formacion de
especies reactivas del oxigeno, la peroxidacion de cardiolipina y la
muerte celular programada. Extraida de Huittemann, 2011,
Mitochondrion.
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Cadena de transporte electrénico mitocondrial.

Probablemente el rol mejor descripto del citocromo c es el de transporte de electrones
por la cadena de respiracion mitocondrial (Fig. 1.3).

Las mitocondrias son el principal sitio de control bioenergético de la célula, ya que son
organelos capaces de acoplar la energia utilizada en el transporte de electrones para
sintetizar ATP. El pasaje de electrones provenientes de los equivalente de reduccion
NADH y FADH,, por los 4 complejos de la cadena respiratoria es el que genera el
gradiente de protones que es utilizado por el complejo V para sintetizar ATP a partir de
ADP y fosfato inorganico (39) (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Esquema de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial. Extraida de Lenhinger, 2008, 5 edici6n.

Dado su capacidad de pasar entre los estados férrico y ferroso dentro de la célula, el
citocromo ¢ actlia como puente de electrones entre los complejos lll y IV de la cadena
respiratoria.

El complejo Il de la cadena respiratoria (también llamado complejo bcl, o ubiquinol-
citocromo ¢ oxidoreductasa) es un complejo multiproteico transmembrana que capta
dos electrones de la ubiguinona reducida y se los transfiere de a uno al citocromo c. La
estructura del complejo permite que, a medida que los electrones pasan desde la
ubiquinona reducida al citocromo c, se produzcan cambios conformacionales que
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permiten el bombeo de protones desde la matriz mitocondrial al espacio
intermembrana (Fig 1.4).

Posteriormente, el citocromo c transfiere sus electrones al complejo IV (o complejo
citocromo oxidasa) que a su vez, una vez que capté 4 electrones del citocromo c, los
transfiere al O, para formar dos moléculas de agua. El complejo 4, también utiliza este
movimiento para bombear protones hacia el espacio intermembrana (Fig. 1.4).

Estos bombeos de protones, junto con el del complejo I, generan un gradiente de

protones transmembrana que da lugar a la formacién de un gradiente quimico-
eléctrico, cuya energia de disipacion se utiliza para la sintesis de ATP (39).

Figura 1.4. Esquema del mecanismo de transferencia electronica por el citocromo c. A la
derecha se observa la transferencia de electrones desde el complejo Il al citocromo c. Mientras que a
la derecha se muestra la transferencia de electrones por el complejo IV. Extraida de: wikipedia:
citocromo c y fosforilacién oxidativa

Actividad peroxidasa

El citocromo ¢ también tiene una actividad peroxidasa cuando reacciona con peréxido
de hidrégeno (H,0,) (1). En condiciones estructurales en las que el hemo se encuentra
coordinando con la Met80 el citocromo presenta una actividad peroxidasa de baja
eficiencia catalitica, pero cuando el enlace Fe-Met80 se rompe se produce un
importante aumento de la actividad peroxidasa del citocromo c. En condiciones
fisiol6gicas, este disrupcion de la sexta posicion de coordinacién del hemo, con el
consecuente aumento de actividad peroxidasa, se da por la union del citocromo ¢ a
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fosfolipidos aniénicos como la cardiolipina (40), que generan un importante
movimiento del loop formado por los aminoacidos 40-57, rompiendo las interacciones
formadas entre estos aminoacidos y el grupo hemo, y aumentando la actividad
peroxidasa del citocromo ¢ (41). Este citocromo fuertemente unido a la cardiolipina,
con alta actividad peroxidasa, es incapaz de transportar electrones (11).

Como veremos en la siguiente seccion esta actividad peroxidasa aumentada tiene una
importante implicancia en el inicio de la apoptosis, por su capacidad de iniciar una
cascada de peroxidaciéon en la membrana mitocondrial interna (1,18,40). Ademas, esta
actividad peroxidasa del citocromo c lleva a la oxidacién del hemo y aminoacidos
adyacentes, incluyendo algunas tirosinas (42-45), que seran centro de estudio de este
trabajo.

Activacién del apoptosoma

Cuando es liberado de la mitocondria al citosol el citocromo c deja de participar en
esta funcion fundamental para la vida celular y pasa a desencadenar la via de la
muerte celular programada (apoptosis) (Fig. 1.5). Esta via de activacion de la
apoptosis dependiente de citocromo ¢ se conoce como “via mitocondrial de activacion
de la apoptosis” o “via intrinseca” para diferenciarla de la “via extrinseca” que se
desencadena por sefales extracelulares y no depende de la liberacidon del citocromo c.

La importancia del citocromo ¢ en la activacion del apoptosoma queda demostrada en
un trabajo en el que generan una linea celular sin citocromo ¢, que muestra una
marcada reduccién de la activacién de caspasa-3 cuando es tratada con estimulos
pro-apoptaticos (37).

Cuando la célula recibe una sefial que le indica que debe morir por apoptosis, una
serie de proteinas pro-apoptoticas de la familia de las Bcl-2 (Bax y Bak), asociadas a
un canal aniénico dependiente de voltaje generan poros en la membrana mitocondrial
externa que permite la liberacién de varias proteinas, incluyendo el citocromo c, desde
el espacio intermembrana al citosol (46-48).

Esta liberacion del citocromo ¢ depende de su interaccién con la cardiolipina y su
actividad peroxidasa. En una primera etapa la cardiolipina migra hacia el lado externo
de la membrana mitocondrial interna (49,50), pasando de ser un 20% de la
composicion de lipidos de la membrana a ser un 40% (51), y el citocromo forma un
fuerte complejo con ella, que aumenta la actividad peroxidasa del citocromo ¢ (52), y
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lleva a la peroxidacion especifica de la cardiolipina (53,54). Esto genera la disociacion
del citocromo ¢, que no tiene tanta afinidad con la cardiolipina oxidada (55,56) y puede
ser liberado al citosol, con ayuda de la cardiolipina que participa en la permeabilizacién
de la membrana (18,57).

La liberacion del citocromo c al citoplasma resulta en la asociacion del citocromo ¢ con
el receptor del inositol-3-fosfato, que pasa a actuar como un canal de calcio en la
membrana externa del reticulo endoplasmatico. La liberacién del calcio al citoplasma
es un punto clave en la induccion de la apoptosis (58).

En el citosol el citocromo c también activa la formacion del el apoptosoma
estableciendo un complejo con APAF-1, procaspasa-9 y ATP, que lleva a la activacion
de la caspasa-9 que, a su vez, es capaz de activar otras caspasas efectoras como las
caspasas-3, -6 y -7, que son los pasos finales para el desencadenamiento de la
apoptosis (5,6,59).

Apoptosome

Caspase 9 — Caspase 3 _,Caspases_’

PT Pore Caspase 7
Proapoptotic & Mitochondrial Outer Membrane
factors -
as Bax . ’ ' ' ‘ '

. @S

Complex| Complex il  Complex!l ComplexIV  ATP Synthase

Figura 1.5. Esquema del mecanismo de desencadenamiento de la
apoptosis. Se muestra esqueméaticamente la liberacién del citocromo ¢ al
citosol, la formacién del apoptosoma y la activacion de la apoptosis. Extraida
y modificada de Sigma-Aldrich, cytochrome c.

10



1.Introduccién

La union del citocromo ¢ con APAF-1 estd muy bien caracterizada, mostrando que los
residuos 7, 25, 39, 62-65, y 72 del citocromo estan implicados en esté interaccion (60),
siendo de gran relevancia el residuo de Lys72, ya que mutantes en este residuo son
incapaces de activar el apoptosoma (60,61). Ademas, se ha visto que la estructura del
citocromo ¢ es fundamental para su capacidad de activar el apoptosoma, ya que
citocromos mutantes M80A (62), o citocromos nitrados en la Tyr74 (63,64) son
incapaces de promover la apoptosis.

Accién sobre sistema de proteinas importadoras Erv1-Mia40

Del proteoma mitocondrial, tinicamente el 1% es codificado por el ADNmt, por lo tanto
la mayor parte de las proteinas son sintetizadas en el citoplasma de la célula, y las
proteinas con localizacion mitocondrial deben ser transportadas desde el citosol hacia
la mitocondria. Las proteinas Ervly Mia40 estan implicadas en la importacion de
proteinas ricas en cisteinas, con dominios CX3C y CXoC, hacia el espacio
intermembrana (7,65-67). Las proteinas importadas por esta via ingresan a la
mitocondria a través del transportador TOM, ubicado en la membrana mitocondrial
externa, y todas ellas requieren la formacion de un puente disulfuro entre residuos de
cisteina para obtener su conformacién funcional.

La formacién de estos puentes disulfuros esta catalizada por la proteina Mia40 (65),
gue es posteriormente reactivada mediante su oxidacion por Ervl (68). Erv 1 es una
oxidasa de sulfhidrilos dependiente de FAD que acepta un par de electrones de Mial y
los transfiere de a uno a dos moléculas de citocromo c. De esta manera el rol del
citocromo ¢ en este sistema es el de oxidar a Ervl para cerrar el ciclo redox (68). El
citocromo c cede los electrones al complejo IV de la cadena respiratoria, uniendo los
procesos de transporte electrénico a la respiracion mitocondrial. ElI destino de los
electrones del citocromo c en levaduras, cuando estas se encuentran en un
metabolismo anaerdbico, no esta aun determinado (69).

Si bien este mecanismo de importacion proteica mitocondrial no esta presente en
todas las especies es muy importante en mamiferos (70).

Rol sobre especies reactivas del oxigeno: productor o atrapador

Como veremos con mas detalle en la siguiente seccién la cadena de transporte
electrénico mitocondrial puede generar la formacion de especies reactivas del oxigeno
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(ROS, del inglés reactive oxygen species), que pueden llevar a dafio celular e incluso
provocar la muerte de la célula.

El citocromo c tiene un rol dual en la homeostasis celular de estas ROS, ya que puede
actuar tanto como un atrapador de las mismas, evitando que reaccionen con
componentes celulares criticos, o como productor de ROS, principalmente mediante el
pasaje de electrones a p66°™ (7).

Como antioxidante, el citocromo puede aceptar electrones del superoxido (O,") para
regenerar el oxigeno, que queda utilizable en la cadena de respiracion mitocondrial
(71,72), y también puede disminuir la formacién de H,O, por parte del complejo | de la
cadena respiratoria, a través de la inhibicion del pasaje reverso de electrones desde el
succinato al NAD" (71,73).

Como productor de ROS el citocromo tiene un importante rol en la regulacion del
sistema de la p66°™. La proteina p66°™ se encuentra regulada por ciclos reversibles de
fosforilacion y desfosforilaciéon (74,75). Cuando es fosforilada en el residuo de Ser36,
p66°™ induce la formacién de ROS, y se ha visto, en modelos de ratén, que la
fosforilacion de esta proteina aumenta con la edad (76).

Bajo condiciones de estrés en la mitocondria, esta proteina p66°"™ fosforilada puede
recibir electrones del citocromo c¢ y producir H,O,, convirtiéndose en una forma
regulada de producir ROS, que puede dirigir a la célula a la muerte por apoptosis, ya
gue el propio H,O, producido puede activar la actividad peroxidasa del citocromo c que
lleva a la oxidacion de la cardiolipina (77,78).

Modelos celulares carentes de la proteina p66°"™ presentan una menor formacién de
ROS y un menor consumo de oxigeno, siendo ambos eventos revertidos cuando se
revierte la falta de este proteina mediante la transfeccion con un vector que codifica
para p66°™ (79,80). Como consecuencia de esta disminucién en la formacién de ROS,

ratones carentes de p66°™

viven un 30% mas que los ratones salvajes, y presentan
una menor incidencia de enfermedades asociadas con la edad como la arteriosclerosis

(81-83).

Ademas, tanto las células como los modelos de ratones depletados de p66°™ son
resistentes a la apoptosis inducida por distintos estimulos (82-86), consistente con una
menor peroxidaciéon de la cardiolipina por una menor formacion de H,0O..

12
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1.3. Formacion de especies reactivas del oxigeno y del nitrébgeno en la

mitocondria y nitracién proteica

Como vimos previamente, durante el metabolismo celular aerébico se producen
especies reactivas del oxigeno tales como O,", H,O, y radical hidroxilo (OH). En
células eucariotas, las fuentes celulares mas importantes de ROS son la cadena
respiratoria mitocondrial, las enzimas microsomales citocromo P450 oxigenasas, las
NAD(P)H oxidasas asociadas a la membrana plasmética y el metabolismo peroxisomal
de acidos grasos (87).

El O," y el H,O, pueden ser producidos durante el proceso de respiracion celular.
Como dijimos anteriormente, la reduccién completa de oxigeno molecular (O,) a agua
implica el pasaje de cuatro electrones desde la citocromo oxidasa terminal de la
cadena respiratoria. Si bien la eficiencia del pasaje de electrones por la cadena
respiratoria es muy alta, se estima que el 0,1 a 0,2% del O, consumido por las células
no se reduce a agua, sino que es reducido por uno o dos electrones a O," 0 H,0,,
respectivamente (88). De esta forma, la cadena de transporte electrénico mitocondrial,
a través de fuga de electrones por los complejos | y Ill, es una importante fuente de
formacion de O, (89-92), especialmente cuando se encuentra en estado 3, cuando la
tasa de respiracién no es muy alta (93). Aunque en condiciones celulares se pueden
formar altas tasas de O," (94), el O,” se mantienen en un estado estacionario de
aproximadamente 1x10™"° M (95) gracias a la existencia de sistemas antioxidantes
especificos (93,94,96). Uno de los sistemas de detoxificacion de O, mas especificos
de la mitocondria es la Mn-SOD (97,98), que descompone al O,” en O, y H,0,,
convirtiendo la detoxificacién de O,” en una fuente de produccién mitocondrial de
H,0.,. El H,0O, se estima que se encuentra en una concentracion estacionaria de cerca
de 5 x 10° M (95). Ademas, el H,O, puede ser formado enziméaticamente en la
mitocondria por accién de las enzimas glicerol-fosfato deshidrogenasa y monoamina
oxidasa (99,100).

El O," es un radical que debido a sus potenciales de reduccion y oxidacion (-0,33 V' y
0,94 V con O, y H,0,, respectivamente) (101) puede actuar tanto como reductor o
como oxidante.

El 6xido nitrico ((NO) es un radical libre centrado en el nitrégeno formado por la
oxidacion del aminoacido L-arginina a citrulina, catalizada por una familia de enzimas
denominadas 6xido nitrico sintasas (NOS). Se han descrito 2 isoformas constitutivas:
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la neuronal (NNOS) y la endotelial (eNOS), y una forma inducible (iNOS) (102-104).
También ha sido descrita una isoforma mitocondrial (mtNOS) (105,106), aunque hay
evidencia que sostiene que en realidad se trata de una nNOS producto de un corte y
empalme (splicing) diferencial (107,108). El ‘NO es un radical altamente difusible, que
en concentraciones en el rango de pM o nM actia como mediador en muchos
procesos fisiolégicos tales como la regulacion del tono vascular, la neurotransmision y
la modulacion de procesos inflamatorios. A concentraciones en el rango de uM (como
las producidas por la iNOS), el 'NO tiene un efecto citotoxico, reaccionando
predominantemente con otras especies paramagnéticas, incluyendo el hierro de
hemoproteinas o centros Fe-S, O,, O,", radicales proteicos y lipidicos (109,110).

Sin embargo, los mecanismos de toxicidad del ‘NO se deben fundamentalmente a la
formacion de otras especies més oxidantes como el peroxinitrito (109,111,112).

La reaccion de combinacion entre 'NO y O;" transcurre a muy altas velocidades (k ~
1x10'° M?'s™) y da lugar a la formacién de peroxinitrito anién (ONOO") y su Aacido
conjugado, acido peroxinitroso (ONOOH) (pKa = 6.8). En adelante nos referiremos a
ONOO’ en forma genérica, refiriéndonos tanto a la forma ani6nica como a la
protonada.

Se ha determinado que distintas condiciones patolégicas como la diabetes, la
inflamacién o algunas enfermedades cardiovasculares o0 neurodegenerativas llevan a
una sobre produccion de O,” y 'NO que derivan en una mayor formacion de ONOO"
(113-121).

El ONOO" puede oxidar por 1 o 2 electrones (E> +1.7 y +1.3 V respectivamente)
biomoléculas tales como tioles de bajo peso molecular (122,123), ciertos residuos
aminoacidicos como cisteina, metionina y triptéfano (124), hemoproteinas (125-127), y
diéxido de carbono (CO,) (128). Esta Ultima reaccién, que presenta una gran
importancia biolégica dada la alta concentracién de CO, en los medios intracelulares
(~ 2 mM), da lugar a la formacién del anién nitrosoperoxocarboxilato (ONOOCO,) que
se homoliza dando lugar a la formacién de radical carbonato (CO3") y diéxido de
nitrégeno (‘NO,). Finalmente, una fraccion del ONOO™ (~ 30%) sufre homodlisis
generando ‘OH y 'NO; (129,130) (Fig. 1.6).
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Figura 1.6. Rutas de descomposicién y reacciones del peroxinitrito. La reaccion
controlada por difusién del ‘NO y el O,” da lugar a la formaciéon de peroxinitrito anion
(ONOOQO’) y su acido conjugado, acido peroxinitroso (ONOOH) (pKa = 6.8). El
peroxinitrito puede reaccionar directamente con blancos moleculares (Rutas 1 y Il), o
puede reaccionar con CO, (Ruta Ill) para formar CO;” y ‘NO,. Una fracciéon del
peroxinitrito (~30%) se homoliza generando ‘OH y ‘NO, (Ruta 1V). Figura extraida de
Radi et al, 2001, Free Rad Biol Med.

Ademas de oxidar biomoléculas, el ONOO™ puede actuar como agente nitrante. La
nitracion proteica es una modificacidon post-traduccional que consiste en la
incorporacion de un grupo nitro (NO,) en la posicion orto del anillo fenélico de los
residuos tirosina de la proteina, para rendir 3-nitrotirosina (NO,Tyr) (118) (Fig 1.7).

O O
_N7?

O OH
HO NH-

Figura 1.7. Esquema de la 3-nitrotirosina. La
nitracion de tirosina implica la incorporacion de
un grupo nitro en la posicién orto del anillo
fendlico de este aminoécido.
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Aunque la nitracién proteica in vivo es un proceso con un bajo rendimiento, es una
importante huella de la formacién y reaccion de especies reactivas del nitrogeno; y
puede determinar cambios en la funcién biolégica mediante la modificacion (pérdida o
ganancia) de la funcién de las proteinas blanco (118,131) (Fig. 1.8).
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Figura 1.8. Consecuencias biolégicas de la nitracion de proteinas mitocondriales por
peroxinitrito. La formacién mitocondrial de ONOO" da lugar a la nitracién de proteina, que puede
tener distintos efectos en su funcion. A la izquierda se esquematiza la nitracion en las tirosinas del
citocromo ¢ que genera un cambio conformacional en el citocromo con una importante ganancia
de funcién peroxidasa. En el centro se esquematiza la reaccion del ONOO™ (o el radical carbonato,
resultante de su reaccién con CO,) con el centro ferro-sulfurado de la aconitasa llevandola a una
forma inactiva [3Fe-4S]. La aconitasa también es nitrada por radicales derivados del ONOQO", pero
la nitracion no modifica la actividad de la enzima, siendo un marcador de la formaciéon mitocondrial
de ONOQO'. A la derecha se ve la reaccién del ONOO™ con el centro de la MnSOD que lleva a la
nitracion sitio especifica de la Tyr34 y la inactivacion de la enzima. Figura extraida de Castro et al,
2011, Free Radic Res.

La pequefa cantidad de NO,Tyr formada podria llevar a cuestionar su relevancia
bioloégica, pero cabe destacar que es pequefio el nimero de proteinas que son
preferentemente nitradas, y que la nitracidn esta focalizada en tirosinas especificas
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(118). La adicién de NO, a una tirosina disminuye el pKa de su grupo hidroxilo de 10.1
a 7.2, pudiendo llevar a alteraciones en la conformacion de la proteina, derivando en la
generacion de epitopes antigénicos, alteracion de la actividad catalitica, modulacion de
rutas metabdlicas, e inhibicion de la fosforilacion de tirosinas (131).

Para tener una relevancia biolégica, las modificaciones que llevan a una pérdida de
funcién, requieren que una gran cantidad de proteina sea nitrada (118). Un ejemplo de
estas proteinas es la superéxido dismutasa de manganeso mitocondrial (MNnSOD), la
cual se ha visto nitrada e inactivada en procesos inflamatorios tanto en modelos
animales como en enfermedades humanas (132,133). Sin embargo, las
modificaciones que llevan a una ganancia de funciéon requieren de una pequefa
fraccion de proteina nitrada para generar un cambio biolégico significativo (118).
Ejemplo de esas proteinas son el citocromo ¢, que como ya mencionamos adquiere
una fuerte actividad peroxidasa por su nitracion (125,126,132); el fibrinégeno, que
nitrado acelera la formacion del coagulo (134); y la kinasa Cg, cuya nitracion promueve
su activacion y translocacion (135).

Diferentes mecanismos de nitracion proteica han sido propuestos in vivo. Los dos
principales, llamados ruta del peroxinitrito y ruta de la hemo-peroxidasa, llevan a la
formacion simultanea de radical tirosilo (Tyr") y diéxido de nitrégeno (‘NO,), los cuales
se combinan a una velocidad controlada por difusién para formar NO,Tyr (k = 3 x 10°
M* s™). Cuando el ONOO' es el agente nitrante, el Tyr" se forma por la abstraccién de
electrones de residuos de tirosina por la accion de radicales derivados del ONOO™
(como el 'NO; o el OH’), que posteriormente reacciona con el ‘NO, formado durante la
hidrolisis del ONOO", para rendir NO,Tyr. Alternativamente, peroxidasas tales como
mieloperoxidasas o eosinofiloperoxidasas catalizan la oxidacion de NO, (a través de la
formacion del compuesto 1) para dar 'NO,. El ‘'NO, reaccionara con Tyr" formado por la
propia enzima (via compuesto Il) para rendir NO,Tyr (118).

La nitracion también puede llevarse a cabo en membranas bioldgicas, ya sea en los
lipidos o las proteinas que se encuentran en la membrana. Es importante destacar que
el ‘'NO y el ‘NO,, por tener caracter hidrofébico, son capaces de concentrarse en las
membranas (136,137) y asi catalizar la nitracion de sus componentes.

Alternativamente, dos moléculas de Tyr' pueden reaccionar entre si formando un
enlace 3,3 -ditirosina (138,139). Estos enlaces 3,3 -ditirosina pueden ser intra-
moleculares, si los dos Tyr’ pertenecen a la misma proteina; o inter-moleculares, si los
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Tyr que lo forman se generaron en distintas proteinas. Estos enlaces inter-
moleculares son los responsables del entrecruzamiento de proteinas, ya sea con otra
proteina igual o distinta a ella misma.

1.4. Modificaciones nito-oxidativas del citocromo ¢

El citocromo c es capaz de ser nitrado in vivo, tal como queda demostrado en diversos
trabajos con modelos celulares o animales expuestos a distintas enfermedades
asociadas con estrés nitro-oxidativo (117,140-142). Estudios in vitro realizados por
nuestro y otros grupos mostraron que el citocromo c¢ es capaz de nitrarse por
diferentes mecanismos (143), que incluyen la reaccion directa con los radicales
derivados del ONOO™ (125,126), y la nitracién por un mecanismo dependiente de nitrito
(NO7) y H,0, (144), o dependiente de ‘NO y H,0, (145).

En dos trabajos de nuestro grupo se mostré que cuando el citocromo c es tratado con
un exceso de ONOO’ se produce una nitracion en la Tyr67 (126), tal como se habia
observado mediante el tratamiento con tetranitrometano (146,147); mientras que a
bajas concentraciones de ONOO’, biolégicamente mas relevantes, aparecen dos
especies mononitradas en las tirosinas mas expuestas (Tyr74 y Tyr97) (125). A dosis
mas altas, todos los residuos de tirosina aparecen nitrados, incluyéndose formas di- y
tri- nitradas que incluyen la nitracion de la Tyr67 (125).

Las formas mononitradas en las Tyr74 y 97 exhiben cambios espectrales consistentes
con la pérdida de coordinacién de la Met80 con el grupo hemo, llevando al citocromo ¢
a una forma similar a la “alcalina”, pero a pH fisiolégico (Fig. 1.9 A). Esta “transicién
alcalina temprana” se refleja en una alteracibn en las funciones bioldgicas del
citocromo ¢, que incluye un aumento en su actividad peroxidasa (125,126) (Fig. 1.9 B),
siendo un ejemplo importante de una proteina a la cual la nitracién le genera una
ganancia de funcion.

Por otra parte, la nitracion del citocromo ¢ modifica sus propiedades redox,
inhibiéndose la respiracion mitocondrial cuando se reemplaza citocromo ¢ nativo por
citocromo ¢ tratado con ONOO™ (64,125,126) (Fig. 1.9 C); asi como inhibe su
capacidad de activar al apoptosoma (64) (Fig. 1.9 D).
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Figura 1.9. Efectos fisiolégicos de la nitracion del citocromo c. (A) Espectros de absorcion
mostrando la coordinacion Met80-Fe a 695 nm, a pH 7,4 (linea sélida), pH 5,0 (linea rayada) y pH 10
(linea punteada, solo para citocromo ¢ nativo). (B) Actividad peroxidasa de las formas mono-nitradas
del citocromo c. (C) Consumo de oxigeno en mitocondrias de corazén depletadas de citocromo c. (D)
Activacién de caspasa-3 por las distintas formas del citocromo. Los paneles A, B y C de la figura
fueron extraidos de Batthyany et al, 2005, Biochemistry; y el panel D de Souza et al, 2008, Methods
Enzimol.

Trabajos de otros grupos demostraron que la nitracion del citocromo humano en la
Tyr48 no modifica su capacidad de transportar electrones a través de la cadena
respiratoria, pero este nitro-citocromo es incapaz de activar el apoptosoma (148).

Ademas, como ya mencionamos, el citocromo ¢ humano tiene una tirosina mas que el
de caballo (Tyr46) y se ha demostrado que esta tirosina también puede ser nitrada y
esta nitracién también tiene un impacto en las funciones del citocromo ¢ (148). La
nitracion de este citocromo, ya sea en su Tyr46 o su Tyr48 lleva al citocromo ¢ a una
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forma de alto spin que es mas rapidamente degradado por células Jurkat que el
citocromo c salvaje (149).

Las alteraciones en la coordinacion del hemo (ya sea por mecanismos oxidativos 0 no)
también pueden llevar a cambios en la localizacion sub-celular del citocromo c. Por
ejemplo, trabajos realizados en el laboratorio de la Dra. Joan Mannick (62), muestran
gue el citocromo c penta-coordinado (que posee la mutacion M80A) es
espontaneamente liberado de la mitocondria y transportado desde el citoplasma al
nacleo. Dentro del nucleo el citocromo puede llegar a estar interactuando con el ADN
(cabe destacar el caracter anidnico del ADN y el cationico del citocromo c), y
eventualmente estar oxidandolo por un mecanismo favorecido por la actividad
peroxidasa del citocromo ¢ (en especial del citocromo ¢ penta-coordinado). De hecho,
un estudio reciente muestra que el citocromo ¢ de corazén de caballo es capaz de
interaccionar con segmentos de ADN (150). En células tratadas con ONOO™ (a dosis
bajas) también se observé una translocacion del citocromo c al ndcleo, analogo a lo
que ocurria con el citocromo ¢ penta-coodinado sin evidencia de muerte celular (62).

En la mitocondria también puede estar operando un mecanismo de nitracién
dependiente de la actividad tipo peroxidasa del propio citocromo ¢ (144). Ha sido bien
determinado que el citocromo c tratado con H,O, da lugar a la formacién de un Tyr" de
corta vida media, mediante la transferencia de un electron desde un residuo de tirosina
al anillo porfirinico del grupo hemo de la enzima (151).Esta formacion de Tyr’ puede
estar catalizando tanto su polimerizacion, como su autonitracién y la nitracion de otras
proteinas en presencia de H,O, y NO, (144,151), aumentando asi el dafio oxidativo.
Los sitios de nitracion por este mecanismo no han sido aln establecidos.

Ademas, este mecanismo de nitracion “tipo hemoperodxidasa” del citocromo ¢, no ha
podido ser completamente caracterizado ya que nunca se consiguié detectar en forma
directa el complejo I. Es probable que este complejo sea muy inestable, y sea
eliminado si no puede resolverse por un nuevo sustrato reductor puede llevar a la
pérdida del grupo hemo. El complejo | de la hemoperoxidasa si ha sido detectado por
modificaciones quimicas que lo estabilizan, como la carboximetilacion de la Met80
(152).
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También ha sido reportado que el citocromo c¢ puede ser fosforilado en residuos de
tirosina (Tyrd8 o Tyr97) (153,154). Si bien la protein-quinasa responsable de la
fosforilacion del citocromo ¢ es aun desconocida, se sabe que esta fosforilacion tiene
importantes consecuencias sobre la funcion del citocromo c, siendo el fosfo-Tyr48-
citocromo incapaz de transferir electrones a la citocromo ¢ oxidasa (153-155), y su
capacidad de unirse a la cardiolipina se ve notablemente disminuida (155), tal como se
demostré utilizando fosfo-miméticos de citocromo c¢ (sustitucion de tirosina por
glutamato). Ademas, también mediante el uso de fosfo-miméticos, se demostré que el
citocromo c fosforilado en la Tyr48 presenta una transicién alcalina temprana, y es
incapaz de activar el apoptosoma (36,155), mientras que el fosforilado en la Tyr97
tiene variaciones en el entorno del hemo (153), y es mucho menos estable que el
citocromo c salvaje (36).

El citocromo ¢ también puede ser fosforilado en otros dos residuos que son la Thr28 y
la Serd7 (156), aunque las consecuencias de estas fosforilaciones no estan aun
determinadas. A pesar de lo poco que se sabe sobre los mecanismos de fosforilacion
y desfosforilacion, y los roles biolégicos de estas modificaciones, se ha visto que la
fosforilacion presenta un patron dependiente de tejido, llevando a proponer que puede
tener un rol en la sefalizacion celular, que podria constituir una nueva funcién del
citocromo c (7).

Por otra parte, hay trabajos que reportan que el citocromo c es capaz de formar
agregados poliméricos no reducibles por beta-mercaptoetanol por distintas
condiciones fisioldgicas (como la interaccion con fosfolipidos aniénicos) (157) o
patolégicas, como la exposicion a H,O, (158). AUn mas, el citocromo ¢ es capaz de
formar polimeros con otras proteinas como la a-sinucleina, en las placas de Lewi, y
estos polimeros son dependientes de la formacion de enlaces 3,3 -ditirosina (159).

Las tirosinas del citocromo ¢ juegan también un rol fundamental en la apoptosis.
Durante este proceso de muerte celular se ve una acumulacién de productos de
peroxidacion de la cardiolipina, necesarios para la liberacién de los factores pre-
apoptoticos de la mitocondria al citosol. Se ha demostrado que esta peroxidacion de la
cardiolipina no se da al azar, sino que se da especificamente en complejos
cardiolipina/citocromo ¢, y se ha podido detectar la formacién de Tyr en estos
complejos (155), indicando que la transferencia de electrones hacia la cardiolipina se
da por una ruta que involucra residuos tirosina del citocromo. Un trabajo realizado en
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el laboratorio del Dr. Valerian Kagan, en el cual tuvimos una importante colaboracion
(19),
directamente de la formacion de un Tyr’, en particular del que se forma con la tirosina

mostré que la peroxidacion de la cardiolipina de membrana depende

mas conservada, Tyr67.

Ademas de oxidar y nitrar tirosinas el estrés oxidativo puede llevar a la oxidacién de
otros residuos claves para la actividad del citocromo ¢, como la oxidacion de Met80 a
metionil-sulfoxido (151,160,161), resultando en un importante aumento en la actividad
peroxidasa del citocromo ¢, y en un impedimento en su capacidad de transportar
electrones a través de la cadena respiratoria (151,161), ambos efectos dados por el
desplazamiento de la sexta posicion de coordinacién del hemo.

Por otra parte, agentes oxidantes tales como el hipoclorito (HOCI), que es generado
por los neutrofilos durante procesos inflamatorios, lleva no solo a la oxidacion de la
Met80 sino también a la formacion de otros radicales aminoacidicos, centrados
fundamentalmente en residuos de lisina, y en menor medida de tirosina, que llevan a
una agregacion del citocromo ¢ (151).

En la tabla que se muestra a continuacién (Tabla 1.1) se resumen las principales
modificaciones nitro-oxidativas que han sido encontradas en el citocromo c y se
resumen los principales impactos en la estructura y funcién del citocromo:

Tratamiento | Isoformade | Modificacién | Consecuencias Referencia
o formade | citocromo c funcionales y/o
deteccion estructurales
Tratamiento | Citocromo ¢ | Nitracién de | * Incapacidad de Sokolovsky et
con tetra- de caballo Tyr67 transportar electrones. al,
hitro-metano * Ligero aumento de la Biochemistry,
actividad peroxidasa. 1970
Nitracion de * Sexta posicion de ]
Tyr74 coordinacion parcialmente | Cassina et al,
desplazada. JBC, 2000.
Tratamiento | * Aumento de actividad Battr;]yany etal,
con Citocromo ¢ peroxidasa. Biochemistry,
—_ de caballo . ) 2005.
peroxinitrito Incapaidad de transporatr
electrones. Souza et al,
. o ) Methods
Menos eficacia en activar Enzymol, 2008.
el apoptosoma
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Nitracién de * Ligero aumento de la
Tyr97 actividad peroxidasa.
* Pequefia disminucion en
la capacidad de transportar
electrones.
* Pequefia disminucion en
la capacidad de activar el
apoptosama.
Tratamiento | Citocromo ¢ | Nitracion en * Translocacion del
con de raton sitios no citocromo al nucleo. Godoy et al,
peroxinitrito determinados | , No se activa el PNAS, 2009.
apoptosoma.
Nitracién de * No tiene efecto sobre
Tyr46 capacidad de transportar
electrones.
* Es incapaz de activar el
apoptosoma. Garcia-Heredia
* Mayor susceptibilidad a iggl’;oElgs
ser degradado. ' )
Nitracién de * No tiene efecto sobre D|as.-Morenoet
Tratamient: Tyr48 capacidad de transportar al, Biochim
atamiento | citocromo ¢ y P P Biophys Acta,
con electrones.
eroxinitrito humano 2011.
P * Es incapaz de activar el
apoptosoma.
* Mayor susceptibilidad a
ser degradado.
Nitracion de | * Aumento de actividad Garcia-Heredia
Tyr74 peroxidasa. et al, Biochim
* Incapacidad de activar el | Biophys Acta,
apoptosoma. 2010.
Tratamiento | Citocromo ¢ | Nitracion en * Aumento de la actividad Castro et al,
con peréxido | de caballo sitios no peroxidasa. Arch Biochem
de,h|d'ro'geno determinados | , Capacidad de producir su Biophys, 2004.
mas nitrito u L L
6xido nitrico auto-nitracion o la nitracion | Chen et al,
de otras proteinas. JBC, 2004.
Fosforilacién | * Inhibicion en el transporte | Lee et al,
de Tyr97 de electrones Biochemistry,
Se aisl6 a 2006.
partir delos | Citocromo c Fosforilacién | * Inhibicion en el transporte | Yu et al,
organos del | de vaca o
; de Tyr48 de electrones Biochim
animal .
Biophys Acta,
2008.
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Citocromo ¢ | Fosforilacion | * Disminucion de la
de vaca de la Tyr48 capacidad de transportar
electrones. Pecina et al,
* Disminucion de la afinidad | Biochemistry,
por la cardiolipina. 2010.
Fosfo-
mimeticos * Incapacidad de activar el
(sustitucion apoptosoma.
ggrtlrosma Fosforilacién | * Transicion alcalina
de la Tyr48 temprana. .
glutamato) y P Garcia-Heredia
Citocromo ¢ * Incapacidad de activar el | et al, J Biol
humano apoptosoma Inorg Chem,
— —— 2011.
Fosforilacién | * Disminucion de la
de la Tyr97 estabilidad de la proteina
) Fosforilacion | No determinado Zhao et al,
Determina- _ de la Thr2g Molecular &
cion en Citocromo ¢ "Fosforilacion | No determinado cellular
musculos humano de la Ser47 proteomics,
humanos 2011.
Exposicién a | Citocromo ¢ | Oxidacion de | * Aumento de actividad Beck-Speier et
hipoclorito humano Met80 a peroxidasa. al, FEBS Lett,
Citocromo c 2:1?1}5(?(;'0 * Incapacidad de 1988.
de caballo ' transportar electrones. Chen et al,
JBC, 2002.
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2. Objetivos

Objetivo general

Estudiar los cambios estructurales y funcionales generados por modificaciones en la
secuencia primaria del citocromo c, destacando el rol de la nitracion sitio-especifica,
asi como también el estado de coordinacion de su grupo hemo.

Objetivos especificos

. Obtener mutantes de tirosina por fenilalanina, y mutantes de Met80 por alanina e
isoleucina de citocromo ¢ de caballo , para realizar estudios mecanisticos del
citocromo c.

. Estudiar las distintas propiedades fisico-quimicas del citocromo ¢, como los valores
de pKa para la transicién alcalina y el potencial de reduccién estandar de los
diferentes citocromos mutantes y mono-nitrados.

« Determinar el rol de las tirosinas sobre el estado conformacional y las
modificaciones oxidativas post-traduccionales del citocromo ¢ expuesto a distintos
agentes oxidantes y nitrantes.

. Determinar el impacto de las distintas modificaciones en las actividades biologicas
del citocromo c: actividad peroxidasa, transferencia de electrones a través de la
cadena respiratoria mitocondrial y capacidad de activar el apoptosoma.
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3. Metodologia

3.1. Expresion y purificaciéon de citocromo ¢ nativo y sus distintos mutantes

El citocromo ¢ de corazon de caballo nativo fue expresado a partir del plasmido
pJRhrsN2 (generosamente cedido al inicio de este trabajo por el Dr. Jon Rumbley,
Chemistry Department, University of Minnesota, Duluth) que contiene resistencia a la
ampicilina. Este plasmido codifica para el citocromo ¢ de corazén de caballo y para la
proteina hemo liasa (necesaria para la correcta insercion del hemo en el citocromo c),
ambas bajo el control de un promotor lac (inducible por ITPG). Este citocromo
presenta dos mutaciones respecto al citocromo de corazon de caballo que fueron
introducidas para mejorar la expresion y plegamiento del citocromo ¢ en los modelos
de expresion bacteriana. Estas modificaciones son la sustitucion de las histidinas 26 y
33 involucradas en la estabilizacion del citocromo ¢ (162) por asparagina (H26N y
H33N). En el correr de la tesis nos referiremos a este citocromo como nativo
recombinante o simplemente nativo mientras que al citocromo provisto por Sigma Co.
(que no tiene modificaciones en su secuencia primaria) lo denominaremos citocromo

comercial.

Los distintos mutantes de citocromo ¢ fueron obtenidos por mutagénesis dirigida a
partir del mismo plasmido utilizando el kit “QuikChange |l Site-Directed Mutagenesis
Kit” de Stratagene.

Los plasmidos que codifican para los citocromo c¢ nativo y mutantes fueron
transformados en la cepa de Escherichia coli BL21 DE3 (Invitrogen) para la expresion
de las proteinas. Como algunos de los mutantes no crecian bien en esta cepa se
probé la expresion en otras y al final del trabajo todos los citocromos se expresaron y
purificaron en la cepa de E. coli BL21 Star (DE3) (Invitrogen) que, estabilizando los
ARNmM que se producen en la bacteria, logran un mayor rendimiento de expresion de
todos los mutantes y en algunos casos (como en el del mutante M80A), logra llevar la
expresion de valores despreciables a rendimientos que permiten el trabajo con la
proteina.

La expresion de los distintos citocromos fue puesta a punto para cada uno de los
mutantes y se resumen en la tabla 2.1, pero en general todos los citocromos fueron
purificados siguiendo el protocolo de Rumbley y colaboradores, con pegquefias
modificaciones (163). Para esto se crece un precultivo de bacterias de 25 ml en medio
LB suplementado con 100 pug/ml de ampicilina durante toda la noche y se inocula en
0,5 a 1 litro de medio Terrific suplementado con el mismo antibiético. El cultivo es
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crecido bajo agitacion vigorosa por varias horas, hasta que la absorbancia a 550 nm
llegue a 0,8 unidades y la expresion del citocromo ¢ se induce con el agregado de 0 a
0,5 mM IPTG. El cultivo se crece por 12 a 50 horas a 28 a 37° C (ver tabla 2.1).

_ Tiempo de | Temperatura
_ Cantidad de - : .
Citocromo o IPTG (mM) crecimiento | deinduccion
Terrific (1) .

(hs) )
Nativo 1 0,8 50 30
Y48F 1 0,8 50 30
Y67F 1 0,5 50 30
Y74F 1 0,5 50 30
YO7F 0,5 0,5 50 30
Y74,97F 0,5 0,5 40 30
YaF 0,5 0,5 40 30
E66Q 1 0 50 37
M80OA 0,5 0,25 12 28

Tabla 2.1. Condiciones de expresién de los distintos mutantes de citocromo c.

Las células se cosechan por centrifugado y se resuspenden en 20 ml por litro de
cultivo de buffer Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, suplementado con unos cristales de ADNasa
y PMSF 1 mM, y se lisan por sonicado en un bafio de hielo. Los restos celulares se
remueven por centrifugacion a 10.000 g por 10 minutos y el lisado se somete a una
precipitacién con sulfato de amonio 55% por media hora en frio. Las proteinas que
precipitan se separan por una nueva centrifugacion a 10.000 g por 10 minutos y el
sobrenadante, que contiene al citocromo c, se dializa durante toda la noche contra
buffer fosfato de sodio 10 mM pH 7,5, realizando 2 cambios de buffer. El citocromo ¢
se pega a una columna de CM-Sepharose fast-flow (Amersham Biosciences)
equilibrada con buffer fosfato de sodio 25 mM pH 7,5. Posteriormente el citocromo se
eluye con un gradiente de 80 a 300 mM de NaCl en el mismo buffer y las fracciones
con una relacién de absorbancia 410/280 nm igual o mayor a 4.0 se consideran puras
y se juntan y concentran eliminando al mismo tiempo la sal utilizada en el gradiente de
elucién. La pureza de las muestras que se determina por la relacion de absorbancia
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entra la banda de Soret y la longitud de onda a la que absorben todas las proteinas
(relaciébn 410/280) y se verifica mediante corrida en gel al 15%, bajo condiciones
desnaturalizantes.

3.2. Cuantificacion y espectros del citocromo ¢

La cuantificacion de los citocromos se realiza tanto por determinacion de la
concentracion proteica por el método de Bradford (usando albimina bobina como
estandar para la curva de calibracion) como por absorbancia a 410 nm, utilizando un
valor de €=106.1 mM*cm™,

Los espectros de absorcién fueron colectados en un espectrofotometro Shimadzu UV-
2401 PC.

Para la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR 'H) las proteinas
fueron disueltas en buffer fosfato de sodio 100 mM pH 7,0, preparado en D;0. Los
espectros paramagnéticos fueron adquiridos con un espectrofotometro Bruker Avance
Il de 600.13 MHz (*H de frecuencia) con presaturacion de la sefial de agua durante el
tiempo de relajacion. Se utilizé una ventana espectral de 70 ppm, y el tiempo total de
reciclaje fue de 300 ms.

3.3. Medida de actividades fisico-quimicas

Actividad peroxidasa. La actividad peroxidasa de los citocromos se determino

midiendo los productos de oxidacion del Luminol por quimioluminiscencia. Para esto
se incubaron 500 nM de los distintos citocromos con 1 mM Luminol y 1 mM H,O, en
buffer fosfato 200 mM pH 7,4, con 100 uM DTPA a 25° C. La oxidacion fue seguida
por quimioluminiscencia en un equipo BMG Lumistar Galaxy.

Como control, la actividad peroxidasa también fue medida siguiendo por fluorescencia
del producto de oxidacién del Amplex Red (resorufin). En esta técnica se incubaron
200 nM de los distintos citocromos con 100 uM Amplex Red (Molecular Probes-
Invitrogen) y 100 uM H,0, en buffer fosfato 200 mM pH 7,4, suplementado con 100 uM
DTPA a 25° C. La fluorescencia del amplex red fue medida con un Aeg= 515 nm y un
Aem= 590 nm, en un equipo BMG Fluostar Galaxy.

Desaparicién de la Banda de Soret. La desaparicion (bleaching) en la banda principal

de Soret inducida por H,O, fue seguida incubando 4 uM citocromo ¢ con 200 o 300 uM
H.,O, en buffer fosfato 200 mM pH 7,4, con 100 uM DTPA a 25° C. Se midi6 la
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absorbancia a 408 nm por 30 minutos en un espectrofotémetro Shimadzu UV-2401
PC.

Reduccion por ascorbato. La reduccion del citocromo ¢ por ascorbato fue medida

incubando 10 uM citocromo ¢ con 50 uM ascorbato en buffer fosfato 200 mM pH 7,4,
suplementado con 100 uM DTPA a 25° C. La reduccién del citocromo c fue seguida
mediante la aparicion de la banda a 550 nm, caracteristica del citocromo reducido.

3.4. Nitracion v purificacion de formas mono-nitradas de citocromo c.

El citocromo ¢ comercial, nativo recombinante, Y67F o E66Q (0,5 mM, 500 pL volumen
final) fue nitrado mediante un flujo de peroxinitrito de 1 pl/min por 20 minutos a parir de
un stock de peroxinitrito 67 mM, segun fue reportado por Batthyany y colaboradores en
(125). La nitracién se llevé a cabo en buffer fosfato de potasio 200 mM, con 0,1 mM
DTPA, en presencia de bicarbonato de sodio.

Las formas mono-nitradas en las tirosinas 74 y 97 se purificaron por intercambio
cationico (columna TSK-Gel SP-5PW, 21,5 mm x 15 cm, Tosoh Bioscience) utilizando
un equipo HPLC Aligent 1200 series (125). Los picos correspondientes a las NO,-
Tyr74 y NO»-Tyr97 segun (125) fueron colectados, re-purificados por la misma
columna, y la nitracién fue verificada por espectrometria de masa.

3.5. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear *H

Las muestras de citocromo c fueron liofilizadas en agua y resuspendidas en buffer
fosfato 100 mM pH 7 preparado en 100% D,O. Los espectros de NMR fueron
adquiridos en un equipo Bruker Avance Il a 600,13 MHz (1H de frecuencia), con
presaturacion de la sefial de agua durante el tiempo de relajacién. Se uso una ventana
de 70 ppm, y un tiempo de re-ciclado total de 300 ms. Los espectros fueron colectados
a25y35°C.

Para las titulaciones por pH, el pH se ajust6é lo mas cercano posible al valor deseado
mediante la adicién de base (NaOH) u acido (HCI) disueltos en D,O. Después de la
realizacién de cada espectro se vuelve a medir el valor de pH y un promedio de ambos
(obtenidos antes y después del experimento) es el reportado. Los valores de pH
presentaron minimas variaciones en las dos medidas, y fueron corregidos por el efecto
isotopico del deuterio. Como es importante no cambiar la concentracién de citocromo
en cada experimento, para no afectar la intensidad de las medidas, la base y el 4cido
se usaron muy concentrados y se agregaron minimas cantidades (se tocaba el acido o
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base con la punta de un tip y se sumergia en la soluciéon de citocromo). Para verificar
que efectivamente el citocromo no fue diluido en el experimento al terminar la titulacion
se vuelve al pH neutro de partida y se vuelve a tomar la medida para compararla con
la inicial.

Los valores de pKa fueron determinados ajustando la intensidad de la sefal del metilo
8, 3 y Met80 en funcidén del pH a una funcién sigmoidea.

3.6. Titulaciéon por pH sequida por absorbancia a 695 nm

Las muestras de citocromo c fueron resuspendidas en 50 mM pH 7. Dado el bajo
coeficiente de absorcién que tiene el citocromo ¢ a 695 nm se utilizaron soluciones
muy concentradas de citocromo ¢ (500 uM). Para no modificar la concentracién de
citocromo durante el experimento se prepararon dos soluciones de distinto pH (una
acida y otra alcalina) y se fueron mezclando en distinta proporcion para obtener los
distintos puntos a los distintos pH. Los espectros fueron tomados entre 650 y 800 nm
en un espectrofotometro Shimadzu UV-2401 PC a 25° C.

Los valores de pKa fueron determinados ajustando la intensidad de la sefial a 695 nm
en funcion del pH a una funcién sigmoidea.

3.7. Titulacién por pH sequida por espectroscopia de resonancia Raman

Se tomaron espectros de Raman de los distintos citocromo ¢ (100 uM) en una celda
rotatoria excitando tanto a 413 nm (3 mW, Spectra-Physics BeamLok 2060) para
detectar la banda mayoritaria de Soret, como a 458 nm (8 mW, Coherent Innova 70c¢)
para detectar la sefial de la nitro-tirosina, usando un microscopio confocal acoplado a
un espectrografo de estado simple (Jobin Yvon XY 800) equipado con un detector
CCD.

Se le realizaron espectros a las soluciones de citocromo 200 uM en buffer HEPES 20
mM, a distintos valores de pH y la proporcion de citocromo “alcalino”/"acido” se grafico
en funcién del pH. Los valores de pKa fueron determinados ajustando dichos a una
funcién sigmoidea.

3.8. Espectroscopia de Dicroismo Circular

Para los espectros de DC el citocromo ¢ se resuspendio a una concentracion 10 uM
final en 100 mM buffer fosfato pH 7, 9 y 11. Los espectros fueron tomados usando un
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espectropolarimetro Jasco J-810, utilizando celdas termostatizadas de 0,1 cm de paso
optico.

3.9. Determinacidn del potencial de reduccién estandar

El potencial redox de las distintas formas del citocromo c fueron determinaos por
distintas técnicas con los citocromos adsorbidos o en solucion.

Electroquimica de especies adsorbidas. Los experimentos de voltametria ciclica se

realizaron con un potenciostato Gamry RER600. Se trabajé con electrodos de oro
(pureza > 99.99%) de 1mm de diametro recubiertos con una proporcion 1:1 de 11-
hidroxi-alcanotiol y 11-carboxi-alcanotiol. Los electrodos fueron primero oxidados en
10% HCIOQ,, aplicando un potencial de 3 V por 2 minutos, sonicados en 10% HCI por
15 minutos y posteriormente incubados con una mezcla 3:1 de H,0,:H,SO,4 a 120 °C.
Los electrodos fueron posteriormente sometidos a voltametrias ciclicas entre 0,2 y 1,6
V en 10% HCIO, y lavados en agua y etanol. Los electrodos fueron recubiertos con
monocapas autoensambladas mediante la incubacién durante toda la noche con una
soluciéon 1 mM de una mezcla 1:1 de HS-(CHy)15-CH,OH: HS-(CH,)15-COOH.

Los electrodos se incubaron con 500 uM de cada una de las proteinas durante 2 horas
a temperatura ambiente para lograr la adsorcion. Las medidas se realizaron en buffer
fosfato de potasio 12,5 mM + sulfato de potasio 12,5 mM pH 7, previamente
burbujeado con Ar para desplazar oxigeno presente. Se utilizé un alambre de platino
como contraelectrodo y las medidas son referidas a un electrodo de referencia de
Ag/AgCI 3M.

Electroguimica en solucién. Se trabajé con los mismos electrodos pero recubiertos con

monocapas autoensambladas de HS-(CH,)s-CH,OH. Las medidas se realizaron en
una solucién de proteina 500 uM en el mismo buffer del punto anterior. También se
utilizé un alambre de platino como contraelectrodo y las medidas son referidas a un
electrodo de referencia de Ag/AgCl 3.5M.

Espectroscopia  SERRS (del inglés: Surface Enhanced Resonant Raman

Spectroscopy). Se utilizaron electrodos rotatorios de plata rugosados recubiertos con
una proporcion 1:1 de 11-hidroxi-alcanotiol y 11-carboxi-alcanotiol. Los electrodos de
plata fueron pulidos mecanicamente y sometidos a ciclos de oxidacién-reduccién en
0,1 mM KCI y posteriormente incubadas en 1,5 mM de las soluciones de alcanotioles
(mezcla 1:1 HS-(CHy)15-CH,OH: HS-(CH>)15-COOH) por 24 horas.
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Se tomaron espectros Raman de 150 uL de las distintas soluciones 0,1 mM en una
celda rotatoria. Se irradi6 con un laser de Ar a 514 nm con una potencia de 13 mW.
Los espectros de las formas oxidadas y reducidas se determinaron mediante el
agregado de ferricianuro o ditionite. Posteriormente se realizaron espectros a distintos
valores de potencial y a cada uno se determiné la proporcion de citocromo
oxidado/reducido de la muestra. El potencial fue controlado utilizando un potenciostato
TeQO03. Todas las medidas fueron referidas a un electrodo de referencia de Ag/AgCI
3.5 M.

3.10. Exposicidon a oxidantes para evaluar nitraciéon y polimerizacion

Exposicion a peroxinitrito. 100 uM de citocromo ¢ fue expuesto a bolos de ONOO"
entre 0 y 1 mM en buffer fosfato 100 mM pH 7,4, suplementado con 100 uM DTPA.

Exposicion a perdxido de hidrégeno mas 6xido nitrico o nitrito. 100 uM de citocromo ¢

en un volumen final de 500 uL fue tratado con flujos de H,O, 1 uL/min a partir de un
stock 50 mM (2 mM final), por 30 minutos mas flujos de ‘NO generados por NOC7 (1
mM) (Dojindo), que da un flujo inicial de 6,6 uM/min. Como la vida media del NOC-7 es
de 5 minutos podemos asumir que a los 40 minutos todo el dador fue consumido, o
generados por spermina nonoato (4 mM) (Dojindo), que presentaba un flujo inicial de
62 uM/min, y se dejo reaccionar 6 horas a 37°C (la vida media de este dador de ‘NO a
esta temperatura es de 39 minutos). La nitracion y formacién de agregados dio
resultados consistentes con cualquiera de los dos dadores.

Alternativamente, 100 uM de citocromo ¢ fue expuesto a un bolo de 1 mM nitrito de
sodio, con el mismo flujo de H,O, (1 uL/min a partir de un stock 5 mM, 2 mM final). Los
tratamientos se realizaron en buffer fosfato 100 mM pH 7,4, suplementado con 100 uM
DTPA.

3.11. Analisis de Western Blot

El citocromo c control y tratado con los distintos oxidantes (2 ug) es separado por
electroforesis en un gel de poliacrilamida-SDS al 15%, y posteriormente transferido a
una membrana de nitrocelulosa (tamafio de poro 0,45 mm, Hybond-C extra;
Amersham) mediante transferencia semi-seca por 1 hora en un buffer de transferencia
gue contiene SDS.

Las membranas fueron blogueadas con 3% leche descremada (Stain) en PBS por una
hora a temperatura ambiente.
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Western Blot anti nitro-tirosina. Las membranas bloqueadas fueron incubadas con una

dilucion 1:1000 de un anticuerpo policlonal anti-nitrotirosina (164) en PBS, 0,1%
Tween 20 (buffer de lavado) por una hora. Después de lavar las membranas fueron
incubadas con una dilucion 1:15.000 del anticuerpo secundario anti-conejo conjugado
con una sonda infrarroja (LI-COR) en buffer de lavado. El exceso de anticuerpo es
removido por 3 lavados con buffer de lavado.

Western Blot anti citocromo c¢. Las membranas fueron incubadas con un anticuerpo

monoclonal anti-citocromo ¢ de caballo [7H8.2C12] (generosamente cedido por el Dr.
Ronad Jemmerson, Department of Microbiology, Northwestern University) en una
diluciéon 1:5000 en buffer de bloqueo, por una hora. Después de lavar con el mismo
buffer de lavado, las membranas fueron incubadas con una dilucion 1:15.000 del
anticuerpo secundario anti-ratébn conjugado con una sonda infrarroja (LI-COR) en
buffer de lavado. El exceso de anticuerpo es removido por lavado con buffer de
lavado.

En ambos casos las membranas fueron reveladas mediante la detecciéon de la sonda

infrarroja usando un equipo Oddisey Infrared Imaging System.

Alternativamente, para ambos anticuerpos, las membranas fueron bloqueadas con
albamina bobina 5% en TBS (Tris saline buffer: Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7.6) con
0,1% tween 20 durante toda la noche a 4°C. Las incubaciones se realizaron con las
mismas diluciones de anticuerpo en buffer de bloqueo por una hora. Las membranas
fueron lavadas con TBS 0,3% tween 20, e incubadas con una dilucion 1:10.000 del
anticuerpo secundario (anti-ratbn o anti-conejo segun corresponda) conjugado con
peroxidasa de rabanito. El exceso de anticuerpo es removido por lavado con buffer de
lavado. Las muestras son reveladas por quimioluminicencia utilizando
"luminolenhanced chemiluminescence” (ECL; Amersham)

3.12. Analisis de Western Blot anti MnSOD humana

Cuando se corrieron muestras de MnSOD 4 ng de proteina pura, o 100 o 50 mg de
bacterias que le expresan fueron corridos en geles de poliacrilamida-SDS al 12%, y
posteriormente transferidos a las mismas membranas de nitrocelulosa. Las
membranas fueron bloqueadas con albumina bobina 5% en TBS con 0,1% tween 20
durante toda la noche a 4°C.
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Western Blot anti nitro-tirosina. Las membranas fueron reveladas como se explicé en

la seccién anterior.

Western Blot anti cola de histidina. Las membranas bloqueadas fueron incubadas con

una dilucién 1:3000 de un anticuerpo monoclonal anti-cola de histidina [His.H8] en
solucién de bloqueo por una hora. Después de lavar las membranas con TBS 0,1%
tween 20, fueron incubadas con una diluciéon 1:8.000 del anticuerpo secundario anti-
raton conjugado con peroxidasa de rabanito. El exceso de anticuerpo es removido por
lavado con buffer de lavado.

Las membranas son reveladas por quimioluminicencia utilizando "luminolenhanced
chemiluminescence (ECL; Amersham)"

3.13. Respiracidon de mitoplastos

Preparacion de mitoplastos depletados de citocromo c. Se trabaja con mitocondrias de

rifidn de ratas Wistar adultas macho, de 250 gs aproximadamente, y los mitoplastos
con preparados como ha sido reportado en (126,144,165). A los animales se les
suministra una dosis letal de pentobarbital intraperitoneal, 40 mg/Kg. Los rifiones son
extensivamente lavados en medio de respiraciébn mitocondrial frio (MRM, KH,PO, 5
mM, EGTA 1 mM, MOPS 5 mM, Sacarosa 0.3 M y albamina 0,1%, pH 7,4 ajustado
con KOH) y cortados en trozos bien pequefios, manteniéndolos siempre en frio. Los
fragmentos de tejido se homogeinizan en un homogeinizador de vidrio y teflén en
MRM. ElI homogeinado se centrifuga a 1500 g a 4 °C y se descarta el pellet donde
guedan los restos de tejido, células enteras y nucleos. El sobrenadante se centrifuga a
12000 g a 4 °C y se obtiene un pellet que corresponde a la fraccién rica en
mitocondrias (166,167). El pellet se resuspende en cantidad minima de MRM frio (100
a 200 ul) y se mide la concentracion de proteinas por el método de Bradford,
obteniéndose mitocondrias a una concentracion de alrededor de 80 mg/ml. Antes de
preparar los mitoplastos se verifica por oximetria que las mitocondrias estén acopladas
(se utiliza succinato 10 mM y posteriormente ADP 1 mM). Las mitocondrias se llevan a
2 mg/ml en 2 mM tris, pH 7,4, con 10 mM KCI, se dejan en ese medio por 10 minutos a
37 °C, y se centrifugan a 10.000 g por 10 minutos a 4 °C. El pellet se divide en dos
fracciones: una que se respuspende en 2 mM tris pH 7,4 con 2 mM KCI, y se usa
como control de mitoplastos con citocromo ¢, y otra que se resuspende en 2 mM tris
pH 7,4 pero con 150 mM KCI para que tenga lugar la extraccién del citocromo. Las dos
fracciones son incubadas 10 minutos a 37 °C y posteriormente centrifugadas a 10.000
g por 10 minutos a 4 °C. El procedimiento se repite 2 veces y la concentracién de
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citocromo extraido de ambas fracciones es determinado por la absorbancia a 550 nm
(e = 21 mM*.cm™) después de la adicion de ditionite al sobrenadante. En la fraccion
con 10 mM KCI no se ve citocromo en el medio, mientras que en la fraccion tratada
con 150 mM KCI se ve la extraccion de 0,5 nmoles de citocromo por mg de proteina,
consistente con lo previamente reportado (126,144).

Medida de respiracién mitocondrial. EI consumo de oxigeno es evaluado en los

mitoplastos depletados de citocromo ¢ (0,05 mg/ml) en MRM en un oximetro de alta
resolucion (Oroboros, Insbruck, Astraulia). El equipo es calibrado con un 100% de aire
el dia de la medida en el mismo buffer. La respiracion de los mitoplastos se evalla
frente al agregado de succinato 10 mM, observandose que los mitoplastos
practicamente no respiran, consistente con una buena extraccion del citocromo c.
Luego de verificado este bajo consumo de oxigeno se agrega citocromo ¢ nativo y los
distintos mutantes de tirosina (0,1y 0,4 uM) y se observa la respiracion con cada uno
de ellos. Los datos son analizados usando el programa DatLab (Oroboros) que
muestra la concentracion de oxigeno en el tiempo, y el flujo de oxigeno que es la

derivada primera del consumo de oxigeno en el tiempo.

Medida de actividad citocromo oxidasa. La actividad citocromo oxidasa se midi6 a

partir de los mitoplastos de rifion de rata depletados de citocromo c, rotos mediante 3
ciclos de congelado/descongelado (0.05 mg/ml), con el agregado de los distintos
citocromos reducidos (30 uM) en buffer tris 200 mM pH 7,4. La oxidacion del citocromo
¢ por accibn del complejo se la citocromo oxidasa fue seguida
espectrofotométricamente a 550 nm.

3.14. Activacion del apoptosoma

La capacidad de activar el apoptosoma se mide en fracciones muy concentradas de
proteinas citosélicas (58). Para preparar los extractos celulares libres de células a
partir de células Jurkat T de linfocitos (ATTCC, TIB-152) (5 x 10° células/mL) las
células son bajadas por centrifugacién y lavada dos veces en buffer PBS frio. Las
células se resuspenden en 5 volimenes de buffer frio: HEPES-KOH 20 mM, pH 7,5;
KCI 10 mM; MgCI2 1,5 mM; EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ditiotreitol 1 mM y una punta de
espatula de coctel inhibidor de proteasas (Sigma, P8340) y se dejan en hielo por 15
minutos. Pasado este tiempo las células se rompen mediante pasaje por un
homogeinizador de vidrio y teflon. Los nlcleos y las células que no se rompieron se
bajan por centrifugacion a 1.000 g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante es
centrifugado a 100.000 g por 1 hora a 4 °C para remover las mitocondrias, y el
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sobrenadante resultante es colectado cuidadosamente y almacenado a -80 °C hasta el
dia de su uso.

La actividad caspasa 3 es evaluada siguiendo el corte de su sustrato colorimétrico
AcDEVDpNA (Upstate, NY) a 405 nm. Para esto se incuban durante 10 horas extracto
citosélico (4 mg/ml) con ATP 2 mM, dATP 2 mM, AcDEVDpNA 0,2 mM, y diferentes
concentraciones de los citocromos nativo, mutados o nitrados (64).

3.15. Sintesis de citocromo ¢ nitrado de forma co-traduccional

Para la purificacién de formas nitradas co-traduccionalmente se parti6 de un modelo
de expresiébn de la enzima superoxido dismutasa nitrada co-traduccionalmente,
descripta por Neumann y colaboradores (168). Para esto bacterias de E. coli BL21
eran transformadas con el plasmido que codifica para el citocromo c y la hemo liasa,
pero sustituyendo el codén de la tirosina que se quiere nitrar por el codon TAG (que es
un codén de que no codifica para ningdn aminoacido, sino que es un codén de
terminacion poco representado en bacterias); mas el plasmido que codifica para un par
tRNA/tRNA sintesasa que inserta especificamente NO,Tyr en el codén TAG. Estas
bacterias son crecidas toda la noche en 40 ml de medio LB suplementado con 100
ug/ml de ampicilina y 25 ug/ml de cloramfenicol, para mantener la selecciéon de ambos
plasmidos, a 37°C. Estos precultivos son cosechados por centrifugacion e inoculados
en 1 litro de medio minimo M9 (Na,HPO, 6 g/l, KH,PQO,, 3 g/l, NaCl 0,5 g/l, NH4CI 1 g/l,
MgSO, 0,025 g/I; CaCl, 0,0015 g/I, tiamina 0,034 g/l, glucosa 2%), suplementado con
0.5 mM de NO,-Tyr y los mismos antibiéticos. El cultivo se deja crecer toda la noche
en presencia de PMSF y 0,5 mM IPTG. Con este procedimiento no logramos obtener
formas nitradas del citocromo c¢, pero ni siquiera logramos expresar el citocromo ¢
nativo sin nitrar. Se realizaron variaciones sobre este procedimiento experimental que
se describen en la seccion de resultados 4.6.1.

3.16. Sintesis de citocromo ¢ marcado con N*°

El citocromo ¢ marcado con N*° se expres6 mediante precultivos de 10 mL crecidos en
LB toda la noche y transferidos a medio minimo durante 50 hs, a 30°C, 220 rpm. La
induccién se realiza cuando el cultivo alcanza una densidad 6ptica de 0,4 con 0,8 mM
IPTG. La purificacién se realizé igual que para los demas citocromos.
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3.17. Expresién de citocromo ¢ humano

La secuencia codificante del gen del citocromo ¢ humano se mandé sintetizar y se
clon6 en un plasmido pBAD bajo el control de un promotor LAC, en tdndem con la
proteina hemo liasa. El plasmido se transformé en una cepa de E. coli BL21 star. El
cultivo bacteriano se crecio toda la noche en LB, y posteriormente se inoculé en medio
terrific por 20 horas a 30 °C, 220 rpm. Cuando la D.O. alcanzé 0,5 unidades se indujo
la expresion del citocromo con 0,02% L-arabinosa.

La purificacion se realizé de la misma manera que la de citocromo ¢ de caballo, como
se describié previamente.

Abreviaturas

APAF-1, Apoptotic protease activating factor-1
DTPA, Pentaacetato de dietilentriamina

FADH,, flavina adenina di-nucleotido reducido
H,0,, Perdxido de hidrogeno

IPTG, Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

NADH, nicotinamida adenina di.nucledtido reucido
NMR, resonancia magnética nuclear

‘NO, 6xido nitrico

NO,, nitrito

NOC-7, 1-Hydroxy-2-oxo0-3-(N-3-methyl-aminopropyl)-3-methyl-1-triazene
0,", radical superoxido

ONOQO’, Peroxinitrito

PBS, Buffer fosfato salino

PMSF, Penta-metil sulfonil fluoride

TBS, Buffer tris salino
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4. Resultados y discusion

4.1. Expresion y caracterizacion de los mutantes de citocromo
C

El objetivo de esta primera seccién es el de construir y validar distintos mutantes de
citocromo ¢ que puedan ser utilizados como modelos para entender distintos cambios
conformacionales y mecanismos en los citocromos sin modificar o modificados por
nitracion, en las siguientes secciones de esta tesis.

4.1.1. Expresion de citocromos recombinantes

Para este trabajo se fueron expresando y purificando distintos mutantes de citocromo
c. En primer lugar se plantearon sustituir cada una de las 4 tirosinas del citocromo c de
corazon de caballo por fenilalanina, el cuadruple mutante en el que todas las tirosinas
son sustituidas por fenilalanina, y ademas generar un mutante en la Met80,
sustituyéndola por alanina o isoleucina. A medida que fue avanzando el proyecto
expresamos y purificamos nuevos mutantes: el doble mutante Y74,97F, y el mutante
E66Q.

Las mutaciones fueron introducidas en el plasmido pJRhrsN2 mediante mutagénesis
dirigida, y posteriormente los plasmidos fueron transformados en la cepa de bacterias
BL21 DE3 para expresar las proteinas.

Todos los citocromos nativos y mutantes fueron purificados con buenos rendimientos y
altos grados de pureza, evidenciada tanto por relaciones de absorbancia a 410/280 nm
mayores a 4 o por geles de acrilamida (Fig. 4.1 C). Los mutantes en cada una de las
tirosinas por fenilalanina pudieron ser purificados con buenos rendimientos utilizando
el protocolo publicado en (163) (Fig. 4.1), aunque posteriormente la expresion fue
optimizada para cada uno de los mutantes tal como se describié en la seccién de
metodologia (Tabla 2.1).
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La expresion de los citocromos puede ser seguida mirando solamente el color de los
cultivos de bacterias, que se tornan mucho mas rojos, aun sin necesidad de lisar las
bacterias (Fig. 4.1 A). El mutante al que le falta la sexta posicion de coordinacion fue
mas dificil de expresar, no pudiendo ser detectado a partir del protocolo publicado en
(163) (Fig. 4.1 B).

Figura 4.1. Expresién de los distintos mutantes de citocromo utilizando el protocolo de
Rumbley y colaboradores. (A) Lisado de bacterias sin inducir o inducidas por 50 hs con 0,8
mM IPTG. (B) Western blot anti-citocromo c: Carril 1, citocromo ¢ comercial (2 pg); carriles
2 a 10 lisado de bacterias que expresan para los distintos citocromos (100 ug): carril 2,
nativo sin inducir (control negativo); carril 3, nativo; carril 4, Y48F; carril 5, Y67F; carril 6;
Y74F; carril 7, Y97F; carril 8, cuadruple mutante; carril 9, M80A; y carril 10, M80I. (C) Gel de
purificacion del mutante Y74F tefiido con coomasie blue (utilizado como ejemplo): Carril 1,
células BL21 que sobre expresan citocromo ¢ Y74F (50 pg); carril 2, lo que no se pegé a la
columna (50 ug); carril 3, primer lavado de columna (100 pg); carril 4, segundo lavado de
columna (100 pg); carril 5, Y74F pura (3 ug); y carril 6; citocromo ¢ nativo comercial (3 pg).

Finalmente logramos, cambiando las condiciones del cultivo bacteriano, expresar el
mutante M80A, aungue con bajos rendimientos de purificacion. No fuimos capaces de
sintetizar el mutante M80I. Suponemos que estos mutantes, al tener una actividad
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peroxidasa muy aumentada respecto al citocromo ¢ nativo (por tener una mayor
exposicidn de su grupo hemo) es tdxico para las bacterias y por lo tanto ellas reprimen
su expresion. La expresion de este mutante la logramos utilizando la cepa de bacterias
BL21 Star (DE3) (Invitrogen) que estabiliza los ARNm, y al mismo tiempo bajando la
temperatura, el tiempo y la cantidad de IPTG utilizada para la expresion. Finalmente
comenzamos a utilizar la cepa de bacterias BL21 Star (DE3) para la expresion de
todos los mutantes, mejorando un poco mas los rendimientos de expresion. Los
rendimientos promedio de purificacién de cada uno de los distintos mutantes por litro
de cultivo bacteriano se resumen en la tabla 4.1.

Citocromo Rendimiento (mg)
Nativo 10

Y48F 4

Y67F 6

Y74F 5

YO7F 5
Y74,97F 3

YaF 3

E66Q 8

M80A 0,5

Tabla 4.1. Rendimiento de purificacibn de los distintos
mutantes de citocromo c. Se muestra el rendimiento de
purificacion promedio de cada citocromo expresado en gramos
de proteina purificada por litro de cultivo.

Para comenzar la caracterizacion de los distintos mutantes evaluando los cambios
conformacionales y de actividades que puedan darse en el citocromo ¢ debido a las
mutaciones introducidas, realizando distintos experimentos que se muestran en las
secciones 4.1.2 a 4.1.4.
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4.1.2. Espectros de absorcién de los citocromos ¢

Entre estos estudios se encuentra la realizacion de espectros de absorcion entre 380 y
600 nm. Los distintos mutantes de citocromo ¢ en los amino&cidos que no participan
en la coordinacion del hemo no generan importantes modificaciones en el espectro de
absorcién del citocromo, ni en las formas reducidas ni oxidadas (Fig. 4.2). Esto nos
habla de que las mutaciones no introducen variaciones estructurales en la region
cercana al grupo hemo, ya que los espectros son sensibles a perturbaciones en dicha

region. Ademas todos los espectros son iguales al espectro del citocromo comercial.

Abeorbance

Nativo comercial

Y48F

Ahsorbance
. n

Abeorbance

=2 Y97F

Fhsorbance
:

Abgobalce

Ahsorbance

Nativo recombinante

YG&TF

Absorbance

YT4F

Y74,97F

ahsobace

Y—F

Figura 4.2. Espectros de absorcién de los citocromos ¢ mutantes en tirosina. Espectros de
absorbancia de citocromo ¢ nativo (comercial y recombinante), Y48F, Y67F, Y74F, Y97F,
Y74,97F,y Y a F (20 uM) tratados con ferricianuro de potasio (negro) o ditionite de sodio (rojo).
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El mutante de citocromo ¢ M80A presenta varias diferencias en el espectro de
absorcién, con un corrimiento hacia el azul de 2 nm en la banda de Soret mayoritaria,
presenta dos picos a 620 and 665 nm (Fig. 4.3 A), y por supuesto, no presenta la
banda a 695 nm caracteristica de la interaccion de la Met80 con el Fe hémico (Fig. 4.3

B).

Contrario a lo que pasa en el citocromo c nativo, la absorbancia en la banda de Soret
del el citocromo ¢ M80A reducido (citocromo ¢**) decae con respecto a la del oxidado
(citocromo ¢**) (Fig. 4.3 A).
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Figura 4.3. Espectros de absorcidn del citocromo ¢ nativo y M80A. (A) Espectros de
absorbancia de citocromo ¢ nativo y M80A (10 uM) tratados con ferricianuro de potasio
(negro) o ditionite de sodio (rojo). (B) Espectro de absorbancia en la region de 550 - 750
nm del citocromo ¢ nativo (solido) y M80A (punteado) 200 puM.
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4.1.3. Espectros de NMR paramagnético de los citocromos ¢

Para caracterizar mejor la estructura de los mutantes de tirosina del citocromo c se
realizaron espectros de NMR paramagnético 'H de los mutantes a pH fisioldgico. Esta
técnica ha sido extensamente utilizada para caracterizar la movilidad de ligandos u
otros residuos cercanos al hemo en las hemo-proteinas, y en particular en los
citocromos (169-172).

Los ligandos del hierro hemico del citocromo c en la especie neutra se muestran en la
figura 4.4 A. En el espectro de NMR del citocromo ¢ nativo se observan varias sefiales
por fuera del rango de sefiales diamagnéticas (de 10 a 0 ppm). La figura 4.4 B muestra
el espectro del citocromo ¢** a pH cercano al neutro (pH 7,51), donde se observan las
sefiales de resonancia correspondientes a los dos metilos del hemo y a la Met80, tal
como fue asignado por (172). Las sefiales que corresponden a los metilos se observan
en distinta posicion cuando el citocromo esta en la conformacion a la que se encuentra
a pH neutro (sefiales marcadas como 1), que cuando el citocromo se encuentra en su
conformacion alcalina (sefiales marcadas como 2). A la vez cada uno de esas sefiales
en realidad se tratan de la resonancia de distintos grupos cercanos al hemo, que se
muestras en la figura 4.4 A. La sefial 1 muestra un pico que corresponde al metilo 8 en
el citocromo en forma neutra (a aproximadamente 31,5 ppm), y un pico que
corresponde al metilo 3 en el citocromo en forma neutra (a aproximadamente 30,5
ppm). El pico 2 muestra otros dos picos que, por tratarse de resonancias que se ven
en la conformacién alcalina, se ven muy chiquitos a este pH, pero corresponden al
metilo 8 en la forma basica (aproximadamente 22 ppm) y a la histidina 18
(aproximadamente 21 ppm) (172). Entre el primer pico de las sefiales 1 y el primer
pico de las sefales 2 se ve claramente como un mismo grupo puede cambiar la
posicién de su sefial resonante al cambiar la conformacién del citocromo c.

Los mismos espectros fueron realizados para cada uno de los mutantes de tirosina por
fenilalanina que mostraron tener una estructura cercana al grupo hemo igual a la del
citocromo ¢ nativo (Fig. 4.4). Todos los espectros de NMR se realizaron en varias
pasantias en el instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, Universidad de
Rosario (Rosario, Argentina) en el laboratorio del Dr. Alejandro Vila.
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Figura 4.4. Espectros de '"H NMR de los citocromos c. (A) Esquema representando los
ligando del grupo hemo. (B-F) Espectros a pH cercanos al fisiolégico del citocromo ¢ nativo (B),
Y48F (C), Y67F (D), Y74F (E) e Y97F (F), a valores de pH cercanos al fisiolégico. Todos los
espectros fueron adquiridos a 35° C en buffer fosfato 100 mM preparado en D,0O. En el panel
(A) se indican las sefiales correspondientes a los metilos asociados al hemo predominantes en
la forma “neutra” (1) o “alcalina” (2) del citocromo ¢, y la sefial correspondiente a la

coordinacion Met80 hemo (3).

Sin embargo, como era de esperar al ver los cambios en el espectro de absorcion
anteriormente detallados, el mutante M80A si presenta diferencias con el citocromo ¢
nativo. Para esto corrimos espectros a 25 y 35°C, y a ambas temperaturas, a valores
de pH cercanos al fisiolégico, se observé que el hierro del grupo hemo esta en un
equilibrio entre formas de alto espin (45 — 65 ppm) y formas de bajo espin (10 — 35
ppm) (Fig. 4.5). Este comportamiento es completamente distinto al que observamos
para el citocromo nativo o mutante en cada una de las tirosinas, que solo existen en
una forma de bajo espin, como el grupo hemo hexa-coordinado con la Met80. En el
mutante M80A, la sexta posicion de coordinacion puede ser reemplazado por otro
ligando (como la Lys72, Lys73 o Lys79) (23,24,28,30-32), o puede ser ocupado por
una molécula inorganica como puede ser el agua.
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Figura 4.5. Espectros de ‘H NMR de los citocromo M80A a valores de pH cercanos al
fisioldgico. Los espectros fueron adquiridos a 25 y 35° C en buffer fosfato 100 mM preparado
en D,0.

4.1.4. Caracterizacion bioguimica de los mutantes

Para continuar la caracterizaciéon de los mutantes medimos varias actividades y

propiedades de los citocromo ¢ mutantes en comparacion con el nativo.

Como ya se mencioné en la introduccion el citocromo c¢ presenta una actividad
peroxidasa que en este trabajo evaluamos para los distintos mutantes (Fig. 4.6 A). La
misma actividad fue medida por dos técnicas distintas: siguiendo la
guimioluminiscencia del producto de oxidacion del luminol, o siguiendo la fluorescencia
de la oxidacién de la fluoresceina. Ambas técnicas mostraron que todos los mutantes
de tirosina por fenilalanina tienen valores de actividad peroxidasa similares a los del
citocromo ¢ nativo, mientras que el mutante M80A, que tiene su grupo hemo mucho
mas expuesto, presenta un valor de actividad 10 veces mayor al del citocromo c
nativo.

Para continuar evaluando cambios en la estructura del citocromo ¢ también realizamos
ensayos de accesibilidad del hemo al solvente estudiando la capacidad que tiene el
H.O, (200 uM) de “blanquear” (del inglés: bleaching) la banda principal de Soret (a 408
nm) de citocromos nativo y mutantes (4 uM). Otra vez observamos que el efecto en los
mutantes de tirosina es bastante similar al que se observa para el citocromo ¢ nativo,
pero que el decaimiento de la banda en la M80A es mucho mayor (Fig. 4.6 B). Este
efecto en el mutante M80A probablemente se deba a que, al no estar la Met80
protegiendo el hemo, el H,O, acceda mas facilmente al hemo provocando su
destruccion.

Por ultimo evaluamos la reduccion de los distintos citocromos en presencia de
ascorbato, volviendo a no observar diferencias importantes entre los mutantes de
tirosinas y el nativo, pero si notando que todos los mutantes de tirosina son un poco
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mas sensibles a la reduccion por ascorbato que el citocromo ¢ nativo. Por otro lado, el

mutante M80A no mostré reducirse por ascorbato (Fig. 4.6 C). Debido a que este

mutante tiene su grupo hemo mas expuesto, como pudimos determinar por el aumento

de la actividad peroxidasa y la muy rapida degradacion del hemo por H,0,, es dificil

pensar que los reductores puedan no estar llegando al hemo, y es mas probable

pensar que este hemo tan expuesto puede estar siendo re-oxidado mas rapidamente,

y por eso no podamos detectar la forma reducida por la exposicion a ascorbato.

Como control, todas las actividades y propiedades fueron evaluadas para el citocromo

¢ recombinante en funcién con el citocromo ¢ comercial y todas resultaron ser

idénticas para estos dos citocro
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Figura 4.6. Estudio bioquimico de los citocromos. (A) La actividad peroxidasa de los
citocromos mutantes (500 nM) fue seguida midiendo quimioluminiscentemente la oxidacién del
luminol. (B) Blanquemiento en la banda de Soret (408 nm) del citocromo ¢ (4 uM) inducida por 200
uM H,0,. (C) Reduccién de los citocromos (10 uM) seguida a 550 nm en presencia de 50 uM

ascorbato.
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< Conclusiones parciales: 4.1. Expresién y caracterizaciéon de los
mutantes de citocromo ¢

La puesta a punto de este sistema de mutacion, expresion y purificacion en bacterias
del citocromo c, junto con la posterior validacién estructural de los distintos mutantes
nos va a permitir evaluar la participacion de distintos residuos aminoacidicos en los
procesos en los que estd implicado el citocromo, aproximandonos a conocer los
mecanismos de estos procesos: ya sea en la cadena de transporte mitocondrial, la
movilidad estructural relacionada con distintos fenbmenos como la nitracion o
transicion alcalina, y los mecanismos que llevan a la nitracion y polimerizacion del
citocromo c.

Tomando en cuenta los resultados expuestos en esta seccion podemos afirmar que
los mutantes desarrollados constituyen un buen modelo para el estudio del citocromo
¢, siendo los mutantes en cada tirosina similares al nativo, tanto en estructura como en
funcion, y completamente diferentes al mutante M80A, al que le sacamos la sexta
posicion de coordinacion del hemo, generando un importante cambio en las
propiedades de este citocromo.

Ademads, este sistema va a permitir el estudio de otros residuos aminoacidicos criticos,
como el de los ligandos débiles que reemplazan la sexta posicion de coordinacién
cuando la Met80 es desplazada (la Lys72, Lys 73 o Lys79), o el estudio de citocromos
mutados que han sido detectados in vivo (como las mutaciones G41S (173) o Y48H
(174) que ha sido encontrada en personas que padecen trombocitopenia), o también
de los residuos que permiten la interaccion del citocromo ¢ con otras moléculas como
la cardiolipina. En estas lineas nuestro grupo tiene una estrecha colaboracion con tres
importantes grupos que estudian la interaccion del citocromo ¢ con membranas
lipidicas, asi como en los cambios conformacionales que sufre el citocromo como
consecuencia de estas interacciones: el grupo del Dr. Valerian Kagan (Center for Free
Radical and Antioxidant Health and Department of Environmental and Occupational
Health, University of Pittsburgh, Pittsburgh, Pennsylvania, USA), el grupo del Dr.
Daniel Murgida (Departamento de Quimica Inorganica, Analitica y Quimica Fisica,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires, Argentina.), y
el grupo de la Dra. Iseli Nantes (Centro Interdisciplinario de Investigacién Bioquimica,
Universidad de Mogi das Cruzes, Mogi das Cruzes, San Pablo, Brasil) (19,62,175-
177).
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4.2. Determinacion de valores de pKa para transicion alcalina y
potencial de reduccion estandar

El objetivo de esta seccion es intentar determinar dos importantes propiedades fisico
guimicas de los citocromo ¢ modificados (ya sea por nitracion o mutacion). El valor de
pKa de la transicion alcalina nos va a dar informacion sobre la estructura cercana al
grupo hemo, y la estabilidad de la misma (en términos de facilidad o dificultad para
alterarla).

Esta transicion alcalina puede ser seguida mediantes técnicas de espectrofotometria,
ya que el espectro UV del citocromo ¢ “neutro” presenta una banda de absorcién
caracteristica de 695 nm, que es indicativa del enlace hierro-sulfhidrilo entre la Met80 y
el grupo hemo, y baja de intensidad hasta desaparecer completamente al aumentar el
pH (20). Alternativamente, la banda de coordinacion la Met80 con el hierro, asi como
otros cambios conformacionales en el entorno del grupo hemo pueden ser evaluados
mediante técnicas de resonancia magnética nuclear (NMR) paramagnética
(171,172,178), y por espectroscopia de Resonancia Raman (176).

Por otro lado, el potencial de reduccidon estandar, es un parametro critico en el
citocromo c, ya que es su valor de potencial el que le da la capacidad de transportar
electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial entre los complejos lll y IV.

4.2.1. Determinacion de pKa de la transiciéon alcalina de los citocromos mono-

nitrados

Como ya se menciond en la introduccién, la nitracion sitio especifica del citocromo c
genera cambios en su estructura y su funcionalidad, como una disminucién en la
banda a 695 nm (que refleja la coordinaciéon entre la Met80 y el hierro del grupo
hemo), un aumento en la actividad peroxidasa del citocromo, menor habilidad de
transporte de electrones por la cadena respiratoria, y una menor capacidad de activar
el apoptosoma; sin embargo, la determinacién del valor del pKa de la transicién
alcalina para las formas mono-nitradas todavia no habia sido determinado.

Con este objetivo se aislaron formas mono-nitradas del citocromo c en las Tyr74 y
Tyr97. La nitracion y purificacion se hizo de acuerdo a (125) con la colaboracion de la
Dra. Ver6nica Demicheli (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica) y del Dr. Carlos Batthyany (Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de la Republica e Instituto Pasteur de Montevideo).
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Para esto se tratd citocromo ¢ comercial con un flujo de ONOO™ por 30 minutos, y las
distintas formas nitradas fueron separadas por HPLC (Fig 4.7).

Los picos 2 y 3 de la figura 4.7 son re purificados por la misma columna obteniéndose
formas mono-nitradas de citocromo ¢ con una pureza mayor a un 99%.
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Figura 4.7. Purificacién de formas mono-nitradas de
citocromo c. El citocromo ¢ es nitrado por un flujo de
ONOO'" tal como se explica en metodologia. 60 mg de
muestra es separada en una columna preparativa de
intercambio cataténico por HPLC, obteniéndose 3 picos
mayoritarios: Citocromo ¢ no modificado (pico 1), NO,-
Y97-citocromo ¢ (pico 2) y NO,-Y74-citocromo ¢ (pico
3), tal como se confirmé por MALDI-TOF y mapeo
peptidico en Batthyany et al, 2005, Biochemistry.

A partir de 60 mg de citocromo c tratado con ONOO™ se obtiene un rendimiento de
aproximadamente 1,5 mg de NO,-Y74-citocromo ¢ y 2 mg de NO,-Y97-citocromo c.

Con estas formas mono-nitradas del citocromo ¢ se determiné el valor de pKa de la
transicion alcalina espectrofotométricamente, por NMR paramagnética (179) y por
espectroscopia de resonancia Raman.

Mediante espectroscopia NMR *H se realizaron espectros iguales a los que mostramos
en la figura 4.4, pero se realizan a distintos valores de pH entre 7 y 11 en buffer fosfato
100 mM preparado en un 100% de D,O (Fig. 4.8). Tal como ha sido reportado (23-
25,32), en el citocromo ¢ nativo (Fig. 4.8 A) se observa que a medida que aumenta el
pH va desapareciendo la sefial de resonancia que indica la unién de la Met80 con el
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hierro (sefialada como 3 en la figura). Este cambio va acompafiado de una pérdida de
las sefales correspondientes a la forma “neutra” (sefialadas como 1) y una aparicién
de las correspondientes a la forma alcalina (sefialadas como 2).

En la figura 4.8 B y C se ve la titulacion de las dos especies de citocromo mono-
nitradas. Las dos especies muestran las mismas especies involucradas en la
transicion alcalina que el citocromo c nativo, con la desaparicion y aparicion de
sefiales resonantes en la misma posicién. Sin embargo, el pH al cual esos cambios
ocurren si cambia, y se observa una pequefia disminucion en el valor de pKa para la
transicion alcalina en el NO,-Y97-citocromo ¢ (Fig. 4.8 B), y una marcada disminucién
para el NO,-Y74-citocromo ¢, en el que ya a pH neutro se ve que la sefal
correspondiente a la Met80 en muy baja comparadas con las correspondientes a los
metilos 3y 8 (Fig. 4.8 C).

A

1167

1l ._ﬂl L
953 A UMaA '»'J;

ild
| " b
B.94 - U _,__.J' Jluvu"l"l‘.'l |

l
8.33 HJIJ\__JJ'ML,J»‘L'I}] .

Figura 4.8. Titulacién por pH de los nito-citocromo ¢ seguida por NMR 'H. Se
realizaron espectros de NMR paramagnética "H del citocromo ¢ nativo (A), NO,-Y97 (B) y
NO,-Y74 (C) a distintos valores de pH. Los espectros fueron tomados a 35° C en buffer
fosfato 100 mM preparado en 100% de D,O.
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Los valores de pKa para la transicion alcalina se calcularon tanto por la desaparicion
de la sefial de la Met80, como por la desaparicion de la sefial de los metilos 8y 3 en la
posicion en la que se encuentran en la forma neutra del citocromo. Se muestra como
ejemplo el ajuste de la desaparicion de la sefial del metilo 3 de la forma neutra para el
citocromo NO,-Y74 (Fig. 4.9).
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Figura 4.9. Ajuste de la titulacion por pH de los nito-
citocromo c¢ seguida por NMR. Se muestra como
ejemplo el ajuste segun la altura de la sefial del metilo 3
en la forma neutra (metilo A3) en funcién del pH para el
citocromo NO,-Y74. Los graficos fueron ajustados a una
funcién sigmoidea.

Los valores de pKa para la transicion alcalina también fueron determinados
espectrofotométricamente (179). Para esto se realiz6 una titulacion de la banda a 695
nm a distintos valores de pH entre 5 y 12 (Fig. 4.10). El experimento completo se
muestra como ejemplo para el citocromo ¢ nativo recombinante en la figura 4.14 A
donde se muestran los espectros centrados en 695 nm para el citocromo 200 uM. En
los distintos registros se puede ver como se va perdiendo la banda de a medida que
va subiendo el pH. Para calcular los valores de pKa se determina para cada valor de
pH la altura de la banda a 695 nm y se grafican en funcién del pH. Los graficos para
los citocromos nativo comercial, NO2-Y74 y NO,-Y97 se muestran en la figura 4.10.
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Figura 4.10. Titulacidon por pH de los nito-citocromo ¢ seguida
por absorcién a 695 nm. Se realizaron espectros de absorcion del
citocromo ¢ (500 uM) nativo comercial (™), NO,-Y97 (o) y NO,-Y74
(4A) a distintos valores de pH y se graficé la absorbancia a 695 nm
en funcion del pH. Los graficos fueron ajustados a una funcién
sigmoidea.

El citocromo ¢ comercial mostré un valor de pH de 9,4 = 0,1 unidades, que es
consistente con los valores previamente reportados, que van entre 8,9 y 9,5 unidades
de pH, dependiendo de la isoforma de citocromo, al fuerza i6nica y la temperatura (23-
29,32). Como se ve en la figura, por esta técnica también se comprobé que el valor de
pKa para el NO,-Y97-citocromo c es ligeramente inferior al del citocromo ¢ nativo, pero
el NO,-Y74-citocromo c presenta un valor de pKa 2 unidades menor.

Por dltimo se realizaron las medidas de determinacion de pKa a través de los
espectros de Raman Resonante. Todos los experimentos de resonancia Raman
fueron realizados en dos pasantias en el Departamento de Quimica Inorganica,
Analitica y Quimica Fisica del Instituto de Quimica Fisica de los Materiales, Medio
Ambiente y Energia (INQUIMAE), Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires en colaboracion con el laboratorio del Dr. Daniel

Murgida.
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Como los citocromos presentan diferencias en su espectro Raman cuando se
encuentran en una conformacién neutra, a los que se encuentran en la forma alcalina
(Fig. 4.11 A), puede calcularse a cada pH cual es la proporcion de cada una de las dos
especies. Los valores de pKa se determinan calculando para cada pH la proporcién de
citocromo en forma alcalina y graficAndolo en funcion del pH (Fig. 4.11 B). Estos
experimentos se realizaron siguiendo tanto la banda de Soret del citocromo (que se
muestra en la figura 4.11) a 413 nm, como siguiendo la regién a 458 nm, donde
ademas del citocromo absorbe la nitro-tirosina, obteniéndose en ambos casos
medidas de pKa consistentes.
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Figura 4.11. Titulacién por pH de los nito-citocromo c seguida por resonancia Raman a 413
nm. (A) Representacion de las sefiales del citocromo ¢ a pH neutro (rojo) y a pH alcalino (azul).
Como ejemplo, en los distintos paneles se ven en negro las sefiales medidas para el citocromo NO,-
Y74 y el porcentaje de coincidencia con el espectro neutro, y con el espectro alcalino. Se observa
gue a pH 7,3 ya hay una gran proporcién del citocromo en forma alcalina. (B) Ajuste de la proporcion
de fraccion alcalina en cada punto en funcién del pH. Los gréficos fueron ajustados a una funcion
sigmoidea.
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Los resultados de los valores de pKa calculados por las tres técnicas son consistentes
entre si y se resumen en la tabla 4.2. Los valores de pKa de la transicion alcalina de
los mono-nitrados se comparan con el del citocromo ¢ comercial debido a que fueron
nitrados a partir de este citocromo.

pKa
Muestra NMR Absorbanciaa Espectroscopia
695 nm Raman
Nativo comercial 93+0,1 94+01 94+01
NO:-Y74 7,2%0,1 7,3%0,1 72%0,1
NO,-Y97 8,6+0,2 8,7+0,2 9,401

Taba 4.2. Valores de pKa de transicion alcalina para los citocromos mono-
nitrados medidos por 3 técnica diferentes.

Estas diferencias en los valores de pKa provocan importantes cambios en la
conformacion del citocromo ¢ a pH neutro, que quedan en manifiesto en los espectros
de NMR (Fig. 4.8). Estas diferencias estan de acuerdo con la actividad peroxidasa de
estas especies, ya que se vio que el NO,-Y97 citocromo ¢, que tiene una pequefa
disminucion en el valor de pKa, tiene un aumento moderado en la actividad peroxidasa
del citocromo, mientras que la especie NO,-Y74, que tiene un valor de pKa mucho
mas bajo que el nativo, también presenta una actividad peroxidasa mucho mayor
(64,125).

También se pudo comprobar que en los citocromos mono-nitrados, en los cuales el
enlace Met80-Fe esta parcialmente desplegado, la sexta posicion de coordinacién no
permanece libre, sino que es remplazado por otro residuo, ya que no se ve apariciéon
de formas de alto espin en estos citocromos nitrados (Fig. 4.8). Esto es diferente a lo
gue ocurre con el mutante MB0A, que al perder la sexta posicién de coordinacion,
presenta una poblacién de moléculas de citocromo ¢ cuyo hierro no tiene la sexta
posicién de coordinacion coordinando con moléculas organicas (Fig. 4.5 y Fig. 4.21)
(179). Este hecho puede explicar las diferencias en las actividades y propiedades
fisico-quimicas de los citocromos, ya que en ninguna de las especies mono-nitradas el
hemo queda tan expuesto como en el mutante M80A.
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4.2.2. Determinacion de pKa de la transicién alcalina de los citocromos mutantes

Los valores de pKa también fueron determinados para cada una de las mutantes de
tirosina por fenilalanina (179).

Como se realizé para los citocromo ¢ nitrados, se realizaron espectros de *H NMR a
distintos pH. Los espectros de NMR muestran que la estructura en el entorno del
grupo hemo del citocromo nativo recombinante y de los mutantes Y48F, Y74F y Y97F
son similares a las del citocromo ¢ nativo comercial, tanto en la forma neutra como en

la forma alcalina (Fig. 4.12).
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Figura 4.12. Espectros de *H NMR de los citocromos ¢ Y48F, Y74F e Y97F a distintos
pH. Titulacién por pH de los citocromos ¢ recombinantes (A) nativo; (B) Y48F; (C) Y74F; y (D)
Y97F. Todos los espectros fueron adquiridos a 35° C en huffer fosfato 100 mM preparado en
D,0.

Los valores de pKa para estos simples mutantes tampoco presenta variaciones
significativas con respecto al del citocromo ¢ nativo, encontrandose en el orden de 9,1
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— 8,6 unidades de pH (los ajustes no se muestran, pero se hicieron de forma analoga a
como se mostro para los citocromos mono-nitrados).

En el caso del mutante Y67F (Fig. 4.13 A) el espectro de NMR muestra diferencias en
la forma neutra con respecto al citocromo c nativo (Figura 4.13 B). Cabe recordar que
la Tyr67 es la que se encuentra mas préoxima al grupo hemo, y en una ubicaciéon capaz
de interaccionar con el residuo de Met80.

Los espectros a distintos pH (Fig. 4.13 A) muestran que la transicion alcalina no fue
completada aun a pH 11, indicando un valor de pKa muy superior al del citocromo ¢

nativo.
A
pD
11.03
[ = R S, SE—
813 — Figura 4.13. Espectros de 'H NMR del
citocromo ¢ Y67F a distintos pH. (A)
Titulacién por pH del citocromo ¢ Y67F.
712 —/ (B) Espectro de NMR del citocromo ¢
' nativo a pD 7.1. Los espectros fueron
B adquiridos a 35° C en buffer fosfato 100

‘ ; ; ; ‘ ‘ mM preparado en D,0.

Tal como se hizo para los citocromos mono-nitrados, el valor de transicion alcalina
también fue calculado siguiendo la desaparicion de la banda a 695 nm (179). En el
panel A de la figura 4.14 se muestran los espectros centrados en 695 nm del
citocromo ¢ nativo recombinante, que muestra la disminucién de la absorcién al subir
el pH. En el panel B se muestra el ajuste de la intensidad de la banda en funcién del
pH.

También se muestra el ajuste de un experimento analogo para cada uno de los
citocromo ¢ mutantes en tirosina (Fig. 4.14 C-F).
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Figura 4.14. Titulacién por pH de los citocromos mutantes seguida por absorcién
a 695 nm. Se realizaron espectros de absorcién del citocromo ¢ (500 mM) nativo
recombinante a distintos pH (A). La altura de la banda se graficé en funcidn del pH para
los citocromos nativo recombinante (B), Y48F (C), Y67F (D); Y74F (E), Y97F (F). Los
graficos fueron ajustados a una funcién sigmoidea.
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Los valores de pKa calculados son comparables a los que se calcularon por NMR, en
donde se destaca que el mutante Y67F no es capaz de realizar la transicion alcalina
aun a altos valores de pH. Para la misma mutacion en citocromo ¢ de rata que habia
observado el mismo efecto, obteniéndose un valor de 10,7 unidades de pH para la
transicion alcalina (180). Estos resultados son consistentes con la importante
interaccion entre la Met80 y la Tyr67, que fue demostrada en otro trabajo en el que la
Tyr67 del citocromo c de levadura era sustituida por fenilanaina observandose un
movimiento de la cadena lateral de la Met80 en 0,7 A, probablemente debido a la
incorporacion de una nueva molécula de agua en la regién que ocupaba la Tyr67,
sustituyendo el puente de hidrogeno formado por estos dos residuos (Met80-Tyr67)
por un nuevo puente entre la Met80 y el agua (30). Ademas demostraron que la
exposicion el grupo hemo en el mutante Y67F era menor que en el citocromo nativo
(30). En ese mismo trabajo también postularon que el puente de hidrégeno que se
forma en la proteina nativa entre una molécula de agua con la Tyr67 es esencial para
la flexibilidad del segmento de cadena polipeptidica cercano a este residuo (30).

El residuo de Tyr67 también ha mostrado ser fundamental para la estabilizacion de la
estructura que se forma a bajos valores de pH en el citocromo ¢ de levadura (181).

Como confirmacion, al citocromo que presenté mayor variacion en el valor del pKa se
le estudié el mismo parametro por espectroscopia de resonancia Raman (Fig. 4.15).
Por este método también se confirmd un valor de pKa para este mutante mayor a 11
unidades.
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Figura 4.15. Titulaciéon por pH el citocromo ¢ nativo e Y67F
seguida por resonancia Raman. Ajuste de la proporcion de
fraccion alcalina en cada punto en funcion del pH. Los graficos
fueron ajustados a una funcién sigmoidea.
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Los datos de los mutantes calculados por dos o las técnicas se resumen en la tabla
4.3.

pKa
Muestra NMR Absorbanciaa Espectroscopia
695 nm Raman

Nativo recombinante 91+0/1 88+0,2 91+0,1
Y48F 8,6+0,2 85+0,2 -

Y67F >11 >10,5 11,2+ 0,1
YT74F 8,7+0,2 8,603 -

YO7F 8,603 9,0+0,3 -

Taba 4.3. Valores de pKa de transicién alcalina para los citocromos mutantes
medidos por 2 o 3 técnica diferentes.

4.2.3. Espectroscopia de dicroismo circular

Las formas de citocromo ¢ modificadas que mostraron tener afectado en mayor su
valor de transicion alcalinas fueron analizados por espectroscopia de dicroismo
circular, para estudiar mejor su estructura tridimensional (179).

El citocromo ¢ nativo a pH neutro mostré su caracteristico efecto Cotton a 410 nm
(182,183), que corresponde con la banda mayoritaria de Soret en el espectro de
absorcion (Fig. 4.16 A). A pH alcalino, pH 11, el espectro muestra una banda positiva
centrada a 405 nm, que refleja la estructura tridimensional que adquiere el citocromo a
estos valores de pH.

En el caso del NO,-Y74 citocromo c, este cambio empieza a ser notable ya a pH 9
(Fig. 4.16 B), mostrando que el citocromo adquiere una conformaciéon similar a la
alcalina a menores valores de pH, de acuerdo con la disminucion en el valor de pKa de
la transicién alcalina para este citocromo c¢ nitrado.
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Los espectros de dicroismo circular del mutante Y67F recolectados a pH 7 y 11
mostraron ser muy similares, sin la aparicion de la banda centrada a 405 nm que
refleja la aparicion del citocromo en la conformacién que adquiere el nativo a valores
alcalinos de pH (Fig. 4.16 C). Otra vez, este resultado esta de acuerdo con el valor de
pKa encontrado para este mutante, el cual muestra que no existe un gran cambio
conformacional aun a pH 11.

4.2.4. Titulacion por pH del mutante M80OA

Para la mutante a la que le sacamos la sexta posicion de coordinacién del hemo,
MB8O0A, también realizamos una titulacién por pH.

El resultado esperado es muy distinto al observado para los otros mutantes, ya que ya
habiamos visto que presenta una estructura cerca al grupo hemo muy diferente a la
del citocromo c¢ nativo, con una serie de conformaciones de bajo y alto espin (Fig. 4.5)
a valores de pH cercanos a 7.

En este experimento vimos que estas dos conformaciones de alto y bajo espin son
inter-convertibles entre si a medida que variamos el rango de pH (Fig. 4.17). Estas
transiciones son analogas a las que fueron reportadas para el citocromo ¢ M80A de
levadura, pero con un cambio en el valor de pKa de transicion (184).

T=25°C T=35°C
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Figura 4.17. Titulacién por pH de citocromo M80A seguida por *H NMR. Los espectros fueron
adquiridos a valores de pH entre 5,16 y 9,25, a 25 y 35° C en buffer fosfato 100 mM preparado en
D,0.
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4.2.5. Determinacidn de los valores de potencial de reduccidn estandar

De los distintos mutantes de tirosina por fenilamina no hay ningun reporte del valor de
potencial redox, a excepcion del mutante Y67F, del que fue calculado el potencial
redox para la isoforma de rata y levadura (180,181). Para los citocromo ¢ nitrados
tampoco fue determinado el potencial redox, aunque se sabe que estos citocromos
son menos eficaces en transportar electrones por la cadena respiratoria (64,126). En
esta seccidn determinaremos los valores de potencial redox de los distintos citocromos
para identificar su capacidad de transportar electrones por la cadena respiratoria.

En este trabajo, a cada una de las formas mutadas y mono-nitradas de los citocromos
se les realizd una caracterizacion electroquimica, determinando su valor de potencial
de reduccién estandar (E° por distintas técnicas. Estos experimentos fueron
realizados en una pasantia en la Universidad de Buenos Aires, en el laboratorio del Dr.
Daniel Murgida.

Los E° de las distintas formas del citocromo fueron determinadas tanto en estado
absorbido como en solucién mediante voltametria ciclica, y espectroscopio Raman
amplificada en superficies (SERRS, del inglés: surface-enhanced resonance Raman
scattering).

Para el calculo del valor de potencial por voltametria ciclica se realizaron voltagramas
a diferentes velocidades de barrido, que para todos los mutantes adsorbidos a
monocapas autoensambladas de alcanotioles. Estos experimentos se realizan
variando el potencial que se le aplica a la proteina entre 400 y - 400 mV, y registrando
la intensidad del sistema electroquimico, para la proteina absorbida al electrodo de
trabajo. A medida que disminuye el potencial (cuando se pasa de 400 a - 400 mV) la
proteina se reduce, mostrando un pico de reduccion, y al invertir el potencial (de -
400 a 400 mV) se observa el pico de oxidacién. Este proceso de transferencia de
electrones mostro ser reversible para todas las proteinas estudiadas, ya que la
intensidad del pico de oxidacion y de reduccién es la misma, y la posicion de ambos
picos no cambio al variar la velocidad de barrido. En la figura 4.18 A se muestra un
voltagrama tipico para distintas velocidades de barrido (en esta oportunidad se eligi6 el
mutante Y74F como ejemplo, pero todos son similares, con pequefias diferencias en
las posiciones de los picos catiénicos y anibénicos, que determinan la diferencia en el
valor de potencial redox).

Para el célculo del valor de potencial por voltametria ciclica también se realizaron
voltagramas a diferentes velocidades de barrido, pero utilizando electrodos de oro
recubierto de monocapas de C5-CH,OH, que para todos los mutantes presentan la
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forma tipica de las especies electroactivas en solucion. Como ejemplo, en la figura
4.18 B se muestran los voltagramas del cuadruple mutante de tirosina por fanilalanina.
Todos los mutantes mostraron voltagramas similares, con diferencias en las
posiciones de los picos cationicos y anidnicos. Para el mutante M80A fue imposible
realizar la determinacién del potencial redox por esta técnica ya que los voltagramas
no daban la forma esperada.

En ambos casos el valor del potencial redox (E°) se obtiene como el promedio del
potencial de los picos catodicos y anidnicos.
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Figura 4.18. Voltagramas ciclicos a distintas velocidades de barrido para (A) el citocromo Y74F
(como ejemplo) adsorbidos sobre monocapas auto-ensambladas mixtas 1:1 de C10-COOH:C10-
CH,OH o (B) para el citocromo cuadruple mutante en tirosinas (también como ejemplo) en solucién
empleando electrodos de oro policristalino recubierto de monocapas autoensambladas de C5-CH,OH.

Para la determinacién del valor de E° por SERRS se realizaron espectros para
distintos valores de potencial, en los cuales se determiné las concentraciones relativas
de especies oxidadas y reducidas. En la figura 4.19 A se muestran los espectros
oxidados y reducidos para el mutante Y48F (como ejemplo). El potencial redox se
determina mediante un grafico linealizado de Nerts, utilizando la relacion entre las
intensidades de las especies reducidas y oxidadas para cada potencial (Fig. 4.19 B).
El potencial de reduccion estandar se calcula como la ordenada en el origen del
grafico del potencial en funcién del logaritmo en base 10 de la intensidad de la forma
reducida, sobre la intensidad de la oxidada (ver ecuacién inserta en la figura 4.19 B).
Por esta técnica tampoco fue posible determinar el potencial redox del mutante M80A,
debido a que la determinacién se hace excitando con un laser a 514 nm, y ya
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habiamos determinado que este mutante no se reduce dando el pico de absorbancia a
esta longitud de onda (ver Fig. 4.3 y 4.6).
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Figura 4.19. Determinacion del potencial de reducciéon estandar por Resonancia Raman. (A)
Espectros de las formas oxidadas y reducidas del citocromo Y48F (como ejemplo). (B) Linealizacion
de Nerts para el mismo mutante.

Los datos obtenidos por todas las técnicas, referidos al electrodo de Ag/AgCl,, se
resumen en la tabla 4.4.

EO

Muestra SERRS  CVensolucion CV adsorbidas
Nativo 15+ 2 49 + 13 42
Y48F 1842 55+ 6 18+ 8
Y67F -34 42 16 + 1 -38 + 13
Y74F 19+ 1 31+£18 -28 + 10
YO7F 141 58 + 12 9+ 14
M8OA N.D. N.D. -333 13
NO,-Y74 44 +2 9+3 41 +4
NO,-Y97 67 +2 7+9 3246

Taba 4.4. Valores de potencial redox para 3 técnicas diferentes.
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Los valores de potenciales obtenidos de los experimentos de voltametria ciclica en
solucién son confiables, es el método con el que se suelen reportar los potenciales de
reduccion ya que dependen Unicamente de las propiedades de las proteinas
estudiadas, y seran nuestra referencia. Todos los valores de potencial en este informe
son referidos al electrodo de referencia de Ag/AgCl, hay que sumarle 223 mV para
referirlos al electrodo normal de hidrégeno.

Cabe destacar que el citocromo c nativo recombinante se comporta igual al comercial,
presentando el mismo valor de E° por las tres técnicas utilizadas.

Los valores del potencial redox para el mutante Y67F son entre 40 y 50 mV mas
negativo que para el citocromo nativo, para cualquiera de las técnicas empleadas.
Estos datos son consistentes con lo que ya ha sido observado para el mutante Y67F
de citocromo de rata, que presenta un corrimiento de 35 mV respecto al citocromo ¢
nativo (180), y para el mismo mutante para el citocromo de levadura, que muestra un
corrimiento de aproximadamente 50 mV (181). Estas diferencias podrian atribuirse a
un entorno del hemo ligeramente mas accesible al solvente, que estabiliza la forma
reducida y por tanto disminuye el potencial de reduccién estandar. También parece
haber un cierto corrimiento para la Y74F, aunque este Gltimo esta casi dentro del error
experimental.

Con respecto a los citocromos mono-nitrados también se vio que la nitracion de la
proteina la lleva a valores de potencial mas negativos, otra vez consistente con un
entorno del hemo mas accesible. En este caso, la nitracién en la posicion Tyr74 no
mostré grandes diferencias con la nitracion en la posicién Tyr97.

Las técnicas con la proteina adsorbida podrian tener una relevancia mayor en relacion
a la fraccion de citocromo ¢ que se encuentra unido a la membrana, pero su
interpretacion es mucho mas compleja y relativa, ya que las medidas observadas
dependen no solo de las propiedades de las proteinas sino también de la forma en las
gue estas se adsorben al electrodo.

Los valores de potencial obtenidos por espectroscopia Raman muestran que los
valores de potencial redox para el citocromo adsorbido en estas monocapas son todos
mas negativos, pero los resultados mostraron que todos los citocromos mutantes y
nitrados no tiene alterada la coordinacién del grupo hemo, a ningan valor de potencial,
excepto el mutante M80A, que ya habiamos visto que se encontraba en dos
conformaciones, una de ellas penta-coordinada con moléculas organicas.
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Los resultados de voltametria ciclica de los citocromos adsorbidos son los mas dificiles
de interpretar aun ya que, ademas de la conformacion de pegado de la proteina a la
monocapa, también dependen de la cinética de transferencia electronica, pero nos
ayuddé a verificar que el mutante M80A tiene un potencial de reduccion estandar
mucho mas negativo que el resto de los mutantes.
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< Conclusiones parciales: 4.2. Determinacién de valores de pKa para
transicion alcalinay potencial de reduccion estandar

Las variaciones en el entorno del hemo generan importantes variaciones en la
estructura y propiedades fisico-quimicas del citocromo c. Esto qued6 muy en
manifiesto con el estudio del mutante M80A, que al faltarle la sexta posicion de
coordinacion se encuentra en un equilibrio entre un citocromo con un hemo hexa-
coodinado con otros residuos de la proteina, y una forma penta-coordinada, en la cual
el hemo este probablemente coordinando con una molécula de agua. Estos cambios
generan importantes consecuencias en las actividades/funciones del citocromo c, ya
gue no se ve la formacion de las mismas especies al aumentar el pH, aumenta
significativamente su actividad peroxidasa, aumenta la susceptibilidad a moléculas
como el H,O,, y lleva su potencial de reduccion estandar a valores muy negativos,
gue, debido a los potenciales de los complejos Il y IV de la cadena respiratoria, lo

convierte en un citocromo incapaz de actuar como transportador de electrones.

Otros cambios en el citocromo c llevan a cambios estructurales no tan marcados, pero
gue pueden también tener importantes repercusiones en las actividades o funciones
de estos citocromos. En esta linea hicimos una importante caracterizacion de distintos
citocromos mutantes en las tirosinas o mono-nitrados en los residuos de Tyr74 y
Tyr97.

La estructura de la forma alcalina del citocromo ¢ de levadura (con la mutacion K79A)
ha sido previamente determinada por espectroscopia NMR (23) observandose que era
muy similar a la del citocromo ¢ nativo, excepto por una region comprendida entre los
residuos de Asn70 a lle85, conocido como Q-loop (23,185) (Fig. 4.20).

Entre los residuos comprendidos en el Q-loop se encuentra la Tyr74, que en este
trabajo demostramos que, cuando es nitrada, disminuye el valor del pKa de la
transicion alcalina en 2 unidades, promoviendo la ruptura del enlace Met80-Fe. Este
efecto es especifico de la nitracion de este residuo, ya que la nitracion de la Tyr97, que
estd a la misma distancia que el hemo, pero en el lado opuesto del Q-loop (186), no
afecta en esa magnitud el valor del pKa. Proponemos que la nitracion en la Tyr74
genera, por si misma, una desestabilizacién del Q-loop que promueve la ruptura del
enlace entre el hemo y la Met80, que es otro aminoacido que también se encuentra en
el Q-loop. Otros cambios en ese residuo aminoacidico (Tyr74), como la sustitucién por
fenilalanina no tiene impacto en la coordinacién del hemo a pH fisioldgico.
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Q-loop:
Tyr74
Met80

Figura 4.20. Comparacion de estructuras a pH neutro y alcalino. Se
muestra la representacion del citocromo ¢ de caballo a pH 7, neutro (celeste-
azul) y del citocromo c¢ de levadura a pH 11, alcalino (magenta-rojo). En
punteado se resalta el Q-loop, en el que se destacan los residuos de Tyr74 y
de Met80.

El efecto de la nitracién en la Tyr74 sobre el pKa de la transicién alcalina esta de
acuerdo con el aumento de la actividad peroxidasa que se observa para esa especie
mono-nitrada, y proponemos que genera una desprotonacién en la tirosina, que
promueve el intercambio del ligando axial Met80 por una lisina (176).

Una vez determinados todos los pKa nos preguntamos, en primer lugar, como la
nitracion en un residuo expuesto, como es la Tyr74, puede causar un impacto tan alto
en la coordinacion del hemo. Observando la estructura del citocromo c, y teniendo en
cuenta el resultado obtenido para el mutante Y67F (pKa >11) propusimos un
mecanismo por el cual el grupo nitro en la Tyr74 interaccionaria con la cadena lateral
del Glu66, y su aminoacido posterior, la Tyr67 genera un puente de hidrégeno con la
Met80, generando asi la coneccion entre la nitracién de la tirosina y la coordinacion del
hierro (Fig 4.21) (179).
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Figura 4.21. Mecanismo propuesto para la ruptura del enlace Met80-Fe
por la nitracion de la Tyr74.

Para verificar o reflutar esta hipotesis planteamos purificar formas mono-nitradas en la
Tyr74 del mutante Y67F, para después poder medirles el valor de pKa para la
transicion alcalina y ver si, en ausencia de la Tyr67, la nitracion en la Tyr74 puede
disminuir el valor de pKa de la transicion alcalina. En la misma linea generamos,
expresamos, purificamos y validamos un mutante sin Glu66, para también nitrarlo en la
Tyr74 y evaluar el rol de este aminoacido en el cambo conformacional generado
cuando se nitra la Tyr74. Estos experimentos no pudieron ser terminados aln, pero se
muestra un avance del mutante construido en el anexo 1.

Este mecanismo propuesto también explicaria porque el efecto es especifico para la
nitracion de la tirosina (y no se observa cuando la sustituimos por fenilalanina), ya que
el cambio en el grupo hemo estaria originado por la formacion de un nuevo puente de
hidrégeno entre el Glu66 y el grupo nitro incorporado a la tirosina.

Ademas, tal como observamos en el espectro de absorcion y en las medidas de
distintas actividades de esta forma mono-nitrada realizadas en este trabajo y en
trabajos anteriores, esta nitracion tiene una importante relevancia fisiolégica, ya que a
pH neutro presenta una variacion muy marcada respecto al citocromo salvaje, dejando
al citocromo en un estado mas desplegado con una mayor exposicion del grupo hemo.

69



Tesis de Doctorado en Biologia. Mag. Verdnica Tértora

Sin embargo, cuando trabajamos con el mutante Y67F, no vimos cambios en los
espectros de absorbancia, ni en las distintas actividades ensayadas a pH neutro. Esto
se debe a que este mutante es estructuralmente similar al nativo en confomacion
neutra, sin ninguna perturbacién en su grupo hemo. Sin embargo este residuo de
Tyr67 mostro ser fundamental cuando se necesita alterar la estructura del citocromo c,
para que adquiera nueva funciones, explicando el alto grado de conservacion que
presenta este residuo (19).

Las modificaciones en las tirosinas, ya sean por nitracion o sustitucion de sus
aminoacidos constituyentes por otros, también llevan a alteraciones en el potencial
redox del citocromo c. Estos cambios en el potencial redox probablemente se deban a
modificaciones en el entorno del hemo, que pueden llevar a estabilizar o desestabilizar
las formas oxidadas o reducidas de los citocromos. Cabe destacar que los citocromos
que muestran mayor deviacion en su valor de potencial redox son los que mostraron
mayor cambio estructural, o sea los citocromos mono-nitrados y el mutante Y67F
(Tabla 4.4y Fig. 4.22).

Sin embrago estos cambios no serian de mayor importancia ya que todos son
menores a los que se dan estre los complejos de la cadena respiratoria, por lo que
cualquiera de ellos dejarian al citocromo c situado en la mismo posicidon entre los
complejos de la cadena respiratoria, si los ordenamos segun su valor de potencial
redox (Fig. 4.22). Por tanto, basado Unicamente en su potencial redox, todos estos
citocromos modificados serian capaces de transportar electrones por la cadena
respiratoria. Trabajos previos de nuestro grupo habia observado que los nitro-
citocromos ¢ eran menos eficientes en promover la respiracion de mitoplastos (126),
pero esta incapacidad no puede ser explicada solamente por su cambio en el valor de
potencial redox.

El mutante M80A, sin embargo, cambia su potencial a una mucho mas negativo,
siendo incapaz de transferir electrones (Fig. 4.22), ya que por este valor de potencial
es termodinamicamente incapaz de aceptar electrones del comlejo Il de la cadena
respiratoria.
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Figura 4.22. Esquema de los valores de potencial redox. Se esquematiza los potenciales de
reduccion redox referidos al electrodo normal de hidrégeno de los complejos Il y IV de la cadena
respiratoria, asi como de los distintos citocromos nativo, mutantes en tirosina, en la Met80 y mono
nitrados en las tirosinas Tyr74 y Tyr97. Como se muestra en la flecha verde el mutante M80A es el Unico
gue se sale de la ubicacién que tenia entre los complejos Il y IV.
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4.3. Estudio de los mecanismos de nitracion y polimerizacion
inducidos por peroxinitrito

Los mecanismos moleculares que llevan a la nitracién y polimerizacion del citocromo ¢
por el tratamiento con ONOO™ no han sido determinados aun. En esta seccidon nos
propusimos conocer un poco mas del rol de cada una de las tirosinas en estos
mecanismos mediante la nitracion con bolos de ONOO".

4.3.1. Nitracion inducida por peroxinitrito

Con el fin de elucidar el rol de cada una de las tirosinas en la nitracion del citocromo ¢
mediada por ONOO", expusimos a cada uno de los mutantes en tirosina del citocromo
¢ (100 uM) a bolos de 0 a 1 mM de ONOO' y los polimeros de citocromo ¢ fueron
separados en geles de acrilamida al 15% y transferidos a una membrana de nitro
celulosa, para el posterior revelado con un anticuerpo anti-nitrotirosina (Fig 4.23).

WT Y67F
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Figura 4.23. Nitracién del citocromo c¢ inducida por peroxinitrito. Citocromo ¢ (100 pM)
nativo o cada uno de los simples mutantes de tirosina Y48F (A), Y67F (B), Y74F (C), e Y97F (D)
fueron tratados con bolos de ONOO"™ (0 — 1 mM). Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢ son

separadas en un gel de poliacrilamida y western blot anti-nitrotirosina fueron realizados.
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Como se ve en los diferentes paneles de la figura 4.23 todas las tirosinas tienen un rol
en la nitracion del citocromo c¢ por bolos de altas concentraciones de ONOO’, como
gueda en evidencia por la menor nitracion (y menor formacion de polimeros nitrados)
gue se ve en cada uno de los simples mutantes de tirosina con relacion al citocromo ¢
nativo.

4.3.2. Polimerizacion inducida por peroxinitrito

Los polimeros del citocromo c fueros estudiados con el mismo procedimiento que se
uso para la nitracion, tratando al citocromo c con bolos de ONOO', pero revelando los
western blot con un anticuerpo anti citocromo c.

En cuanto a la polimerizacion, los mutantes en las tirosinas mas externas del
citocromo (Y74F e Y97F) muestran una polimerizacion comparable a la del citocromo ¢
nativo (Fig 4.24 C y D), tanto en ausencia como en presencia de ONOQ'". Sin embargo,
los mutantes en las tirosinas mas internas (Y48F e Y67F) muestran mucho menos
formacion de polimeros respecto al citocromo ¢ nativo (Fig 4.24 Ay B).

A WT Y4A8F B WT Y67F
ONOO " (uM) 0 50 100 250 500 1000 0 50 100 250 500 1000 ONOO' (M) 0 50 100 250 500 1000 0 50 100250 500 1000
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Figura 4.24. Polimerizacién del citocromo ¢ inducida por peroxinitrito. Citocromo ¢ (100 uM)
nativo o cada uno de los simples mutantes de tirosina Y48F (A), Y67F (B), Y74F (C), e Y97F (D)
fueron tratados con bolos de ONOO™ (0 — 1 mM). Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢ son

separadas en un gel de poliacrilamida y western blot anti citocromo c fueron realizados.
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Estos datos nos sorprendieron al sugerir que son las tirosinas mas internas la que
tienen mayor rol en la polimerizacion del citocromo c. Para verificar esto expresamos y
purificamos el doble mutante al que le sacamos las dos tirosinas mas externas:
Y74,97F. Después que verificamos estructural y bioquimicamente este mutante (ver
seccion 4.1) realizamos con él los mismos experimentos de nitracion y polimerizacion
(Fig. 4.25). Observamos que efectivamente este mutante es capaz de formar
agregados, en una cantidad casi comparable que el nativo, presentando una nitracién

similar a la de los demas mutantes.
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Figura 4.25. Nitracién y polimerizacién del citocromo ¢
Y74,97F inducida por peroxinitrito. Citocromo ¢ (100 puM)
nativo e Y74,97F fueron tratados con bolos de ONOO (0 — 1
mM). Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢ son
separadas en un gel de poliacrilamida y western blot anti-

nitrotirosina y anti-citocromo c fueron realizados.
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Otros dos experimentos fueron realizados como control. Uno fue la comparacion del
citocromo ¢ nativo recombinante en relaciéon al citocromo ¢ nativo comercial, que
mostraron iguales niveles de nitracion y polimerizacion (Fig. 4.26 A). El otro fue la
expresion y purificacion del cuadruple mutante, en el que todas las tirosinas fueron
sustituidas por fenilalanina. Tal como era de esperarse este mutante no es capaz de
polimerizarse ni de nitrarse (Fig. 4.26 B).
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Figura 4.26. Nitracidon y polimerizacion del citocromo ¢ recombinante, comercial y
cuadruple mutante en tirosinas inducida por peroxinitrito. Citocromo ¢ (100 uM) nativo
recombinante y comercial (A) o cuadruple mutante de tirosinas por fenilalanina (B) fueron
tratados con bolos de ONOO™ (0 — 1 mM). Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢ son
separadas en un gel de poliacrilamida y western blot anti nitrotirosina y anti citocromo c¢

fueron realizados.
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< Conclusiones parciales: 4.3. Estudio de los mecanismos de
nitracion y polimerizacién inducidos por peroxinitrito

Estos resultados, junto con los resultados obtenidos en la seccion 4.2, muestran que el
citocromo c se encuentra en equilibrio entre una conformacion “nativa” a una
conformacion “parcialmente desplegada”. Esta conformacion parcialmente desplegada
deja a las tirosinas inicialmente mas internas mas expuestas al solvente, y disponibles
para reaccionar con otros compuestos, como puede ser otro aminoacido del mismo
citocromo para dar lugar a su polimerizacion.

En ausencia de un oxidante, a pH fisiolégico, solo un 16% de las moléculas de
citocromo ¢ se encuentran en un estado parcialmente desplegado, con sus residuos
de Tyrd8 y Tyr67 mas expuestos. Sin embargo, en presencia de ONOO’, aln en bajas
concentraciones, se produce en primer lugar la nitracion de las tirosinas mas externas
(125); llevando a importantes cambios en la conformacion del citocromo c. Como ya
vimos en la seccién 4.2.2 la nitracion sitio especifica en la Tyr74 lleva a una baja de 2
unidades en el pKa de la transicion alcalina, dejando a un 50% de las moléculas de
citocromo c en la conformacién mas desplegada y favoreciendo la interaccion de las
tirosinas mas internas con moléculas tales como el ONOO', y de esta forma permite la
polimerizacion a través de las tirosinas mas internas, tal como observamos por el
tratamiento con ONOO'.

Proponemos un mecanismo (Fig. 4.27) por el cual el ONOO’ reacciona en un primer
paso con las tirosinas mas externas, nitrandolas y provocando un pasaje del citocromo
a una forma mas desplegada que deja mas expuestas las Tyr48 y Tyr67. De esta
manera, en un segundo paso, una nueva molécula de ONOO™ puede reaccionar con
estas tirosinas dando lugar a la formacién de un nuevo radical tirosilo, que en una
tercera etapa puede reaccionar con el radical tirosilo de otra molécula de citocromo
promoviendo su polimerizacion.
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Figura 4.27. Esquema del mecanismo de polimerizacién del citocromo c inducida por
peroxinitrito. En un primer paso el ONOO" induce la nitracién del citocromo c en las
tirosinas mas externas generando NO,Y74 y NO,Y97. Esta nitracién, en especial en la
Tyr74 genera un cambio conformacional que deja las Tyr48 y Tyr67 mas expuestas al
solvente (representadas como Tyr resaltadas en verde). Estas tirosinas mas expuestas
guedan més accesibles para que, en un segundo paso, otra molécula de ONOO" reaccione
con ellas para dar lugar a la formacion de radical tirosilo (representadas como *Tyr
resaltadas en amarillo). Finalmente, dos o mas citocromos con estos radicales tirosilo
formados pueden reaccionar entre si para dar lugar a la formacién de polimeros de

citocromo c.
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4.4. Estudio de los mecanismos de nitracién y polimerizacién
inducidos por peroxido de hidrégeno mas 6xido nitrico o nitrito

Si bien los sitios de nitracion preferenciales por un mecanismo que involucre la
actividad peroxidasa del citocromo ¢ no han sido determinados hasta el momento nos
propusimos tener una primera aproximacion al mecanismo de formacién de radicales
tirosilo cuando este mecanismo esta operando mediante el estudio de la nitracion y la
polimerizacién de cada uno de los mutantes del citocromo expuesto a flujos de H,O,,
mas NO, u ‘NO.

4.4.1. Nitracion inducida por H,O, més 6xido nitrico o nitrito

Para evaluar la nitracién del citocromo c inducida por un mecanismo tipo peroxidasa
todos los mutantes de tirosina por fenilalanina fueron expuestos a flujos de H,O, y
NO; (Fig. 4.28) o ‘NO (Fig. 4.29) tal como se describe en materiales y métodos, y se
realizaron experimentos de western blot anti-nitro tirosina, tal como se realizé para la
exposicién a ONOO'.

HO, - - - - - + + + + + + + + + +
NO, T T S I T U
WT Y48F Y67F Y74F YO7TF WT Y48F Y67F Y74F YO97F WT Y48F Y67F Y74F Y97F

Figura 4.28. Nitracién del citocromo c inducida por un mecanismo tipo
peroxidasa en presencia de nitrito. Citocromo c¢ (100 uM) nativo o cada uno
de los simples mutantes de tirosina fueron tratados con flujos de H,O, mas
NO,". Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢ son separadas en un gel de
poliacrilamida y western blot anti nitro-tirosina fueron realizados.
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HO, - - - - = + + + + + + + + + +

NO = = = = =+ + + + + - - = - -
WT YAEF Y ETFE Y VAR YOTEWT Y48F YETFE Y TAF YOTFWT YA48F YETF Y TAF YaTF

Figura 4.29. Nitracion del citocromo c inducida por un mecanismo tipo
peroxidasa en presencia de 6xido nitrico. Citocromo ¢ (100 uM) nativo o cada
uno de los simples mutantes de tirosina fueron tratados con flujos de H,O, mas
‘NO. Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢ son separadas en un gel de
poliacrilamida y western blot anti nitro-tirosina fueron realizados.

Tal como era de esperarse, ya que fueron corridos como control negativo, la
exposicion a flujos de H,O, Unicamente no genera nitracion del citocromo c, sin
embargo, en presencia de NO, o ‘NO la nitracibn empieza a ser evidente, siendo los
citocromos Y48F, Y67F y en un poco menor medida la Y97F las especies menos
nitradas.

4.4.2. Polimerizacion inducida por H.O, mas 6xido nitrico o nitrito

Cuando se evalla la polimerizacion del citocromo ¢ por la exposicion a los mismos
oxidantes (seguida por experimentos de western blot anti citocromo c, Fig. 4.30 y 4.31)
se observa que el H,O, por si mismo es capaz de inducir la polimerizacion del
citocromo c; pero la polimerizacién en los mutantes en las tirosinas mas internas Y48F
e Y67F es menor que el del citocromo ¢ nativo, 0 mutante en las tirosinas mas
externas Y74F e Y97F.
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HO, - - - - - 4+ + ++ + + + + + +
NO, - - - - - + + + + + - - - - -

WT Y48F Y67F Y74F YO7TF WT Y48F Y67F Y74F YO7TFWT Y48F Y67F Y74F YO7F
‘ )

Figura 4.30. Polimerizacion del citocromo c¢ inducida por un
mecanismo tipo peroxidasa en presencia de nitrito. Citocromo c¢ (100
uM) nativo o cada uno de los simples mutantes de tirosina fueron tratados
con flujos de H,O, mas NO,. Muestras conteniendo 2 mg de citocromo ¢
son separadas en un gel de poliacrilamida y western blot anti citocromo ¢

fueron realizados.

HO, - - - - = + ++ + + + + + + +
NO - = = = =+ +F+ F+ A+ - - - -

WT Y48F YBTF YT4F Y37F WT Y48F YETF Y74F YO7F WT Y48F YBTF Y74F YOTF

Figura 4.31. Polimerizacién del citocromo c¢ inducida por un
mecanismo tipo peroxidasa en presencia de 6xido nitrico. Citocromo ¢
(100 puM) nativo o cada uno de los simples mutantes de tirosina fueron
tratados con flujos de H,O, mas ‘NO. Muestras conteniendo 2 mg de
citocromo ¢ son separadas en un gel de poliacrilamida y western blot anti
citocromo c fueron realizados.
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<+ Conclusiones parciales: 4.4. Estudio de los mecanismos de
nitraciéon y polimerizacion inducidos por peroxido de hidrogeno mas
oxido nitrico o nitrito

El H,O, de hidrogeno por si mismo es capaz de inducir la polimerizacion del citocromo
c, siendo las tirosinas mas internas (Tyr48 y Tyr67) las principales implicadas en este
proceso. También hemos demostrado, en un trabajo en colaboracion con el Dr.
Valerian Kagan, que la formacion del radical Tyr67, inducido por peréxido de
hidrégeno, es fundamental para la oxidacion de la cardiolipina (19).

A diferencia de cuando tratamos el citocromo ¢ con ONOO’, cuando lo tratamos con
H.O, y NO, o0 H,O, y 'NO son también las tirosinas mas internas las que parecen
estan mayoritariamente implicadas tanto en la nitracion como en la polimerizacién del

citocromo.

Este hecho es consistente con que el H,O, reacciona en un mecanismo tipo
peroxidasa, que involucra al grupo hemo, por lo que resulta légico pensar que la
mayoria de los radicales tirosilos que se forman van a formarse en las tirosinas mas

cercanas al hemo.

En la nitracion del citocromo por este mecanismo también esta implicada la Tyr97, que
si bien estd mas lejana al grupo hemo estd muy expuesta al solvente, por lo que todo
radical tirosilo que pueda formarse en esta tirosina esta accesible para reaccionar con
el ‘'NO, o el ‘'NO que se encuentre en el medio.

Resta por ser determinado si estas nitraciones en las tirosinas internas se observan en
formas mono-nitradas, o di-nitradas con otras tirosinas como la Tyr97, y en esta linea
estamos realizando experimentos analogos a los que se realizaron con el citocromo ¢
tratado con ONOOQO™ (125), pero para el citocromo tratado con estos oxidantes.

Las distintas especies nitradas por estos oxidantes se separaron por HPLC y se
compar6 con el perfil de nitracién obtenido por ONOQO’, en el cual conseguimos estan
identificadas las especies nitradas (125) (Fig. 4.32).

Efectivamente obtuvimos resultados que son consistentes con los observados
mediante western blot.
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Cuando el citocromo se nitra por la exposicion a H,O, en presencia de NOy
observamos una importante nitracion localizada en la Tyr97 y una modificacion en el
patron de nitracion de especies di- y tri-nitradas, que involucran las tirosinas mas
internas del citocromo c (Fig. 4.32 linea roja).

Cuando se nitra por H,O, en presencia de ‘NO también se observa una nitracién en la
Tyr97, aunque de menor magnitud, y se incrementa la formacién de especies di- y tri-
nitradas (Fig. 4.32 linea azul).
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Figura 4.32. Perfil de nitracion del citocromo ¢ inducida por un mecanismo tipo
peroxidasa en presencia a H,O, en presencia de NO, o ‘NO. El citocromo ¢ es
nitrado por un flujo de H,O, mas NO, (linea roja) o ‘NO (linea azul) tal como se explica
en metodologia. 6 mg de muestra es separada en una columna preparativa de
intercambio catatonico por HPLC, y el patron de picos obtenidos se compara con el de la
nitracién del citocromo por ONOO-, del cual se conoce las especies presentes en cada
pico, que fueron descriptas en Batthyany et al, 2005, Biochemistry.

Ademas pudimos comprobar que los rendimientos de nitracion por la exposicion a
H.O, en presencia de NO, o ‘NO son bajos, al igual a lo que ocurre con la nitracién por
ONOQO:'. EIl citocromo que queda sin modificar sale con una diferencia de tiempo al
tratado con ONOQ', porque se encuentra en estado reducido, y no oxidado como sale
después del tratamiento con ONOO'.

Ademas resta saber el impacto de la nitracién de las tirosinas mas internas en las
actividades fisioldgicas del citocromo c. Hasta el momento esto no ha podido ser
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realizado debido a que no hemos podido obtener formas puras de citocromo mono-
nitrado en estas tirosinas, ya que el citocromo nitrado con ONOOQO", que es el que
tenemos caracterizado y con el que trabajamos en esta tesis, solo nitra estas tirosinas
cuando ya fueron nitradas las tirosinas mas externas, Tyr74 y Tyr97.

Si con este sistema de nitracion dependiente de H,O, se observan formas mono-
nitradas en las tirosinas mas internas es posible que podamos purificarlas y asi
determinar el efecto de la nitracion sitio especifica de estas tirosinas en las actividades
del citocromo c.

Alternativamente, estamos tratando de desarrollar un sistema de insercion co-
traduccional y sitio especifico de NO,Tyr, que una vez optimizados no va a permitir
sintetizar formas mono-nitradas de citocromo ¢ en cada una de sus tirosinas. Estos
resultados se muestran en la seccién 4.6.
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4.5. Impacto en las actividades bioldgicas del citocromo ¢

Como parte del Gltimo objetivo de esta tesis nos propusimos estudiar el impacto de las
distintas modificaciones que estudiamos en el transcurso de esta tesis sobre distintas
actividades del citocromo c: la transferencia de electrones en la cadena respiratoria
mitocondrial, y la activacion del apoptosoma.

45.1. Transferencia de electrones a través de la cadena de transporte

mitocondrial

Como ya habia sido determinado por nuestro grupo (64,126), la nitraciéon sitio
especifica del citocromo c, ya sea en las Tyr74 o Tyr97, genera una disminucion en la
capacidad de transportar electrones por la cadena respiratoria, que es mucho mas
pronunciada cuando se nitra la Tyr74, que solo deja un 55% de actividad respiratoria,
contra el 90% que se mantiene al nitrar la Tyr97 (64), tal como mostramos en la figura
1.6. Esta menor capacidad de transportar electrones no se debe a su potencial redox,
gue como demostramos anteriormente, se sitia en valores que quedan entre el de los
complejos lll y IV de la cadena respiratoria (ver Fig 4.22).

Dado que la transferencia de electrones puede involucrar la formacién de radicales en
residuos de la proteina, y que pueden ser las tirosinas los aminoacidos que formen
dichos radicales, quisimos adentrarnos mas en el mecanismo de transferencia
electrénica a través del citocromo ¢, estudiando como la sustitucion de tirosinas por
fenilalanina puede afectar la capacidad de transportar electrones entre los complejos
lll'y IV, para los cudl preparamos mitoplastos a partir de rifién de rata y les removimos
la mayor parte del citocromo ¢ enddgeno.

A continuacion evaluamos la respiracidbn con el agregado de succinato, que no
aumenta mucho respecto a la condicidon sin sustrato, consistente con una buena
extraccion del citocromo c, y se le agregaron los distintos citocromo mutantes para
estudiar la capacidad de respiracion dependiente de succinato (Fig. 4.33 , 4.34 y 4.35).

La respiracion por el agregado de 0,1 o 0,4 uM de citocromo c nativo (Fig 4.33 A)
aumentan 5 veces con respecto a la respiracion anterior al agregado de citocromo.
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Figura 4.33. Respiracion dependiente de succinato de los citocromos mutados. Mitoplastos
depletados de citocromo c fueron puestos a respirar con succinato, y posteriormente se repuso el
citocromo extraido con citocromo ¢ nativo (A), Y48F (B), Y74F (C) e Y97F (D). En azul se observa
la concentracién de oxigeno en el tiempo (expresado en uM), y en rojo la pendiente en cada
punto, o sea la derivada primera del consumo de oxigeno en el tiempo (expresada en nmol/seg).
El primer evento representa la adicién de los mitoplastos sin citocromo c (0,05 mg/ml), la segunda
la adicién de succinato (10 mM), la tercera los distintos citocromos 0,1 uM, y la cuarta la adicién de
citocromo para 0,4 uM final.
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El mutante sin Tyr97 tiene la misma capacidad de transportar electrones por la cadena
respiratoria (Fig. 4.33 D), mientras que los mutantes en las Tyr48 y Tyr74 presentan
una actividad ligeramente menor, aproximadamente un 80% de la capacidad del
citocromo c nativo (Figura4.33 By C).

Como control corrimos el citocromo ¢ comercial, que muestra la misma capacidad de
restablecer la respiracion que el citocromo nativo recombinante (Fig. 4.34).
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Figura 4.34. Respiracion dependiente de succinato para el citocromo c de caballo
comercial. Mitoplastos depletados de citocromo ¢ fueron puestos a respirar con succinato, y
posteriormente se repuso el citocromo extraido con citocromo ¢ nativo comercial. En azul se
observa la concentracion de oxigeno en el tiempo (expresado en uM), y en rojo la pendiente en
cada punto, o sea la derivada primera del consumo de oxigeno en el tiempo (expresada en
nmol/seg). El primer evento representa la adicion de los mitoplastos sin citocromo ¢ (0,05
mg/ml), la segunda la adicion de succinato (10 mM), la tercera el citocromo comercial 0,1 uM, y
la cuarta la adicion de citocromo para 0,4 uM final.

Mas interesantemente, el mutante al que le falta la Tyr67 es practicamente incapaz de
transportar electrones por la cadena respiratoria, aumentando apenas la tasa de
respiracion con respecto a la respiracion basal de los mitoplastos sin succinato (Fig.
4.35 A). Cuando a esos mitoplastos con citocromoY67F, que presentan una tasa muy
baja de consumo de O, se les adiciona citocromo nativo recuperan el total de su
capacidad respiratoria (Fig. 4.35 B).
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Figura 4.35. Respiracion dependiente de succinato del citocromo Y67F. Mitoplastos
depletados de citocromo ¢ fueron puestos a respirar con succinato, y posteriormente se
repuso el citocromo extraido con citocromo ¢ Y67F (A) o Y67F y después citocromo nativo
(B). En azul se observa la concentracion de oxigeno en el tiempo (expresado en uM), y en
rojo la pendiente en cada punto, o sea la derivada primera del consumo de oxigeno en el
tiempo (expresada en nmol/seg). El primer evento del panel (A) representa la adicion de los
mitoplastos sin citocromo ¢ (0,05 mg/ml), la segunda la adicion de succinato (10 mM), la
tercera el citocromo Y67F 0,1 uM, y la cuarta Y67F para 0,4 uM final. En el panel (B) se dan
las mismas 4 adiciones pero después se adiciona citocromo nativo recombinante 0,1 uM vy
otra vez citocromo nativo para 0,4 uM final.

Dado que es metodolégicamente imposible hacer las corridas de todos los mutantes
en un dia las distintas corridas se debieron realizar con varias preparaciones de
mitoplastos, y la respiracion basal con succinato puede cambiar un poco entre una y
otra preparacion. Esto nos llevé a cuestionarnos si esta diferencia inicial podia o no
interferir en los resultados obtenidos. Para descartar este efecto se midié la respiracion
con citocromo ¢ nativo para todas las preparaciones de mitoplatos, y para cada
mutante se calcul6 la tasa de respiracion, ya no en relacién al consumo de oxigeno sin
citocromo, sino en relacién al consumo de oxigeno maximo del citocromo ¢ nativo de
ese dia. Los resultados mostraron una tendencia idéntica a la observada calculando la
tasa respecto a la respiracién con succinato, validando asi las medidas obtenidas.
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Los resultados se resumen en la Tabla 4.5, en la que se muestra la respiracion
dependiente de succinato antes y después del agregado de cada uno de los
citocromos mutantes. Los valores reportados hacen referencia al cociente del
consumo de oxigeno después del agregado de citocromo c frente al consumo de
oxigeno sin citocromo c, por lo que un valor de 1 significaria que el citocromo
agregado no fue capaz de transportar electrones por la cadena de respiracion
mitocondrial, mientras que cuanto mayor es el valor mas efectivo es el citocromo para

transportar electrones.

Consumo de oxigeno con cit ¢ / consumo de oxigeno sin cit ¢

Nativo Y48F Y67F Y74F Y97F

Oé]i'tl'z:M 524 +0.36 415+0.63* 1.18 + 0.03*** 4.26 + 0.04 ** 5.27+£0.40

Ogiltlt;M 5.20+0.43 4.62 +0.64 1.23 £ 0.08 *** 4.64 +0.18 5.62 +0.36

Tabla 4.5. Relacién de respiracién dependiente de succinato de los citocromos mutados.
Para los distintos citocromos mutantes se expresa la relacién entre la tasa de respiracién en
presencia de cada uno de los citocromos en relacion a la respiracion antes de agregar el

citocromo.
* Estadisticamente diferente al control, p < 0,05
** Estadisticamente diferente al control, p < 0,005

*** Estadisticamente diferente al control, p < 0,0001

La respiracion con el mutante de Met80 por alanina no fue medida ya que ya
habiamos determinado que ese mutante tiene un potencial redox muy negativo
respecto al nativo, por lo que es incapaz de transportar electrones entre los complejos
'y IV (ver figura 4.22).

Dado que el citocromo Y67F no fue capaz de transportar electrones por los
mitoplastos nos preguntamos si el problema estaria dado por la captacion de
electrones desde el complejo Ill, o la entrega al complejo IV. Para intentar determinar
este mecanismo medimos la respiraciobn dependiente de succinato partiendo de
citocromo Y67F oxidado y reducido, pero los resultados fueron idénticos (Ilo mismo

paso para los demas mutantes ensayados).
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También medimos la actividad citocromo oxidasa para los citocromos nativo e Y67F.
Para este ensayo se parti6 de una solucion 30 uM de los citocromos reducidos,
incubados con los mitoplastos rotos mediante 3 ciclos de congelado/descongelado. La
oxidacion de los citocromos por la actividad del complejo de la citocromo oxidasa fue
medida a 550 nm (Fig. 4.36).
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Figura 4.36. Actividad citocromo oxidasa. Mitoplastos
depletados de citocromo c y rotos (0,05 mg/ml) fueron incubados

con citocromo nativo o Y67F (30 uM) y su oxidacién fue seguida
mediante la disminucién en la absorbancia a 550 nm.

Tal como muestra la bajada en la absorbancia a 550 nm, caracteristica del citocromo
reducido, vemos que el citocromo nativo es capaz de transferir sus electrones al
complejo de la citocromo oxidasa, pero el mutante Y67F no es capaz.

4.5.2. Activacion del apoptosoma

Modificaciones en la estructura del citocromo ¢ también pueden llevar a cambios en su
capacidad de activar el apoptosoma. Como hemos visto para el citocromo ¢ nitrado en
las Tyr74 y Tyr97 (aunque en mayor medida para la Tyr74), estas modificaciones
llevan a una menor capacidad de activar el apoptosoma (64) (ver fig. 1.6).
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Para determinar el impacto de la coordinacién del hemo en esta disminucion de la
actividad realizamos los mismos experimentos de activacion del apoptosoma, pero
utilizando el mutante M80A (Fig. 4.37).
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Figura 4.37. Actividad caspasa 3 en citosol de células Jurkat.
Iguales concentraciones de citocromo ¢ hativo o M80A (0,4 0 2,0 uM)
fueron incubados con extractos de células Jurkat en presencia de 2

mM dATP y 2 mM ATP. La actividad caspasa 3 fue medida siguiendo
el clivaje del sustrato colorimétrico ACDEVDpNA a 405 nm.

Este resultado es consistente con lo que se habia observado para el citocromo nitrado,
y muestra que la coordinacion del grupo hemo es esencial para promover la activacion
del apoptosoma por el citocromo c.

El citocromo c nitrado, con una mayor exposicién del grupo hemo, es liberado desde la
mitocondria al citosol (62), pero una vez en esa localizacién no es capaz de activar el
apoptosoma como lo hace el citocromo ¢ nativo.
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< Conclusiones parciales: 4.5. Impacto en las actividades biolégicas
del citocromo

Ya habiamos discutido en la seccion 4.2 el importante rol de la Tyr67 en la flexibilidad
de la molécula de citocromo c, convirtiendo el citocromo sin esa tirosina en un
citocromo mucho mas rigido, que pierde la capacidad de romper el enlace Met80-Fe
inducido por cambios en el pH.

En esta seccion pudimos ver que ese residuo de tirosina también es central para la
transferencia de electrones entre los complejos Il y IV de la cadena respiratoria
mitocondrial, probablemente en el proceso de transferencia de electrones desde el
citocromo c al complejo IV.

Esta incapacidad para transportar electrones de este mutante no se debe a que
genera una diferencia de potencial redox ya que, como determinamos previamente, Si
bien es ligeramente diferente al del citocromo c nativo, lo sigue estando ubicado con
un potencial intermedio entre los complejos Il y IV, que permitiria el pasaje de
electrones entre ellos. Planeamos que, o bien el residuo de Tyr67 debe de actuar
directamente en el mecanismo de transferencia electronica, tomando un electron en
algun paso del proceso, generando un radical tirosilo en la Tyr67 (Fig. 4.38), o bien
este mutante genera un pequefio cambio conformacional que no es suficientemente
grande para modificar en gran medida las propiedades fisico-quimicas del citocromo
gue estan relacionadas con la coordinacién del grupo hemo, pero si lo suficiente para
impedir el mecanismo de pasaje de electrones.

Previamente también habiamos demostrado que la formacion de un radical en la Tyr67
también esta implicada en otros procesos, como la peroxidacion especifica de la
cardiolipina, esencial para la liberacién de factores desencadenantes de la apopoéticos
(19). Ademéas el enlace entre la Met80 y la Tyr67 puede romperse para que el
citocromo pueda interconvertirse en dos estados que difieren en su energia de
reorganizaciéon (175).

Este efecto es especifico para la Tyr67, ya que los mutantes en las demas tirosinas
fueron casi igual de eficientes que el citocromo c¢ nativo en transportar electrones.
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Figura 4.38. Esquema del mecanismo propuesto para la transferencia de
electrones entre los complejos lll y IV. El complejo Ill cede los electrones al
citocromo oxidado para dar lugar a la formacion de un citocromo reducido que
transfiere internamente los electrones mediante un mecanismo que involucra la
formacion de un radical tirosilo en la Tyr67 (representado como Y67*, en amarillo),
gue termina cediendo los electrones al complejo 1V, para volver a dar citocromo
oxidado.

La importancia de este residuo de aminoacido queda de manifiesto si se observa el
alto grado de conservacion que ha tenido a lo largo de la evolucién. En un trabajo en
colaboracién con el Dr. Andrés Iriarte y el Dr. Enrique Lessa (Laboratorio de Evolucion,
Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica) estudiamos la evolucion de los
genes del citocromo ¢ (Fig. 4.39).

Este estudio muestra que la seleccion purificadora parece haber dominado la historia
del citocromo c, y las razones dN/dS son menores a 1. Si bien todos los residuos de
tirosina son altamente conservados, la Tyr67 es aun mas conservada (al mismo nivel
gue la Cysl7, His18, o Met80) y se encuentra mutada Unicamente en 2 familias de
protozoarios (género Euglena y Ciliophora), y en los dos casos esta cambiada por

fenilalanina.
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Figura 4.39. Estudio evolutivo de genes de citocromo ¢ eucariota. El estudio fue llevado a
cabo en 211 secuencias de citocromos ¢ de eucariotas sin sitios ambiguos. Calculamos la taza
de evolucién (w) de los diferentes sitios como la relacion entre las tasas de cambios no
sinbnimos (dN) y sinénimos (dS). Se muestran los valores de w para los distintos residuos
aminoacidicos definidos segin Equus caballus. w refleja el tipo de seleccion actuante y su
intensidad. En verde se ven los residuos mas conservados, seguidos por los amarillos, naranjas

y en rojo los menos conservados.

El trabajo realizado en esta tesis muestra que esta gran conservacion de este residuo
se debe a su importante rol tanto en la estructura y funcién del citocromo c, pudiendo
transportar informacion desde y hacia el hemo, dando la sefial para la ruptura entre la
Met80 vy el hierro hémico, que deja al citocromo ¢ en una estructura parcialmente
desplegada; y transportando electrones internamente para actuar como puente entre
los complejos Il y IV de la cadena respiratoria mitocondrial.

En cuanto a la actividad del citocromo en la apoptosis pudimos verificar que la
coordinacién del hemo es esencial para la activacion del apoptosoma, que es muy
débilmente activado en el mutante M80A, que se encuentra parcialmente penta-
coordinado, y solo parcialmente activado por el NO,-Y74-citocromo ¢, que ya hemos
visto que estd mas desplegado que el citocromo c nativo, pero no tanto como el
mutante M80A.
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Resta verificar el rol de cada una de las tirosinas en la activacion del apoptosoma, mas
alld de la actividad indirecta que la formacion de radical tirosilo pueda tener en la
peroxidacion de cardiolipina (155).
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4.6. Expresion de otras formas de citocromo ¢

Como parte de este proyecto, y de otros que tenemos en colaboracién con otros
laboratorios, en el transcurso de este trabajo de tesis se necesitd poner a punto la
expresion de otras formas de citocromo c, ya sea modificados, marcados, o de otras
especies. Estos experimentos se describen a continuacion.

4.6.1. Expresion de citocromo ¢ nitrado co-traduccionalmente

Dado los bajos rendimientos de citocromo ¢ nitrado que se obtienen cuando se realiza
una nitracion quimica seguida de una separacién de las distintas especies por HPLC, y
la incapacidad de obtener formas mono-nitradas en las Tyr67 y Tyr48, se intentaron
expresar y purificar formas nitradas del citocromo c¢ de forma co-traducional,
incorporando especificamente NO,Tyr en cada una de las posiciones en las que habia
una tirosina en el citocromo nativo. Para esto se utilizard un par aminoacil-tRNA
sintetasa/tRNA generado para la incorporacion sitio-especifica de NO,Tyr, tal como se
describe en (168). Para esto se realiza mutagénesis dirigida sobre el plasmido que
codifica para la proteina blanco de modo de que un codon TAG sustituya a la tirosina
gue quiere ser cambiada por NO,Tyr. Este plasmido es transformado en una bacteria
gue codifica para el par aminoacil-tRNA sintetasa/tRNA para la incorporacion
especifica de NO,Tyr en el codon TAG.

Como los mutantes de citocromo ¢ nosotros los expresamos en un medio muy rico
(medio terrific), antes de empezar a intentar tener formas mono-nitradas de citocromo
€ quisimos poner a punto la expresion de citocromo ¢ en medio minimo, lo cual llevo
mas tiempo de lo esperado. En el articulo original los cultivos se crecian en medio LB
y se cosechaban para ser resuspendidos en medio Minimo M9 (que se describe en
materiales y métodos en el punto 3.15) pero nosotros, a pesar de cambiar varias
variables en la expresion (tiempos, temperaturas, concentraciones de IPTG) no
logramos la expresion del citocromo c nativo en medio M9. En un siguiente paso
empezamos a agregar otros componentes al medio, como acido aminolevulinico
(ALA), pero sin obtener buenos resultados.

Luego de probar varios medios minimos reportados para la expresion de proteinas
llegamos a uno que tenia un rendimiento aceptable de citocromo c, de entre 0,5y 1
mg por litro de cultivo. El medio minimo utilizado, que fue modificado a partir del que
utilizaros Cai y colaboradores (187), se resume en la tabla 4.6.
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Componente Concentracion
KH,PO, 13 g/l
K,HPO, 10 g/l
Na,HPO, 9 gll
K.SO4 2,44/l
NH,CI 1 g/l
FeSO, 0,06 g/l
CacCl, 0,06 g/l
MnCl, 0,012 g/l
ZnCl, 7 mg/l
CuCl, 3 mg/l
H3;BO3 0,2 mg/l
Molibdato de amonio 2,5 mg/l
EDTA 0,05 g/l
MgCl, 1g/l
Tiamina 0,03 mg/l
Glucosa 5 g/l
Acido aminolevulinico 0,1 mM
Biotina 1 mg/l
Acido foélico 1 mg/l
Piridoxal 1 mg/l
Riboflabina 0,1 mg/l

Tabla 4.6. Composiciéon del medio minimo
optimizado para la expresion de citocromo c.

Una vez puesta a punto la expresion en medio minimo pasamos a intentar expresar
las 4 formas de citocromo c¢ de corazén de caballo que tienen el codén TAG
reemplazando cada uno de los codones que codificaban para las tironinas, co-
transformandolas con el plasmido que codifica para el par tRNA/tRNA sintetasa
utilizando este nuevo medio de cultivo en lugar del medio M9.
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Para ninguna de las 4 posiciones pudimos insertar NO,-Tyr en el citocromo c,
obteniéndose siempre formas truncadas del mismo, que dejaban de transcribir el
citocromo en la posicion del codén TAG.

Para cada uno de los 4 mutantes de codén de tirosina por TAG se probaron cambiar
tiempos y temperaturas de expresion, asi como concentraciones de inductor, pero con
ninguna condicion se logré obtener formas nitradas del citocromo c.

En este punto quisimos verificar que el par tRNA/tRNA sintetasa estuviera funcionando
bien por lo que nos propusimos reproducir los resultados de Neumann y colaboradores
(168), insertando NO,-Tyr en la posicién 34 de la manganeso SOD. Se utilizé el mismo
protocolo que ellos reportaron y se corrieron geles al 10% para evaluar la presencia de
NO,-SOD (Fig. 4.40). Efectivamente la enzima nitrada pudo ser expresada tal como
vemos por a través de western blot anti-cola de histidina (Fig. 4.40 B) o anti-NO,-Tyr
(Fig. 4.40 C).

A B , -
& 2 3 4 5 i 2§ 4 : 5
— D — — -
C R L
1 1 2 - el S5y
-_eoea.. -
; & £ .
~— S e

Figura 4.40. Expresion de Mn-SOD humana nitrada co-traduccionalmente. Se corrieron
geles de poliacrilamida al 12% y se transfirieron las proteinas a membranas de nitrocelulosa.
En los carriles 1 y 3 se sembraron lisados de bacterias sin inducir (100 y 50 pg
respectivamente) y en los carriles 2 y 4 las mismas cantidades de lisados de bacterias
inducidas con IPTG. En el Ultimo carril se sembré Mn-SOD humana (4 ug) nitrada con un
bolo de ONOO-. (A) Tincién con Ponceau de la membrana que se va a revelar con
anticuerpo anti-cola histidina. (B) Western blot anti-cola de histidina, el punto que se ve a la
derecha indica donde se veia la NO,-Mn.SOD. (C) Western blot anti NO,-Tyr.

97



Tesis de Doctorado en Biologia. Mag. Verdnica Tértora

Al mismo tiempo que nosotros verificamos que el sistema estaba funcionando bien y
gue el problema lo estdbamos teniendo en la expresion del citocromo ¢ se publicé un
articulo en el que reportaban que habian tenido problemas con la incorporacién de
NO,-Tyr en otra proteina (ribonucleotido reductasa) y planteaban alternativas para su
expresion (188). Ellos optimizaron la expresion de su proteina sub-clonandola en un
nuevo vector pBAD, pero inducible por L-arabinosa en lugar de por IPTG, y también
sub-clonando 2 copias del par tRNA/tRNA sintetasa en otro vector también inducible
por L-arabinosa, pero con otra resistencia.

Para probar si esta modificacion podia servir para mejorar la insercién de NO,Tyr en el
citocromo, clonamos nuestro sistema de expresion en tandem del citocromo ¢ con la
hemo liasa a un vector pBAD, con resistencia a la ampicilina y volvimos a poner a
punto la expresion del citocromo nativo con este plasmido en el medio minimo que
describimos anteriormente (tabla 4.6). Las condiciones de expresion 6ptimas se dieron
con 40 a 48 horas de crecimiento a 37°C, induciendo a una D.O. de 0,4 con 0.2% L-
arabinosa (Fig. 4.41). Con este procedimiento obtuvimos un rendimiento de 3 mg por
litro de cultivo.

18 hs 24 hs 40 hs 48 hs =
crecimiento crecimiento crecimiento crecimiento comercil
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Figura 4.41. Expresién de citocromo c¢ en vector inducible por L-
arabinosa. Se corrieron geles de poliacrilamida al 15%, se transfirieron las
proteinas a membranas de nitrocelulosa y se revelaron con un anticuerpo anti
citocromo c. En los distintos carriles se sembraron lisados de bacterias (50 mg)
crecidas por distintos tiempos, con distintas concentraciones de L-arabinosa
para inducir la expresion del citocromo c.
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En paralelo, ante tantas dificultades para expresar el citocromo c nitrado en forma co-
traduccional entablamos una colaboraciéon con el Dr. Ryan Mehl (Profesor Asociado
del Departamento de Biofisica y Bioquimica de la Universidad de Oregon, Estados
Unidos), quien fue co-autor del articulo original donde nitran sintéticamente la MNnSOD
(168). Ellos ya tenian la construccién en tdndem de tRNA/tRNA sintetasa bajo la
expresion de un promotor inducible por L-arabinosa, y probaron las distintas formas de
citocromo Y-TAG, pero tampoco obtuvieron buenos resultados de expresion de las
formas mono nitradas.

Este grupo de Oreg6n también habia probado para otras proteinas la expresion en
otro sistema que tiene uso de codones optimizado para bacterias, que se ha visto que
aumenta los rendimientos de expresion proteico, y que fusiona la proteina con una
sfGFP (superfolder Green Fluorescence Protein) que aumenta la solubilidad de la
proteina blanco (189), al mismo tiempo que mejora los rendimientos de purificacion.
Este sistema tiene un sitio de corte de tipo TEV, para poder obtener la proteina nativa
luego de su purificacion, y esta puesto a punto en vectores inducibles por lactosa o
IPTG (190,191). Con este sistema se logré obtener buenos rendimientos de citocromo
¢ nativo, cuando se induce con lactosa (Fig. 4.42), pero no se obtuvieron formas
mono-nitradas del citocromo ¢, en ninguna de las 4 tirosinas.

Por altimo se utilizé otro vector con un promotor similar, inducible por lactosa, pero sin
fusionar el citocromo con GFP, y se utilizé6 un par tRNA/tRNA sintetasa de segunda
generacién para la incorporacién especifica de NO,-Tyr, optimizado por el mismo
grupo de trabajo (192), y finalmente se logré expresar el citocromo nitrado
especificamente en las Tyr67 y Tyr74. Cuando se usa un plasmido inducido por IPTG,
se produce la expresion de la hemo liasa, pero no del citocromo c (Fig. 4.42).

Actualmente nosotros tenemos este sistema de expresion y queda pendiente y
previsto para los proximos meses la purificacién de la proteina y la validacién de las
mismas, especialmente mediante la comparacion del NO,-Y74 citocromo ¢ obtenido
por biologia sintética con el obtenido por nitracion quimica y posterior purificacion.
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Figura 4.42. Expresion de citocromo c nativo y NO,-Y67 y NO,-Y74 genéticamente
codificados. Se muestra la expresion de estos citocromos en dos sistemas, uno inducible
por lactosa, y otro inducible por IPTG. Como control, cada uno de los citocromos son
crecidos en presencia o ausencia de NO,Tyr en el medio de cultivo. Las muestras fueron
corridas en un gel de poliacrilamida al 15% y tefiidos con azul de Coomasie. Carril 1,
marcador de peso molecular; carril 2, construccion de citocromo nativo fusionado a GFP
inducido por lactosa; carriles 3 y 4, citocromo nativo fusionado a GFP inducido por IPTG;
carril 5, citocromo nativo inducido por lactosa; carril 6, citocromo nativo inducido por IPTG;
carril 7, citocromo Y67TAG inducido por lactosa en un medio sin NO,Y; carril 8, citocromo
Y67TAG inducido por IPTG en un medio sin NO,Y; carril 9, citocromo Y67TAG inducido
por lactosa en un medio con NO,Y; carril 10, citocromo Y67TAG inducido por IPTG en un
medio con NO,Y; carril 11, citocromo Y74TAG inducido por lactosa en un medio sin NO,Y;
carril 12, citocromo Y74TAG inducido por IPTG en un medio sin NO,Y; carril 13, citocromo
Y74TAG inducido por lactosa en un medio con NO,Y; carril 14, citocromo Y74TAG
inducido por IPTG en un medio con NO,Y.

4.6.2. Expresion de citocromo ¢ marcado con N*°

En un proyecto en colaboracién con el Dr. Alejandro Vila y la Dra. Verdnica Demicheli
se intentd determinar, mediante técnicas de NMR, cambios en la estructura del
citocromo c al interaccionar con liposomas de cardiolipina.
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Para esto expresamos citocromo ¢ marcado con N'°, para poder detectar toda la
molécula por esta técnica, y no solo la parte que esté cercana al hemo, como se hizo
para determinar los valores de pKa en la seccion 4.2.

Para esto se utilizé el mismo medio minimo que se puso a punto para el expresion de
citocromo c¢ nativo, pero sustituyendo el cloruro de amonio, por cloruro de amonio
marcado con N*°.

El citocromo se creci6 toda la noche en 10 mL de LB y después se inoculé en 500 mL
de medio minimo marcado con *N. Se dejé crecer el citocromo por 50 horas y se
realiz6 la purificacién de forma analoga a cualquiera de los citocromos nativos o
nitrados.

El rendimiento de expresion de este citocromo recombinante es bastante bajo, por
crecerse en medio minimo, habiéndose obtenido 3 mg de citocromo c¢-**N a partir de 4
litros de cultivo.

Para verificar la marca de este citocromo pasamos 250 uL de una solucion 1 uM de
citocromo ¢ nativo sin marca (Fig. 4.43 A) y marcado (Fig. 4.43 B) por el espectrometro
de masas para detectar la marca de nitrégeno.

Como se puede ver en la figura 4.43, la diferencia entre el citocromo crecido en N** y
N™ es de 135 Da.

La diferencia que esperabamos es de 1 Da por cada nitrdgeno que tiene el citocromo
(Fig. 4.43 C): 104 de los grupos amino 104 aminoacidos de la cadena primaria, 19 de
las lisinas, 2 de las argininas, 1 de la histidina, 1 del triptofano, 3 de la glutamina, 7 de
la asparagina, por lo que esperdbamos encontrar una diferencia de 137 Da.

Sin embargo, un 2% de los nitrogenos del medio son N** (porque el precultivo es
hecho en LB y pasado al cultivo en medio minimo con una dilucion 1/50), por lo que
cada citocromo no va a incorporar el 100% de los a&tomos de N como N*°, sino que va
a incorporar un 98%. El 98% de 137 es 134.3, por lo que la masa esperada para la
poblacién mayoritaria de citocromo ¢ crecido en medio minimo con N*° es: 12.280 +
134,3 = 12414,3, muy similar a la masa obtenida de 12.415.
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Figura 4.43. Espectros de masa de los citocromos c¢ recombinante. Se muestran los
espectros para el citocromo ¢ sin marcar (A) que presenta una masa mayoritaria de 12.280
daltons, y marcado con N'° (B) que muestra una masa de 12416 daltons. En el panel (C) se
muestra la secuencia del citocromo ¢ de corazén de caballo con las dos modificaciones que se

incorporaron para mejorar la estabilidad: H26N y H33N

4.6.3. Expresion de citocromo ¢ humano

El citocromo ¢ es una proteina presente en todas las especies animales y vegetales,
con un alto grado de conservacion, a tal punto que ha sido utilizado como un marcador
de evolucién (193). El citocromo ¢ de caballo presenta un 90% de identidad
aminoacidica con el citocromo ¢ humano y mas de un 94% de similitud (Fig. 4.44).

La mayoria de los trabajos realizados en citocromo ¢ se ha realizado en la isoforma de
caballo, ya que en un principio fue la que estaba comercialmente disponible, y por lo
tanto es la mejor caracterizada estructural y bioguimicamente.

Esa misma isoforma fue la que se utilizé a lo largo de toda esta tesis, pero nos queda
pendiente validar los resultados mas importantes en el citocromo ¢ humano. Ademas,
en una nueva colaboracién con el Dr. Alejandro Vila nos proponemos sintetizar
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citocromo humano con un doble marcaje en carbono y nitrdgeno, para hacer la
asignacion por NMR de esta isoforma, que ain no ha sido realizada.

10 20 30 40 50
GDVEKGKKI FYQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGFTYTDAN Equine
GDVEKGKKI FIM KCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHGLFGRKTGQAPGYSYTAAN  Human

60 70 80 9 100
KNKGITWKE ETLMEYLENPKKYIPGTKM IFA GIKKKTEREDLIAYLKKATNE  Equine

KNKGII WGEDTLMEYLENPKKYIPGTKMIFVGIKKKEERADLIAYLKKATNE ~ Human

Figura 4.44. Alineacion de secuencia aminoacidica entre citocromo ¢ de caballo y
humano. Se la alineacion de secuencia de los dos citocromos resaltando en color los
aminodcidos distintos entre ambas secuencias: en celeste se muestran los aminoacidos
similares y en rosado los aminoéacidos disimiles.

Con este fin se sintetizd la secuencia codificante del gen de citocromo ¢ humano y se
clono en el plasmido pBAD inducible por arabinosa que ya habia sido utilizado para
expresar citocromo ¢ recombinante de caballo (ver figura 4.40). Con un crecimiento del
cultivo por 20 horas con 0,02% de L-arabinosa se lograron muy buenos rendimientos
de expresién de citocromo tal como se ve por el color rojo de los cultivos (Fig. 4.45 A)
0 por ensayos de western blot anti citocromo c (Fig. 4.45 B). La purificacién de esta
proteina mostré un rendimiento de mas de 15 mg por litro de cultivo.

Resta la expresion y purificacion de mas cantidad de esta isoforma de citocromo para
repetir los experimentos mas relevantes de este trabajo, asi como la puesta a punto de
la expresion de altos rendimientos de esta isoforma en medio minimo, para realizar el
doble marcaje que nos permita hacer la asignacion por NMR de la proteina.
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Figura 4.45. Expresion de citocromo ¢ humano en vector inducible por L-arabinosa. (A)
Las bacterias BL21 star transformadas con el plasmido que codifica para el citocromo ¢ humano
fueron crecidas por distintos tiempos con distintas concentraciones de L-ababinosa.
Transcurrido el tiempo de crecimiento las células fueron cosechadas por centrifugado y se tomo
una foto para ver el color debido a la alta expresiéon de citocromo c. Tubo 1: 20 hs, 0,02% L-
arabinosa; Tubo 2: 20 hs, 0,2% L-arabinosa; Tubo 3: 40 hs, 0,02% L-arabinosa; Tubo 4: 40 hs,
0,2% L-arabinosa. (B) Como la expresiéon fue constante en todos los cultivos se eligio la
condicion de 20 hs de crecimiento con 0,02% L-arabinosa y las células se rompieron por
sonicado. Muestras del lisado se corrieron en geles de poliacrilamida al 15% y se transfirieron
las proteinas a membranas de nitrocelulosa y se revelaron con un anticuerpo anti citocromo c.
(C) Carril 1: bacterias sin inducir (50 ug); carril 2: bacterias sin inducir (100 ug); carril 3: bacterias
inducidas (50 pg); carril 4: bacterias inducidas (100 nug).
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< Conclusiones parciales: 4.6. Expresién de otras formas de
citocromo ¢

Esta parte del trabajo, que implic6 mucho tiempo y fue desarrollandose en el
transcurso de todo el trabajo de tesis, nos ha permitido la puesta a punto de otros
sistemas de expresion de citocromos no mutantes, pero con variaciones respecto al
citocromo c nativo de caballo.

Por un lado los citocromos marcados permite la mejor caracterizacion de los mismos
por técnicas de NMR, pudiendo visualizar el total de la molécula y no solo los residuos
mas cercanos al hemo. Ya sea utilizando el citocromo de caballo, que ya ha sido
asignado, y puede utilizarse para determinar sus cambios frente a distintas
condiciones, como puede ser la asociacion con fosfolipidos de membrana como la
cardiolipina, o buscando asignar el citocromo ¢ humano, que después podra ser de
utilidad para muchos trabajos, nuestros o de otros grupos.

Por otra parte, el poder obtener formas mono-nitradas de citocromo ¢ es de gran
importancia, especialmente en funcién de la optimizacién del sistema para obtener
cantidades considerables de proteina mono-nitrada. Actualmente nosotros podemos
obtener formas mono-nitradas de citocromo ¢ en las tirosinas 74 y 97, pero los
rendimientos de nitracion/purificacion son muy bajos, obteniéndose aproximadamente
1 mg de cada especie nitrada a partir de 40 mg de citocromo nativo tratado con
ONOQO’, por lo que poner obtener mayores cantidades de NO,-Y74-citocromo ¢ es
fundamental para poder continuar con este proyecto, al mismo tiempo que nos
permitiria realizar otros experimentos que muchas veces no se pueden hacer con la
poca cantidad de proteina obtenida.

Y aln mas, el sistema de nitracion sito especifica nos va a permitir obtener formas
mono-hitradas de citocromo ¢ en la Tyr67, que no podemos obtener por nitracion
guimica, por lo que este modelo nos va a permitir estudiar el efecto de la nitracion de
este residuo en las funciones y actividades del citocromo c. El efecto de la nitracion de
este residuo es muy importante si se tiene en cuenta que cuando el citocromo c es
tratado con H,O, este es uno de los residuos preferentemente nitrados.
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5. Conclusiones generales y perspectivas

Este trabajo permiti6 una caracterizacion estructural y funcional del citocromo c de
corazbn de caballo, destacando el rol de aminoacidos claves, como la sexta
coordinacion del hemo, sus 4 tirosinas y de modificaciones nitro-oxidativas, como es la
nitracion sitio-especifica de las tirosinas.

En esta linea se desarrollaron una serie de mutantes de citocromo ¢, en una primera
instancia de sus 4 tirosinas por fenilalanina y de la Met80 por alanina, y a medida que
avanzaba el proyecto se realizaron nuevos mutantes para verificar resultados
obtenidos. Ademas se expresaron otros mutantes que no estan directamente
relacionados al trabajo de esta tesis, pero que permitieron establecer importantes
colaboraciones con otros grupos, y contribuyeron a la caracterizacion estructural de

este citocromo.

Este modelo permitié determinar el rol de distintos aminoacidos en las actividades del

citocromo c.

Como se esperaba y habia sido descripto para otros modelos de citocromo c la Met80,
sexta posicion de coordinacion del hemo, es un residuo clave para mantener la
estructura y funcionalidad del citocromo. Su sustitucién por alanina da lugar a la
formacion de un citocromo mas desplegado, que se encuentra entre dos poblaciones,
una de ellas con el hemo hexa-coordinado con compuestos organicos, con el grupo
hemo mucho mas expuesto, lo que le confiere una mayor actividad peroxidasa y un
potencial redox mucho mas negativo que el del citocromo ¢ nativo. Este cambio en el
potencial redox le impide al citocromo M80A transportar electrones por la cadena
respiratoria. Ademas, a pesar del gran aumento de actividad peroxidasa que tiene, es
menos eficaz en activar el apoptosoma que el citocromo nativo. En condiciones
fisiologicas no se ha encontrado este tipo de citocromo hexa-coordinado, sino que se
han encontrado formas modificadas, con citocromos con su grupo hemo mas
expuesto, pero siempre hexa-coordinado, con ligandos alternativos como la Lys72, 72
0 79.

Una de estas condiciones que dejan al citocromo en una conformacién parcialmente
desplegada es la nitracidn de su tirosina, en especial la nitracién de la Tyr74. A pesar
de que el residuo de Tyr74 se encuentra alejado del grupo hemo, su nitracién genera
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un importante cambio conformacional que tiene grandes consecuencias en la
funcionalidad del citocromo c, siendo el NO,-Tyr74 citocromo incapaz de transportar
electrones, y mucho menos efectivo en activar el apoptosoma. El rol fisiolégico de esta
nitracion no esta aun determinado, pero se ha visto que el citocromo nitrado migra
especificamente al nucleo celular, pudiendo estar interactuando con el ADN vy
actuando como regulador de la expresion génica.

La Tyr67, que tiene una localizacion cercana al grupo hemo, adyacente al residuo de
Met80, juega un rol en la apertura del citocromo c, por lo que cuando no esta presente
deja al citocromo en una estructura mas rigida, que no permite la ruptura del enlace
Met80-Fe. Este residuo es también fundamental para el mecanismo de transferencia
electronica, siendo el citocromo mutante Y67F incapaz de transportar electrones, a
pesar de no presentar una importante variacion en su valor de potencial redox.
Ademas ha sido determinado que la oxidacion de la cardiolipina, proceso
imprescindible para que tenga lugar el comienzo de la apoptosis, también involucra a
formacion de un radical centrado en esta tirosina. Todos estos hechos muestran que la
Tyr67 es un residuo fundamental para las distintas actividades del citocromo c, lo que
explica su alta conservacion entre especies.

En este trabajo también profundizamos en los mecanismos de oxidacién por distintos
oxidantes. Ya habia sido determinado que el ONOO™ en primer lugar nitra las tirosinas
mAas externas; y en este trabajo demostramos que esa nitracidbn genera una apertura
en citocromo que expone las tirosinas mas internas (Tyr48 y Tyr67) que son las
responsables de la polimerizacién del citocromo expuesto a ONOO'". Por otro lado,
cuando el citocromo es tratado con H,O, en presencia de NO, 0 ‘NO son los residuos
de tirosina mas internos los mas implicados tanto en la nitracion como en la
polimerizacion del citocromo c.

También pusimos a punto la purificacibn de formas marcadas del citocromo ¢ para
permitir su deteccidn por técnicas de NMR, de citocromo ¢ humano, para poder validar
los resultados obtenidos en esta especie, y de citocromos mono-nitrados co-
traduccionalmente en distintas tirosinas, para profundizar en el efecto de estas
modificaciones en la estructura y funcién del citocromo.

107



Tesis de Doctorado en Biologia. Mag. Verdnica Tértora

Aln queda mucho trabajo por realizar para continuar con la caracterizacion del
citocromo. En el corto plazo planeamos terminar los resultados que quedaron
pendientes en esta tesis. Determinar el valor de pKa de la transicién alcalina de los
NO,-Tyr74 Y67F y E66Q, para verificar o refutar la hipétesis de que la nitracion en la
tirosina 74 adelanta la transicion alcalina mediante un pasaje de informacién hacia la
Met80 a través de estos dos aminodcidos. Establecer los sitios preferenciales de
nitracion cuando esta actuando un mecanismo tipo peroxidasa en presencia de H,0,,
para ver si realmente hay una mayor nitracién de las tirosinas mas internas, como se
infiere de la nitracion de los distintos mutantes de tirosina. Aunque no se han
encontrado tirosinas involucradas en la unién del citocromo ¢ con APAF-1, restaria
evaluar nuestros mutantes de tirosina por fenilalanina en su capacidad de activar el
apoptosoma para confirmar si hay alguna tirosina involucrada en esta funcién del
citocromo.

También estamos trabajando en la sintesis de citocromo nitrado co-traduccionalmente,
y en la optimizacion de la expresion del citocromo ¢ humano, en particular en medio

minimo, para realizar un el doble marcaje que permita asignar las sefiales por NMR.

Si bien tenemos evidencias de que conformaciones alternativas al citocromo ¢ nativo
se pueden formar en cultivos celulares (62); quedaria por confirmar cuales de estas
especies pueden ser detectadas en distintas condiciones celulares fisiologicas, para lo
cual en nuestro laboratorio se esta intentando desarrollar un anticuerpo que reconozca
formas modificadas del citocromo ¢ pero no al citocromo ¢ nativo. También queda por
determinar si es citocromo c es efectivamente capaz de interaccionar con el ADN en el
ndcleo y en caso de que se produzca interaccién determinar su efecto en la expresion
génica.

Ademas, el mecanismo de accién del citocromo ¢ en sus otras funciones, en especial

la interaccién con Ervl y p66°™

no estd aun bien determinada, y la utilizacion de estas
proteinas mutadas podria ser de utilidad para determinar la interacciéon del citocromo

con las proteinas blanco en cada sistema.
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7. Anexo 1

Para verificar la hipo6tesis del mecanismo de apertura del enlace Met80-Fe inducido
por la nitracion de la Tyr74, que se presentd en la figura 4.21, se sintetiz6 un nuevo
mutante en el Glu66.

Este mecanismo proponia que el grupo nitro incorporado a la tirosina 74 interacciona
mediante un puente de hidégeno con el Glu66, adyacente a la Tyr67, que es la que
interactua con la Met80. Para verificarlo nuestra idea fue generar un nuevo mutante en
el Glu66, y usar también el mutante Y67F, a los que queremos nitrar en la Tyr74 y ver
si, en ausencia de estos aminoacidos que nosotros creemos responsables de la
comunicacion, la nitracion de la Tyr74 puede o no adelantar la transicién alcalina.

Para el nuevo mutante en el Glu66 se decidi6 sustituir el glutamato por glutamina para
mantener la polaridad del aminidcido, intentando afectar lo minimo posible la
estructura y estabilidad de la molécula sin nitrar, pero a la vez intentando cambiar la
red de puentes de hidrogeno para que no puedan emularse las interacciones que
planteamos se dan en el citocromo nitrado sin modificaciones en su secuencia
primaria. Ademas se ha visto que este mutante no tiene una gran diferencia en el valor
de pKa respecto al citocromo nativo (194). Con otras mutaciones ya se ha visto un
corrimiento en el pKa de la transicion alcalina del citocromo sin nitrar; por ejemplo la
sustitucion del glutamato por glicina o alanina genera una disminucién de una unidad
en el valor de pKa (185), mientras que la sustitucién por lisina genera un cambio adn
mayor, de casi dos unidades (194).

Tal como hicimos para los otros mutantes, el citocromo E66Q generado se validd en
su estructura y actividades fisicoquimicas, mostrando tener un espectro de
absorbancia igual al del citocromo nativo (Fig. 7.1 A), y una degradacién del grupo
hemo inducida por peréxido (Fig. 7.1 B) y actividad peroxidasa (Fig. 7.1 C) comparable
al citocromo nativo.
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Figura 7.1. Caracterizacion del mutante de citocromo c E66Q. (A) Espectros de
absorbancia de citocromo E66Q (10 uM) tratado con ferricianuro de potasio (negro) o
ditionite de sodio (rojo). (B) Blanquemiento en la banda de Soret (408 nm) del citocromo ¢
(4 uM) nativo (negro), E66Q (rojo) y M80A (azul) inducida por 300 uM H,0,. (C) Actividad
peroxidasa de los citocromos (500 nM) nativo (negro), E66Q (rojo) y M80A (azul).

Una vez validado este mutante se determind su valor de pKa por método de la
absorbancia de la banda a 695 nm (Fig. 7.2) tal como se describié previamente. Este
mutante tiene una valor de pKa para la transicion alcalina de 8,5, ligeramente menor al
del citocromo c nativo, pero comparable al obtenido para cualquiera de los mutantes
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de tirosina por fenilalalanina.

Posteriormente se nitraron quimicamente los mutantes Y67F y E66Q, que dieron
perfiles de nitracion similares al del citocormo c nativo, y las formas mono-nitradas en
la Tyr74 fueron purificadas. La nitracion de cada una de las trosinas fue verificada por
espectroscopia de masas. Estos experimentos fueron relizados en conjunto con la Lic.
Florencia Tomasina y el Lic. Mauricio Mastrogiovanni (Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de la Republica).

Los valores de pKa para estas especies nitradas se van a intentar determinar por un
Unico método (espectroscopia Raman resonante) por la poca cantidad de muestra
obtenida. Dado los rendimientos de expresion de los mutantes recombinantes, y los
bajos rendimientos de nitraciéon sitio especifica de los citocromos, se necesitaron
realizar muchas purifcaciones de cada mutante para poder nitrarlas y obtener formas
mono-nitradas de cada mutante para realizar estas medidas.

Lamentablemente, a pesar de haber podido obtener 2 mg de cada una de los
mutantes nitrados en la Tyr74, no hemos podido determinar los valores de pKa por un
problema con el laser a 413 nm del espectomero Raman, pero queda pendiente
realizarlas a la brevedad para poder verificar o reflutar nuestra hipoétesis.
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