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Resimen

RESUMEN

Saccharomyces cerevisiae posee dos glutation transferasas (GST) denominadas Gttl y
Gtt2 con capacidad de conjugar una molécula de glutation con el sustrato estandar
CDNB. Estas dos enzimas no son clasificables dentro de las clases convencionales
descritas con base en la estructura de las GST de eucariotas superiores, aunque
guardan cierta similitud estructural con las de clase Zeta. En esta memoria se describe
la caracterizacion de tres GST de clase Omega en S. cerevisiae denominadas Gtol,
Gto2 y Gto3, codificadas por las ORF YGR154c, YKRO76w y YMR251w. Las enzimas
de esta clase no tienen actividad sobre CDNB, pero son activas como tiol
oxidoreductasa y poseen actividad dehidroascorbato reductasa y dimetilarsenato
reductasa. La primera de ellas, Gtol, es peroxisomal y posee una sefial de localizacion
de tipo PTS1 en la region C-terminal. Dicha sefial es reconocida por el transportador
peroxisomal Pex5, que facilita su internalizacién en este organelo. Por otra parte, Gto2
y Gto3 tienen localizacion citoplasmica. Los genes GTO de S. cerevisiae se inducen por
estrés oxidativo pero con patrones distintos para los tres genes. La dependencia de esta
expresion de los factores de trascripcion Yapl, Msn2 y Msn4 se relaciona con la
presencia de secuencias YRE y STRE en los promotores de dichos genes. El mutante
Agtol es sensible al agente oxidante diamida y tiene una concentracion intracelular de
glutation menor que la cepa silvestre. Este fenotipo se relaciona con que el triple
mutante Agttl Agtt2 Agtol sea sensible al cadmio, indicando que las tres GST Gittl,
Gtt2 y Gtol intervienen en la detoxificacion de este metal. Otro fenotipo relevante es la
dificultad del mutante Agtol para crecer en medios con 4cido oleico como Unica fuente
de carbono, indicando que las funciones peroxisomales en dicho mutante estan
afectadas. La ausencia de GTO1 en S. cerevisiae causa asi mismo el descenso en la
expresion de varios genes involucrados en la via de sintesis de cisteina y metionina.
Como consecuencia, el mutante Agtol crece con dificultad en ausencia de treonina,
serina o lisina. La ausencia de Gtol en S. cerevisiae impide que utilice eficientemente
la cisteina o la cistationina como Unicas fuentes de azufre, manifestando defectos en la
transulfuracion, proceso que permite la sintesis de metionina a partir de cisteina. Ello
sugiere que Gtol podria estar regulando la actividad cistationina (-liasa de Str3
mediante su actividad tiol oxidoreductasa, dado que Str3 también es peroxisomal.
Dado que la cisteina 387 de Str3 es importante para su actividad bioldgica y esta
conservada en las cistationina B-liasas de otras especies de hongos, este residuo

podria ser diana de Gtol para la regulacion del estado redox de la proteina Str3.
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RESUMEN

Saccharomyces cerevisiae posseeix dues glutatio transferases (GST) anomenades Gttl
i Gtt2, amb capacitat de conjugar una molecula de glutati6 amb el substrat estandar
CDNB. Aquests dos enzims no son clasificables dins de les classes convencionals
descrites en base a l'estructura de les GST d'eucariotes superiors, encara que guarden
certa similitud estructural amb els membres de la classe Zeta. En aquesta memoria es
descriu la caracteritzacié de tres GST de classe Omega en S. cerevisiae anomenades
Gtol, Gto2 i Gto3, codificades respectivament per les ORFs YGR154c, YKRO76w i
YMR251w. Els enzims d'aquesta classe no tenen activitat sobre CDNB, pero sén actives
com tiol oxidoreductases i posseixen activitat dehidroascorbat reductasa i dimetilarsenat
reductasa. La primera d'elles, Gtol, és peroxisomal i posseix un senyal de localitzacio
de tipus PTS1 en la regi6 C-terminal. Aquest senyal és reconeguda pel transportador
peroxisomal Pex5, que facilita la seva internalizacié en aquest organul. D altre banda,
Gto2 i Gto3 tenen localitzacioé citoplasmica. Els gens GTO de S. cerevisiae s'induixen
per estrés oxidativu perd amb patrons distints per als tres gens. La dependéncia
d'aquesta expressio dels factors de trascripcio Yapl, Msn2 i Msn4 es relaciona amb la
presencia de sequéncies YRE i STRE en els promotors dels gens GTO. El mutant Agtol
és sensible a l'agent oxidant diamida i té una concentracié intracel- lular de glutatio
menor que la soca silvestre. Aquest fenotip es relaciona amb que el triple mutant Agtt2
Agttl Agtol sigui sensible al cadmi, indicant que les tres GST Gittl, Gtt2 i Gtol
intervenen en la detoxificacio d'aquest metall. Altre fenotip rellevant és la dificultat del
mutant Agtol per a créixer en medis de cultiu amb acid oleic com Unica font de carboni,
indicant que les funcions peroxisomals en el mutant estan afectades. L'abséncia de
GTO1 en S. cerevisiae causa aixi mateix el descens en l'expressié de gens involucrats
en la via de sintesi de cisteina i metionina. Com a consequéncia, el mutant Agtol creix
amb dificultat en absencia de treonina, serina o lisina. La manca de GTO1 en S.
cerevisiae impedeix que utilitzi eficientment la cisteina o la cistationina com Uniques
fonts de sofre, manifestant defectes en la transulfuracio, procés que permet la sintesi de
metionina a partir de cisteina. Aixo suggereix que Gtol podria estar regulant I'activitat
cistationina B-liasa de Str3 mitjancant la seva activitat tiol oxidoreductasa, atés que Str3
també és peroxisomal. Atés que la cisteina 387 de Str3 és important per a la seva
activitat biologica i esta conservada en les cistationina [-liasas d'altres espécies de
fongs, aquest residu podria ser diana de Gtol per a la regulacié de I'estat redox de la

proteina Str3






Summary

SUMMARY

Saccharomyces cerevisiae contains two glutathion transferases (GST) named Gttl and
Gtt2, which are enzymes with glutathione conjugating activity with the standard substrate
CDNB. These two enzymes are not classified into the conventional classes that have
been established based on the structure of mammalian GST, although they keep certain
structural similarity with Zeta class members. In this report, we describe the
characterization of three S. cerevisiae Omega class GST named Gtol, Gto2 and Gto3,
coded by ORFs YGR154c, YKRO76w and YMR251w, respectively. The enzymes of
this class do not exhibit activity with CDNB but they are active as tiol oxidoreductases,
dehydroascorbate reductases and dimetilarsonate reductases. The first of them, Gtol,
is located at the peroxisome and is targeted to this organelle throught a C-terminal
PTS1-type sequence. This sequence is recognized by the peroxisomal transporter
Pex5 that facilitates peroxisomal import. On the other hand, Gto2 and Gto3 are at the
cytosol. The GTO genes of S. cerevisiae are induced by oxidative stress, although the
expression patterns are different for the three genes. The expression of GTO genes
depends on Yapl, Msn2 and Msn4 transcription factors and correlates with the
presence of YRE and STRE sequences in the promoters of these genes. The absence
of GTOL1 causes a hipersensitivity to the oxidant diamide in S. cerevisiae and reduces
the intracelular concentration of glutathione, compared with the wild type stain. This
phenotype is related to cadmium sensitivity of the Agttl Agtt2 Agtol triple mutant,
indicating that Gttl, Gtt2 and Gtol participate in the response to cadmium toxicity.
Another rellevant phenotype of S. cerevisiae cells lacking GTOL1 is the growth defect
with oleic acid as the sole carbon source, indicating that the peroxisome funtions are
affected in the mutant. This mutant also grows defficiently in the absence of threonine,
serine or lysine in the growth medium. Lack of GTO1 function also affects negatively
the expression of several genes involved in methionine and cisteine sinthesis. As a
consecuence, the Agtol mutant shows defective growth in a medium with cisteine or
cistationine as the sole sulfur source as a consequence of defective trasulfuration, a
process that allows methionine synthesis from cisteine. This suggests that Gtol could
regulate the cystathionine B-lyase activity of Str3 through its thiol oxidoreductase
activity, since Str3 is also peroxisomal. As the cysteine 387 residue of Str3 is important
for the biological activity of this protein and is conserved in fungal species, this residue

could be a target of Gtol for the regulation of the redox state of Str3.
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1. INTRODUCCION

1.1. COMPUESTOS XENOBIOTICOS Y SU CONVERISION ENZIMATICA

Los xenobidticos son compuestos de origen no bioldgico, producto de las
actividades humanas y de descomposicion lenta. Entre ellos encontramos los fungicidas,
insecticidas, farmacos, carcin6genos, y agentes mutagénicos. Los seres vivos se
exponen continuamente a compuestos xenobibticos que pueden interactuar de manera
deletérea con el organismo, causando efectos toxicos y, en algunos casos,
carcinogénicos. Aunque la cantidad de estos xenobidticos ha aumentado en los dos
ultimos siglos, los compuestos téxicos existen desde hace tanto tiempo como la vida
misma. Asi, existen compuestos téxicos naturales como los fenoles y alcaloides que
producen algunas plantas, las aflatoxinas de los hongos, las especies reactivas de
oxigeno originadas por el propio metabolismo aerobio, y productos de la peroxidacion

lipidica como el 4-hidroxinonenal (4-HNE).

Las habilidades que tienen los organismos para sobrevivir a estas amenazas
guimicas posiblemente representan una adaptacién biolégica fundamental para
permanecer en la naturaleza. Las células poseen un gran conjunto de enzimas capaces
de transformar una amplia variedad de compuestos con diferentes estructuras quimicas
y funciones, reduciendo o eliminando su toxicidad. Entre estas habilidades se
encuentran una serie de procesos que permiten inactivar o expulsar dichos compuestos
toxicos, entre los cuales se pueden mencionar la unidon con compuestos intracelulares y

la detoxificacidon enzimatica.

La detoxificacion enzimatica de xenobidticos sucede en tres fases principales
gque funcionan de manera integrada (Sheehan et al., 2001). Las fases | y Il involucran la
conversion de los xenobidticos hidofébicos o no polares en compuestos mas solubles en
agua y asi menos toxicos para el organismo. En la fase Ill el compuesto, que ahora es

mas soluble, puede ser eliminado facilmente del citoplasma celular (Figura 1).

La fase | es catalizada principalmente por el sistema del citocromo P450. Esta
familia de proteinas microsomales es responsable de un gran conjunto de reacciones,
que implican procesos de oxidacion, reduccién o hidrdlisis. Estas reacciones tienen
como fin la introduccion de un grupo funcional, lo cual se conoce como activacion. De

las reacciones de activacion, la oxidacidén aparece como una de las mas importantes.
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Figura 1. Descripcion de los diferentes pasos en la detoxificacion celular del
benzo[a]pireno y algunos de los metabolitos formados durante el proceso. Tomado de
Sheehan et al. (2001).

Las enzimas de la fase Il catalizan la conjugacion de los xenobioticos activados
con sustratos endogenos solubles como glutatién reducido (L-y-glutamil-L-cystenil-glicina
0 GSH), acido glucordnico-UDP, sulfato, glucosa o glicina. Dado que la concentracion
intracelular del glutatién es alta (hasta 10mM), muchos de los compuestos xenobioticos
tienen el potencial de reaccionar espontdneamente con el grupo SH del GSH. Sin
embargo, el proceso de formacién de conjugados con GSH (GS-X) es mucho mas
eficiente cuando intervienen las glutation transferasas o GST. Estas reacciones de
conjugacion incrementan el peso molecular y la solubilidad de los compuestos toxicos v,
ademés, dan carga negativa a la molécula. La conjugacién con GSH tiene una
importancia particular porque los sustratos de esta reaccion frecuentemente son
compuestos altamente electrofilicos y la union de GSH evita que puedan unirse
covalentemente a macromoléculas intracelulares. Este paso tiene como fin la
neutralizacion de los sitios electrofilicos y que los compuestos tdxicos sean mas
solubles. Cuantitativamente, la conjugacion con GSH, la cual es catalizada por las GST,
es la principal reaccion de la fase Il en muchas especies. Aunque es dificil causar una

reduccion intracelular de GSH, cuando esta reduccion ocurre, posteriormente se genera
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un efecto toxico dentro de la célula. Los compuestos glutationilados son metabolizados a
través del corte de los residuos de glutamato y glicina, seguido de una acetilacion del
grupo amino del residuo cisteinil resultante para producir finalmente &cidos
mercaptudricos, como los derivados S-alquilados de la N-acetilcisteina. Todos estos
cambios causan que los productos de la fase Il de la detoxificacion tengan una
permeabilidad muy baja a través de las membranas y que no puedan difundir

pasivamente fuera de la célula.

El siguiente paso en la detoxificacién celular es la fase Ill, en la cual se
expulsan del citoplasma dichos compuestos glutationilados generados en las dos fases
anteriores. Para ello la célula cuenta con una serie de proteinas encargadas de enviar
los compuestos glutationilados fuera del citosol. En el caso de las células animales, sus
membranas contienen una serie de transportadores entre los cuales se han descrito los
transportadores multiespecificos de aniones inorganicos 0 MOAT (de “Multiespecific
QOrganic Anion Transporter”) (Heijn et al., 1992), la dinitrofenol S-GSH ATPasa (Dnp-SG
ATPasa) (Saxena et al, 1992), la proteina de membrana MRP1(de “Multidrug
Resistance-asociated Protein”) (Cole et al., 1992), la glicoproteina-P (Gottesman y
Pastan, 1993) y la CFTR (de “Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulador
protein”) (Welsh et al., 1992).

En el caso de las levaduras, se han descrito dos bombas de expulsion: la
bomba GS-X dependiente de ATP, Ycfl (Ishikawa, 1992), y el transportador Bptl
(Sharma et al., 2002). Ambas son homdélogas a las proteinas transportadoras MRP1
(Cole et al., 1992) y CFTR (Szczypka et al., 1994) de humanos, y estan localizadas en la

membrana de la vacuola.

En los humanos, el higado es el principal érgano en el que se lleva a cabo el
metabolismo de compuestos quimicos externos como los farmacos, compuestos toxicos
y carcinégenos. En las células hepaticas suceden los procesos de detoxificacion celular
que culminan con la excrecion de los compuestos glutationilados a través de la bilis o al
torrente sanguineo. Finalmente los compuestos metabolizados son expulsados del
cuerpo por las heces o la orina en forma de acidos mercapturicos. Durante varias
décadas hubo una gran especulacion acerca del origen de la cisteina usada para la
biosintesis de los acidos mercaptiricos y una serie de experimentos con extractos
celulares de higado de rata y conejo dieron pistas muy importantes acerca del origen de

la cisteina asociada a estos metabolitos.
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En 1.959 se determind que extractos celulares de higado de conejo eran
capaces de transformar el p-(clorobencil)-cloruro en p-(clorobencil)-glutation vy la
formacién posterior del acido mercapturico correspondiente se comprobd tanto in vivo
como in vitro (Bray et al., 1959b; 1959a). En 1.961 se describid por primera vez la
purificacion parcial y algunas propiedades de ciertas enzimas hepéticas de rata que
facilitaban la formacién de derivados glutationilados de varios compuestos como el 3,4-
diclorobenceno y el sulfobromoftaleina sodica (Booth, 1961; Combes y Stakelum, 1961,
Al-Kassab et al., 1963). En ambos casos se demostrd la sustitucién del ion cloruro y
bromuro respectivamente por una molécula de GSH. Para ese momento, el nhombre de
las enzimas que catalizaban la reaccion de sustitucién del id6n electrofilico en estos
compuestos era glutationasas o0 glutatioquinasas. Posteriormente, en 1.963 se
determind que estas enzimas, ademas de sustituir iones halogenados de compuestos
bencénicos, también eran capaces de desplazar el grupo nitrato del compuesto

policloronitrobenceno sustituyéndolo por una molécula de GSH (Al-Kassab et al., 1963).

Todos estos estudios incitaron el interés sobre las GST, como se les conoce
actualmente, que culminaron con analisis genéticos y enzimoldgicos junto con la
determinacién de las estructuras tridimensionales de muchas de ellas. Actualmente, se
considera a las GST como una superfamilia de proteinas que catalizan el ataque
nucleofilico del &tomo de azufre de la molécula de GSH sobre compuestos electrofilicos
enddgenos o exdgenos participando en la fase Il del proceso de detoxificacion celular.
Diversas revisiones (Pickett y Lu, 1989; Armstrong, 1997; Hayes et al., 2005; Oakley,

2005) amplian la visién actual de esta superfamilia de enzimas.

1.2. ESTRUCTURA Y EZIMOLOGIA DE LAS GLUTATION TRANS FERASAS (GST)

1.2.1. ESTRUCTURA BASICA

La estructura basica de las GST consiste en dos dominios, N y C-terminal. El
dominio N-terminal tiene un plegamiento caracteristico de la superfamilia tioredoxina
(Martin, 1995), la cual incluye también como miembros a las tioredoxinas,
glutaredoxinas, disulfuro isomerasas y glutation peroxidasas. EI dominio N-terminal
constituye alrededor de la tercera parte de la proteina y consiste en una estructura
B-o—B-a—B—B-a. El centro del dominio estd compuesto de tres ldminas beta situadas

entre hélices alfa (a/f/a) (Figura 2). El dominio C-terminal compone los otros dos tercios
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de la proteina y esta constituido por varias hélices alfa. El centro del dominio consiste en

la agrupacion de cuatro de estas hélices (Figuras 2 y 3).

Figura 2. Estructura comin de la superfamilia de GST. Las hélices estan
representadas como cilindros y las laminas beta estan representadas como flechas.
El dominio tioredoxina corresponde a las laminas beta rodeadas de varias hélices
alfa. Tomado de Board et al. (2000).

La principal funcion del dominio N-terminal es proporcionar el sitio de union del
GSH, el cual se localiza al final de una lamina beta, interaccionando la molécula de GSH
con la proteina a través de uniones electrostaticas y puentes de hidrogeno. En el caso
del sustrato, este se coloca dentro de una hendidura generada por los dos dominios N y
C-terminal y realiza una serie de contactos con los residuos del dominio C-terminal,
especialmente entre la hélice a4y el extremo final. Por lo tanto, la funcién del dominio C-
terminal es proporcionar los elementos estructurales para el reconocimiento del sustrato
y ayudar a definir la selectividad de cada tipo de GST hacia el sustrato. Otro aspecto
comun entre las GST es el asa que conecta a la hélice a2 y la ldmina 3; esta asa

contiene una prolina en conformacion cis y se la conoce como el asa cis-Pro. Aunque el
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asa no juega un papel directo en la actividad catalitica, es importante para mantener la

proteina con una estructura adecuada para su actividad.

Extensiéon N-terminal

Figura 3. Estructuras tridimensionales de subunidades de GST. Los dominios N-terminal y
C-terminal estan representados en rojo y azul respectivamente. Los residuos esenciales
para la actividad catalitica (tirosina en a, b y d; cisteina en c) estan representados en color
amarillo. Los ligandos con los que fueron cristalizadas estan representados en verde. Las
hebras de uniébn que conectan los dos dominios estan representadas en violeta. Las
estructuras del diagrama corresponden a (a) GST clase Sigma del camarén, (b) GST
Omega humana (la extensién C-terminal, que corresponde a los residuos 1 al 19 se
representan en negro y es caracteristica de esta clase), (c) GST clase Beta de Proteus
mirabilis, (d) GST clase Mu de Fasciola hepatica. Tomado de Sheehan et al. (2001).

Respecto de la estructura cuaternaria, las GST suelen formar dimeros en los
que existe una simetria C2, y las principales interacciones entre las subunidades
suceden entre el dominio N-terminal de una subunidad con la C-terminal de la otra. No
se ha descrito actividad catalitica de los monémeros de GST de mamiferos y estudios
de desnaturalizacion proteica sugieren que el proceso ocurre en dos etapas, lo que pone
en evidencia que la conformacion de la estructura cataliticamente activa es dimérica
(Dirr y Reinemer, 1991; Erhardt y Dirr, 1995). Estas conformaciones diméricas
estabilizan la estructura terciaria de cada una de las subunidades y posiblemente la
estructura de cada uno de sus dominios. Por el contrario, se han descrito unidades
monomeéricas activas como GST en Arabidopsis thaliana, las cuales componen un grupo
especial de GST. Esta superfamilia de GST vegetales utilizan el GSH como co-factor o

co-sustrato en su actividad catalitica y tienen una serina o una cisteina en su sitio activo
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(Edwards y Dixon, 2005). Por otro lado, se han descrito las proteinas CLIC (de
“intracelular Chloride lon Chanels”) que son una familia especial de proteinas solubles o
integradas a las membranas citoplasmaticas o de organelos (Oakley, 2005). Estas
proteinas tienen el plegamiento tipico de las GST pero se encuentran como monomeros,
lo que indica que el plegamiento de las GST puede ser estable como unidades
independientes. Una secuencia similar al sitio activo de las glutaredoxinas monotidlicas
esta presente en el dominio N-terminal de las CLIC pero no se ha detectado actividad
catalitica en CLIC1 humana. Sin embargo, CLIC2, que es muy similar a CLIC1, tiene
una actividad GSH peroxidasa baja y es modulador de la actividad del receptor cardiaco
de rianodina 2 (Oakley, 2005).

1.2.2. CLASIFICACION Y NOMENCLATURA

1.2.2.1. SUPERFAMILIAS DE GST

La gran variedad de proteinas con actividad GST y su presencia a lo largo de
toda la escala evolutiva hace que su clasificacion resulte compleja e, incluso, confusa.
Existen cuatro superfamilias de GST: candnicas, mitocondriales, microsomales, y
fosfomicina/glioxalasa (Oakley, 2005; Pearson, 2005). La superfamilia de las canodnicas
es la mas extensa y a ella pertenecen las enzimas solubles o citosolicas, de estructura
dimérica, que estan involucradas principalmente, pero no exclusivamente, en la
biotransformacion de los téxicos xenobidticos o endobidticos. Las GST citosolicas estan
divididas a su vez en clases designadas como Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Zeta y
Omega. Esta distincion en clases se ha hecho con base en la clasificacion de las GST
citosdlicas de mamiferos. Justo después de descubrir las GST de mamiferos, se
describieron las GST vegetales, que se han considerado como una superfamilia
compleja, diferenciada y que estd compuesta también por un nimero discreto de clases.
A la superfamilia de GST citosdlicas se unieron nuevas clases descubiertas en plantas
(Phi, Tau, Lambda DHAR y TCHQD) y también se caracterizaron otras isoenzimas que
pertenecen a las clases ya descritas en mamiferos (Theta y Zeta). La caracterizacion y

clasificacion de esta superfamilia se ha hecho recientemente (Dixon et al., 2002).

La superfamilia de las GST mitocondriales fueron originalmente denominadas
como “clase Kappa” por una inferencia errbnea en su homologia con las citosdlicas.
Esta homologia estaba basada en una similitud parcial entre secuencias de

aminoacidos, longitud y estructuras diméricas. De hecho, las proteinas de la “clase
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Kappa” de mamiferos no tienen una similitud de secuencia estadisticamente significativa
con ninguna de las GST candnicas (Pearson, 2005). En general, las GST mitocondriales
comparten una fuerte similitud con la familia de las acido 2-hidroxicromeno-2-carboxilico
isomerasas (HCCI), que son de origen procariota. Estas enzimas estan implicadas en el
catabolismo del naftaleno (Eaton, 1994) y de compuestos dibencilicos (Di Gregorio et
al., 2004). Las diferencias existentes entre las GST citosolicas y las mitocondriales
sugieren que ambas tienen un origen evolutivo diferente y que las mitocondriales son

mas antiguas que las candnicas (Pearson, 2005).

La tercera superfamilia, las microsomales, esta compuesta por enzimas de
estructura probablemente trimérica que se hallan involucradas en el metabolismo del
acido araquiddnico. A esta superfamilia también se le conoce como MAPEG (de
“Membrane-Asociated Proteins in Eicosanoid and Glutathione metabolism”). Las
MAPEG difieren considerablemente en tamafio y estructura de las GST citosdlicas y las
mitocondriales. Las GST microsomales son cortas comparadas con las citosélicas (150-
160 aminoacidos, comparadas con los 210-240 aminoacidos de las citosdlicas), y en
humanos se han descrito tres GST microsomales: MGST1, MGST2 y MGST3. MGST1
tiene una alta homologia con la enzima prostaglandina E sintasa, mientras que MGST2
la tiene con la proteina activadora de la 5-lipoxigenasa y con la leucotrieno C4 sintasa
(Bresell et al., 2005).

El conjunto de las GST bacterianas se conoce como la superfamilia de las
fosfomicina/glioxalasa e incluye las descritas en los géneros Escherichia, Proteus,
Pseudomonas, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Burkholderia y Rhodococcus
(Vuilleumier, 1997). Las enzimas de esta superfamilia participan en la resistencia a
antibidticos realizando actividades de conjugacion de GSH a los mismos, ademas de ser

capaces de unirse a las moléculas de antibidtico directamente.

1.2.2.2. CLASES DE GST

Aunqgue no existe un criterio claro respecto al grado de similitud en secuencia
que permita clasificar a una GST en una clase en particular, en general se acepta que
las enzimas de una misma clase comparten al menos un 60% de identidad, habiendo
entre clases al menos un 30% de identidad. Para la clasificacion se hace énfasis en la
estructura primaria del extremo N-terminal ya que, entre clases, esta region tiende a

estar relativamente conservada al ser parte del sitio activo. Esta region contiene un
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residuo esencial, que puede ser una tirosina, serina o cisteina, que interacciona con el

grupo tiol del GSH, reduciendo su pK, de 9.0 hasta 6-7 (véase apartado 1.2.3.).

Dentro de una clase se agrupan uno o mas polipéptidos, los cuales representan
tipos Unicos de subunidades (Mannervik et al., 2005). Cada clase puede incluir hasta
cinco polipéptidos que comparten entre si una homologia muy alta (hasta de un 90%).
Sin embargo se ha propuesto un limite de homologia alternativo del 50% para los
péptidos que pertenecen a las clases de GST de mamiferos (Mannervik et al., 1992).
Por otra parte, también se han utilizado técnicas inmunoldgicas para identificar la
expresion de las GST en diferentes tejidos y para determinar la relacion inmunoldgica
entre subunidades individuales. Un anticuerpo policlonal contra una clase de GST de
una especie en particular puede tener una reaccion cruzada con una GST de la misma
clase pero de especies diferentes. Por el contrario, una reaccion inmunolégica cruzada
no ocurre entre clases aunque se comparen GST de la misma especie (Hayes y Mantle,
1986).

Las propiedades cinéticas, como especificidad de sustrato y sensibilidades a
inhibidores, se pueden usar para distinguir diferentes isoenzimas. Sin embargo, algunos
de estos valores se superponen o tienden a ser muy similares entre clases, lo cual no
permite que este método se utilice para hacer una distincion definitiva entre las clases
de GST. En cambio, esta distincibn es posible hacerla tomando como base las
secuencias 0 los andlisis inmunolégicos. Comparando las GST de mamiferos, las
propiedades de actividad enzimética son Utiles Unicamente cuando la similitud entre las
secuencias es baja y generan mejores resultados cuando se llevan a cabo analisis
multivariados, es decir, utilizando varios sustratos dentro de un mismo analisis. A pesar
de esto, las actividades enzimaticas son un método pobre de clasificaciéon de las GST de
mamiferos y no es util extenderlo hacia la clasificacion de GST de otros organismos
diferentes como plantas, procariotas o insectos. El 1-cloro-2,4-dinitrobenceno o CDNB
era considerado el sustrato universal de las GST pero varias de las clases descritas no
son activas frente a este sustrato, como es el caso de la clase Omega. Por consiguiente,
no es posible utilizarlo como referencia de clasificacion respecto de la actividad

enzimatica, aungue pueda tenerse en cuenta como una caracteristica particular.
De acuerdo con los criterios descritos anteriormente, las GST de mamiferos se

clasifican dentro de las clases Alpha, Kappa, Mu, Pi, Phi, Sigma, Theta, Zeta y Omega.

Con base en ellas se ha hecho la clasificacion de GST de otros organismos y ademas
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se han descrito clases nuevas como es el caso de las Lambda, Tau y DHAR (de “Active
glutathione-dependent DeHidroascorbate Reductases”) que actualmente son exclusivas
de plantas. Ademas, existen otras clases caracterizadas en helmintos, insectos, hongos

y bacterias.

Asi pues, la nomenclatura de estas enzimas se ha llevado a cabo atendiendo
fundamentalmente a las GST humanas citosdlicas (Mannervik et al., 1992), lo cual en
principio es aplicable para todas las GST de vertebrados y extensible a las de otros
organismos. Las GST humanas se han nombrado respecto de la clase en la que pueden
estar contenidas (A, M, P, T y O para Alpha, Mu, Pi, Theta y Omega respectivamente),
acompafado de la cantidad de subunidades que la componen o el tipo de isoenzima,
que se designa con numeros arabigos. Por ejemplo, un homodimero de tipo Mu se
denomina M1-1 y los heterodimeros de tipo Alpha se denominan Al-2. Ademas, la
nomenclatura puede ir acompafiada de la especificacion de las variaciones alélicas:
Mla-1b. Cuando es necesario distinguir GST de diferentes especies bioldgicas, se
agregan prefijos. Por ejemplo mGST Al-1y rGST Al-1 se refieren a enzimas de la clase
Alpha de raton (mouse GST) y de rata (rat GST) respectivamente. Esta distincion puede
ser importante porque no existe una correspondencia estricta entre las subunidades de

diferentes especies y permite identificar los ort6logos.

Clase Alpha, Mu vy Pi:

Respecto de las caracteristicas, la interfase entre las subunidades de las clases
Alpha, Mu y Pi tienen una conformacion hidrofébica de “esfera-bolsillo”. Esta se
establece entre la cadena lateral de la fenilalanina (F52, Alpha; F56, Mu; F47, Pi), que
sobresale del asa formada entre la hélice a2 y la lamina 3 del dominio N-terminal de un
monomero, con el “bolsillo” localizado entre las hélices a4 y a5 del dominio N-terminal
del otro monoémero (Figura 4) (Sheehan et al., 2001). Esta interaccion tan particular no
se observa en las clases Sigma y Theta, ya que los residuos fenilalanina del asa y el
“bolsillo” en donde encajan no existen en ellas. La base estructural para el
reconocimiento de las subunidades entre las clases mas cercanas (Alpha, Mu, Sigma y
Pi) parece estar relacionada con la rotacion de ambos dominios en las subunidades que
interaccionan. Los dos dominios tienen orientaciones bastante diferentes en estas tres
clases, en las cuales la superficie de una clase no es completamente compatible con la
otra, lo cual se evidencié comparando la estructura de la clase Alpha con las clases Mu

y Pi (Sinning et al., 1993). Por otro lado, las tres clases poseen una tirosina en el
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dominio N-terminal (localizada en la lamina 1) que es importante para su actividad
catalitica. Las enzimas de la clase Mu tienen en su estructura un asa caracteristica (Mu-
loop) que se encuentra entre 32 y a2. El dominio C-terminal de la clase Alpha contiene
una a-hélice extra (a9) que se incluye en la parte hidrofébica del sitio de unién del
sustrato, lo que resulta en un bolsillo mucho méas hidrofébico comparado con la misma
region de las clases Mu y Pi. Esta hélice extra es importante para la estabilidad del
dimero y para la unién de ligandos que son transportados por ellas. Ademas, afecta a la
tasa de union del GSH vy el estado de ionizacion de la Tyr9, que es esencial para la

actividad catalitica.

Clase Theta:

Las enzimas de la clase Theta en mamiferos se descubrieron de manera tardia,
ya que no se unen por afinidad a matrices como GSH-agarosa o S-hexil-GSH-agarosa.
Esta clase s6lo guarda un 7% de identidad con las clases Alpha, Mu y Pi. Sus miembros
tienen especificidad por un Gnico sustrato y no todas las enzimas que pertenecen a esta
clase son activas sobre el sustrato CDNB. A diferencia de las Alpha, Mu y Pi, la clase
Theta tiene una serina en el sitio activo de la region N-terminal en lugar de una tirosina.
Esta clase esta ampliamente distribuida en la naturaleza y se encuentra en plantas,
bacterias, insectos y en otros organismos. En humanos se han descrito dos
homodimeros (hGST T1-1 y hGST T2-2), en los que las dos subunidades solo
comparten un 50% de similitud (Pemble et al., 1994; Schroder et al., 1996).

Clase Sigma:

Respecto de las enzimas de la clase Sigma, éstas estan relacionadas con la
sintesis de prostaglandina y en parésitos estimulan la sintesis enddgena de este
compuesto. Los homdlogos en vertebrados, que también pertenecen a esta clase, tienen
una actividad muy alta como prostaglandina D sintasa y se han identificado en rata,
ratén, pollo y humanos (Sheehan et al., 2001). Cuando se analiza su estructura, no
todas las enzimas de esta clase tienen la interfase “bolsillo-esfera” de las clases Alpha,
Mu, y Pi. El tipo de interfase que existe en los dimeros estabiliza las dos subunidades y
las interacciones que se generan alli son importantes para el sitio activo. Por esta razon,
ésta no es una caracteristica definitiva para la distincion de las enzimas de la clase
Sigma. Por ejemplo, la enzima purificada de calamar, la cual fue clasificada dentro de

esta clase, no tiene este tipo de interfase en su sitio activo (Harris et al., 1991; Tomarev
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et al., 1993). Por el contrario, la enzima hematopoyética humana, la prostaglandina D
sintasa, que es una enzima de clase Sigma, tiene una interfase de tipo “esfera-bolsillo”

similar a la de las clases Alpha, Mu y Pi (Kanaoka et al., 1997).

hélice a-9

Asa Mu

Figura 4. Estructuras de diferentes clases de GST diméricas. Las subunidades estan
identificadas en verde y azul, y los residuos serina o tirosina que interaccionan con el
GSH estan identificados en amarillo, mientras que el ligando con el que fue cristalizadc
esté indicado en color rojo, localizando el sitio activo. Las estructuras caracteristicas de
de las clases Alpha y Mu se indican en color negro. (a) Alpha humana, (b) Pi humana,
(c) Mu de rata, (d) Theta humana. Tomado de Sheehan et al. (2001).

Clase Zeta:

En referencia a la clase Zeta, es una de las clases filogenéticamente mas
conservadas, estando sus miembros ampliamente distribuidos en la naturaleza, desde
plantas hasta humanos. Las enzimas de la clase Zeta tiene actividad maleilacetoacetato
isomerasa. Esta enzima hace parte del catabolismo de la tirosina convirtiendo
maleilacetoacetato en fumarilacetoacetato, y maleilacetona en fumarilacetona. Ambos
sustratos son agentes alquilantes y se ha demostrado que estas enzimas son
inactivadas por el &cido dicloroacético, lo cual resulta en la acumulacién de
maleilacetona. Al igual que para las clases Alpha, Mu y Pi, se han encontrado

polimorfismos en la poblacién humana, lo cual explica las diferencias individuales en el
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metabolismo del dicloroacetato y del fluoroacetato (Fernandez-Canon y Penalva, 1998;
Cornett et al., 1999; Tzeng et al., 2000).

Clases Delta y Epsilon:

Se han descrito ademas citosolicas en insectos que corresponden a las clases
Delta y Epsilon. Ambas clases se han identificado en Drosophila melanogaster,
Anopheles gambiae y Aedes aegypti (Ranson y Hemingway, 2005; Tu y Akgul, 2005).
Las enzimas de la clase Delta se expresan en niveles muy altos en insectos, sobre todo
en los estados larvales iniciales, aunque se pueden obtener también a partir de
extractos celulares de ejemplares adultos. La clase Epsilon esta implicada en la
detoxificacion de insecticidas y, ademas, sus miembros tienen actividad peroxidasa, lo
cual los hace importantes en la proteccion contra efectos secundarios del estrés

oxidativo.

Clase Omega:

La clase Omega es una de las descritas mas recientemente y fue hallada por
andlisis bioinforméticos de las bases de datos de secuencias humanas (Board et al.,
2000). Se han descrito y caracterizado dos genes que se transcriben activamente en
humanos y se les ha denominado hGSTOL1 (Board et al., 2000) y hGSTO2 (Wang et al.,
2005). Se ha identificado también un pseudogen humano al que se le ha denominado
hGSTOS3, estando localizado en el cromosoma 3 (Whitbread et al., 2003). Se han
descrito ortdlogos en cerdo (Rouimi et al., 2001), raton (Ishikawa et al., 1998), rata
(Ishikawa et al., 1998), Caenorhabditis elegans (Wilson et al., 1994), Schistosoma
mansoni (Girardini et al., 2002), D. melanogaster (Tu y Akgul, 2005) y en el nematodo

Onchocerca volvulus (Kampkotter et al., 2003) .

Las principales caracteristicas de esta clase de GST se determinaron a partir
de la estructura cristalizada de hGSTO1-1 (Board et al., 2000). En esta estructura se
observa el plegamiento tipico de las GST candnicas y ademas comparten un 20 % de
homologia con los miembros de otras clases. Analizando el sitio de unién del sustrato en
hGSTO1-1 se observa que es mas abierto comparado con las GST de otras clases y
expone de manera lineal una serie de residuos polares haciendo que el bolsillo de unién
del sustrato sea menos hidrofobico (Board et al., 2000). Este hecho, y que la apertura

entre las dos subunidades sea mayor comparada con otras GST, sugiere que el sustrato
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natural o de unién de la hGSTO1-1 no sea particularmente hidrofébico y que la enzima
activa pueda tratarse de una o varias subunidades (Board et al., 2000; Whitbread et al.,
2005). Por otro lado, las enzimas de esta clase tienen una region rica en prolinas en

posicion N-terminal que es inusual en las demas clases.

Respecto de la estructura primaria de GSTO2-2, una caracteristica importante
de las subunidades de esta enzima es su alto contenido de cisteinas. Existen 11
cisteinas en hGSTO2-2 y 15 en mGSTO2-2 en contraste con las 5y 4 de hGSTO1-1y
MGSTO1-1 respectivamente (Whitbread et al., 2005). El alto contenido de cisteinas
recuerda a proteinas estructurales como las queratinas, en donde sus propiedades
estructurales estan dadas por este contenido de cisteinas. Aunque el papel estructural
de las subunidades de las GSTO2 no estd determinado Unicamente por esta
caracteristica, es importante anotar que otras GST juegan un papel estructural

importante en los cristalinos de los cefaldpodos (Tomarev et al., 1993).

Otro aspecto importante en la secuencia de las subunidades de esta clase es la
presencia en su sitio activo de una cisteina en vez de una tirosina o una serina (Board et
al., 2000). Esta cisteina interactia con el GSH formando un disulfuro mixto en su sitio
activo. Esta caracteristica puede relacionarse con la actividad tiol transferasa de la
molécula, en la que se eliminan aductos S-tiolados formados entre las cisteinas de las
proteinas y el GSH en respuesta a estrés oxidativo (Listowsky, 2005). Todo esto pone
en evidencia la importancia que tienen este residuo cisteina y la formacion del enlace
disulfuro en la actividad catalitica de las GST de clase Omega (Board et al., 2000).
Acerca de la estructura cuaternaria, se ha demostrado que la hGSTO1-1 forma
homodimeros (Board et al., 2000), lo cual es consistente con la estructura cuaternaria de

muchas GST citosolicas.

Dada la presencia de la Cys32 en el sitio activo de las GSTO, las enzimas de
esta clase tienen un amplio rango de actividades enzimaticas que son distintas a las
presentes en otras GTS de mamiferos, mientras que algunas de las actividades tipicas
de las GST citosélicas no existen en esta clase. Por ejemplo, las GSTO no son activas
frente al diclorometano y al acido etacrinico. Ademas, la hGSTO1-1 y otras GST de esta
clase tienen una actividad muy baja sobre el CDNB, excepto GSTO2-2 la cual tiene
actividad alta sobre este sustrato (Wang et al., 2005). Sorprendentemente, la mutacién
de la Cys32 por alanina en hGSTO1-1 aumenta la actividad sobre CDNB (Board et al.,
2000; Whitbread et al., 2005).
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Dentro de las actividades enzimaticas descritas en la clase Omega estan la tiol
transferasa, dehidroascorbato reductasa (DHAR) y monometilarsenato reductasa. Todas
estas reacciones son tiol dependientes de GSH o reacciones de reduccién. En el caso
de la actividad tiol transferasa, tanto hGSTO1-1 como hGSTO2-2 catalizan este tipo de
reacciones (Board et al., 2000; Schmuck et al., 2005). Se han descrito varios métodos
para medir la actividad tiol transferasa y uno de los sustratos usados es el 2-
hidroxietildisulfuro (HED). Este ensayo mide la tasa de formacion de GSH oxidado
(GSSG) acoplando la reaccién a la actividad de la GSH reductasa y a la oxidaciéon de
NADPH (Holmgren y Aslund, 1995). Otra caracteristica de la sustitucion de la Cys32 por
alanina en hGSTO1-1 es la pérdida de la actividad tiol transferasa de esta proteina
(Whitbread et al., 2005).

Otra de las actividades enzimaticas detectadas en las GST de clase Omega es
la actividad DHAR. Esta actividad enzimatica también depende de la presencia de la
cisteina del centro activo y es caracteristica de las glutaredoxinas (Washburn y Wells,
1999). Las GSTO catalizan la reduccién dependiente de GSH del dehidroascorbato a
ascorbato. A nivel biologico, este paso enzimético es vital para el reciclaje de la vitamina
C (Whitbread et al., 2003). Aunque los estudios de Board et al (2000) demuestran que
hGSTO1-1 tiene actividad DHAR, estudios recientes han demostrado que hGSTO2-2
tiene 70 a 100 veces mas actividad a este nivel que hGSTO1-1 (Schmuck et al., 2005).
Esta actividad enzimética también se ha detectado en la GSTO de cerdo (Rouimi et al.,
2001) y de rata (Board et al., 2000). Estudios inmunohistoquimicos y funcionales de la
enzima GSTO1-1 en ratas sugieren que tiene un papel importante en el mantenimiento
de los niveles de ascorbato en el cerebro (Fornai et al., 2001). El papel mas importante
del ascorbato en este 6rgano parece ser el secuestro de los radicales libres y las ROS
generadas en las células cerebrales (Rice, 2000). Esta actividad sugiere que las GSTO
protegen de los procesos oxidativos que pueden estar implicados en las patologias de
las enfermedades neurodegenerativas (Mattson, 2004). Se han realizado estudios en los
que se pretendia determinar si existia una asociacién entre los polimorfismos de las
hGSTO vy las enfermedades de Alzheimer y Parkinson, pero los resultados son
contradictorios (Li et al., 2003; Nishimura et al., 2004; Ozturk et al., 2005).

Se ha examinado también la actividad DHAR de otras clases (Alpha, Mu, Pi,
Theta, y Zeta) y con excepcion de la GSTM2-2, la cual tiene una actividad muy baja
sobre el dehidroascorbato, las demas se consideran esencialmente inactivas (Board et
al., 2000).

17



Introduccién

Aparte de las actividades tiol transferasa y DHAR de hGSTO1-1y hGSTO2-2,
se ha reportado que ademés tienen actividad monometilarsenato reductasa (Zakharyan
et al., 2001; Schmuck et al., 2005). Por otro lado, se considera a hGSTO1-1 como la
enzima limitante de la via de biometilacion en el metabolismo del arsénico inorganico
(Zakharyan et al.,, 2001). La actividad monometilarsenato reductasa consiste en la
reduccion enzimatica del metilarsenato o del acido dimetilarsinico a costa de la
oxidacion de GSH a GSSG. La oxidacion del GSH se sigue espectrofotométricamente
ligando su reduccién por la GSH reductasa y la oxidacion de NADPH (Denton et al.,
2004). El aspecto importante de esta actividad enzimatica radica en la capacidad que
tienen las células para metabolizar los compuestos inorganicos del arsénico. Uno de
ellos es el tioxido de arsénico, el cual es usado en el tratamiento de la leucemia
promielocitica. En algunos pacientes se observan reacciones adversas al tratamiento
con este oxido, lo cual sugiere que existe un componente genético que determina las
diferencias en la capacidad para metabolizar el arsénico (Schmuck et al., 2005).
Estudios recientes sugieren que el polimorfismo en hGSTO1-1 esta asociado con un
perfil inusual de excrecién de arsénico por via urinaria en pacientes expuestos a altas
concentraciones de arsénico (Marnell et al., 2003). Sin embargo, no se ha determinado
la actividad monometilarsenato reductasa en las diferentes variantes de hGSTO1-1
(Schmuck et al., 2005).

Estas actividades enziméticas descritas en las GSTO tienen relacion con otras
funciones bioldgicas. La hGSTO1-1 esta relacionada con la modulacion de los
receptores de rianodina, los cuales son canales de calcio del reticulo endopldsmico
(RE). El mecanismo por el cual la hGSTO1-1 regula estos canales es desconocido, pero
es importante anotar que la mutacion de la Cys32 a alanina causa pérdida de este
mecanismo de regulacién (Dulhunty et al.,, 2001). Aungue no se conoce el papel
fisiolégico del mismo, se ha observado que hGSTO1-1 se sobreexpresa en lineas
celulares de linfomas resistentes a la radiacion terapéutica, lo que reduce la apoptosis y
genera una movilizacion de calcio a través de los receptores de rianodina.
Adicionalmente, hGSTO1-1 puede modular la respuesta inmune que depende de un
incremento en la concentracion de Ca®* a través de los receptores de rianodina de los
linfocitos By T (Xu et al., 1996; Whitbread et al., 2005).

Otra de las funciones adicionales que tiene la hGSTO1-1 es la interaccién con

farmacos inhibidores de la liberacion de citoquinas. La interleucina-1 (IL-1) es un

mediador proinflamatorio producido en los monocitos activados y en los macrofagos

18



Introduccién

(Dinarello, 1998). IL-1 no se libera constitutivamente y es necesario que ocurra un
procesamiento postransduccional antes de ser liberada. Varias diarilsulfonilureas
actian como farmacos inhibidores de la liberacion de citoquinas o CRIDs (de “Cytokine
Release Inhibitory Drugs”) (Perregaux et al, 1992). Estas CRIDs inhiben el
procesamiento post transcripcional de la IL-1B en los monocitos humanos activados.
Estudios recientes describen que las CRIDs se unen a la hGSTO1-1 de los monaocitos, y
esta interaccion puede determinar el mecanismo por el cual las CRIDs detienen el
procesamiento postranscripcional de las IL-1p (Laliberte et al., 2003). La interaccion
entre CRIDs y hGSTO1-1 requiere la presencia de la Cys32 pero el papel exacto que la
hGSTOL1-1 tiene en este proceso no esta determinado. Se especula que puede estar
mediando la formacion de canales de calcio ya que el procesamiento de la interleucina-
13 esté asociado con cambios significativos de la homeostasis idnica celular (Laliberte et
al., 2003). Otra posibilidad es que hGSTO1-1 esté mediando el procesamiento de la
interleucina-13 a través de su actividad tiol transferasa, ya que la activacion de los
monocitos puede alterar el balance del estado redox y alterar el potencial de
glutationilacion de las proteinas. La glutationilacion puede modular potencialmente la
funcion de las proteinas a través del bloqueo de tioles funcionalmente importantes
(Laliberte et al., 2003), y la actividad tiol transferasa, via deglutationilacion, podria

regular el estado redox de estos grupos tiol.

1.2.3. MECANISMO CATALITICO DE LA REACCION

Las GST se pueden encontrar como monomeros, homodimeros o
heterodimeros y las unidades que componen estas Ultimas siempre pertenecen a la
misma clase. Hasta ahora no se ha descrito actividad catalitica de mondémeros en
mamiferos, pero en plantas se han descrito GST activas como monoméros en las clases
Lambda y DHAR (Edwards y Dixon, 2005).

Las GST catalizan la siguiente reaccion general:
GSH + R-X —>> GSR +HX

Respecto del funcionamiento de estas enzimas se deben abordar dos cuestiones
importantes: ¢cual es el mecanismo que le permite a la enzima reconocer y activar al
GSH para el ataque nucleofilico? y ¢de qué manera las GST reconocen

especificamente los sustratos electrofilicos?
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1.2.3.1. ACTIVACION DEL GSH

Uno de los aspectos fundamentales del mecanismos catalitico de las GST es la
manera en que estas enzimas usan las interacciones con el GSH para activar el atomo
de azufre de esta molécula y asi iniciar el ataque nucleofilico. El tripéptido GSH esta
unido en una conformacién extendida, donde el residuo y-glutamil esta dirigido hacia la
interfase del dimero GST, mientras que el azufre del residuo cisteinil apunta hacia la
subunidad a la cual esta unido y se localiza cerca de la superficie de la proteina (Figura
5).

Figura 5. Disposicion del GSH en el sitio activo de las GST. El GSH y los residuos
gue interactian con el GSH a través de puentes de hidrégeno estan indicados
mediante un esquema de barras. Los diagramas corresponden a: (BETA) GST clase
Beta bacteriana, (OMEGA) hGSTO1-1, (DELTA) GST clase delta de mosquito.
Tomado de Oakley (2005).

La region mas conservada estructuralmente en todas las enzimas GST
citosdlicas es el motivo BRa del centro activo, el cual se encarga de reconocer la porcién
y-glutamil del GSH. Este elemento estructural de las GST empieza con un residuo cis-
prolil que esta justo antes de la lamina 33 y que continta con la hélice a3. La funcién de
este residuo es permitir que se mantenga el plegamiento total del dominio. Existen dos

residuos localizados entre la lAmina 4 y la hélice a3 que estdn directamente
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relacionados con este reconocimiento: un residuo glutamato o glutamina seguido de un
residuo serina, treonina o cisteina (Figura 6).

_ Thrty7 Glutd et

theta

Figura 6. Representacién del motivo conservado BBa de las GST responsable del
reconocimiento del residuo y-glutamil del GSH. El GSH y las cadenas laterales en la
lamina 4 y la hélice a3 estan indicadas mediante esferas y barras. Estas cadenas estan

involucradas en las interacciones por puentes de hidrégeno con el residuo y-glutamil del
GSH. Tomado de Armstrong (1997).

Las enzimas de la clase Theta, la cual es considerada el precursor de las
clases Alpha, Mu, Pi y Sigma, utiliza el grupo hidroxilo del residuo serina localizado
cerca del dominio N-terminal del polipéptido para activar el atomo de azufre del GSH.
Por otro lado, las clases Alpha, Mu, Pi y Sigma hacen esta misma interaccion pero con
el grupo hidroxilo de una tirosina que esta en una posicion ligeramente diferente a la
serina de la clase Theta. EI aminoacido hidroxilado actia como donador de hidrégeno
para el azufre, lo cual baja el pK, del tiol en el complejo E- GSH. Esto genera la
ionizacion del complejo, lo que ocurre predominantemente a pH fisiologico. En la clase
Alpha existen dos residuos relacionados con el enlace E- GSH: el residuo Tyrl9 y la
Argl5 (Armstrong, 1997) (Figura 7).

Figura 7. Interacciones entre los sitios activos de las clases Theta, Alpha, Mu y €
azufre del GSH. Tomado de Armstrong (1997).
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En resumen, la especie reactiva de los complejos binarios formados entre las
GST de cualquier clase y el GSH es probablemente el ion tiolato (GS), el cual forma un
puente de hidrégeno con el hidroxilo de la serina o de la tirosina de las GST. En el caso

de la familia Alpha, este enlace se estabiliza con la carga positiva de la Arg15.

Otro aspecto importante en la actividad catalitica es el papel que pueden tener
otros residuos en la estabilidad del ion tiolato. Estos residuos pueden generar
interacciones que aumentan la estabilidad de los puentes de hidrogeno del sitio activo o
contribuir a crear un ambiente electropositivo cerca del ion tiolato, permitiendo asi que
disminuya el pK, y que aumente la estabilidad del sustrato electrofilico dentro de la
enzima. Por ejemplo, se ha descrito el microdipolo generado por el puente de hidrégeno

entre el NH del GSH y el grupo hidroxilo de la Tyr6 en la clase Mu (Figura 8).

Figura 8. Interacciones electrostaticas en el sitio activo de la clase Mu (rGSTM1-1). Las
interacciones con el azufre del GSH incluyen: (a) el puente de hidrogeno con el grupo
hidroxilo de la tirosina, (b) con una molécula de solvente o NH,", (c) interaccién con el anillo
aromatico de la Tyr6. Otras interacciones en la subunidad de rGSTM1-1 son (d) puente de
hidrégeno entre la Tyr6 y la Thrl3 de la rtGSTM1-1 y (e) puente de hidrégeno entre el grupo
amida del residuo Leul2 y el grupo hidroxilo de la Tyr6. Tomado de Armstrong (1991).

Este puente de hidrogeno disminuye la afinidad por protones del grupo hidroxilo
y aumenta la estabilidad del puente de hidrogeno con el azufre del GSH (Armstrong,
1991). Otro ejemplo en la clase Mu es el puente de hidrégeno formado entre el grupo
hidroxilo de la Tyrl3 y la Tyr6. En principio, este puente de hidrogeno disminuye la
afinidad por protones del grupo hidroxilo de la tirosina haciendo que sea mejor donador
de protones para el tiolato y que disminuya el pK, del acido conjugado (Armstrong,
1991).
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1.2.3.2. ESPECIFICIDAD SOBRE SUSTRATOS ELECTROFILICOS

La especificidad del sustrato que tiene cualquier enzima es funcién de la
eficiencia de ésta para disminuir las barreras de activacion de un proceso particular.
Para entender completamente la especificidad catalitica de las GST es necesario
conocer la naturaleza de los intermediarios y los estados de transicion que se coordinan
en la reaccién. Estos intermediarios pueden variar en funcion del sustrato. Los grupos
funcionales mas electronegativos (F y CI) forman rapidamente los compuestos
intermedios de la conjugacion pero los procesos posteriores para descomponer el

sustrato conjugado son mas complejos (Armstrong, 1991).

El dominio C-terminal es el encargado de alojar el sustrato electrofilico y esta
formado bésicamente por hélices a. El nimero de estas hélices varia entre clases de
GST vy las hélices 4a y 5a proporcionan un ambiente hidrofébico para la estabilidad del
sustrato dentro del dominio. Respecto de la posicion del sustrato electrofilico dentro de
la subunidad, éste se coloca sobre la estructura formada por la ldmina B1 y la hélice al
del dominio C-terminal. Estas dos estructuras dan forma a la base de la cavidad del
dominio y los laterales o paredes estan formados por hélices a y por la extension final
del dominio C-terminal. La forma de esta cavidad varia de una clase a otra, lo cual
determina la variabilidad de sustratos que pueden ser transformados por estas enzimas.
En muchas clases de GST la presencia de hélices o de asas en el dominio C-terminal
contribuye a que el dominio tenga una plasticidad estructural variada. Por ejemplo, la
hélice a9, que es caracteristica de la clase Alpha, forma una base-soporte para el
sustrato electrofilico en el dominio C-terminal. La clase Sigma tiene esta region mas
corta y eso trae como consecuencia que su sitio activo sea mas abierto y las enzimas de

tipo Mu tienen el asa caracteristica de esta clase (Figura 1) (Armstrong, 1991).

1.2.4. LAS GST COMO GLUTATION PEROXIDASAS

La produccion de especies reactivas de oxigeno o ROS (de Reactive Oxigen
Species) a partir de la reduccion parcial del O, es una consecuencia inevitable de la
respiracién aerébica. Estas ROS son el anién superéxido O,’, el perdxido de hidrogeno
H,0,, y el radical hidroxilo (OH- ). Dichas especies quimicas se producen principalmente
en la fosforilacion oxidativa, asi como en las reacciones catalizadas por la 5-
lipoxigenasa, ciclooxigenasa, las enzimas del sistema del citocromo P450 y la xanteno

oxidasa, entre otras (Hayes y McLellan, 1999). Las ROS son metabolizadas por la
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actividad catalitica de enzimas como la superoxido dismutasa (SOD), catalasa, GPx vy,
de manera no enzimatica, por el a-tocoferol, acido ascorbico, GSH y bilirrubina. A pesar
de estas defensas antioxidantes, las ROS causan dafios en las membranas lipidicas, en
el DNA, en las proteinas y en los carbohidratos. La oxidacion de estas macromoléculas
genera productos de degradacion citotoxicos y mutagénicos (Marnett et al., 2003). Asi,
aunque el radical superédxido puede dafar directamente el DNA, también lo puede hacer
de manera indirecta a través de la produccion de metabolitos secundarios reactivos, lo
cual hace parte de la amplificacién del dafio celular que causan los radicales libres. Un
problema particular que generan los radicales libres es la peroxidacién lipidica de los
acidos grasos polinsaturados, los cuales hacen parte de las membranas de los
organelos y las membranas celulares. Esta peroxidacién lipidica resulta de una reaccién
en cadena gue a su vez amplifica el dafio celular. El proceso produce peroxidos lipidicos
que son autocataliticos y se transforman en compuestos electrofilicos secundarios como
los epoxialdehidos, 2-alquenales, 4-hidroxi-2-alquenales y ketoaldehidos, algunos de los
cuales son genotoxicos (Marnett et al., 2003). El 4-hidroxinonenal (HNE) es uno de los
4-hidroxi-2-alquenales mas importantes y su produccion celular aumenta bajo estrés
oxidativo (Awasthi et al., 2004).

La accion y descontrol de la peroxidacion lipidica causa dafios celulares
irreversibles que inducen la apoptosis (Yang et al., 2001). Algunos de los sistemas que
protegen contra los productos generados a partir del estrés oxidativo son la aldehido
deshidrogenasa, la alcohol deshidrogenasa, la aldo-ceto reductasa, las GPx

dependientes de selenio y las GST (Hayes et al., 2005).

Algunas clases de GST, ademas de su actividad transferasa dependiente de
GSH, también tienen actividad GPx independiente de Se y pueden catalizar la reduccion
dependiente de GSH de hidroperoxidos de &cidos grasos (FA-OOH, de “Fatty Acid
hydroperoxides”), hidroperoxidos de fosfolipidos (PL-OOH, de “PhosphoLipid
hydroxyperoxides”) y de hidroperéxidos organicos no fisioldgicos como el hidroperéxido
de cumeno (CU-OOH) (Zhao et al., 1999; Yang et al., 2001). Sin embargo, a diferencia
de las GPx dependientes de Se, las GST no usan el peroxido de hidrogeno como
sustrato para su actividad GPx (Yang et al., 2001). Se han descrito una serie de
actividades enzimaticas que indican la relacion entre la actividad de las GST, la
reduccion de los hidroperéxidos lipidicos (actividad GPx independiente de Se) y la
proteccidon que estas enzimas proporcionan a través de su actividad GST contra un

rango de compuestos electrofilicos, los cuales se generan durante el dafio oxidativo de
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las membranas celulares (Armstrong, 1997; Hurst et al., 1998; Prabhu et al., 2004).

En humanos, rata y ratones la actividad GPx de las GST estd asociada
principalmente a la clase Alpha. También se ha purificado una GST de esta clase a
partir de extractos de higado de oveja y tiene actividad tanto GST como GPx
independiente de Se (Prabhu et al., 2001). Se ha descrito que las clases Mu y Theta
también tienen actividad GPx sobre PL-OOH (Hurst et al., 1998). Se ha demostrado que
las enzimas hGSTA1l-1 y hGSTAZ2-2 tienen una actividad alta como GPx sobre
hidroperéxidos lipidicos, especificamente sobre FA-OOH y PL-OOH (Yang et al., 2001),
y que la sobreexpresion de hGSTA2-2 en la linea celular K562 protege a las células
contra la apoptosis inducida por peréxidos lipidicos e inhibe tanto a JNK como la
activacion de las caspasas (Yang et al.,, 2001). Ademas, la clase Alpha tiene una
expresion alta en érganos con tasas metabdlicas elevadas como es el caso del higado,
que esta continuamente expuesto a ROS. El significado fisioldgico de esta actividad GPx
de la clase Alpha puede estar asociado con la localizacion celular, ya que del 3 al 5% del
total de las proteinas solubles del higado son GST y muchas de ellas pertenecen a la
clase Alpha (Awasthi et al., 2004).

En las reacciones que catalizan las hGSTA1-1/2-2, los peroxidos lipidicos son
reducidos a los alcoholes correspondientes a costa de la oxidacion del GSH (GSSG) y la

formacién de agua:

PL-OOH + 2GSH—» PL-OH + GSSG + H,0
FA-OOH + 2GSH—» FA-OH + GSSG + H,O

CU-OOH + 2GSH —» CU-OH + GSSG + H,0

Los hidroperoxidos lipidicos son el principal producto de la peroxidacon lipidica
y son los que inician la propagacién de una cadena autocatalitica. Esta cadena consiste
en la autocatalisis del peroxido lipidico que genera compuestos electrofilicos como 4-
hidroxialguenos y mas radicales libres. Estos radicales libres oxidaran otros acidos
grasos potenciando asi la cadena de propagacion de la reaccibn. Como se ha
mencionado antes, la formacion de HNE se incrementa durante el estrés oxidativo
celular y se ha demostrado que las células que sobreexpresan hGSTAL1-1 0 hGSTA2-2
no incrementan la formacion de HNE bajo estrés oxidativo (Yang et al., 2001; Yang et
al., 2002). Aunque estos estudios se han llevado a cabo in vitro, también se ha

demostrado que los procesos de regulacion y control del estrés oxidativo también
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ocurren in vivo en el higado de ratones, ratas y humanos (Yang et al., 2001).
Considerando que las GST aumentan su expresion bajo exposicibn a compuestos
electrofilicos, estas enzimas pueden proteger a las células bajo condiciones fisiologicas
normales o bajo estrés oxidativo, siempre y cuando la disponibilidad de GSH y de NADP
(necesario para el reciclaje del GSSG a GSH) no sea un factor limitante.

PUFA presente en
membranas o en

estado libre
L-OH
ROS NADPH
oon GsTAz2 R
NADP*

ATP

4-HNE y otros hGSTA4-4, hGST5.8

4-hidroxialquenales - HNE

ADP

Figura 9. Papel de las GST en la peroxidacion lipidica. La peroxidacion de los acidos
poliinsaturados (PUFA) se inicia por la accion de las especies reactivas de oxigeno (ROS)
y los radicales libres para generar peréxidos lipidicos (L-OOH), los cuales por autocatdlisis
propagan la peroxidacion lipidica por una produccion continua de radicales libres. GSTA1-
1 y GSTA2-2 reducen los L-OOH al alcohol correspondiente, rompiendo la cadena de
peroxidacion lipidica y limitando la producciéon de 4-hidroxinonenal (HNE). hGSTA4-4 y
hGST5,8 conjugan el HNE con GSH formando GS-HNE, el cual es transportado fuera de
la célula a través de los transportadores de membrana RLIP-76 0 RALBP1. Tomado de
Awasthi et al. (2004).

Las GST también pueden regular la concentraciéon del HNE por conjugacion
con GSH. Aunque el HNE es lo suficientemente electrofilico como para reaccionar
espontdneamente con el GSH, las GST potencian la tasa de reaccion (Alin et al., 1985).
En humanos, ratones y ratas, se ha caracterizado la preferencia de las diferentes
isoenzimas de la clase Alpha por los siguientes sustratos: PL-OOH, FA-OOH y el HNE
(Awasthi et al., 2004). Esta caracterizacion permite especificar el papel de cada una de
las isoenzimas de la clase Alpha durante el proceso que atenua los efectos de la
peroxidacion lipidica (Figura 9). En resumen, los &cidos polinsaturados de las

membranas celulares son oxidados por las ROS formando los peréxidos lipidicos. Estos
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compuestos se autocatalizan generando mas ROS y propagando asi la peroxidaciéon
lipidica. GSTA1-1/2-2 reducen los peroxidos lipidicos al alcohol correspondiente,
rompiendo la cadena de peroxidacion lipidica y limitando la produccion de HNE.
hGSTA4-4 y hGST5,8 conjugan el HNE con GSH formando GSH-HNE, el cual es
transportado fuera de la célula por las bombas RLIP76 o0 RALBP1 (Barrera et al., 1991).

1.3. LOCALIZACION CELULAR DE LAS GST

La localizacion celular de las GST puede variar a pesar que la mayoria de ellas
son solubles. Las mayoria se han descrito en el citoplasma pero algunas estan
presentes en el ndcleo (Soboll et al., 1995), los peroxisomas (Morel et al., 2004) y la
mitocondria (Raza et al., 2002), donde pueden tener funciones peculiares para la
integridad de estos organelos. Por ejemplo, GSTP1-1 en el nucleo puede estar
asociada con la proteccion del DNA frente al dafio inducido por la doxorubicina,
causando la adquisicion de resistencia a medicamentos usados en el tratamiento contra
células tumorales (Goto et al., 2001). Se sabe también que las GST presentes en la
mitocondria (GSTA1-1, GSTA4-4 y GSTM1-1) pueden tener un papel importante en la
defensa frente al estrés quimico y oxidativo (Raza et al., 2002). En el caso de la GST
peroxisomal, hGSTK1-1, se ha clasificado dentro de la clase Kappa ya que comparte
similitud de secuencia con este grupo de GST (69% con mMGSTK1-1y 71% con rGSTK1-
1) asi como por su localizacién exclusivamente peroxisomal y mitocondrial (Morel et al.,
2004). Es importante anotar que algunas proteinas localizadas en RE y en mitocondria
también se han detectado abundantemente en los peroxisomas de los fibroblastos de
raton (Islinger et al., 2006). Esta observacion resulta importante, ya que estaria
indicando una relacion fisica entre estos tres organelos y una relacion funcional entre las

proteinas alli localizadas (Islinger et al., 2006).

1.4. IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LAS GST

Una de las caracteristicas mas importantes de la superfamilia de las GST es la
diversidad en la actividad enzimética, lo cual les permite participar en procesos
metabdlicos y enzimaticos diversos, como ya se indicé anteriormente. Esta diversidad
enzimatica las hace especialmente interesantes desde el punto de vista terapéutico y
farmacoldgico, ya que algunas de sus actividades pueden relacionarse con aspectos
puntuales del tratamiento de algunas enfermedades. Aunque el papel farmacoldgico de

las GST en el metabolismo y detoxificacién de xenobidticos estd ampliamente descrito,

27



Introduccién

el significado de la conjugacion catalizada por las GST de compuestos enddgenos no se
entiende por completo. Se ha descrito que los compuestos enddgenos que tienen
carbonos a, B-insaturados son sustratos potenciales de las GST. Algunos de los
compuestos enddgenos, particularmente aquellos que se han formado durante los
procesos de degradacion oxidativa de componentes celulares, son objeto de especial
atencion por su capacidad de atacar moléculas nucleofilicas, que pueden convertirse
posteriormente en compuestos toxicos (Awasthi et al., 2005). Las GST pueden catalizar
la conjugacion con GSH de compuestos endogenos alquenil a,B-insaturados como HNE,
malonaldialdehido, acroleina, y bases propenales como citosina propenal, timina
propenal y uracil propenal. Este proceso de conjugacion con GSH protege contra la
actividad de estos toxicos potenciales (Alin et al., 1985; Berhane et al., 1994). Dada su
naturaleza electrofilica, estos compuestos pueden reaccionar espontaneamente con el
GSH pero la reaccion es de 500 a 600 veces mas rapida en presencia de las GST
(Awasthi et al., 2005).

También se considera la relacién existente entre la patogénesis de algunas
enfermedades y la actividad de las GST en el metabolismo de los productos de la
peroxidacion lipidica. Una de las hipétesis sobre la patogénesis de la enfermedad de
Alzheimer o AD es la relacion que existe entre los niveles elevados de marcadores para
estrés oxidativo y la degeneracién neuronal (Markesbery, 1997). Este nivel elevado de
estrés oxidativo en el cerebro de los pacientes con AD se caracteriza por un aumento en
la peroxidacion lipidica, proteinas oxidadas y DNA oxidado. Ademas, se ha detectado
una reduccién en la cantidad de &cidos grasos poli-insaturados en los cerebros de
pacientes con AD (Smith et al., 1991; Mecocci et al., 1994; Hensley et al., 1995; Lovell et
al.,, 1995). Teniendo en cuenta todos estos aspectos, posiblemente el HNE tiene un
papel importante en la patogénesis de AD como producto de la peroxidacion lipidica, ya
que los niveles de este compuesto estan también elevados en el cerebro de pacientes
con AD (Markesbery y Lovell, 1998). Las GST pueden estar cumpliendo un papel
protector frente al HNE, ya que el pretratamiento de cultivos primarios de células de
hipocampo de ratdon con GST y la posterior exposicion a concentraciones toxicas de
HNE aumenta la superviviencia celular comparado con células no pretratadas (Xie et al.,
1998). La actividad peroxidasa de las GST de clase Alpha también esta relacionada con
la proteccion frente a estrés oxidativo, ya que actlan sobre los hidroperéxidos de
fosfolipidos. Se ha demostrado que la sobreexpresion de hGSTA1-1 en la linea celular
K562 atenta la peroxidacion lipidica en condiciones normales y bajo estrés oxidativo

generado por exposicion a peroxido de hidrégeno (Yang et al., 2001).
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El HNE, ademés de ser un producto de la peroxidacion lipidica, también se
considera como una molécula de sefalizacion intracelular (Awasthi et al., 2003; Echtay
et al., 2003; Uchida, 2003) y su conjugacion con GSH catalizada por las GST puede
influir en algunas vias metabdlicas. EI HNE est4 involucrado en una serie de
enfermedades degenerativas como AD (Montine et al., 1997; Sayre et al., 1997),
arteriosclerosis (Yang et al., 2004), cataratas (Awasthi et al., 1996) y también en cancer
(Zarkovic et al., 1995). Algunos estudios sugieren que el HNE puede afectar el ciclo
celular, inducir apoptosis y diferenciacion celular, modular el crecimiento celular y afectar

varias vias de transduccion de sefial (Awasthi et al., 2005).

Otro aspecto importante de los efectos del estrés oxidativo en las células
cerebrales es el nivel de ascorbato intracelular y su relacion con enfermedades
neurodegenerativas como AD o Parkinson. Como se ha mencionado en el apartado
1.2.2.2., el ascorbato es considerado como un antioxidante importante en las células
cerebrales y se ha implicado en la patogénesis de ambas enfermedades. Sumado a
esto, la actividad DHAR, presente tanto en GSTO1-1 como en GSTO2-2, esta
relacionada con el reciclaje de la vitamina C, lo cual hace pensar que la variacion de la
expresion de las GSTO en determinado tipo de células cerebrales puede ser un factor
importante en estos desérdenes neurolégicos. Por otro lado, se ha observado que la
expresion de rGSTO1-1 es abundante en tejidos cerebrales como el cerebelo e
hipocampo y particularmente en las células afectadas en la enfermedad de Parkinson
(Fornai et al., 2001), y se ha propuesto que su actividad DHAR representa el 65% de la

actividad total en el cerebro (Fornai et al., 1999).

Es especialmente relevante la posibilidad de considerar a las GST como dianas
terapéuticas dada su relacion con algunas enfermedades como el asma o la resistencia
a tratamientos quimioterapéuticos del cancer. Como se ha mencionado anteriormente,
hGSTM2-2 es homoéloga de la enzima leucotrieno C, sintasa, la cual se considera
también una GST (Piper, 1984; Ford-Hutchinson, 1990). Los leucotrienos vy
peptidoleucotrienos, como el LTD,4, son importantes en la patogénesis de enfermedades
como el asma por lo que la inhibiciébn de la sintesis de LTD, 0 de sus receptores
representa una aproximacion terapéutica importante en el tratamiento de esta
enfermedad (Rushmore y Pickett, 1993). Los leucotrienos son derivados del &cido
araquiddnico, que son liberados de la célula como araquidonatos y luego convertidos en
un epodxido inestable, el leucotrieno A4 0 LTA,. Este compuesto es metabolizado de dos

maneras diferentes, una por hidratacion, generando LTB, y otra por conjugacién con
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GSH, que es catalizada por la leucotrieno C4 sintasa. De hecho, los antagonistas de
LTD, y los inhibidores de la sintesis de leucotrieno han sido eficaces en el tratamiento
del asma bronquial, y los datos sugieren que la leucotrieno C4 sintasa es la Unica GST
necesaria para la produccion de peptidoleucotrienos, lo cual la convierte en una diana
terapéutica importante en la inhibicién de la sintesis de estos compuestos (Rushmore y
Pickett, 1993). Otro producto del metabolismo del &cido araquidénico es la
prostaglandina H, (PGH,). Las GST de la familia MAPEG catalizan la isomerizacion del
PGH, a prostaglandina E, (PGE,) y prostaglandina D, (PGD,), o la reduccién a PFG,q
(Hayes et al., 2005). Las GST citosdlicas que se expresan en el cerebro humano tienen
actividad PGE, sintasa (Beuckmann et al., 2000) y las enzimas que pertenecen a la
familia de las MAPEG contribuyen mayoritariamente a la produccion de PGE,
(Nakashima et al., 2003). La actividad de las GST en el metabolismo de este tipo de
mediadores lipidicos enddgenos como las prostaglandinas clasicas (PGD,, PGE, y
PGFy), influye en vias de sefializacion celular y esto tiene consecuencias a nivel
biologico. El efecto mas estudiado es el generado por el 15d-PGJ,. Este compuesto se
produce a partir del metabolismo del PGD,, y su principal propiedad es funcionar como
ligando activador del factor de trascripcion PPARYy (de “Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor y). Este factor de trascripcion es un regulador critico en la diferenciacion de los
adipocitos y también representa una diana molecular para medicamentos relacionados
con la sensibilizacion a insulina. La sobreexpresion de las GST puede disminuir la
transactivacion de la expresion génica mediada por PPARya través de la conjugacion
del la prostaglandina con GSH, la cual es catalizada por las GST (Paumi et al., 2004). La
habilidad de las GST para afectar la sintesis o la eliminacion del PGD,, las coloca en el

punto central de la regulacion de este compuesto.

En el caso de la resistencia a tratamientos quimioterapéuticos del cancer, uno
de los mecanismos que se ha propuesto para explicar este efecto es el incremento y/o
expresion diferencial de una o mas GST en las células tumorales resistentes. Un
ejemplo de ello es la expresion diferencial en las células tumorales de pulmdn, colon,
higado, ovario, es6fago, y estémago (Procopio et al., 2005). Otro ejemplo es el aumento
de la actividad GST en las lineas celulares provenientes de cancer de mama, las cuales
son resistentes a la adriamicina, atribuyéndose el 90% de esta actividad a GST de clase
Pi (Batist et al., 1986). Los cambios en el sistema GSH/GST también se relacionan con
la resistencia a los farmacos alquilantes utilizados en el tratamiento del cancer,
presumiblemente porque aceleran la detoxificacibn de estos compuestos

antineoplasicos. Los compuestos alquilantes alteran la replicaciéon del DNA causando
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roturas en el DNA de cadena sencilla o doble, o generando entrecruzamientos. A pesar
del éxito que tienen en el tratamiento contra el cancer, uno de los problemas que
presentan es la resistencia de algunos tipos celulares. La resistencia es de dos tipos,
intrinseca o adquirida. Esta Ultima aparece por alteraciones celulares que resultan de la
exposicion continua al farmaco, proporcionando a las células ventajas selectivas de
superviviencia (Procopio et al., 2005). La resistencia se ha atribuido a mdultiples factores,
entre los cuales se incluyen la prevenciéon de la entrada del farmaco en la célula, la
alteracion de los niveles de GSH vy alteraciones en la expresion de algunas GST. En
efecto, algunas GST catalizan la conjugacion con GSH de agentes antineoplasicos
especificos como el melfalan, clorambucil, ciclofosfamida, BCNU y mecloretamina, en
entre otros (Procopio et al.,, 2005). Un estudio sobre dos lineas celulares de
adenocarcinoma de ovario, provenientes de una paciente antes y después de la
aparicion de resistencia a la quimioterapia, mostré que la actividad GST de las dos
lineas era diferente. La linea obtenida después de la aparicion de la resistencia tiene
una actividad GST tres veces mayor que la linea obtenida al inicio del tratamiento
quimioterapéutico (Lewis et al., 1988). Por lo tanto, conocer la estructura cristalina de las
GST y su sitio de unién del GSH, junto con el desarrollo de anélogos del GSH,
proporciona las bases para el desarrollo de competidores e inhibidores intracelulares
gue permitan evitar la accion de estas enzimas en los tejidos tumorales y mejorar la
accion de los compuestos alquilantes en el tratamiento del cancer (Procopio et al.,
2005).

En otros casos, la sobreexpresion de algunas GST protege las células de la
accion de metabolitos toxicos. Un ejemplo de ello es la sobreexpresion de hGSTP1-1 en
una linea celular sensible a adriamicina. Esta linea celular tiene una actividad GST baja
Yy ho expresa isoenzimas de la clase Pi. Las células transfectadas son resistentes al
benzo(a)pireno y al metabolito toxico benzo(a)pireno-anti-7,8-dihidrodiol-9,10-epdxido
comparadas con las células normales. Por otro lado, esta sobreexpresién también
puede proteger de la acciébn de compuestos enddgenos potencialmente toxicos
(Rushmore y Pickett, 1993).

Otro de los procesos celulares en los que intervienen las GST es la
degradacion de compuestos aroméaticos. En mamiferos la fenilalanina es degradada a
acetoacetato y acido fumarico. Entre los intermediarios de esta degradacion estan la
tirosina, el maleilacetoacetato y fumarilacetoacetato. Como se mencioné en el apartado

1.2.2.2., las GST de clase Zeta son maleilacetoacetato isomerasas, por lo cual catalizan
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el pendltimo paso del catabolismo de la fenilalalina y la tirosina (Fernandez-Canon y
Penalva, 1998; Hayes et al., 2005).

En la sintesis de hormonas esteroides, las GST también cumplen un papel
activo. La progesterona y la testosterona se sintetizan a partir del metabolito del
colesterol 3B-hidroxi-5-pregnen-20-ona. Dentro de los pasos de sintesis de ambas
hormonas, las isoenzimas de GSTA catalizan la isomerizacion de uno de los
intermediarios, comportandose como 3-keto-A*-esteroide isomerasas (Pettersson y
Mannervik, 2001).

1.5. GLUTATION TRANSFERASAS A LO LARGO DE LAESCALA EVOLUTIVA

1.5.1. GST BACTERIANAS

Las cianobacterias, proteobacterias, bacterias fotosintéticas y algunas bacterias
grampositivas son los Unicos procariotas conocidos que sintetizan GSH (Fahey y
Sundquist, 1991; Newton et al., 1996). Sin embargo, no se ha podido determinar la
presencia de este tripéptido en muchos géneros bacterianos y, ademas, existen
variaciones significativas en el contenido de GSH entre especies del mismo género
(Fahey y Sundquist, 1991). El hecho que en las cianobacterias, productoras de oxigeno
en la fotosintesis, y en las bacterias purplreas, que usan el oxigeno como Ultimo
aceptor de electrones, se hayan detectado altos niveles de GSH apunta a que el
metabolismo del glutation aparecio paralelamente a las condiciones aerdbicas iniciales
en la tierra. En Escherichia coli y otras proteobacterias el GSH y las enzimas
dependientes de este, como las GST, estan involucradas en varios procesos
metabdlicos centrados en la proteccion frente a estrés oxidativo y también aseguran el
funcionamiento correcto de procesos como plegamiento, sintesis, regulacion y
degradacion de enzimas y de complejos multienzimaticos (Penninckx y Elskens, 1993;
Koonin et al., 1994).

Una caracteristica importante de la estructura primaria de las GST bacterianas
es que los residuos altamente conservados en las GST citosoélicas de mamiferos no se
encuentran en aquellas, lo cual indica la tolerancia del conjunto de las GST a la
variacion en la secuencia proteica que conlleva a la diversidad en actividades
enzimaticas (Vuilleumier, 1997). Inicialmente el estudio de la actividad de las GST

bacterianas se realizé usando el CDNB como sustrato, pero esta actividad es rara en
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bacterias y donde fue posible detectarla los niveles fueron muy bajos (Fahey y
Sundquist, 1991; Penninckx y Elskens, 1993). A pesar de ello fue posible purificar varias
GST bacterianas, e incluso varias de ellas presentan actividad sobre sustratos como
acido etacrinico, hidroperoxido de cumeno, 1,2-dicloro-4-nitrobenceno, 1,2-epoxi-3-p-
nitrofenil fosfato, nitrobencil cloruro, tetracloro-p-hidroquinona y tricloro-p-hidroquinona
(Vuilleumier, 1997).

El papel fisiologico de las GST bacterianas activas frente a CDNB no esta claro,
ya que no son enzimas abundantes en la célula (lizuka et al., 1989; Piccolomini et al.,
1989); sin embargo se les asocia con resistencia a antibiéticos (Perito et al., 1996) y con
respuestas a estrés oxidativo dado que algunas tienen actividad alquil peroxidasa
(Piccolomini et al., 1989). Por otro lado esta la familia de las fosfomicina/glioxalasa, las
cuales generan resistencia a la fosfomicina, un antibiético de amplio espectro producido
por cepas de Streptomyces, que inactiva a una de las enzimas encargada de catalizar

el primer paso de la biosintesis del peptidoglicano (Kahan et al., 1974).

En Proteus mirabilis se han descrito tres GST y una de ellas, la isoforma
PmGST B1-1, es activa frente a hidroperéxido de cumeno, &cido etacrinico y 1,2-epoxi-
3-p-nitrofenoxipropano, los cuales son sustratos de algunas GST de eucariotas (Di llio et
al.,, 1988). La expresion del gen que codifica para esta proteina aumenta cuando la
bacteria se somete a estreses por CDNB, H,0O,, fosfomicina o tetraciclina. La viabilidad
del mutante para este gen se reduce cuando se expone a estrés oxidativo causado por
H,O, (Allocati et al., 2003). Esto sugiere que PmGSTB1-1 esta involucrada en la

proteccion frente a estrés oxidativo y en la detoxificacién de agentes antimicrobianos.

Otras secuencias de posibles GST se han detectado en otros géneros
bacterianos pero su funcibn adn es desconocida. Algunas se relacionan con la
degradacion de compuestos halogenados, como el producto del gen Bphk de
Pseudomonas sp. que hace parte del operdon relacionado con la degradacion de
bifeniles (Hofer et al., 1994) o sus homologos en Cycloclasticus oligotrophus. Dicho gen
esta relacionado con el metabolismo de hidrocarburos arométicos (Wang et al., 1996).
Otro ejemplo es el gen orf3 de Burkholderia cepacia, que codifica para otra GST
putativa pero de funcidbn desconocida, aunque podria estar relacionada con la
mineralizacion del acido 2,4,5-triclorofenoxiacetico. Sin embargo, no se detecto actividad
de esta proteina sobre CDNB cuando se expresoO en E. coli (Daubaras et al., 1995).

Esté claro que las GST de estos operones no son esenciales para la supervivencia de
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las bacterias en condiciones de crecimiento con base en los correspondientes
compuestos aromaticos, y posiblemente tienen algun papel en rutas metabdlicas

especificas.

Como se menciond anteriormente, las fosfomicin/glioxilasas estan relacionadas
con la degradacion de la fosfomicina [acido-(1R,2S)-epoxipropilfosfonico]. La resistencia
a este antibidtico en la familia Enterobacteriaceae estad mediada por un pldsmido que
codifica una proteina conocida como FosA la cual cataliza la adicion de GSH a la
molécula de antibidtico convirtiéndolo en un compuesto inactivo (Arca et al., 1990b).
Esta GST es una metaloproteina dependiente de Mn(ll) que requiere K* para su éptima
actividad catalitica (Arca et al., 1988; Arca et al., 1990a; Arca et al., 1990b) y por
homologia de secuencia se han encontrado y caracterizado genes de este mismo tipo
en especies como Pseudomonas aeruginosa los cuales confieren resistencia a la
fosfomicina cuando se expresan en E. coli (Rife et al., 2002; Rigsby et al., 2004; Beharry
y Palzkill, 2005). En los genomas de Staphylococcus aureus y Bacillus cereus se ha
detectado la secuencia de una proteina similar a FosA pero con una homologia menor
(FosB). Estas proteinas se encargan de agregar L-cisteina en vez de GSH a la molécula
de fosfomicina, aunque no necesita de K* o de otro cation monovalente para su
actividad optima (Cao et al., 2001). Esta claro ademas que la ramificacién en la
evolucion de esta enzima estd dada por la incapacidad de estas especies bacterianas
grampositivas para sintetizar GSH, aunque la concentracion de L-cisteina en ellos se
considera baja (Rigsby et al., 2005). También se ha descrito una tercera clase de
proteinas, la FosX, que tiene actividad fosfomicina hidrolasa. Esta enzima es sintetizada
en cepas de Mesorhizobium loti y Listeria monocitogenes y ha sido descrita con detalle
en cuanto a su estructura y mecanismo bioquimico, el cual es muy parecido al de FosA
y FosB (Fillgrove et al., 2003).

1.5.2. GST EN PLANTAS

Las GST vegetales se clasifican en ocho clases diferentes (Edwards y Dixon,
2005). Las clases Phi y Tau son especificas de plantas; representan las dos clases
dominantes de la superfamilia y comparten similitudes funcionales con las GST que
metabolizan farmacos en animales. Las enzimas que pertenecen a estas clases son
diméricas y catalizan la conjugacion de un rango amplio de xenobidticos dentro de los
cuales se encuentran los herbicidas. Las enzimas de las clases Zeta y Theta

encontradas en plantas también son diméricas y tienen homélogos en animales y
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hongos. La clase Theta de plantas tiene actividad limitada sobre xenobiéticos pero es
muy activa como GPx catalizando la reduccion de hidroperoxidos lipidicos a los
monohidroalcoholes respectivos. Esta es una actividad antioxidante importante en
plantas, habiéndose comparado las GST de la clase Theta de plantas con las GPx de
mamiferos que participan en la tolerancia al estrés (Edwards y Dixon, 2005).
Recientemente se han descrito las clases Lambda y DHAR, que también son
especificas de plantas y difieren de las demas GST vegetales en que son diméricas y
actian como tiol-oxidoreductasas dependientes de GSH, ademas de ser enzimas
conjugantes. Finalmente, las plantas también contienen genes que codifican para GST
microsomales y, aunque no estan relacionadas estructuralmente con la superfamilia de
GST del mismo nombre, comparten su actividad GST. En A. thaliana se ha descrito s6lo
un gen para GST microsomal, pero otras especies de plantas pueden tener mas genes.
Sin embargo, no se ha descrito ningun trabajo sobre la caracterizacion de estas enzimas

microsomales en plantas (Edwards y Dixon, 2005).

1.5.4. GST EN INSECTOS

Dentro del reino animal, las especies que pertenecen a la clase Insecta han
evolucionado de manera independiente y con una alta diversidad. Algunos insectos
resultan ser un problema considerable para el desarrollo de la agricultura, ya sea por
dafiar directamente los cultivos o por ser vectores de diversos fitopatdgenos. Hace mas
de cincuenta afios se introdujeron rgpidamente en la naturaleza compuestos sintéticos
para el control de los insectos en las cosechas y esta introduccion rapida hizo que ellos
desarrollaran mecanismos de defensa bastante eficientes frente a estos compuestos
guimicos. La rapidez con la que los insectos ganan resistencia resulta ser un campo de
interés en la industria agroalimentaria con el fin de desarrollar estrategias que permitan
combatir a las especies fitopatbgenas emergentes. Por otra parte, el control de los
insectos también tiene una importancia biomeédica y veterinaria, ya que algunas
especies son vectores de parasitos o bacterias que afectan considerablemente la salud

de los mamiferos.

La resistencia causada por la metabolizacion de los insecticidas puede
involucrar una o la combinacion de varias enzimas, como pueden ser el sistema del
citocromo P450, las GST, las carboxiesterasas y otras enzimas de las fases | o Il de la
detoxificacion (Ketterman et al., 1991). Se han purificado GST en mas de 24 especies

diferentes de insectos; estas proteinas se expresan en niveles altos y en diferentes
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etapas del desarrollo (Zhou y Syvanen, 1997). Otro aspecto importante es que la
expresion de estas enzimas es alta en especies resistentes a insecticidas como el DTT
(Fournier et al., 1992; Tang y Tu, 1994; Ranson et al., 1997b; Brogdon y McAllister,
1998; Hemingway, 2000; Hemingway y Ranson, 2000) y la conjugacion con GSH es un
mecanismo secundario en la resistencia a los insecticidas del grupo de los

organofosfatos (Hemingway, 2000).

Las GST de insectos se han clasificado en dos grupos inmunolégicamente
diferenciados (I y 1), teniendo algunas homologia con las clases Omega, Zeta, Sigmay
Theta (Ranson y Hemingway, 2005). Las clases Delta y Epsilon estan compuestas por
enzimas que se encuentran exclusivamente en insectos. En contraste, no se han
encontrado enzimas de las clases Alpha, Mu y Pi en las especies de insectos
analizadas. Las GST de clase | o Delta, antes clasificadas en la clase Theta, se han
identificado en especies como Musca domestica, D. melanogaster, Anopheles gambiae
(Ranson et al., 1997a), Anopheles dirus y Lucilia cuprina (Wilce et al., 1995). La clase I
se ha identificado en Manduca sexta y D. melanogaster y son similares a las enzimas de
la clase Sigma (Beall et al., 1992; Snyder y Maddison, 1997). Las enzimas de la clase
Epsilon tienen actividad baja sobre CDNB y se han relacionado con la detoxificacion de
insecticidas (Huang et al., 1998; Wei et al., 2001; Ortelli et al., 2003). En las clases
Delta, Epsilon y Sigma se detectd actividad peroxidasa sobre el sustrato hidroperoxido
de cumeno (Singh et al., 2001), lo cual puede ser importante en la proteccion frente a

estrés oxidativo (Ortelli et al., 2003; Lumjuan et al., 2005).

Las GST de diferentes especies de mosquitos también han sido estudiadas,
sobre todo las del vector de la malaria A. gambiae (Ranson et al., 1997a). Varias GST
se identificaron también en el genoma de Aedes aegypti, algunas de las cuales ya han

sido caracterizadas (Lumjuan et al., 2005).

Se conoce muy poco acerca de los sustratos enddégenos de este conjunto de
enzimas en el metabolismo de los insectos. Se especula que participan en el transporte
intracelular, vias de sefializacion, vias de biosintesis o en el metabolismo de algunos
componentes de su dieta como los compuestos aleloquimicos (Ranson y Hemingway,
2005), que son sustancias naturales encargadas de transmitir informacion entre
individuos de especies distintas determinando una respuesta de comportamiento o
fisiologica (Pickett et al., 1999). Se ha identificado una GST expresada especificamente

en las antenas de M. sexta, la cual participa en la deteccion de feromonas sexuales.
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Estas moléculas de olor o sefales olfativas deben ser degradadas para iniciar la

respuesta sensorial 0 de comportamiento de los insectos (Rogers et al., 1999).

Por otra parte, los mosquitos que se alimentan de sangre humana tienen que
enfrentarse a estrés oxidativo durante la digestién de la hemoglobina, ya que durante
este proceso se generan cantidades considerables de ROS y esto indicaria la
importancia de la actividad peroxidasa de las GST en dichos insectos (Ranson y
Hemingway, 2005). También es importante el estado redox de las células del mosquito
para la supervivencia del parasito que puedan transportar. Es el caso del Plasmodium,
causante de la malaria, el cual utiliza las glandulas salivales del mosquito para llevar a
cabo una parte de su reproduccion sexual. La respuesta inmune del mosquito involucra
una respuesta oxidativa y las especies que estan bajo un estrés oxidativo crénico son
incapaces de permitir el desarrollo del parasito (Kumar et al., 2003). Este mecanismo de
defensa del insecto contra el parasito requiere el balance de las enzimas antioxidantes
para prevenir el dafio tisular de las glandulas salivales y no queda claro si los mosquitos
con alta actividad GST son mejores vectores de la malaria (Ranson y Hemingway,
2005).

1.5.5. GST EN PARASITOS

Pardsitos como Fasciola hepatica, Schistosoma mansoni y Ascaris
lumbricoides son helmintos que afectan la salud humana. Estos parasitos se
caracterizan por tener sistemas de detoxificacion limitados y carecer de las reacciones
de detoxificacion del sistema del citocromo P450 (Precious y Barrett, 1989), por lo que
tienen una actividad GST alta en la fase Il de detoxificacion celular y ademés aumentan
su expresion en respuesta al tratamiento con farmacos (Brophy y Barrett, 1990). Por otra
parte, se ha propuesto que los sistemas antioxidantes son esenciales en los helmintos
para defenderse de las ROS generadas por los macrofagos, neutréfilos y eosindéfilos del
huésped (Callahan et al., 1988), ademas de las funciones normales de un organismo
aerobio. Por lo tanto, las GST son dianas interesantes para el desarrollo de nuevos

quimioterapéuticos y de vacunas.
A. lumbricoides es un gusano que infecta a mas de mil millones de personas en

el mundo. Aunque no es fatal a corto plazo, tiene efectos debilitantes sobre todo en

nifios, causando condiciones clinicas serias. Aunque no se ha descrito en esta especie,
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a partir de Ascaris suum se cloné y secuencio una GST similar a la clase Pi aunque con

una homologia limitada (entre el 34 y 37%) (Liebau et al., 1997).

El género Schistosoma esta constituido por un grupo de helmintos causantes
de la esquistosomiasis que afecta a mas de 275 millones de personas en el mundo. Las
GST de este género se han estudiado con cierto detalle, ya que se les atribuye la
resistencia al praziquantel, el medicamento mas usando en el tratamiento de esta
parasitosis. EI mecanismo de resistencia se debe principalmente a la union directa de
las GST con el compuesto quimico, lo cual recuerda la union de los esteroides con la
rGSTA1-1 (Barycki y Colman, 1997). En S. mansoni se han descrito cinco GST
(SMGST-1 hasta SmGST-5). SmGST-5 se caracteriza por su inestabilidad y por
catalizar la conjugacion de epoxidos y de diclorovos, la forma activa del metrifonato.
(O'Leary y Tracy, 1991). Posteriormente se caracterizé con detalle una GST de la clase
Omega con baja actividad sobre CDNB y con actividad tiol transferasa y DHAR. Esta
tltima actividad pone en evidencia la existencia de una via del acido ascérbico en este
parasito (Girardini et al., 2002).

Las filarias son otra clase de nematodos que causan la filariasis, que también
afecta a unos mil millones de personas de cuatro continentes. La filariasis linfatica es
propagada por la picadura de mosquitos vectores hembras que transportan los
nematodos de una persona a otra y pueden permanecer en el cuerpo humano o de los
mamiferos durante muchos afios. Como consecuencia pueden dejar ceguera, atrofia de
las extremidades inferiores por oclusion de las vias linfaticas o atrofia dérmica. La
presencia de estos parasitos genera también una eosinofilia muy alta comparada con
otras infecciones por helmintos (Gupta y Srivastava, 2006). Uno de los mecanismos
importantes para la supervivencia de estos parasitos es el metabolismo del GSH y dado
que en esta via intervienen un nimero considerable de enzimas, entre ellas las GST, se
le considera un punto de ataque para el disefio de nuevos farmacos para el tratamiento
de la filariasis. A partir del cDNA de Onchocerca volvulus se han purificado vy
caracterizado tres GST (Liebau et al., 1994b; 1994a; Kampkotter et al., 2003). Las
filarias adultas sobreviven a la respuesta inmune directa que genera el huésped; se ha
propuesto que las GST pueden contribuir a esta persistencia en el organismo (Liebau et
al., 1994b), teniendo en cuenta que Ov-GST3 se induce bajo estrés oxidativo
(Kampkotter et al., 2003). La inhibiciébn de ambas GST en el parasito le priva del mayor

sistema de defensa contra el estrés oxidativo causado por el sistema inmunoldgico, lo
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cual no le permite sobrevivir (Sharp et al.,, 1991; van Bladeren y van Ommen, 1991,
Brophy y Pritchard, 1994; Liebau et al., 1994b).

También se han identificado cuatro GST en Fasciola hepatica (Fh-1, -7, -47 y -
51), otro helminto que obstruye las vias biliares y que afecta en mayor proporcion a
animales herbivoros y en menor proporcién al hombre. Se conoce la estructura de Fh-
47, la cual es similar a la estructura de Schistosoma japonicum (Rossjohn et al., 1997).
Las cuatro proteinas Fh tienen diferencias en sus estructuras, lo cual se manifiesta en

diferencias inmunoldgicas y de unién al sustrato (Salvatore et al., 1995).

El género Taenia pertenece al grupo de los céstodos, tratAndose de parasitos
obligados permanentes que pueden colonizar el intestino (teniasis intestinal) o causar
cisticercosis. Se han purificado varias GST de diferentes especies de tenias (T. solium,
T. saginata, T. taeniaeformis, y T. crassiceps) y los anticuerpos generados contra ellas
no tienen reaccion cruzada con las GST de mamiferos ni con la presente en S.

japonicum (Vibanco-Perez et al., 1999).

Otra especie de parasito en el que se ha aislado una GST es Tripanosoma
cruzi, causante de la enfermedad de Chagas. A partir de cDNA de epimastigotes (una
de las etapas de desarrollo del parasito) se identificd la secuencia TcAc2 homdloga a la
GST27 de D. melanogaster (Schoneck et al., 1994). Dada esta similitud, se presume

gue este gen es importante para la adaptacion de T. cruzi al microambiente sanguineo.

Otro parédsito de gran interés es Plasmodium falciparum, agente causal de la
malaria y de 2 millones de muertes humanas al afio. Esta enfermedad emergente esta
aumentando su distribucion geogréfica y el parasito ha desarrollado mecanismos de
resistencia contra los farmacos actualmente disponibles. EI genoma completo de esta
especie esta secuenciado y a partir de esta informacion se identifico y caracterizd una
Unica GST, denominada PfGST (Schoneck et al., 1994; Burmeister et al., 2003; Hiller et
al., 2006). Esta enzima resulta de gran interés por dos razones: i) ciertos farmacos
antimalaricos como la cloroquina y el azul de metileno posiblemente influyen en el
metabolismo del GSH en el parasito donde la PfGST esta involucrada; ii) PfGST
posiblemente juega un papel importante en la resistencia a los farmacos antimalaricos
ya que su expresion esta elevada en cepas resistentes a la cloroquina (Srivastava et al.,
1999). Esta enzima no tiene similitud estructural con ninguna de las clases de GST

descritas y la mayor diferencia se observa en el dominio C-terminal de unién al sustrato.
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Esta GST resulta ser una diana terapéutica interesante ya que la inhibicion de la
actividad de la enzima podria crear un desequilibrio en la detoxificacion mediada por
GHS, incrementar los niveles de peréxidos citotoxicos y finalmente incrementar la
concentracion de toxicos intracelulares en el parésito (Deponte y Becker, 2005). PfGST
tiene actividad sobre CDNB, DCNB, bromosulfoftaleina, acido etacrinico, se une a la
hemin/ferriprotoporfirina IX y tiene actividad peroxidasa sobre hidroperoxido de cumeno
(Hiller et al., 2006). Esta ultima actividad resulta util en el microambiente del eritrocito
dado que el parasito consume cantidades importantes de hemoglobina y esta expuesto

continuamente a un ambiente oxidante dentro del eritrocito (Becker et al., 2004).

1.6. GST EN HONGOS

1.6.1. DIVERSIDAD ESTRUCTURAL Y FUNCIONAL

Se conoce relativamente poco acerca de la presencia y papel biolégico de las
GST en los hongos. Sin embargo se conocen isoformas y existen estudios sobre estas
enzimas en S. cerevisiae (Choi et al., 1998), Schizosaccharomyces pombe (Kim et al.,
2001; Shin et al., 2002; Veal et al., 2002) , Aspergillus nidulans (Fraser et al., 2002),
Aspegillus fumigatus (Burns et al., 2005), Issatchenkia orientalis (Tamaki et al., 1999),
Yarrowia lipolytica (Foley y Sheehan, 1998; McGoldrick et al., 2005a), Cuningamela
elegans (Cha et al., 2001), Mucor circinelloides (Dowd y Sheehan, 1999), Mucor mucedo

(Hamed et al., 2005) y Phanerochaete chysosporium (Dowd et al., 1997).

Las GST de hongos tienen patrones de expresion diferentes y algunas
isoformas se expresan en presencia de xenobidticos o bajo estrés oxidativo. Por
ejemplo, en las dos GST de I. orientalis solo una se expresa constitutivamente y ambas
se inducen en presencia de o-dinitrobenceno (0-DNB) (Tamaki et al., 1999). Por otra
parte, A. fumigatus tiene tres genes que codifican para GST, gstA-C (Burns et al., 2005).
Los genes gstA y gstC tienen una expresion basal baja pero se sobreexpresan en
presencia de CDNB y peroxido de hidrogeno, mientras que gstB sélo se expresa en
presencia de CDNB. Ademas, las proteinas que codifican estos genes tienen actividad
GST sobre el sustrato CDNB y GPx sobre perdxido de hidrogeno. A. nidulans también
expresa una GST denominada GstA. Esta GST también se sobreexpresa en presencia
de CDNB o peroxido de hidrégeno y tiene un papel importante en la resistencia a
metales pesados (Fraser et al., 2002). En S. pombe las tres GST se inducen bajo estrés

oxidativo y son codificadas respectivamente por los genes gstl y gst2 o gst3. Los
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mutantes simples para estos tres genes son mas sensibles al antifungico fluconazol

(Veal et al., 2002), indicando asi el papel de las GST en la tolerancia a los farmacos.

Muchas de estas GST no se pueden clasificar en ninguna de las clases
caracterizadas por criterios inmunolégicos, estructurales o cataliticos. Adicionalmente se
han encontrado por andlisis bioinformético otras 67 secuencias similares a GST en 21
especies diferentes de hongos (McGoldrick et al., 2005b). Estas secuencias fueron
comparadas y clasificadas dentro de cinco grupos diferentes: 1, 2, EFIBy, MAK16 y
Ure2. En el grupo 1 se incluye Gst3 de Schizosaccharomyces pombe, Gttl de S.
cerevisiae, una GST de Kluyveromyces lactis, dos GST de Debaromyces hansenii, y dos
secuencias de Candida albicans. En el grupo 2 estan las GST de Y. lipolitica, Gstl de
Botyrotinia fuckelinia, GstA de A. nidulans y una secuencia de D. hansenii. El grupo de
EFIBy consiste en enzimas que tienen similitud estructural con esta subunidad del factor
de elongacion eEF1 de S. cerevisiae. eEF1 es un complejo responsable de la
elongacion en la sintesis proteica y en €l estan incluidas EF-1A, que une los aminoacil-
tRNAs a la subunidad 80S del ribosoma, y EF-1B. A su vez, EF-1B esta compuesta por
dos subunidades: EF-1Ba y EF-1By. Esta dltima tiene homologia en su extremo N-
terminal con las GST y esta codificada en el gen TEF3 (Koonin et al., 1994). Aunque
todas las EF-1By de hongos tienen este dominio N-terminal, el dominio C-terminal es de
tamafios variados en cada especie. Por ejemplo, A. nidulans sélo tiene el dominio N-
terminal GST (Koonin et al., 1994). Esto indicaria que la funcionalidad de estas proteinas
estaria en el dominio homélogo con las GST y una evidencia de ello es la actividad
CDNB de EF-1Byde Oryza sativa expresada en E. coli (Kobayashi et al.,, 2001).
Adicionalmente se ha determinado la estructura cristalina del dominio N-terminal de la
proteina EF-1By, codificada por el gen TEF3 en S.cerevisiae. Se ha observado que esta
proteina tiene la estructura comun de las GST y hace parte de un complejo que se une
al promotor del gen MSRA en S. cerevisiae, el cual codifica para la metionin sulfoxido
reductasa (Jeppesen et al., 2003). Esto sugiere que Tef3 puede tener un papel
regulador en la expresion de la metionin sulfoxido reductasa y por ende, participar en la
respuesta a estrés oxidativo (Hanbauer et al., 2003). Una explicacion para esta relacion
posiblemente esta en que Tef3 protege la sintesis proteica del estrés oxidativo
(McGoldrick et al., 2005b).

Mak16 es una proteina nuclear importante en la progresion del ciclo celular y
en la biogénesis de las subunidades ribosomales 60S. Se ha relacionado esta proteina

con las GST ya que los anticuerpos contra la GST de S. mansoni tienen una reaccion
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cruzada con la Mak16 de esta misma especie y ademas comparte un 43% de identidad
y un 66% de similitud con su homologa en S. cerevisiae (Wickner et al., 1987; Milhon et
al., 2000). Todas las proteinas de este grupo tienen un domino MAK16 conservado pero
muestran una identidad del 30% con las GST microsomales humanas, lo que puede
estar indicando que componen un grupo distinto de GST en hongos y levaduras, y que
pueden estar relacionadas con la superfamilia de las MAPEG y la clase Kappa
(McGoldrick et al., 2005b).

La proteina Ure2 es un factor de trascripcion presente en S. cerevisiae
involucrado en la represion dependiente de nitrégeno de la via de utilizacion del
ureidosuccinato y que tiene similitud estructural con las GST en su extremo C-terminal
(Bousset et al., 2001). La relacién entre Ure2 y las GST no se ha determinado, pero
Ure2 tiene actividad peroxidasa, tanto en su forma nativa como en la forma fibrilar
amiloide, a pesar de la ausencia de residuos activadores de GSH (Bai et al., 2004). El
papel conocido de Ure2 es prevenir que el factor de trascripcion GIn3 entre en el nucleo,

pero la naturaleza de esta interaccion es hasta ahora desconocida.
Todos los estudios anteriores sugieren que las secuencias similares a las GST
estan ampliamente distribuidas en los hongos, y que posiblemente tienen funciones

diversas (McGoldrick et al., 2005b).

1.6.2. LAS PROTEINAS Gtt EN S. cerevisiae

Ademds de las secuencias homodlogas a las GST mencionadas anteriormente,
se han caracterizado dos genes denominados GTT1y GTT2 en S. cerevisiae, los cuales
codifican para dos GST funcionales (Choi et al., 1998). Estas proteinas sélo comparten
aproximadamente un 50% de similitud con las GST de otros organismos y tienen
actividad GST sobre el sustrato CDNB. Utilizando el sistema de doble hibrido se
comprobd que ambas proteinas forman homodimeros y no heterodimeros (Choi et al.,
1998). Por fraccionamiento celular se determiné que Gttl esta asociada al RE, ya que
Gttl y la proteina dolicol-fosfato sintasa, un marcador del reticulo endoplasmico, se
encontraban siempre en la misma fraccion y que la distribucién de los demas

marcadores celulares era claramente diferente.

La expresion de GTT1 y GTT2 se induce en el cambio diauxico durante el

crecimiento poblacional y se mantiene en niveles altos durante la fase estacionaria. Los
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mutantes simples y el doble son viables, demostrando que no son genes indispensables
para la supervivencia de la levadura. Sin embargo, los mutantes simples son sensibles
al choque térmico durante la fase estacionaria, crecen de manera limitada a 39°C y la
doble mutacion no tiene un efecto aditivo sobre el choque térmico o la exposicion al
CDNB (Choi et al., 1998). Esto indica que Gttl y Gtt2 tienen una funcién solapante

durante la fase estacionaria.

Aunque la homologia de Gttl respecto a las GST de otros organismos es
limitada, la actividad GST de Gttl y Gtt2 se manifiesta in vitro e in vivo, y esta Ultima se
detecta tanto en lisados de levaduras como de E. coli que sobreexpresan la forma
recombinante. La K, sobre GSH y CDNB es de 0,6 y 3,3 mM respectivamente, con una
Vimax de 500 nmol/min- mg. Por otro lado, la actividad de Gtt2 es menor comparada con
Gttl; los valores en este caso son: K, de 0,2 mM para CDNB y 5 mM para GSH con una
Vimax de 340 nmol/mg- min (Choi et al., 1998). La region promotora de GTT1 contiene un
elemento de respuesta a xenobidticos (XRE) el cual es comin en los genes GST de
mamiferos (Paulson et al., 1990). Otras secuencias que estan repetidas varias veces en
este promotor son el elemento de respuesta a estrés (STRE) (Rushmore et al., 1991;
Schuller et al., 1994; Martinez-Pastor et al., 1996) y el elemento de cambio postdiauxico
(PDS) (Boorstein y Craig, 1990), que son reconocidos respectivamente por los factores
de trascripcion Msn2/4 y Yapl (Hasan et al., 2002; Toledano, 2003). Dada la
sobreexpresion de GTT1 durante el cambio diauxico, las secuencias PDS del promotor

son funcionales y regularian la sobreexpresion durante la fase estacionaria.

La inducciéon de GTT1 y GTT2 durante el cambio diduxico y la sensibilidad al
choque térmico de las cepas que carecen de uno o ambos genes demuestra que la
funcion de las proteinas correspondientes esta relacionada con la respuesta a estrés
oxidativo y que aquellas son importantes durante la fase estacionaria; posiblemente la
actividad GST de ambas proteinas es importante en la eliminacion de los metabolitos
que se acumulan durante la fase estacionaria o0 durante el estrés oxidativo. Otra
alternativa es que Gttl y Gtt2 aumenten la estabilidad de otras proteinas bajo
condiciones de estrés, y que el dafio de algunas proteinas sea la principal causa de
toxicidad y letalidad durante el choque térmico y otras condiciones de estrés en el
mutante carente de Gttl y Gtt2 (Choi et al., 1998).
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1.7. RELACION DE LAS GST CON LAS GLUTAREDOXINAS

Como se ha mencionado anteriormente, todos los organismos aerobios estan

expuestos a las ROS durante los procesos metabdlicos normales o después de ser

tratados con compuestos generadores de radicales libres. Para protegerse del dafio

oxidativo, las células cuentan con mecanismos de defensa efectivos que incluyen

enzimas antioxidantes y secuestrantes de radicales libres (Yu, 1994). Dentro de los

mecanismos de defensa de S. cerevisiae que se activan contra las ROS estan los no

enzimaticos como el glutation y el acido ascoérbico, y los enziméticos como las

tioredoxinas (Trx), glutaredoxinas (Grx) y Gpx, entre otros (Wheeler y Grant, 2004).

Oxidado Reducido Sustratos
2 N r
— Acr2
a—— > Hidroperéxidos

Xenobiéticos

Ribonucleétido reductasa

PAPS reductasa

Trx peroxidasas

W YOPI

NADPH, H* \

Figura 10. Los sistemas GSH/glutaredoxina y tioredoxina. S.cerevisiae tiene un par de
genes que codifican para dos glutaredoxinas citosélicas clasicas (GRX1 y GRX2) y otro
par para dos tioredoxinas (TRX1 y TRX2). Existe ademas un gen (TRX3) que codifica
para una tioredoxina mitocondrial. La forma oxidada de las tioredoxinas se reduce
directamente por la tioredoxina reductasa (Trrl) usando NADPH. En cambio, las
glutaredoxinas son reducidas mediante el GSH; el GSSG generado se reduce
nuevamente en una reaccion dependiente de NADPH catalizada por la glutatién
reductasa (GIrl). Las tioredoxinas son activas sobre la 3'-fosfoadenosin 5 -fosfosulfato
reductasa (PAPS reductasa), tioredoxina peroxidasa y Yapl. Las glutaredoxinas son
activas sobre la arsenato reductasa (Acr2) y pueden reducir directamente
hidroperoxidos y xenobidticos. Ambos sistemas tienen como sustrato la ribonucleétido
reductasa. Tomado de Wheeler y Grant (2004).

para reducir las proteinas que han sido oxidadas por la accion de las ROS. Las Trx, el

Las Trx son tiol oxidoreductasas de pequefio tamafio que utilizan el NADPH

NADPH vy la tioredoxina reductasa (Trr) forman el sistema tioredoxina.
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Las Grx son oxidoreductasas que junto con NADPH, GSH y la glutation
reductasa (GIr) forman el sistema glutaredoxina. Estas oxidoreductasas transfieren
electrones desde el NADPH a través del GSH. El GSH pasa a su forma oxidada (GSSG)
y vuelve a su forma reducida por la accion de la glutation reductasa (GlIr) (Holmgren,
1989) (Figura 8). Las Grx catalizan la reduccion de los puentes disulfuro formados entre
los grupos tiol de una proteina (actividad protein disulfuro reductasa) o los formados
entre las proteinas y el GSH (actividad glutation disulfuro oxidoreductasa) (Yang y Wells,
1991; Bushweller et al., 1992). Dependiendo de la presencia de una o dos cisteinas en
su centro activo, las Grx se clasifican en monotidlicas (Cys-Gly-Phe-Ser en su centro
activo) y ditidlicas (Cys-Pro-Tyr-Cys en su centro activo) (Luikenhuis et al., 1998;
Fernandes y Holmgren, 2004). Las glutaredoxinas también catalizan la formacion de
disulfuros mixtos con GSH, un proceso llamado glutationilacién, el cual juega un papel
importante en la proteccion contra el estrés oxidativo o en la regulacion funcional de las
proteinas en la transduccion de sefal (Cotgreave y Gerdes, 1998). Adicionalmente, las
Grx en mamiferos tienen una lista creciente de funciones dentro de las cuales estan la
reduccion del acido dehidroascorbico, proliferacion celular o la regulacién de la actividad
de factores de trascripcion (Bandyopadhyay et al., 1998; Nakamura et al., 1999;
Fernandes y Holmgren, 2004).

1.7.1. RELACIONES ESTRUCTURALES

Las GST comparten similitudes estructurales con las Trx y las Grx, lo cual se
refleja en algunas actividades enzimaticas especificas. Con base en la similitud de la
estructura terciaria del dominio N-terminal de las GST citosdlicas, se deduce que el
plegamiento presente en este dominio posiblemente ha evolucionado a partir de un
progenitor comun de las Trx y Grx (Armstrong, 1997). El dominio N-terminal de las GST
adopta una topologia similar al dominio tioredoxina, que consiste en cuatro laminas 3
rodeadas de hélices a. Este tipo de plegamiento esta presente en varias familias de
proteinas con una identidad de secuencia limitada, las cuales parecen haber
evolucionado para permitir la unién de cisteina o GSH. Ejemplos de ello son la DsbA
(enzima bacteriana equivalente a la disulfuro isomerasa), las Grx y las Gpx (Martin,
1995; Sheehan et al., 2001) (Figura 11).
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Se ha propuesto que las GST canonicas habrian evolucionado por la adicion
del dominio helicoidal de union al sustrato al dominio tioredoxina. Sin embargo, la
estructura de las GST mitocondriales parece indicar que este grupo en particular tuvo
una via de evolucion paralela ya que la insercion del dominio de unién al sustrato ocurrio

en medio del dominio tioredoxina (Hayes et al., 2005) (Figura 11).

cis-Pro

Punto de
conexion con
C-terminal en las GST

Figura 11. A. El dominio tipo tioredoxina. Las hélices o estan representadas como
cilindros y las laminas B estan representadas como flechas color naranja. Las cuatro
laminas B y la hélice a-2 (color rojo) son esencialmente coplanares y las otras dos hélices
a (color azul) estan en el plano posterior. El asa cis-Prolina (cis-Pro) une a a-2 con B-3y
esté altamente conservada en las GST. El segundo dominio de las GST esta conectado
en posicién C-terminal por un péptido corto. B. Esquema de la enzima tioredoxina. Las
laminas [ estan representadas en color amarillo mientras que las hélices a estan
indicadas en rojo. El plegamiento tipo tioredoxina empieza en la estrella (%) y las demas
partes de la enzima estan indicadas en gris. Tomado de Sheehan et al. (2004).

Teniendo en cuenta estas similitudes, resultan interesantes las caracteristicas
estructurales y enzimaticas de Grx2 de E. coli (Xia et al., 2001). Esta enzima no reduce
la ribonucledtido reductasa como generalmente lo hacen otras Grx o Trx, pero tiene una
alta capacidad catalitica en la reduccion de disulfuros mixtos de alto y bajo peso
molecular. Un ejemplo de esto es la reduccion de la arsenato reductasa, donde Grx2 es
100 veces mas eficiente que Grx1 y Grx3 en E. coli (Shi et al., 1999). Estructuralmente
Grx2 tiene dos dominios: el dominio N-terminal con un plegamiento tipico de las
tioredoxinas y el dominio C-terminal que esta unido covalentemente con el dominio N-
terminal a través de 11 residuos. El dominio C-terminal estd compuesto por seis hélices
o conectadas por asas y ambos dominios son necesarios para el plegamiento y la

actividad de la proteina.

Al comparar la estructura reducida de Grx2 con las GST Theta y Omega

humanas resultan ser similares (Xia et al.,, 2001). Grx2 y las GST cuentan con una
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prolina antes de la ldmina (33, que esta muy conservada tanto en Trx/Grx como en las
GST. Como se menciond en el apartado 1.2.3.1., esta prolina es la parte inicial del
elemento estructural de las GST que reconoce la porcion y-glutamil del GSH y es
importante para mantener el plegamiento total del dominio N-terminal. En las Trx/Grx,
este residuo es especialmente importante en la dinAmica de las formas oxidada y
reducida (Kelley y Richards, 1987).

a2

B | |al WB B WB a3
2 1 4
N C
/ TIOREDOXINA \
Insercion
dominio

helicoidal

C
Insercion
dominio
g al E g E a3 helicoidal
B B WA a3
N 1 4
C
GST CANONICA GST MITOCONDRIAL

Figura 12. Esquema de la evolucién de las GST. Las flechas indican las laminas B y los
rectangulos indican las hélices a. Las regiones que se ilustran corresponden al dominio
tioredoxina de las GST citosélicas y mitocondriales en las que ocurre la unién al GSH, asi
como las inserciones correspondientes que dieron origen al dominio de unién del segundo
sustrato en las GST. Tomado de Hayes et al. (2005).

La similitud estructural entre las GST y Grx2 sugiere que sus funciones estan
relacionadas: las GST clasicas participan en reacciones donde el GSH es
covalentemente conjugado con compuestos carcinogénicos, quimioterapéuticos o
productos de estrés oxidativo, mientras que Grx2 forma o elimina los disulfuros mixtos
con GSH, protegiendo o interrumpiendo la actividad enzimética de las proteinas durante
el estrés oxidativo. La similitud entre las GST y la familia de Trx/Grx se nota
particularmente comparando la estructura de Grx2 y hGSTO1-1 (Xia et al., 2001) (Figura
13).
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Figura 13. Comparacion de las estructuras de (A) Grx2 de E. coli con (B) hGSTO1-1. Las
hélices se han enumerado de acuerdo con su posicion en la secuencia de aminoacidos. El
dominio N-terminal de ambas proteinas es muy similar y se acercan a la estructura de otras
glutaredoxinas. En particular, las hélices al y a3 son casi paralelas en las dos estructuras.
La estructura del dominio C-terminal en ambas proteinas también es similar y las hélices
paralelas se identifican en ambas estructuras con los mismos colores. Tomado de Xia et al.
(2001).

1.7.2. RELACIONES FUNCIONALES EN S.cerevisiae

En S. cerevisiae se han descrito dos glutaredoxinas ditidlicas (Grx1 y Grx2)
(Luikenhuis et al., 1998), y tres monotidlicas (Grx3, Grx4 y Grx5) (Rodriguez-
Manzaneque et al., 1999). Esta clasificacion se hace de acuerdo con la estructura de su
centro activo, especificamente por la presencia de una o dos cisteinas en esta parte de
la proteina. Las glutaredoxinas ditidlicas son enzimas multifuncionales que son
necesarias para contrarrestar los efectos del estrés oxidativo. Grx1 y Grx2 reducen los
disulfuros mixtos formados entre GSH y HED, tienen actividad Gpx, reducen
directamente los hidroperoxidos y tienen actividad GST sobre los sustratos cloro-
dinitrobenceno (CDNB) y DCNB, siendo estas dos Ultimas actividades muy similares
entre si (Collinson et al., 2002; Collinson y Grant, 2003). Por el contrario, Grx5 no tiene
actividad glutaredoxina sobre el sustrato HED, y tampoco se detecto en ella actividad

dehidroascorbato reductasa o Gpx (Tamarit et al., 2003).

Estas caracteristicas bioquimicas de Grx1 y Grx2 demuestran que tienen una
actividad solapante con Gttl y Gtt2, lo que se manifiesta en el aumento de la
sensibilidad del mdultiple mutante a condiciones de estrés tales como exposicion a
xenobidticos o agentes oxidantes y choque térmico (Collinson y Grant, 2003).

Curiosamente, el doble mutante gttl gtt2 no muestra mayor sensibilidad al CDNB, lo que
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sugiere que existe un sistema de detoxificacion alternativo a las Gtt en S. cerevisiae
(Choi et al., 1998).

El andlisis de las secuencias de Grx1 y Grx2 de S. cerevisiae y su comparacion
con hGSTO1-1 y SmGSTO muestra que hay cierta similitud entre ellas (Collinson y
Grant, 2003). En esta comparacion se identificaron residuos conservados localizados
principalmente en el dominio N-terminal incluyendo la secuencia cis-Pro comun en todas
las GST. Ademas, el sitio de unién del GSH en hGSTO1-1 incluye a los residuos Pro-33
y Phe-31 que rodean a la Cys-32 del sitio activo, los cuales son equivalentes a Pro-28 y
Tyr-26 en Grx1 y Grx2. Cabe recordar que las GTS de clase Omega tienen actividades
oxidoreductasa dependiente de glutation y DHAR, las cuales son caracteristicas de las
Grx clasicas (Board et al., 2000; Whitbread et al., 2005).

1.8. LAS GST Y SU RELACION CON LOS PEROXISOMA S

Como se ha descrito en el apartado 1.3., las GST estan localizadas en
diferentes organelos celulares como ndcleo, mitocondria y peroxisoma. En este ultimo
se han localizado GST de clase Kappa en humanos asi como en ratén y rata (Morel et
al., 2004; Islinger et al., 2006). La localizacién de estas proteinas en el peroxisoma lleva
a la pregunta sobre su funcion y sus posibles sustratos. Muchas de las funciones del
peroxisoma estan relacionadas con el metabolismo de los lipidos, lo que incluye la a y [3-
oxidacion de acidos grasos y la produccion final de acetil-CoA y acil-CoA (Wanders et
al., 2000). Se ha demostrado que las GST de clase Alpha son capaces de unirse al acil-
CoA y a las moléculas xenobiotico-CoA (Silva et al., 1999). Teniendo en cuenta esta
observacion, la hipotesis planteada es que las GST peroxisomales podrian estar

involucradas en el sistema regulador del acil-CoA o xenobiotico-CoA (Morel et al., 2004).

Un aspecto importante de los peroxisomas es la produccion de perdxido de
hidrégeno, radicales hidroxilo y otros radicales libres como consecuencia de las
actividades metabdlicas que alli se llevan a cabo (Moldovan y Moldovan, 2004). Aunque
los peroxisomas contienen enzimas antioxidantes (como catalasa y superéxido
dismutasa), los radicales libres representan la principal fuente de peroxidacién lipidica
gue lleva a efectos deletéreos en la estabilidad de la membrana peroxisomal y a efectos
directos en su funcion. Teniendo en cuenta esta caracteristica y que hGSTK1-1 tiene
actividad peroxidasa sobre los sustratos tert-butil hidroperéxido, hidroperéxido de

cumeno y &acido 15-S-hidroxiperoxi-5,8,11,13-eicosatetraendico, se podria establecer
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una relacion entre hGSTK1-1 y la detoxificacion de los peréxidos lipidicos generados

dentro del peroxisoma (Morel et al., 2004).

Por otra parte, en células hepéticas de rata, se ha detectado la presencia de
una misma GST en tres organelos diferentes: RE, mitocondria y peroxisoma,
encontrdndose en menor proporcion en este Udltimo (Islinger et al.,, 2006). Una
caracteristica importante de esta GST microsomal es la sefial de localizacion al RE. Se
sabe que esta sefial se encuentra en C-terminal, ya que al construir proteinas de fusién
colocando secuencias peptidicas como myc o FLAG en este extremo, esta sefal se
enmascara y la proteina se dirige entonces al peroxisoma. Sin embargo se desconoce la

naturaleza de ambas sefiales y la funcion de esta mGST (Islinger et al., 2006).

La importancia del peroxisoma en la salud humana se relaciona con la
descripcion de mas de veinte enfermedades por anomalias peroxisomales. Las
alteraciones en la biogénesis peroxisomal son causadas por mutaciones autosémicas
recesivas que provocan un grupo de enfermedades genéticamente heterogéneas, y que
se caracterizan por la deficiencia en mudltiples funciones peroxisomales; muchas de
estas deficiencias estan relacionadas con la imposibilidad de importar proteinas en dicho
organelo (Schrader y Fahimi, 2004). Las deficiencias en la biogénesis de los
peroxisomas se caracterizan clinicamente por un déficit en el funcionamiento de ciertas
rutas metabolicas como la regulacion de los acidos grasos de cadena larga y la sintesis
de sales biliares o plasmaldgenos (Sacksteder y Gould, 2000). Las enfermedades de
origen peroxisomal estan relacionadas con al menos 12 genes y se agrupan en dos
categorias clinicas. La primera categoria es el espectro Zellweger compuesto por el
sindrome de Zellweger, la adrenoleucodristrofia neonatal y la enfermedad infantil de
Refsum; en la segunda categoria esta la condrodisplasia punctata rizomélica clasica
(Sacksteder y Gould, 2000). Estas enfermedades se manifiestan por problemas en el
desarrollo y en algunos casos los pacientes solo viven algunos afios después de nacer.
También hay problemas neuroldgicos severos, como retardo mental e hipotonia, y los

afectados pueden sufrir aberraciones oculares (Wanders, 2006).

1.8.1. FUNCIONES DE LOS PEROXISOMAS

Los peroxisomas son organelos comunes en muchas células eucarioticas,
limitados por la tipica bicapa lipidica y que alojan a mas de 60 proteinas que catalizan

diversas reacciones catabdlicas o anabdlicas (Reddy y Mannaerts, 1994). Dos de las
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funciones de los peroxisomas conservadas a lo largo de la escala evolutiva son la (3-
oxidacion de &cidos grasos y el metabolismo de compuestos como el peroxido de
hidrégeno y otras ROS, los cuales son generados por las oxidasas peroxisomales
(Purdue y Lazarow, 2001).

Las demés funciones de los peroxisomas varian de acuerdo con el organismo y
el tipo celular. En los peroxisomas de mamiferos se llevan a cabo procesos como la
biosintesis de lipidos (plasmalégenos, acidos biliares, colesterol, dolicol y elongacion de
acidos grasos), a-oxidacion de &cidos grasos (acido fitnico) y compuestos xenobioticos,
procesos catabdlicos (catabolismo de aminoacidos, poliaminas y purinas), metabolismo
de glioxilato y la via de la hexosa monofosfato (Schrader y Fahimi, 2004). En los
peroxisomas de plantas también se lleva a cabo el metabolismo del glioxilato y la
fotorespiracion, mientras que los tripanosomas llevan a cabo alli la glicélisis. En el caso
de las levaduras, procesos como la oxidacién del metanol y la asimilacion y oxidacion de
las aminas tienen lugar en este organelo (Purdue y Lazarow, 2001). Por lo que respecta
a la B-oxidacion de los &cidos grasos, mientras que en levaduras y plantas este proceso
ocurre exclusivamente en los peroxisomas, en mamiferos y otros eucariotas superiores
sucede tanto en peroxisomas como en mitocondrias (Wanders y Waterham, 2006). Se
ha demostrado también que una parte de la via de sintesis de la lisina se lleva a cabo en
el peroxisoma de S. cerevisiae (Breitling et al., 2002). La deficiencia de peroxisomas
afecta la sintesis de lisina durante la fase de crecimiento exponencial de las levaduras
en medio de cultivo completo, lo cual se relaciona con la sobreexpresién de varios
genes implicados en esta ruta metabdlica. En consonancia con ellos se han identificado
sefales de localizacion peroxisomal en varias de las proteinas que intervienen en la

sintesis de la lisina, como son Lys1, Lys4 y Lys12 (Breitling et al., 2002).

Las aproximaciones moleculares clasicas y bioinformaticas, junto con los
andlisis filogenéticos masivos de los proteébmas peroxisomales de levadura y rata, han
hecho posible desarrollar hipétesis sobre el origen y la evolucién del protebma de los
peroxisomas (Gabaldon et al., 2006). Al igual que las mitocondrias y los cloroplastos,
los peroxisomas tienen la capacidad de internalizar proteinas postranscripcionalmente y
multiplicarse a partir de los preexistentes durante la division celular. Con estas
caracteristicas se afirmé en un principio que los peroxisomas tienen un origen
endosimbidtico, pero las evidencias actuales no son suficientes para sostener esta
teoria (Gabaldon et al., 2006). Ademas, se tienen evidencias claras sobre la formacién

de nuevos peroxisomas a partir del RE (Hoepfner et al., 2005).
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1.8.2. INTERNALIZACION DE PROTEINAS PEROXISOMALES

La identificacion y caracterizacion de los mutantes de S. cerevisiae defectuosos
en la biogénesis de peroxisomas ha resuelto la mayor parte de las dudas sobre los
procesos necesarios para llevar a cabo este proceso, lo cual incluye la identificacion de
las sefiales de localizacién peroxisomal (Wanders y Waterham, 2006). La informacion
sobre las sefales de localizacion peroxisomal se ha usado para buscar otras proteinas
similares y sus correspondientes ortélogos en mamiferos. Esta estrategia, junto con los
estudios clasicos de clonacion y purificacion de proteinas, ha permitido la identificacion
de muchas proteinas peroxisomales y su relacién con los procesos metabdlicos que alli

se llevan a cabo (Wanders y Waterham, 2006).

Muchas de las proteinas peroxisomales de membrana y de matriz son
sintetizadas en polisomas libres en el citoplasma y posteriormente son transportadas
hasta este organelo (Lazarow y Fujiki, 1985). Muchas de las peroxinas o proteinas
involucradas en la biogénesis de los peroxisomas (Pexp) estan relacionadas con el
importe de las proteinas de matriz y con la formacion de la maquinaria que permite el
paso del complejo de importe a través de la membrana peroxisomal (Purdue y Lazarow,
2001). Las proteinas de la matriz peroxisomal son internalizadas a través de dos
receptores que reconocen dos sefiales de localizacion (PTS1 y PTS2). Las sefiales tipo
PTS1 son tripéptidos localizados en el extremo C-terminal de la proteina y son
reconocidas por Pex5, mientras que las sefales tipo PTS2 estan en la regién N-terminal
y son reconocidas por Pex7 (Subramani, 1996; Heiland y Erdmann, 2005). Por el
contrario, las proteinas de membrana peroxisomal no tienen ninguna de estas dos
sefiales y cuentan con una combinacion de aminoacido basicos y uno o mas dominios
transmembranales que permiten la correcta insercion de estas proteinas en la
membrana peroxisomal (Purdue y Lazarow, 2001). Al contrario que las proteinas
importadas en el RE o en la mitocondria, se asume ademas que los receptores que
acompafan a la proteina importada son reciclados y regresan al citosol (Gould y Collins,
2002).

1.8.3. LAS SENALES TIPO PTS1 Y SU SISTEMA DE INTERNALIZ ACION

El proceso de internalizacién y las proteinas que intervienen en el mismo se

han descrito en S. cerevisiae, Hansenula polymorpha, Yarrowia lipolitica, Pichia pastoris
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y en mamiferos (Sacksteder y Gould, 2000; Veenhuis et al., 2000; Gould y Collins, 2002;

Agne et al., 2003). El mecanismo se describe en la Figura 12.

La sefial consenso de localizacion tipo PTS1 se ha descrito como (S/A)-(K/R)-
(L-M), pero no todas las variaciones son funcionales en todas las especies (Neuberger
et al., 2003). Esta sefial de localizacion es reconocida por la proteina receptora Pex5.
Esta proteina contiene un dominio de siete repeticiones tetratricopeptidicas o TPR que
interaccionan directamente con el tripéptido PTS1, siendo estas repeticiones necesarias
para la internalizacion de la proteina diana (Klein et al., 2001). Cuando Pex5 se une a la
proteina diana, se despolimeriza y este complejo proteina(PTS1)-Pex5 es transportado
hasta la superficie del peroxisoma para interaccionar con Pex14 y Pex13, que a su vez
estan asociadas de manera independiente a Pex17 y Pex8 (Gould y Collins, 2002;
Heiland y Erdmann, 2005). Posteriormente, este conjunto interacciona con el complejo
Pex2-Pex10-Pex12 para internalizar Pex5 junto con la proteina diana. Una vez dentro
del peroxisoma sucede la interaccién con Pex8, que facilita la disociacion de la proteina
diana y Pex5. El regreso de Pex5 al citoplasma depende de Pex4, la cual esti asociada
a la membrana peroxisomal a través de Pex22. Aunque se ha demostrado que Pex5 se
acumula en el interior de los peroxisomas de los mutantes para Pex4 de H. polymorpha,
no se ha demostrado la relacion directa entre el complejo Pex4-Pex22 y la salida de

Pex5 del peroxisoma (Veenhuis et al., 2000).

Actualmente se sabe poco acerca del mecanismo de internalizacién de las
proteinas peroxisomales con sefial tipo PTS2, pero se conoce la proteina con la que
deben interaccionar para llegar al interior del organelo. Las sefiales de localizacién
peroxisomal tipo PTS2 se encuentran en la region N-terminal de la proteina diana y
corresponden a la secuencia consenso (R/K)-(L/V/)-(XXXXX)-(H/Q)-(L/A/F). Esta es
reconocida por Pex7, una proteina citosolica que se caracteriza por tener una region de
seis repeticiones triptéfano-acido aspartico dentro de un dominio conservado, el cual
alcanza una longitud de 40 aminoacidos (Heiland y Erdmann, 2005). Este dominio es
comun en las proteinas de la familia WD-40, las cuales interaccionan con los dominios
TPR de algunas proteinas. Por otro lado, Pex7 interacciona con las proteinas
Pex13/Pex14 (Albertini et al., 1997) y Pex18/Pex21 (Purdue et al., 1998). Estas dos
Ultimas proteinas tienen una vida media de 10 minutos durante la biogénesis del
peroxisoma y su interaccion con Pex7 permite liberar la proteina diana en el interior del
peroxisoma. (Purdue y Lazarow, 2001). La capacidad que tiene Pex7 para reconocer los

dominios TPR de algunas proteinas hace pensar que ambas sefiales de localizacién
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pueden utilizar la misma magquinaria de internalizacion peroxisomal (Sacksteder y Gould,
2000; Veenhuis et al., 2000; Heiland y Erdmann, 2005).

Figura 14. Modelo de importacién peroxisomal de las proteinas con sefial tipo PTS1. Las
proteinas peroxisomales sintetizadas en el citosol son reconocidas por Pex5. Ambas
proteinas son transportadas hasta la superficie del peroxisoma donde son reconocidas por
el complejo Pex13-Pex14-Pex17. Posteriormente Pex5 interacciona con el complejo Pex2-
Pex12-Pex10 y ambas proteinas son internalizadas en la matriz peroxisomal, pero el
mecanismo exacto de internalizacion es desconocido. Posteriormente Pex8 media la
separacion de Pex5 y la proteina peroxisomal. El regreso de Pex5 al citoplasma es
mediado por Pex4, que estd asociado a la membrana a través de Pex22. Diagrama
adaptado de Veenhuis et al. (2000) y de Heiland y Erdman (2005).

Existen evidencias sobre otro tipo de sefial de localizacién peroxisomal en S.
cerevisiae y en Candida tropicalis. La enzima acil-CoA oxidasa de ambas especies
carece de sefales de localizacion tipo PTS1 o PTS2 y aun asi entra en la matriz
peroxisomal (Purdue y Lazarow, 2001). Otro ejemplo es la catalasa A de S. cerevisiae,
gue posee una sefial interna de localizacion en el peroxisoma ademas de la sefial PTS1
(Kragler et al., 1993). A este tipo de sefial se le ha denominado PTS3 y también es
reconocida por Pex5, aunque no hay evidencia de la misma situacion en mamiferos o en
P. pastoris (Purdue y Lazarow, 2001). Pex5 y la acil-CoA oxidasa de S. cerevisiae
interaccionan en ensayos de doble hibrido e in vitro, especificamente a través de la
region comprendida entre los residuos 136-292 de Pex5, la cual no incluye la region
TPR. Esto indica que el sitio de interaccion entre Pex5-PTS1 y Pex5-acil-coA oxidasa es
completamente diferente uno del otro y que Pex5 es un receptor multifuncional aunque

no se conozca el mecanismo de este tipo de interaccion (Purdue y Lazarow, 2001)
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1.9. LA SINTESIS DE CISTEINA Y METIONINA EN S. cerevisiae

Como se ha mencionado en el apartado anterior, el peroxisoma participa en
diversas vias metabdlicas que no soélo se relacionan con la transformacion de &acidos
grasos de cadena larga. Un ejemplo es la relacion entre los peroxisomas de S.
cerevisiae y la sintesis de la lisina (Breitling et al., 2002). Adicionalmente, otros estudios
han descrito en los peroxisomas de S. cerevisiae la presencia de Str3, una proteina con
actividad cistationina B-liasa implicada en el proceso de transulfuracion, el cual se
describira méas adelante (Schafer et al., 2001; Yi et al., 2002).
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Figura 14. Biosintesis de aminoacidos que contienen azufre en S. cerevisiae. El nombre
de las enzimas que intervienen en cada paso se indica en color azul y los genes que las
codifican estan en color turquesa. Basado en Thomas y Surdin-Kerjan (1997).

S. cerevisiae posee varios sistemas enzimaticos que le permiten metabolizar
los compuestos inorganicos azufrados que se encuentran en la litosfera. Uno de los

sistemas que mejor se ha caracterizado es el sistema reductor del sulfato, el cual le
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permite utilizar los iones sulfato y sulfito como fuentes de azufre (Thomas y Surdin-
Kerjan, 1997). Una caracteristica de esta levadura es que puede crecer en presencia de
cisteina o metionina como Unicas fuentes de azufre, a diferencia de bacterias como E.
coli y otros hongos como Neurospora crassa 0 A. nidulans que solo pueden usar
cisteina. Esto se debe a que S. cerevisiae tiene dos sistemas que catalizan la
interconversion de homocisteina (precursor de la cisteina y la metionina) a cisteina.
Como consecuencia, muchos de los genes estructurales que codifican para
componentes de la via del azufre se identificaron inicialmente por la auxotrofia para
metionina que poseen sus respectivos mutantes (Thomas y Surdin-Kerjan, 1997). Las
reacciones de la sintesis de metionina y de cisteina estan descritas ampliamente y se
han identificado los genes que intervienen en dicha via metabdlica en S. cerevisiae, la

cual se muestra en la figura 14.

1.9.1. ASIMILACION DEL AZUFRE

Inicialmente S. cerevisiae toma del medio el azufre en forma de sulfato y en
este mecanismo intervienen Sull, Sul2 y Sul3 (Cherest et al., 1997). Los mutantes
simples para los tres genes correspondientes tienen una tasa de transporte de sulfato
similar a la cepa parental, lo que indica que pertenecen a sistemas de transporte
independientes. Sull y Sul2 tienen 11 y 10 dominios transmembranales respectivamente
y la tasa de trasporte de sulfato es practicamente nula en los mutantes dobles sull sul2
y sull sul3. A partir de estudios de expresion se determind que Sul3 esta relacionada
con la regulacion de la expresion de SUL2 (Cherest et al., 1997).

Una vez el sulfato ha entrado en la célula, todos los organismos se enfrentan
con un problema aparentemente complicado en el momento de asimilar el azufre, el cual
se relaciona con el estado de oxidacion. El ion SO,> es bastante estable y su reduccién
directa a sulfito resulta ser una reaccion endergdnica. Para asimilar el azufre que se
encuentra en este estado se recurre a la activacion de los iones sulfato a través de la
adenilacién. En levaduras este paso se divide en dos etapas: en la primera, se transfiere
el grupo adenosil fosforil del ATP al sulfato formando adenil-sulfato o APS; en la

segunda etapa, el APS es fosforilado para formar fosfoadenil-sulfato o PAPS:
ATP + SO ==~ APS + PP,

Esta primera reaccién es catalizada por la ATP sulfurilasa, la cual es codificada

por el gen MET3 en S. cerevisiae (Cherest et al., 1987). El mutante respectivo no pude
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crecer en sulfato como Unica fuente de azufre, pero si lo puede hacer cuando la fuente
es sulfito, sulfuro, tiosulfato, asi como compuestos organicos que contienen azufre. Es
importante anotar que esta reaccion tiene una constante de equilibrio desfavorable para
la formacion de APS complicando aun mas la adquisicion de sulfato activado. El
mecanismo por el cual los microorganismos evaden este problema esta aun por
determinar. Sin embargo, la ausencia total de APS causa que las células de levadura
no sobrevivan a un choque térmico, lo cual se relaciona con un efecto protector de este

compuesto durante cambios térmicos fuertes (Jakubowski y Goldman, 1993).

Posteriormente, en la segunda etapa de la activacion, el APS es fosforilado

nuevamente a costa de una molécula de ATP formando PAPS:

APS + ATP ——=> PAPS + ADP

Esta reaccion es catalizada por la APS quinasa codificada por MET14 en S.
cerevisiae; una caracteristica de esta enzima es su activacion in vitro por el sistema
tioredoxina (Schriek y Schwenn, 1986). Existen evidencias sobre la alta toxicidad de
PAPS, de modo que los organismos han desarrollado mecanismos para controlar la
concentracion intracelular de este compuesto. Posiblemente, formando parte de esta
regulacion se encuentre MET22. La ausencia de este gen causa auxotrofia para

metionina, existiendo dos hipotesis acerca de su funcion (Figura 15).
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APS APS
Met22 ——] v/ <— Metta —>V Vet22
PAPS PAPS $
J/_ J/\ PAP —> AMP
S“i/f'to Sulfito
Sulfuro Sulfuro
Figura 15. Funciones de Met22 en el control de la concentracion de PAPS. A. Ciclo de
produccion de APS a partir de PAPS. B. Transformacion de PAP, subproducto de PAPS, a
AMP. Tomado de Thomas y Surdin-Kerjan (1997)
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Después de la activacion del sulfato, ocurre una reduccion en dos pasos
sucesivos que llevan finalmente a la formacion de sulfuro (Figura 15). La sintesis de
sulfito a partir de PAPS es catalizada por la PAPS reductasa codificada por MET16. Los
productos de esta reaccién son PAP (transformado posteriormente por Met22 en AMP),
sulfito, NADP* y H*. Para este paso es indispensable la presencia de las tioredoxinas ya
gue la reductasa se une primero a ellas y luego al sustrato, lo cual explica la auxotrofia
para metionina que presenta el doble mutante trx1 trx2 (Schwenn et al., 1988). El sulfito
es un metabolito toxico para S. cerevisiae como lo es para otros microorganismos y una
de las razones para ello es su alta capacidad reductora. La capacidad que tiene este
compuesto para inhibir el crecimiento de los microorganismos no se conoce con claridad
pero se relaciona con la produccion de compuestos como los acetaldehidos. Ademas,
es un compuesto deseado en la fabricacion de cerveza y vino ya que estabiliza los
sabores y los aromas formando aductos con los aldehidos, propiedad que no posee el

sulfuro.

Una vez se ha obtenido el sulfito, este se reduce a costa de la oxidacion de tres
moléculas de NADPH. La enzima sulfito reductasa, que cataliza esta reaccién, contiene
diferentes grupos prostéticos: flavin adenin dinucleétido (FAD), flavin mononucleétido
(FMN), un centro hierro/azufre, y el sirohemo, el cual es sintetizado a partir de
uroporfirinégeno 1ll. La sulfito reductasa de S. cerevisiae tiene una estructura
oligomérica a3, y contiene dos FAD, dos FMN y dos sirohemo por molécula. Las
unidades a y B en S. cerevisiae son codificadas por MET10 y MET5 respectivamente,
por lo que los mutantes simples respectivos tienen el mismo fenotipo (Thomas y Surdin-
Kerjan, 1997).

El paso final de la asimilacion del azufre es su incorporacion en una molécula
organica. Metl7, una homocisteina sintasa, es la enzima encargada de incorporar el
sulfuro en una cadena carbonada, la O-acetil-L-homoserina (Figura 14). Para la sintesis
de este compuesto es necesaria la proteina Met2, una homoserina transacetilasa que
utiliza como sustrato la homoserina, un metabolito intermedio de la sintesis de treonina a
partir de aspartato. La incorporacion del sulfuro en la O-acetil-L-homoserina produce la
homocisteina, precursor de la cisteina y la metionina. EI mutante que carece de MET2
puede crecer con O-acetil-L-homoserina, homocisteina, metionina y S-adenosil-L-

metionina (AdoMet) como Unicas fuentes de azufre, pero no lo hace con cisteina.
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En levaduras el aspartato y los demé&s aminoacidos son transportados al
interior de la célula a través de permeasas especificas y no especificas. La permeasa
general de aminoacidos o Gapl transporta todos los L-amino&cidos asi como
compuestos relacionados como ornitina, citrulina, algunos D-amino&cidos y analogos
toxicos de aminoacidos. Sin embargo, Gapl no es activa en condiciones especificas;
por ejemplo, no se detecta la actividad de Gapl cuando la levadura crece en medios en
los que se puede obtener eficientemente nitrdgeno, como los que contienen amonio. Y
en estas condiciones los aminoacidos se asimilan por transportadores especificos
(Thomas y Surdin-Kerjan, 1997).

1.9.2. SINTESIS DE LA METIONINA

La sintesis de novo de la metionina a partir de homocisteina utiliza un grupo
metilo, el cual se origina a partir del metabolismo de compuestos monocarbonados. En
este metabolismo, durante la oxidacion de compuestos como metanol, formaldehido y
formato, se transfieren grupos con un Unico carbono a moléculas receptoras. Uno de los
compuestos que se forman durante estos procesos es el tetrahidrofolato. Los derivados
monocarbonados del tetrahidrofolato son necesarios para la sintesis no so6lo de
metionina, sino también de nucledtidos del tipo purinas, timidilato y para la sintesis de N-
formilmetionina en la mitocondria (Thomas y Surdin-Kerjan, 1997). S. cerevisiae tiene un
conjunto de enzimas para la conversion del folato localizadas en la mitocondria y en el
citosol. Sélo uno de los pasos de esta transformacion es necesario para la sintesis de
metionina, en concreto la reduccion del 5,10-metilen tetrahidropteroil tri-L-glutamato
(5,10-metilentetrahidrofolato) a  5-metiltetrahidropteroil ~ tri-L-glutamato  (5-metil
tetrahidrofolato), el cual es catalizado por Met13, una metilentetrahidrofolato reductasa.
Finalmente, la reaccion entre el 5-metil tetrahidrofolato y la homocisteina, catalizada por
la homocisteina metil transferasa o Met6, genera L-metionina y tetrahidrofolato (Figura
17).
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Figura 17. Metabolismo del folato y su relacién con la sintesis de metionina. Tomado de
Thomas y Surdin-Kerjan (1997).

La metionina es metabolizada posteriormente para convertirse en AdoMet,
gracias a la reaccién con una molécula de ATP que es catalizada por Samly Sam2, dos
S-adenosil metiltransferasas que actian independientemente. AdoMet es el segundo
metabolito mas importante después del ATP por su participacion en diversas reacciones
en las que sirve como cofactor. La sintesis de AdoMet es el Unico ejemplo de la
utilizacion de la energia del enlace fosfato del ATP para generar un compuesto sulfurado
altamente energético (Thomas y Surdin-Kerjan, 1997). La reaccion consiste en la
transferencia nucleofilica del grupo 5" -deoxiadenosil del ATP a uno de los tres pares de
electrones del sulfuro tioeter de la L-metionina. Los fosfatos a y 3 del ATP son los que
dan origen al pirofosfato y el fosfato terminal se libera como fosfato inorganico. La
AdoMet se usa en reacciones que involucran diferentes modificaciones quimicas debido
al sulfuro trivalente deficiente en un electrén que tiene esta molécula. El mayor consumo
de AdoMet se produce durante las reacciones de transmetilacion en las que AdoMet es
el donador del grupo metilo. Este compuesto también puede ser adquirido del medio por
transporte activo a través de la proteina de membrana Sam3 (Rouillon et al., 1999).
Todas las reacciones de transmetilacion producen S-adenosil homocisteina junto con el

receptor del grupo metilo. La S-adenosil homocisteina es reciclada por hidrélisis para
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producir nuevamente homocisteina y adenosina. Esta reaccion de hidrolisis es
catalizada por Shal (Tehlivets et al., 2004).

1.9.3. LA TRANSULFURACION Y LA SINTESIS DE CISTEINA

Como se ha mencionado antes, la homocisteina es el precursor de la metionina
y la cisteina. En el caso de la sintesis de la cisteina, existen una serie de reacciones que
permiten la interconversion de homocisteina y cisteina a través de la formacion
intermedia de cistationina, lo que se conoce como transulfuracién. En el caso de las
bacterias entéricas solo se produce la transulfuracion en el sentido de la formacién de
homocisteina a partir de cisteina, mientras que los mamiferos solo realizan el paso de
homocisteina a cisteina. En el caso de S. cerevisiae la transulfuracién puede darse en
ambos sentidos, es decir, la formacion de cisteina a partir de homocisteina y viceversa.
La presencia de dos vias de transulfuracion en el mismo organismo no es exclusiva de
esta especie ya gque también lo pueden llevar a cabo otros hongos asi como algunas
arqueas, bacterias y las plantas (Zhou y White, 1991; Ravanel et al., 1998; Breitinger et
al., 2001) (Figura 18).

homocisteina

A
L-serina piruvato + amonio
CYS4 (cistationina  -sintasa) (cistationina B-liasa) STR3
H,O

/

C|stat|onina
acetato
CYS3 (cistationina  y-liasa) (cistationina y-sintasa) STR2
Amonio + 2-oxobutanoato / O - acetil-homoserina
Y
cisteina

Figura 18. Reacciones que componen la via de transulfuracion en S. cerevisiae. Los
nombres de las enzimas se identifican en color rojo y los genes que las codifican en color
azul. Basado en Thomas y Surdin-Kerjan (1997).

La sintesis de la cisteina a partir de homocisteina se realiza a través de dos
pasos. El primer paso es llevado a cabo por la enzima cistationina (3-sintasa (Figura 18).

Esta enzima utiliza la homocisteina y la serina para sintetizar cistationina y agua. En S.
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cerevisiae la cistationina B-sintasa es codificada por CYS4 (STR4). Los mutantes para
este gen son auxotrofos para cisteina pero son capaces de crecer con GSH como Unica
fuente de azufre, ya que este tripéptido es facilmente hidrolizable in vivo para obtener
cisteina. Una vez se ha sintetizado la cistationina, ésta es usada por la enzima
cistationina y-liasa para formar finalmente cisteina, acido a-quetobutirico y amonio. El
proceso inverso, es decir, la sintesis de homocisteina a partir de cisteina, es llevado a
cabo por dos enzimas, la cistationina y-sintasa y la cistationina (-liasa, codificadas por

los genes STR2 y STR3 respectivamente (Figura 18) (Hansen y Johannesen, 2000).

La estructura tridimensional de la cistationina (-liasa de A. thaliana es muy
similar a la de E. coli (Breitinger et al., 2001). Aunque hay similitudes en la secuencia,
algunos aminoacidos del sitio de union del sustrato son diferentes, haciendo que este
dominio en A. thaliana sea mas grande que en E. coli, lo que se traduce en diferencias
en la afinidad por el sustrato. La cistationina [-liasa estd compuesta por cuatro
subunidades y cada una de ellas esta asociada a una molécula de piridoxal 5 -fosfato, el
cofactor necesario para la actividad enzimatica. Una caracteristica de la proteina de A.
thaliana es su sensibilidad a inhibidores del bloqueo de tioles como iodoacetamida y N-
etilmaleimida. Esto indica que al menos una de las cisteinas de esta proteina que esta
dentro o cerca del centro activo es importante para la actividad enzimatica (Ravanel et
al., 1996).

1.9.4. REGULACION DE LA RUTA

La via de sintesis de los amino&cidos sulfurados en S. cerevisiae esta
regulada negativamente. En una cepa silvestre la sintesis de las enzimas necesarias
para la asimilacion de sulfato, asi como para la sintesis de cisteina 0 metionina, es
reprimida cuando se agrega metionina, AdoMet o cisteina al medio de cultivo (Thomas
y Surdin-Kerjan, 1997). Inicialmente se propuso que el efecto de represion era llevado
a cabo por AdoMet; la hipotesis se basaba en que la adicion de metionina al medio de
cultivo del doble mutante saml sam2 (cepa que carece totalmente de actividad
AdoMet sintasa) no reprime la expresion de los genes de la via. Esto indicaba que en
una cepa silvestre la metionina extra del medio se transforma rapidamente en AdoMet
favoreciendo asi la represion de los genes de la via (Thomas et al., 1988). Pero la
presencia de AdoMet no es suficiente para esta represion, ya que es necesario un
aumento de la concentracion intracelular de cisteina proveniente de la transformacion

de la AdoMet en cisteina por la transulfuracién. EI aumento de la concentracién de
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cisteina induce la degradacion en el nucleo de Met4, un factor importante en la

regulacion de los genes de la via del azufre (Menant et al., 2006).

En el promotor de MET25 se identificaron dos secuencias reguladoras
comunes para varios de los genes MET. Una de ellas se centra alrededor de la
secuencia TCACGTG, la cual es necesaria para inducir la expresion de los genes
MET cuando la concentracion de AdoMet es baja y para la segregacion de los
cromosomas durante la division celular (Kuras et al., 1996). Esta secuencia es el sitio
de union para el complejo heterodimérico y activador transcripcional Cbfl-Met4-Met28.
La segunda secuencia funcional consenso es AAANTGTG, que es el sitio de unién de
dos factores, Met31 y Met32 (Blaiseau et al., 1997).

1.9.4.1. EL COMPLEJO Cbf1-Met4-Met28

La proteina Cbfl tiene un dominio basico hélice-asa-hélice (bHLH) comun en
las enzimas de union al DNA, el cual es necesario para la unién de esta proteina a la
secuencia TCACGTG y para su dimerizacion (Mellor et al., 1991; Masison et al.,
1993). Los mutantes para CBF1 requieren sulfuro inorganico para crecer, tienen la
expresion de MET16 disminuida respecto de una cepa silvestre y no se detecta en
ellos actividad sulfato permeasa (Thomas et al., 1992). Estas evidencias apuntan a
gue la activacion de los genes MET requiere la union de Cbfl a las regiones
promotoras, aunque la expresion no depende estrictamente de la actividad de Cbfl
(Thomas y Surdin-Kerjan, 1997). Por ejemplo, la expresion de los genes MET3 y
MET17 en un mutante para CBF1 es aproximadamente la mitad comparada con la
expresion en una cepa silvestre, mientras que la expresion de MET10, MET14 y
MET16 depende estrictamente de la presencia de Cbfl, lo cual indica que existen

otros mecanismos de regulacion adicionales a Cbfl (Kuras et al., 1996).

Otra de las proteinas necesarias para una induccion completa de los genes
MET es Met4. Analisis fisiologicos de los auxétrofos para metionina permitieron
identificar mutaciones en el locus MET4, las cuales confieren resistencia al selenato e
imposibilidad de crecer en fuentes inorganicas de azufre y en cisteina. En los
mutantes para MET4 no se detecta la actividad de las enzimas implicadas en el
transporte y la asimilacion del azufre, al mismo tiempo que no se manifiesta
trascripcion de los genes MET2, MET3, MET5, MET14, MET16, MET10 y MET17

(Mountain et al., 1993). MET4 codifica para una proteina de 666 aminoacidos que en
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su extremo C-terminal contiene una region rica en aminoacidos basicos y cinco grupos
de siete leucinas. Este extremo es similar a los dominios bZIP que se encuentran en
muchas de las proteinas reguladoras de los eucariotas superiores y de hongos. Estas
proteinas se caracterizan por dimerizar a través de las repeticiones de leucina y por
unirse al DNA a través de la region de aminoacidos basicos. Se ha demostrado que
Met4 es un activador de la trascripcion fuerte y que su actividad disminuye cuando

aumentan la concentracion intracelular de AdoMet y cisteina (Menant et al., 2006)

Otra proteina que es necesaria para la induccion de los genes MET es
Met28. Esta proteina es un efector positivo de la trascripcién de varios genes MET en
condiciones no represivas. La mutacion del gen correspondiente también confiere
auxotrofia a metionina, resistencia a selenato y pérdida de la actividad de las enzimas
necesarias para la asimilacion del sulfato (Cherest et al., 1997). Respecto de la
expresion de los genes MET, se ha determinado que los niveles maximos de METS3,
MET10, MET14 y MET16 son menores en este mutante comparados con los de la
cepa silvestre (Kuras et al., 1996). La proteina Met28 tiene también un dominio del tipo
bzIP pero difiere de Met4 en que hay un segmento de 7 aminoacidos entre la
cremallera de leucinas y la region de aminoécidos basicos. Estudios de doble hibrido
determinaron que Met4 interacciona con Met28 a través del dominio bZIP, mientras
que la interaccion entre Met4 y Cbfl es a través del dominio bZIP de Met4 y el dominio
bHLH de Cbfl (Figura 19). Por el contrario, estos estudios no detectaron interaccion
entre Cbfl y Met28, aunque se determin6 que Met28 favorece la union de Cbfl a la
secuencia consenso del DNA (Kuras et al., 1996; Kuras et al., 1997). Estos estudios
indican que Met28 tiene dos funciones dentro de la formacion del complejo: la primera
es aportar estabilidad a la arquitectura del grupo proteico, ya que su interaccioén con

Met4 es indispensable para mantener el complejo estable, y la segunda es estimular la

Figura 19. Interaccion entre los
diferentes factores involucrados en la
regulacion de la expresion de los genes
MET. ElI dominio DbZIP de Met4
interacciona con el dominio bHLH de Cbfl
y con el dominio bZIP de Met28, aunque
Met28 y Cbfl no interaccionan entre si.
Adaptado de Tomas y Surdin-Kerjan
(1997).
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uniéon de Cbfl al DNA y por ende la de todo el complejo (Thomas y Surdin-Kerjan,
1997).

La regulacién de la actividad de Met4 esta dada por la estructura de la regién
N-terminal en la que se encuentran tres dominios: activador, inhibidor y auxiliar. El
dominio activador esta comprendido entre los aminoacidos 92 y 144, hallandose
enriquecido en asparragina y en aminoacidos acidos. Posteriormente se encuentra
otro dominio comprendido entre los aminoacidos 189 y 235 necesario para inhibir la
actividad de Met4 en condiciones de represion; esta inactivacion se lleva a cabo por la
union de la proteina Met30 con este dominio. Existe un dltimo dominio entre los
aminoacidos 312 y 375 llamado dominio auxiliar que es necesario para la actividad
méaxima de Met4 en condiciones de no represion. Este dominio no es un activador de
la trascripcion pero es necesario para atenuar la funcion del dominio inhibidor en
condiciones de no represion y es aqui donde ayuda al dominio inhibidor a disociarse
de Met30, promoviendo asi el funcionamiento de la region activadora (Thomas y
Surdin-Kerjan, 1997) (Figura 20).

A. Condicién de represion

g o - B —— .

B. Condicién de no represion

Figura 20. Interaccion de Met30 con el dominio inhibidor de Met4. Bajo condiciones de
represion, Met30 se une a la region inhibidora inpidiendo que Met4 se una a los
promotores de los genes MET. Cuando la condicién es de no represion, el dominio auxiliar
ayuda a que Met30 se disocie del dominio inhibidor y permita que la regiéon de activacion
esté funcional. Act, dominio de activacion; Inhib, dominio de inhibicion; Aux, dominio
auxiliar; BD, dominio bésico; LZ, cremallera de leucinas. Tomado de Thomas y Surdin-
Kerjan (1997).

Una caracteristica importante de Met30 es su relacion con el sistema de
degradacion por ubiquitinacion, el cual juega un papel importante en la regulacion de
los procesos celulares. La funcion méas estudiada de la ubiquitinacion es su
participacion en la degradacion de proteinas, en donde las proteinas poliubiquitinadas
son reconocidas por el proteasoma 26S y son rapidamente degradadas. Este proceso

65



Introduccién

de ubiquitinacién es catalizado por una cascada de reacciones enzimaticas que
empiezan con la activacion de la ubiquitina por parte de las enzimas E1, reaccion que
depende de ATP. La ubiquitina activada es transferida al residuo cisteina especifico
de las enzimas tipo E2. Estas enzimas conjugan directamente las proteinas diana con
ubiquitina pero para ello necesitan factores que confieren especificidad de sustrato. La
especificidad esta dada por los complejos ubiquitina-proteina ligasas o E3, siendo los
mas estudiados los complejos SCF compuestos por tres unidades: Skpl, Cdc53 y una
proteina de la familia F-box. Esta Ultima es la responsable de la unién con la proteina
diana proporcionando especificidad a todo el complejo de degradacién, de modo que
por cada proteina F-box existen diferentes complejos SCF. En S. cerevisiae se han
FMet30

estudiado tres complejos de este tipo que corresponden a SCF<*** SCF®™ y SC
(Deshaies, 1999; Kaiser et al., 2000).

Met30 interacciona con la proteina Cdc53, un componente de la ubiquitina-
proteina ligasa (Deshaies, 1999), lo cual relaciona la regulacion de la actividad de
Met4 con el sistema de ubiquitinacién. En medio minimo Met4 es ubiquitinada y
degradada en respuesta a un exceso de metionina, mientras que en medio rico Met4
es ubiquitinada pero permanece estable (Kaiser et al., 2000). Al permanecer estable
en esta ultima condicion, Met4 no se dirige a los promotores de los genes MET pero si
puede activar los genes SAM1 y SAM2, los cuales son necesarios para la sintesis de
AdoMet. Esto indica que la ubiquitinacion es un mecanismo que regula la unién de
Met4 a diferentes promotores (Menant et al., 2006). La hip6tesis consiste en que Met4
estaria inactiva durante el crecimiento normal de las células de levadura, pero cuando
se agrega metionina al medio de cultivo Met4 se activaria transitoriamente para
expresar los genes MET y para restaurar las concentraciones adecuadas de los
metabolitos importantes de la biosintesis de la metionina, sobre todo de AdoMet. Por
esto se ha propuesto que en condiciones donde las concentraciones de estos
metabolitos no son lo suficientemente altas como para mantener la progresion del
ciclo, se induce una parada para conservar la integridad celular. Esta parada estaria
ligada a la concentracién de metionina, junto con la expresion de un gen desconocido
que dependeria de la actividad de Met4. Este gen tendria una expresion constitutiva
en un mutante para MET30, lo que conduciria a la parada permanente del ciclo celular
(Kaiser et al., 2000).
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+ metionina - metionina

Y

Expresion del Expresion de los Inhibicion de la Expresion
Gen X Genes MET de los Genes MET

Continuacioén
del Ciclo Celular

Figura 21. Modelo de regulacién de Met4 segin Kaiser et al (2000). Cdc34/SCF"*°
median la ubiquitinacion de Met4, lo que conlleva a la represion de la expresion de los
genes MET. La ubiquitina hidrolasa (Ubp) desubiquitina y activa a Met4, lo que resulta en
la expresion de los genes MET y del gen X, un inhibidor de la progresién del ciclo celular.
Segln Menant et al (2006), la regulacion del complejo Cdc34/SCF"**° viene determinada
por la concentracion intracelular de cisteina.

Recientemente se ha demostrado que la degradacion de Met4 en medio
minimo esta determinada por la concentracion intracelular de cisteina (Menant et al.,
2006). Analizando la degradacion de las proteinas GFP-Met4 y Met4-HA expresadas
bajo el promotor de MET4 en un mutante Acys4 (ausencia de la cistationina [3-sintasa),
se observa que ambas proteinas son degradas cuando se agrega al medio cisteina,
mientras que el exceso de metionina o AdoMet no inducen esta degradacion. Esto
indica que una cepa silvestre que crece en medio minimo transforma el exceso de
metionina en cisteina por transulfuracion, aumentando su concentracion intracelular e
induciendo la degradacion de Met4 (Menant et al., 2006). Se ha propuesto que el
papel de la cisteina en la degradacion de Met4 podria consistir en el control directo de
la actividad del complejo SCFV**° sobre Met4 a través de un mecanismo tiélico que
actuaria sobre Met4 y/o SCF™®°. Una de las hip6tesis es que la unién de la cisteina

FMetSO

con una subunidad de Met30 estabilizaria la interaccion entre Met4 y SC (Menant

et al., 2006) (Figura 21)
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1.9.4.2. LOS REGULADORES Met31 y Met32

Como se ha mencionado antes, en el promotor de MET25 se identificé otra
secuencia reguladora que también esta presente en otros genes MET. Esta secuencia
se encuentra alrededor de la posicion -200, correspondiendo a la secuencia consenso
AAANTGTG que es reconocida por Met4. La unién de este activador con la citada
secuencia esta mediada por Met31 o Met32 y el complejo es estabilizado por Met28
(Blaiseau y Thomas, 1998). Ambas proteinas se caracterizan por tener dos dominios
dedo de zinc: CC/HH en C-terminal y CC/HC en N-terminal. El analisis por Northern de
las células que no expresan Met31 y/o Met32 demostré que la funcién de las dos
proteinas durante la transcripcién de los genes de la via del azufre varia de un gen a
otro. Por ejemplo, la expresion de los genes MET3 y MET14 requiere de la presencia
de Met31 y Met32 simultdneamente, mientras que la expresién de MET28 requiere al
menos una de las dos proteinas y la expresion de MET25 es constitutiva en el doble
mutante met31 met32 (Thomas y Surdin-Kerjan, 1997; Blaiseau y Thomas, 1998). Por
otra parte, en los promotores de MET28 y MET3 no se forma el complejo Cbfl-Met28-
Met4, lo que indica que existe un sistema activador de la transcripcion diferente al
formado por este complejo. Todas estas evidencias indican que existen diferentes
combinaciones de los activadores de la trascripcion para la expresion de los genes

MET y que en todos es necesario el factor Met4.

Andlisis de doble hibrido indican que Met4 interacciona con Met31 y Met32
independientemente, pero estas dos proteinas no interaccionan con Met28. El papel
de Met28 es mantener estable los complejos Met4-Met28-Met31 o Met32, siendo
indispensable el dominio bZIlp de Met4 para la formacion de ambos complejos.
Ademas se ha demostrado que la union de Cbfl a la secuencia TCACGTG aumenta
la afinidad del complejo Met4-Met28-Met31(Met32) por la secuencia AAANTGT vecina
(Blaiseau y Thomas, 1998).

Todos estos hallazgos sefialan que Met4 y Met28 son reclutados dentro de
uno u otro complejo dependiendo del tipo de secuencia presente en el promotor,
aunque estos complejos pueden actuar de manera sinérgica en la expresion de dichos
genes, ya que pueden tener elementos comunes haciendo parte de los sistemas
activadores (Blaiseau y Thomas, 1998). A partir de esta idea se han desarrollado dos
hipétesis sobre la relacion entre los dos sistemas de activacion de la transcripcion que

se ilustran en la figura 22.
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Opcién A

Opcion B

..

Figura 22. Modelos de reclutamento de Met4 y Met28 dependiendo de la secuencia
promotora del gen MET. Tomado de Blaiseau y Thomas (1998).
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido caracterizar los genes de S. cerevisiae cuyos
productos son homadlogos a las GST de clase Omega caracterizadas previamente en
humanos y otros eucariotas superiores y determinar su relacion con estrés oxidativo y
con la regulacion del estado redox de proteinas. Este objetivo se ha desarrollado a

través de los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener los mutantes nulos simples y mdltiples para los genes YGR154c
(GTO1), YKRO76w (GTO2) e YMR251w (GTO3) y analizar su fenotipo.

2. Determinar la localizacién subcelular de las tres proteinas Gto utilizando la

proteina GFP fusionada a cada una de ellas.

3. Analizar la expresion de cada uno de los genes en diferentes condiciones
ambientales tales como el tratamiento con diversos agentes oxidantes y otros
agentes toxicos. Ademas, verificar si esta expresion depende de los factores de

transcripcion relacionados con estrés oxidativo Yapl y Msn2/Msn4.

4. Expresar y purificar las tres proteinas Gto a partir de cultivos de E. coli para
posteriormente determinar su actividad enzimatica frente a diferentes sustratos
clasicos de las GST, asi como las actividades especificas de las GST de clase
Omega (actividad glutaredoxina, DHAR y DMARY).

5. Realizar una aproximacion gendmica para el andlisis funcional de las proteinas

Gto, y en especial de Gtol.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

3.1.1. Cepas de S. cerevisiae

Las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este estudio se enumeran en la Tabla

1, en la cual se incluyen su genotipo y los comentarios correspondientes.

CEPA GENOTIPO RELEVANTE COMENTARIOS

W303-1A MATa ura3-1 ade2-1 leu2-3-112 trp1-1 Cepa silvestre
his3-11,15

W303-1B MATa ura3-1 ade2-1 leu2-3-112 trp1-1 Cepa silvestre
his3-11,15

MML535 MATa gtol::natMx4 Deleccién de GTO1 en W303 -1A

MML536 MATa gtol::natMx4 Deleccion de GTO1 en W303 -1B

MML538 MATa gto2::kanMX4 Deleccion de GTO2 en W303-1A

MML540 MATa gto2::kanMX4 Deleccion de GTO2 en W303-1B

MML542 MATa gto3::natMx4 Delecciéon de GTO3 en W303 -1A

MML546 MATa gtol::kanMx4 Deleccién de GTO1 en W303 -1B

MML572 MATa [pMM401(GTO2-3HA)]::URA3 Integracion del plasmido pMM401 en W303-

1A

MML587 MATa gtol::kan MX4 gto3::natMX4 Producto del cruce entre MML542 x MML546

MML590 MATa gtol::kanMX4 gto2::kanMX4 Producto del cruce entre MML540 x MML587
gto3::natMXx4

MML628 MATa gttl::CaURA3 Delecciéon de GTT1 en W303-1A

MML629 MATa gtt2::kanMX4 Deleccion de GTT2 en W303-1A

MML630 MATa gtt2::natMX4 Deleccion de GTT2 en W303-1A

MML634 MATa gtol::natMX4 gttl::CaURA3 Producto del cruce entre MML536 x MML628

MML636 MATa gto2::kanMX4 gttl::CaURA3 Producto del cruce entre MML540 x MML628

MML661 MATa gttl::CaURA3 gtt2::kanMX4 Producto del cruce entre MML629 x MML634

MML666 MATa gttl::CaURA3 gtt2::natMX4 Producto del cruce entre MML630 x MML636

MML686 MATa gtol::kanMX4 gto2::kanMX4 Producto del cruce entre MML540 x MML587
gto3::natMXx4

MML687 MATa gtol::kanMX4 gto2::kanMX4 Producto del cruce entre MML590 x MML666
gtt1::CaURAS gtt2::natMX4

MML716 MATa gtol::kanMX4 gto2::kanMX4 Disrupcion de GTO3 en MML687, usando el
gto3::LEU2 gttl::CaURA3 gtt2::natMX4 plasmido pMM550

MML736 MATa grx2::LEU2 Disrupcion de GRX2 en W303-1A

77



Materiales y Métodos

CEPA GENOTIPO RELEVANTE COMENTARIOS

MML752 MATa grx1::kanMX4 grx2::LEU2 Disrupcion de GRX1 en MML736

MML826 MATa str3::kanMX4 Deleccion de STR3 en W303-1A

Wmsn2msn4 MATa msn2::HIS3 msn4::TRP1 Proveniente de F. Estruch; deleccion de
MSN2 y MSN4 en W303-1A

Wyapl MATa yapl::kanMX4 Proveniente de F. Estruch; deleccion de YAP1
en W303-1A

BY4741 MATa his3A1 leu2A0 met15A0 ura3A0 Cepa silvestre

Y03603 MATa pex5::kanMX4 De EUROSCARF *; deleccion de PEX5 en
BY4741

Y04076 MATa pex7::kanMX4 De EUROSCARF; deleccién de PEX7 en

BY4741

Tabla 1. Lista de las cepas de S. cerevisiae utilizadas en este trabajo. *European Saccharomyces

cerevisiae

Archive  for

Funcional  Analysis

frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf.

3.1.2. CEPAS DE E. coli

(Universidad de  Frankfurt), http://web.uni-

Para replicar y conservar los plasmidos construidos durante este trabajo se

utilizé la cepa de E. coli

DH5a [F SupE44 DlacU169 (¢BOlacZAM15) hsdR17recAl

endAl gyrA96 thi-1relAl] (Hanahan, 1983). Para los procesos de expresion y

purificacion de proteinas de S. cerevisiae en E. coli se utilizaron células de la cepa BL21

[F ompT hsdS; (rz" mg) gal dcm, Novagen] de esta Ultima especie.

3.2. PLASMIDOS

Los plasmidos utilizados en este trabajo y los comentarios respectivos se

detallan en la Tabla 2.

PLASMIDO

VECTOR

DERIVADO ORIGINAL

COMENTARIOS
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PLASMIDO  VECTOR
DERIVADO  ORIGINAL

COMENTARIOS

pMM399 pUG35 GTO2 clonado entre los sitios Xbal-EcoRlI del vector y marcado con la
secuencia de la proteina GFP en posicion C-terminal. La expresién depende
del promotor de MET25

pMM400 Plasmido integrativo que contiene GTO1 (con su propio promotor) marcado
en posicién C-terminal con la secuencia de 6 Histidinas y el epitopo HA

pMM401 Plasmido integrativo que contiene GTO2 (con su propio promotor) entre los
sitios Pstl-EcoRlI del vector, marcado en posicién C-terminal con la secuencia
de 6 Histidinas y el epitopo HA

pMM402 Plasmido integrativo que contiene GTO3 (con su propio promotor) entre los
sitios Pstl-BamHI del vector, marcado en posicién C-terminal con la
secuencia de 6 Histidinas y el epitopo HA

pMM440 Plasmido centromérico que contiene GTO1 entre los sitios BSiWI-Pstl del
vector, en fase con la secuencia de la proteina GFP en posicion N-terminal.
La expresion depende del promotor tetO7 (Gari et al., 1997)

pMM446 pUG35 GTO3 clonado entre los sitios Pstl-EcoRI del vector en fase con la secuencia
de la proteina GFP en posicion C-terminal. La expresion depende del
promotor de MET25

pMM494 pET-21a GTO2 clonado entre los sitios Ndel-Xhol del vector

pMM496 pET-21a GTO3 clonado entre los sitios Ndel-Xhol del vector

pMM498 pET-21a GTT1 clonado entre los sitios Ndel- Xhol del vector

pMM543 pET-21a Derivado de pMM494 con una sustitucion C46G

pMM545 pET-21a Derivado de pMM494 con una sustitucién C67S

pMM563 pET-21a Derivado de pMM494 con una sustitucién C307G

pMM566 pPMAL-c2X  GTOL1 clonado entre los sitios EcoRI- Hindlll del vector

pMM578 YEplac211 GTO1 con su propio promotor clonado entre los sitios EcoRI-BamHI del
vector

pMM584 YEplac211 GTO2 con su propio promotor clonado entre los sitios EcoRI-Hindlll del
vector

pMM611 YEplac211 GTO3 con su propio promotor clonado entre los sitios BamHI-Pstl del vector

pMM640 pET-21a Derivado de pMM563 con las sustituciones C67S y C307G

pMM644 pET-21a Derivado de pMM640 con las sustituciones C46G, C67S y C307G

pMM736 Plasmido centromérico que contiene GTO1 (con su propio promotor)

marcado con la secuencia TAP en posicion N-terminal

pMM756 pCM188 Plasmido centromérico que contiene STR3 entre los sitios BamHI-Notl del
vector. La expresion depende del promotor tetO- (Gari et al., 1997)

pMM758 Derivado de pMM756 con una sustitucion C353S

pMM760 Derivado de pMM756 con una sustitucién C362S

pMM762 Derivado de pMM756 con una sustitucién C387S

Tabla 3. Plasmidos utilizados en este estudio y una descripcién breve de sus caracteristicas mas
relevantes.
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3.3. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de S. cerevisiae se detallan
a continuacion. Cuando fue necesario se agrego agar al 2% para obtener medios de

cultivo solidos.

* YPD: glucosa 2%, peptona 2%, extracto de levadura 1%.

* YPGly: glicerol 3% (p/v), peptona 2%, extracto de levadura 1%.

* YPOle: extracto de levadura 1%, peptona 2%, Tween 40 (Sigma) 0,02% (p/v),
acido oleico (Sigma) 0,2% (p/v). El extracto de levadura y la peptona se disolvian
en agua, se ajustaba el pH a 6,8 y se autoclavaba (121°C y 1 atm de presion
durante 15 min). Aparte se mezclaban el &cido oleico y el Tween40, se
esterilizaba la mezcla por filtracion y se agregaba al medio de cultivo.

e SC (Sherman, 2002) : Base nitrogenada para levaduras sin aminoacidos (Difco)
0,67%, glucosa 2%, Drop out 0,2%. El Drop out es la combinacion en seco de
bases nitrogenadas, aminoéacidos y vitaminas, excepto el suplemento adecuado
en el caso de seleccibn de plasmidos; se agregaba al medio antes de

esterilizarlo por autoclave. Su composicion se muestra en la Tabla 3.

AMINOACIDO | gramos AMINOACIDO gramos AMINOACIDO | gramos
Adenina 0,5 Glicina 2,0 Fenilalanina 2,0
Alanina 2,0 Histidina 2,0 Prolina 2,0
Arginina 2,0 Inositol 2,0 Serina 2,0
Asparragina 2,0 Isoleucina 2,0 Treonina 2,0
Acido aspartico 2,0 Leucina 4,0 Triptéfano 2,0
Cisteina 2,0 Lisina 4,0 Tirosina 2,0
Glutamina 2,0 Metionina 4,0 Uracilo 2,0
Acido - . ) .

glutémico 2,0 Acido para-aminobenzéico 0,2 Valina 2,0

Tabla 3. Compuestos que hacen parte del Drop out y la cantidad correspondiente dentro de la
mezcla (Sherman, 2002).

+ SC OLEICO: Base nitrogenada para levaduras sin aminoacidos 0,67%, Drop out
0,67%, Tween 40 (Sigma) 0,02% (p/v), &cido oléico (Sigma) 0,2% (p/v).

« MEDIO DE ESPORULACION: Acetato de potasio 1%, extracto de levadura
0,1%, glucosa 0,05%.
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MEDIO B (Cherest y Surdin -Kerjan, 1992): Medio de cultivo utilizado para

analizar la capacidad de crecimiento en diferentes fuentes de azufre. Todos los

componentes azufrados de este medio son de Sigma. Para obtener el medio

solido se suplementd con 1% de agarosa. Los componentes de este medio y su

concentracion final son los siguientes:

Sales minerales: NH,CI 15 mM, K;HPO, 6,6 mM, KH,PO, 0,5 mM, NaCl 1,7
mM, CaCl, 0,7 mM, MgCl, 2 mM.

Oligoelementos: Acido borico 0,5 pg /ml, CuCl, 0,04 ug/ml, KCI 0,1 pg/ml,
ZnCl, 0,19 pg/ml, FeCl; 0,05 pg/ml.

Vitaminas y factores de crecimiento: Pantotenato de calcio 2 pg/ml,
tiamina 2 pg/ml, piridoxina 2 pg/ml, biotina 0,02 pug/ml, inositol 20 pg/mil.
Fuentes de carbono: glucosa 2%.

Fuentes de azufre: 0,2mM de NH;SO,, cisteina, metionina, glutation o

cistationina.

Para el cultivo de E.coli se utilizd el siguiente medio:

LB: Triptona 1%, NaCl 1%, extracto de levadura 0,5%. pH ajustado a 7,5 con

NaOH 1N. En determinadas circunstancias el medio fue suplementado con los

siguientes componentes:

A\

Ampicilina a una concentracion final de 50 mg/I.

IPTG (isopropil-B-D—-galactopiranosido), inductor no metabolizable de la
sintesis de la enzima f-galactosidasa. Se agregaba al medio a una
concentracion final de 1 mM.

Sorbitol 1 My glicil betaina 2,5 mM. La adicién de estos compuestos al medio
LB favorece la solubilidad de proteinas recombinantes dentro de las células
de E. coli (Blackwell y Horgan, 1991).

Glucosa 0,2% para los cultivos de células transformantes que portan

derivados del plasmido pMAL-c2X.
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3.4. MANIPULACION DE MICROORGANISMOS

Para el cultivo de S. cerevisiae las células se incubaron a 30°C y en el caso de
E. coli las células se incubaron en un rango entre 25 y 37°C, agitando los cultivos
liquidos a 180 r.p.m. La medida del crecimiento de los cultivos se realizé mediante la

lectura de la densidad 6ptica a 600 nm.

3.5. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.5.1. EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE S. cerevisiae

Soluciones necesarias para la extraccion:

¢ TNST: Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM, Tris HCI 10 mM
pH 8

» FC: fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 con 0,1% 8-hidroxiquinolina y
saturado con TE

* TE: 0,5 ml de una solucién Tris-HCI 2 M pH 8; 0,2 ml de una solucién de EDTA
0,5 mM pH 8; agua hasta un volumen de 1 litro.

* NaOAC: Acetato de sodio 0,3 M pH 8.

Procedimiento:

1. Se inocularon 10 ml de medio YPD con una colonia fresca y se dej6 crecer
durante 16 horas.

2. El cultivo se centrifug6é a 3.000 g durante 2 min y se pasaron las células a
un tubo eppendorf para lavarlas con 1 ml de agua estéril.

3. Las células se resuspendieron con 200 pl de TNST y luego se les
agregaron 200 ul de FC y 200 pl de perlas de vidrio (450-600 um, Sigma).

4. La mezcla se agit6 en vortex a maxima velocidad durante 4 min.

5. Posteriormente se agregaron 200 ul de TE mezclando por inversion. La
mezcla se centrifug6 a 13.200 g durante 5 min.

6. Se tomo el sobrenadante, para colocarlo en un tubo nuevo y se afadié 1 ml
de etanol 100%. Después de mezclar por inversion, la mezcla se centrifugd
a 13.200 g durante 5 min.
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7. Al precipitado se le agregaron 400 ul de TE junto con 3 ul de RNAsa (10
mg/ml) y se incubd a 37°C durante 5 min.

8. Después se agregaron 50 pl de NaOAC y 500 pl de FC. Esta mezcla se
agité con vortex a maxima velocidad durante 1 min.

9. Luego se centrifugd a 13.200 g durante 5 min y se desechd el
sobrenadante.

10. El precipitado se lavé con 1 ml de etanol 70% y se centrifugd nuevamente a
13.200 g durante 1 min.

11. Se retiré6 completamente el sobrenadante y se centrifugé otra vez a la
misma velocidad. El sobrenadante restante se retir6 completamente y el
precipitado se dejo secar a temperatura ambiente durante 10 min.

12. Se resuspendio el precipitado en 50 ul de agua MilliQ y se valoré de manera
aproximada la calidad del DNA por electroforesis en gel de agarosa (Serva)
al 0,8%, comparando la intensidad de las correspondientes bandas con la

intensidad de las bandas patron de cantidad conocida.

3.5.2. TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE

Amplificacion y clonacion de los genes estudiados:

Para la clonacion de genes de S. cerevisiae, se amplificaron los genes
mediante PCR a partir de DNA gendmico de la cepa silvestre W303-1A de S. cerevisiae
y se llevaron a cabo las digestiones, tanto del inserto como del vector, con las enzimas
respectivas de acuerdo con los sitios de restriccion seleccionados para tal fin. Las
enzimas de restriccion utilizadas eran de Roche o Takara y se utilizaron siguiendo las

indicaciones del fabricante para cada una de las digestiones.

Los fragmentos de DNA obtenidos después de las digestiones se purificaron
utilizando el sistema “High Pure PCR Product Purification Kit” (Roche) y fueron
valorados mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%. Para determinar el tamafio
aproximado de los fragmentos de DNA se utiliz6 como estdndar “1Kb DNA Ladder”

(Invitrogen™).

En las ligaciones inserto-vector se utilizé la enzima T4 DNA ligasa (Takara),

siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Métodos de transformacion para E. coli y S. cerevisiae:

La obtencién de células competentes y el protocolo de transformacion de
cultivos de E. coli mediante el método de cloruro de calcio se llevaron a cabo de
acuerdo con los protocolos estandar de laboratorio (Ausubel, 1994-1998). En la
transformaciéon de S. cerevisiae con pldsmidos de expresion o fragmentos lineales de
DNA se sigui6 el método rapido con acetato de litio (Gietz et al., 1992), plaqueando las
células en medio selectivo (segun la auxotrofia o el marcador de seleccidn

correspondiente) e incubando las placas a 30°C durante 48 horas.

Purificacion de plasmidos a partir de cultivos de E. coli

Para la purificacion de plasmidos replicados en E. coli se cultivaron las células
en medio LB con ampicilina a 37°C durante 16 horas, utlizandose el sistema
“NucleoSpin” Plasmid QuickPure” (Macherey-Nagel) segun las indicaciones del

fabricante.

Construccion de proteinas con cambios en aminoacido s especificos

A partir de genes silvestres clonados en plasmidos de expresion en E. coli se
construyeron plasmidos derivados de éstos con mutaciones introducidas en dichos

genes (Tabla 2) mediante el método de ExSite (Weiner y Costa, 1995).

Los oligonuclettidos para la amplificacion por PCR e introduccion de la
mutacion se disefiaron cerca del punto donde se deseaba hacer el cambio, el cual no
debia alterar el marco de lectura para la correcta transcripcion del gen. La mutacion era
detectada por la creacion de un sito de restriccion y confirmada por secuenciacion (3100

Avant Genetic Analyser, Applied Biosystems).

3.5.3. CONSTRUCCION DE MUTANTES NULOS SIMPLES Y MUL TIPLES

DE S. cerevisiae

Los mutantes nulos para un unico gen se obtuvieron siguiendo el método de
sustitucion por homologia de secuencias flanqueantes cortas (short-flanking homology
approach) con el modulo kanMX4 (resistencia a geneticina) (Wach et al., 1994), natMX4

(resistencia a nourseotricina) (Goldstein y McCusker, 1999), o CaURA3MX (restauracion
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de la prototrofia para uracilo) (Goldstein et al., 1999), los cuales eran amplificados
previamente por PCR con oligonuclettidos especificos para cada gen. Las mutaciones
se confirmaron a continuacion mediante PCR, segun la estrategia descrita en Wach et
al. (1994).

Los mutantes mdltiples se obtuvieron cruzando las cepas parentales,
induciendo la esporulacion de la cepa diploide y analizando las tétradas obtenidas para

seleccionar la combinacion de mutaciones de interés (Sherman, 2002).

3.5.4. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS Gto RECOMBINA NTES

Para la purificacion de las proteinas Gtol y Gto3 se partié de 500 ml de cultivo
mientras que para la purificacién de Gto2 se partié de 50 ml de cultivo. Para facilitar la
solubilizacién de Gto3 fue necesario suplementar el medio de cultivo LB con sorbitol 1 M
y glicil betaina 2,5 mM e incubar el cultivo a 25°C. En el caso de la expresion de Gtol el
medio de cultivo fue suplementado con glucosa al 0,2% con el fin de reprimir la
expresion del gen que codifica para la amilasa, la cual puede degradar la amilosa

contenida en la columna de afinidad.

Induccion de las proteinas recombinantes:

1. Se inocul6 una colonia del correspondiente transformante de E. coli BL21
en la cantidad correspondiente de medio LB con ampicilina (suplementado
con los componentes necesarios de acuerdo con el sistema de expresion
utilizado).

2. Se incubo el cultivo con agitacion a 25 o 37°C segun fuese el caso hasta
alcanzar una concentracion de 2x10’ células/ml. Se tomé una muestra de 1
ml que se etiquetdé como “control no inducido”.

3. Para inducir la expresion de la proteina se agreg6é IPTG a una
concentracion final de 1 mM y se continud la incubacién con agitacion. La
induccién de Gtol y Gto2 se llevd a cabo durante 4 horas mientras que la
induccién de Gto3 se llevé a cabo durante toda la noche (16 horas
aproximadamente). Se tomo6 una segunda muestra de 1 ml que se etiquetd
como “control inducido”.

4. Una vez terminado el tiempo de induccion, el cultivo se colocé en hielo

durante 5 min y luego se centrifugd a 4.000 g durante 20 min a 4°C.
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5. Después de retirar el sobrenadante, las células se congelaron a -20°C

durante 16 horas o se continud con la purificacion.

La induccion de la proteina se evalué con las muestras control por
electroforesis en gel de SDS-acrilamida al 10% Yy tincion del gel en solucion de azul de

Comassie.

Purificacién de las proteinas expresadas con el sis  tema pET -21a:

En este procedimiento se siguieron especificamente las indicaciones del
sistema QUIAexpressionist ™ (Quiagen) para la purificacién por cromatografia de
afinidad de las proteinas Gto2 y Gto3 utilizando columnas de Ni-NTA. Para la eluciéon de
la proteina Gto2 se utiliz6 una solucién de imidazol 10 mM, mientras que para la elucion
de la proteina Gto3 se utilizd una concentracion de imidazol 20 mM. Los eluidos
correspondientes se analizaron por electroforesis en gel de SDS-acrilamida al 10% vy

tincion del gel con solucién de azul de Comassie.

Purificacidn de la proteina Gtol expresada en el si  stema pMAL -c2X:

Esta purificacion se llevd a cabo siguiendo especificamente las instrucciones
del manual del sistema pMAL™ (New England, Biolabs"c). La digestion de la proteina
eluida de la columna con el factor Xa (para separar la proteina Gtol de la region MBP)
se incubé a 20°C durante 16 horas. La comprobacion de la digestion se hizo por
electroforesis en gel de SDS-acrilamida al 10% y tincion del gen con solucion de azul de

Comassie.

La concentracion final de las proteinas obtenidas mediante ambos sistemas de

purificacion se determiné utilizando el método de Bradford (reactivos de BioRad).

3.5.5. ANALSIS DE _EXPRESION GENICA EN S. cerevisiae POR DIG
NORTHERN

Obtencidon de muestras

Inicialmente se precultivd la cepa de interés en 20 ml de medio de cultivo

liquido (segun se indicara en cada caso) y se incub6 con agitacion a 30°C durante 16
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horas. Posteriormente se diluyé el cultivo hasta una concentracion de 5x10° células/ml y
se dejo crecer hasta una concentracion de 2x10’ células/ml. En este momento se
agrego el compuesto a ensayar y se tom@ una muestra correspondiente al tiempo inicial
de tratamiento. Los cultivos se incubaron durante 90 min tomando muestras en

intervalos de 30 min. El volumen de cada una de las muestras fue de 100 ml de cultivo.

Las células se centrifugaron a 3.000 g durante 5 min y se lavaron con agua
estéril a 4°C. A continuacion se congelaron con nitrégeno liquido y se conservaron a

-70°C o se continud con la extraccion del RNA inmediatamente.

Para preparar los medios de cultivo y la transferencia del RNA a la membrana
de Nylon se utiliz6 agua MilliQ libre de RNAsas. Todo el material de electroforesis y de
transferencia se lavé con agua y abundante jabdn; los materiales y las muestras se

manipularon con guantes.

Soluciones y materiales

e Anti-Digoxigenin -AP, Fab fragments, conjugados con fosfatasa
alcalina (Roche)

e B1l: 25 ml de una soluciébn Tris-HClI 2 M pH 8, agua hasta 500 ml.
Esterilizado en autoclave.

« B2: 0,5 g de Blocking Reagent (Roche), 100 ml de B1, agua hasta 100 ml.
Esterilizado en autoclave.

* B3: 0,5 ml de dietanolamina, 40 pl de HCI 37%, agua hasta 50 ml.

« CDP-Star™ (Roche): Sustrato de la fosfatasa alcalina cuya defosforilacion
da lugar a la formacion de un compuesto quimioluminiscente.

¢ FC: Fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1 con 0,1% 8-hidroxiquinolina
y saturado con TE

» Fenol Acido: Fenol:agua 3,75:1 (Invitrogen).

e MagicHyb: 25 ml de una solucion de Na,HPO, 1 M pH 7,2, 1 ml de una
solucion EDTA 0,5 M pH 8, 20 g SDS, 0,5 g de Blocking Reagent (Roche),
agua hasta 100 ml. Conservada a 4°C.

¢ Membrana de Nylon (Roche)

* NaOAc: Acetato de sodio 3 M pH 5,2. Esterilizado en autoclave.

e NaOH 0,1 My Tris HCI 0,1 M : para transferir el RNA a la membrana de
Nylon.
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« 10x NBC: Acido bérico 0.5 M, citrato de sodio 10 mM, NaOH 50 mM, agua
hasta 1 litro, pH 7,5. Después de preparar esta solucion se agregé dietil
pirocarbonato 1%, se mezclo por inversion y se autoclavo.

e« Tampodn de carga 10x: Ficoll 15%, EDTA disodico 0.1 M pH 8 y azul de
bromofenol 0.25%.

* TE: 0,5 ml de una solucién de Tris-HCI 2 M pH 8, 0,2 ml de una solucién de
EDTA 0,5 mM pH 8, agua hasta 1 litro. Esterilizada en autoclave.

* TES: 0,5 ml de una solucion de Tris-HCI 2 M pH 8,0, 2 ml de una solucién
de EDTA 0,5 mM pH 8,0, 5 ml de una solucion de SDS 10%, agua hasta
100 ml. Esterilizada en autoclave.

« WB: 10 ml de una solucién de Na,HPO, 1 M pH 7,2, 1 ml de una solucion
de EDTA 0,5 M pH 8, 5 g de SDS, agua hasta 500ml.

Extraccion de RNA total

1. Las células se resuspendieron en 25 ul de TE y luego se les agregaron 25
ul de fenol &cido

2. La mezcla se incubd a 65°C durante 2 min y posteriormente se agregé un
volumen igual de perlas de vidrio (450-600 pm, Sigma)

3. Las células se rompieron agitando la mezcla en vortex a maxima velocidad
durante 4 min.

4. Se agregaron 600 pl de TES y 600 pl de fenol acido, luego se agité en
vortex a méxima velocidad durante 30 seg.

5. Nuevamente se incubd la mezcla a 65°C durante 15 min y se hizo una
tltima agitacién en vortex a maxima velocidad durante 30 seg. Luego la
mezcla se incubd en hielo durante 5 min.

6. Se centrifugd la mezcla a 13.200 g durante 5 min a 4°C, después se tomo
todo el sobrenadante, se coloco en un tubo nuevo y se agregaron 500 pl de
FC.

7. Se agitd en vortex a maxima velocidad durante 30 seg y luego se centrifugd
a 13.200 g a 4°C durante 5 min.

8. Tomando todo el sobrenadante, se colocé en un tubo nuevo y se agregaron
40 pl de NaOAc y 1 ml de etanol 100%.

9. Para la precipitacion del RNA, se incub6 a -20°C durante 1 a 2 horas. Luego

se centrifugd a 13.200 g durante 5 min a 4°C.
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10. El precipitado se lavé con etanol 70% (sin resuspender). Se retir6 todo el
sobrenadante y se dej6 secar a temperatura ambiente durante 10 min.

11. La resuspension del RNA se hizo con 50 ul de agua MilliQ libre de RNAsas.

12. Para la valoracion del RNA total extraido se hizo una diluciéon 1:100 en agua
MilliQ libre de RNAsas y se midi6 la densidad 6ptica de dicha dilucién a 260
nm. La concentracion se calcul6 teniendo en cuenta que 1 unidad de
densidad Optica (260 nm) corresponde aproximadamente a 40 pg/ul de
RNA. La razén [densidad Optica (260 nm)/ densidad 6ptica (280nm)] no era
mayor de 2 y la concentracion final se ajusté aproximadamente a 5 pg/pl.

13. El RNA total extraido se conservé a -20°C o se procesoé directamente para

la electroforesis en gel de agarosa.

Sintesis de sondas de DNA marcadas con Dioxigenin  -dUDP (DIG-dUDP):

La sintesis de sondas para la deteccion de mRNA se llevo a cabo utilizando el
producto “DIG DNA Labeling Mix, 10x concentration” (Roche), siguiendo las indicaciones
del fabricante. Como molde para la sintesis de la sonda se utilizé un fragmento del gen
de interés, amplificado por PCR a partir de DNA gendmico, con un tamafio no superior a
500 pares de bases. La calidad de la sonda se verificd por electroforesis en agarosa al
0,8%.

Electroforesis en gel de formaldehido -agarosa:

1. Se mezclaron 0,8 g de agarosa (Serva) en 80 ml de 1xNBC. La mezcla se
calent6 hasta que la agarosa se disolvio completamente.

2. La agarosa se dej6 enfriar hasta 65°C y se afiadieron 2 ml de formaldehido
al 37% mezclando bien.

3. La solucion de agarosa se colocé en la cubeta de electroforesis con los
peines y se dejé solidificar durante 45 min aproximadamente. Como tampon
de electroforesis se utiliz6 1XxNBC.

4. Se tomaron de 5 a 10 pg de RNA total (5 pl aproximadamente) y se
colocaron en un tubo nuevo.

5. Luego se agregaron 2 pl de 10xNBC, 3 ul de formaldehido al 37% y 10 pl

de formamida.
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Esta mezcla se incub6 a 65°C durante 15 min y luego se agregaron 2 pl de
tampon de carga 10x junto con 0,5 pl de solucién de bromuro de etidio (2
mg/ml).

Las muestras se cargaron en el gel y se corrié la electroforesis a 100 V

durante 90 min.

Transferencia a la membrana de Nylon y fijacion con rayos UV:

1.

10.

11.

La membrana de Nylon (dimensiones 5 x 15 cm) se sumergié en agua
durante 5 min.

Se coloco la membrana y luego el gel sobre el equipo de vacio VacuBlot de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Equipo para tranferencia de
RNA acoplado a bomba de vacio, LKB VacuGen X de Pharmacia).

Se acopl6 a la bomba de vacio y se colocé a una presién de 50 mBar.

El gel se cubrié con agua durante 15 min.

Se retir6 el agua y se cubrié el gel con NaOH 0,1 M durante 15 min. Este
paso se repitié una vez mas.

Se retird la solucion anterior y se cubri6 el gel con Tris-HCI 0,1 M pH 7,5
durante 15 min.

Esta Ultima solucién se retird y luego se cubrié la camara del VacuBlot con
agua hasta cubrir completamente los geles para transferir el RNA durante
90 min.

Transcurrido este tiempo, la membrana se retir6 del VacuBlot y se coloco
sobre una bandeja con papel de filtro humedo.

La membrana se coloco en el equipo Stratalinker 1.800 (Stratagen) y se
aplico luz ultravioleta (12.000 uJ/cm?) para fijar en ella el RNA.

Usando un transiluminador UV convencional se verifico la transferencia y la
posicion de los rRNA.

Para retirar el formaldehido y el tampén de carga, se lavé la membrana dos

veces con 100 ml de WB a 65°C durante 15 min.

Hibridacion y lavados:

1.

La solucion MagicHyb se precalentd en un bafio a 65°C hasta que estuvo

completamente liquida.
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2. Después de los lavados, la membrana se coloc6 en un tubo de hibridacion
junto con 5 ml de MagicHyb y se incub6 durante 1 hora a 65°C en rotacion.

3. Para desnaturalizar la sonda (2,5 ng/ml) se disolvié en 200 yl de TE y se
calenté a 90°C durante 2 min; a continuacién se colocé en hielo durante 5
min.

4. La sonda desnaturalizada se agregd al tubo de hibridacion con la
membrana y se incub6 a 65°C en rotacion durante 16 horas.

5. Para retirar el exceso de sonda se lavo la membrana a 65°C con 100 ml de
WB, precalentado a la misma temperatura, durante 20 min. Este paso se

repitié dos veces mas para un total de tres lavados.

Deteccion por quimioluminiscencia:

Los pasos siguientes se llevaron a cabo a temperatura ambiente:

1. La membrana se lavé en 50 ml de B1 durante 5 min para un total de dos
lavados.

2. Para bloquear la membrana se utilizaron 50 ml de B2 y se incub6 con
agitacion suave durante 60 min.

3. El anticuerpo Anti-DIG se diluy6 en proporcion 1:15.000 en B2 y se incub6
con agitacion suave durante 30 min.

4. Para retirar el exceso de anticuerpo, la membrana se lavo con 50 ml de B1
durante 20 min, para un total de 4 lavados.

5. Posteriormente se incubd la membrana con 50 ml de B3 durante 5 min y
luego con 1 ml de B3 con CDP-Star diluido 1:100 durante 5 min.

TMs

6. Para captar la quimioluminiscencia se utilizé el equipo “Lumi-lmager
(Roche).

3.5.6.  ANALISIS DE LA EXPRESION _GENICA _ UTILIZANDO
MICROORDENAMIENTOS DE DNA

Obtencion de las muestras
Inicialmente se precultivaron la cepa silvestre de S. cerevisiae y la cepa de

interés cada una en 20 ml de medio de cultivo liquido incubando con agitacién a 30°C

durante 16 horas. Posteriormente los cultivos se diluyeron hasta una concentracion de
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5x10° células/ml para un volumen final de 30 ml de cultivo y se dejaron crecer hasta una
concentracion de 3x10” células/ml. Las células se centrifugaron a 13.200 g durante 2
min, se retird el sobrenadante y finalmente se lavaron con agua estéril a 4°C. A partir de

este momento se inicid la extraccion del RNA.

Extraccion de RNAy sintesis de cDNA marcado con fl  uorocromos

Para la extraccion del RNA a partir de las células de cada cepa se utilizé el
sistema “RiboPure™-Yeast” (Ambion") siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
determinar la concentracion del RNA se utiliz6 el equipo “NanoDrop” ND-1000

Spectrophotometer”.

Para la sintesis y marcaje de cDNA a partir del RNA total se utiliz6 el sistema
“CyScribe Post-Labelling Kit” (Amersham Biosciences) y para la purificacion del cDNA
marcado se utilizé el sistema “CyScribe GFX Purification Kit” (Amersham Biosciences),

siguiendo especificamente las instrucciones del fabricante.

La cantidad de RNA total utilizada para las sintesis de cDNA fue de 30 ug y la
sintesis se llevé a cabo en presencia de Cy3-dUTP o Cy5dUTP. Una vez marcado el
cDNA de cada una de las cepas se combindé para hibridar el microordenamiento
genomico de levadura. La concentracion del cDNA marcado y la cantidad de
fluorocromo incorporado (expresado en pmol) se determinaron utilizando el equipo

“NanoDrop" ND-1000 Spectrophotometer”.

Hibridacion y analisis del microordenamiento

Las caracteristicas del microordenamiento y las condiciones de prehibridacion,
hibridacion y lavados se han descrito previamente (Viladevall et al., 2004). Para la
prehibridacion y la hibridacion se utilizo el equipo Array Booster™ (Advalytix) de acuerdo
con las especificaciones de uso del equipo. Las soluciones para esta parte del

procedimiento son las siguientes:

SSC 20x: NaCl 3 M, Citrato de sodio dihidratado 0,3 M.

Solucion de prehibridacién:  5x SSC, SDS 0,1%, BSA 1%.
Solucién de hibridacion:  Formamida 50%, 5x SSC, SDS 0,1%.
Solucién de lavado A:  1x SSC, SDS 0,2%.
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Solucion de lavado B:  0,1x SSC, 0,2% SDS.
Solucion de lavado C:  0,1x SSC.

Estas soluciones eran filtradas para evitar que el soporte que contiene el
micrordenamiento se contaminase con artefactos que interfiriesen con la lectura en el

escaner de fluorescencia.

Se toma el soporte que contiene el microordenamiento y se aplico luz UV en el
equipo Stratalinker (12.000 pJ/cm?). Para prehibridar, se precalentd la solucién de
prehibridacion a una temperatura de 42°C y se coloc6 el soporte junto con la solucion de
prehibridacién en el Array Booster™ incubando a 42°C de 45 a 60 min. Luego se colocd

el soporte en una cesta portaobjetos para lavarlo sumergiéndolo 5 veces en agua MilliQ.

Para la hibridacion se suspendieron los cDNA marcados de cada cepa en
tampon de hibridacion, colocando como minimo entre 20 y 30 pmoles de cada una de
las muestras, para un volumen total de 97 pl. El soporte se colocé en el Array Booster™

y luego se agrego sobre él la mezcla de cDNA para hibridar durante 16 horas a 42°C.

Una vez transcurrido este tiempo, el soporte se coloc6 en una cesta
portaobjetos y se sumergié en solucién de lavado A precalentada a 42°C con agitacion
durante 8 min, luego en solucion de lavado B a temperatura ambiente con agitacion
durante 8 min y en solucién de lavado C con agitacién durante otros 8 min. Finalmente
el soporte se sumergidé 5 veces en agua MilliQ y se secd por centrifugacion a 100 g

durante 20 min.

Para medir la fluorescencia del micrordenamiento hibridado se utilizo el escaner
Axon 4100A (Axon Instruments, Inc.) y para el analisis de los datos se utilizd el
programa GenePix Pro 5.0 (Axon Instruments, Inc.). En este programa se calculé para
cada gen la razon entre la intensidad de la sefial del cDNA de la cepa silvestre y la sefial
del cDNA del mutante. Se analizaron los datos de tres experimentos independientes y

se obtuvo la media de esta razon para cada gen.
Se considerd que un gen dado estaba expresado diferencialmente entre las dos

cepas cuando el resultado del célculo de la razén era mayor que 2 o menor que 0,5.

Para cada experimento, el cDNA obtenido a partir de las cepas silvestre y mutante se
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marcO en paralelo y se intercambiaron los fluorocromos de las muestras entre

experimentos independientes compensar asi diferencias debidas al fluorocromo.

3.5.7 AISLAMIENTO Y SUBFRACCIONAMIENTO DE MITOCONDR IAS A
PARTIR DE CELULAS DE S. cerevisiae

Las mitocondrias se purificaron a partir de células creciendo exponencialmente
en medio YPGIly a una concentracion de 2x10’ células/ml para un volumen total de 1 litro
y se fraccionaron posteriormente de acuerdo con el método descrito por Diekert et al.
(2001). El andlisis por Western de cada una de las fracciones se llevo a cabo segun se
describe por Rodriguez-Manzaneque et al. (1999), utilizando el anticuerpo mAB anti-HA
(Roche) a una diluciéon 1: 5.000 y anticuerpo policlonal de conejo anti-lipdico a una
dilucion 1: 50.000 (Cabiscol et al., 2000).

3.6. TECNICAS BIOQUIMICAS

3.6.1. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INTRACELUL AR DE
GLUTATION OXIDADO Y REDUCIDO

La mediciébn de la concentracion de glutation oxidado y reducido por
espectrofotometria se ha descrito previamente (Jakubowski et al., 2000). El nimero de
células y su volumen se determiné utilizando el analizador de particulas Coulter Z2. La

obtencién de los extractos celulares se describe brevemente a continuacion.

Obtencion de los extractos celulare s

La cepas silvestre y mutante se cultivaron exponencialmente cada una en 50 ml
de YPD hasta una concentracién de 2x10” células/ml. Posteriormente se centrifugaron a
3.000 g durante 5 min y se retir6 el sobrenadante. Las células se lavaron dos veces con
agua destilada estéril a 4°C y se resuspendieron en una solucién de acido sulfosalicilico
1% (Sigma) a 4°C. Se agreg6 luego un volumen igual de perlas de vidrio (450-600 pm,
Sigma) y se agitd durante 2 minutos dejando en hielo otros dos minutos mas. Esta
agitacion e incubacion en hielo se repitié 4 veces mas para un total de 5 repeticiones.
Posteriormente la mezcla se incub6 en hielo durante 30 min y se centrifugd a 13.200 g a
4°C durante 5 min. Se tomo el sobrenadante (200 ul aproximadamente) y se dividié en

dos partes iguales. Una de las partes se dejo intacta para medir la concentracion de
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glutation total (GSH + GSSG) y la segunda fue tratada para medir Unicamente glutation
oxidado (GSSG). El tratamiento consistié en bloguear las moléculas de GSH agregando
2,6 pl de vinilpiridina y luego rapidamente 8 pl de trietanolamina 1,5 M. Se mezcl6 bien 'y
se incub6 a temperatura ambiente en oscuridad durante 1 hora. Finalmente se
determind la concentracion de GSH por espectrofotometria utilizando el reactivo de
Ellman (Jakubowski et al., 2000).

3.6.2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Obtencidn de los extractos celulares

Para determinar las actividades in vivo fueron necesarios 200 ml de cultivos de
las correspondientes cepas de S. cerevisiae en fase exponencial a una concentracion de
2x10" células/ml. Luego los cultivos se centrifugaron a 5.400 g durante 6 min y las
células se lavaron con tampoén de lisis (fosfato de sodio 0,11 M pH 6,5) a 4°C. Las
células se resuspendieron en 200 ul de tampdn de lisis a 4°C y se agregaron 7 ul de
inhibidor de proteasas 200x PIB (fenilmetasulfonil fluoruro 200 mM, N-p-tosil-L-
fenilalanina clorometil cetona 20 mM, pepstatina A 200 UM, preparado en etanol 100%).
Después de mezclar bien se agregd un volumen igual de perlas de vidrio (450-600 pm,
Sigma) y se agité dos veces en el equipo “FastPrep FP120" (Thermo Savant) a maxima
velocidad durante 45 seg con una incubacion intermedia en hielo de 5 min. Toda la fase
liquida se recuper6 y se centrifugé a 4°C y a 13.200 g durante 30 min. Se tomé el
sobrenadante y se pas6 a un tubo nuevo para posteriormente valorar la concentracién
de proteina segun el método de Bradford (reactivos de BioRad) y utilizarlo para

determinar las actividades enziméticas especificas.

Determinacion de las actividades enzimaticas

Las actividades enzimdticas de las GST se determinaron
espectrofotométricamente sobre diferentes sustratos (Habig et al., 1974). Para la
actividad glutaredoxina o tiol transferasa se utiliz6 como sustrato el HED, el cual forma
un puente disulfuro mixto con el GSH que es resuelto por la enzima generando asi
GSSG. Esta reaccion se acopla a la actividad de la glutation reductasa y a la oxidacion
del NADPH, cuya concentracion se mide espectrofotométricamente (Holmgren y Aslund,
1995). La actividad DHAR y DMAR se midieron también espectrofotométricamente

segun se describe en la literatura (Whitbread et al., 2005).
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3.7. LOCALIZACION MICROSCOPICA DE PROTEINAS MARCADAS C ON GFP

Las proteinas marcadas con GFP se expresaron en células de S. cerevisiae y
se observaron al microscopio de fluorescencia (Olympus BX51) segun las técnicas
estandar (Tatchell y Robinson, 2002). Para la localizacion de la proteina de fusion GFP-
Gtol, el transformante respectivo se cultivd en medio SC Oleico durante 16 horas para
inducir la formacion de peroxisomas y verificar su localizacion en este organelo. Para la
induccién de Gto2 y Gto3 se utilizd el medio SC con una concentracidon de metionina de

300 puM haciendo las observaciones en cultivos exponenciales.

3.8. ANALISIS IN SILICO

La busqueda de secuencias homdlogas se llevé a cabo utilizando el programa
BLAST con los  parametros propuestos por el sistema (NCBI;
www.ncbi.nim.nhi.gov/BLAST). Los alineamientos multiples se realizaron aplicando el
programa ClustalWw (Thompson et al., 1994), disponible desde el servidor del Instituto
Europeo de Bioinformética (www.ebi.ac.uk). Para la busqueda de secuencias
reguladoras en regiones promotoras se utilizaron las herramientas informéticas
disponibles en http://rsat.scmbb.ulb.ac.be/rsat (van Helden, 2003). Para la prediccion de
la estructura secundaria se utilizé el analisis de combinacién de regresion linear
multivariada aplicando los programas SOPMA, GOR4 y SIMPA (Combet et al., 2000)
(Network Protein Sequence Analysis, PBIL, http://npsa-pbil.ibcp.fr). EI programa
MITOPROT permitié predecir posibles secuencias mitocondriales y sitios de corte en
proteinas (Claros y Vincens, 1996). La busqueda de las denominaciones de diferentes
genes bacterianos se realizé en la base de datos del TIGR (The Institute for Genomic

Research, www.tigr.org).
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4. RESULTADOS

4.1. EL GENOMA DE S. cerevisiae CONTIENE TRES ORF QUE CODIFICAN
PROTEINAS HOMOLOGAS A LAS GST DE CLASE OMEGA

El analisis del genoma de S. cerevisiae indica que este hongo tiene tres
secuencias cuyos productos son homologos a proteinas GST de clase Omega, entre
ellas a hGSTO1-1. Las tres secuencias identificadas corresponden a las ORF YGR154c,
YKRO76w y YMR251w, y los tres genes fueron respectivamente denominados GTO1,
GTO2 y GTO3 (por Glutathione Transferase Omega-like). Al gen GTO2 se le ha
asignado previamente el nombre ECM4 (de Extra Celular Mutants) por su posible
relacion con la biogénesis de la pared celular, ya que el mutante correspondiente fue
descrito como sensible a varios agentes quimicos que evidencian defectos en esta
estructura celular (Lussier et al., 1997). Sin embargo, en el fondo genético utilizado por

nosotros no hemos sido capaces de reproducir tal sensibilidad (resultados no

publicados).
YGR154c ( GTOL) 1 mmmmmmmmmeee- NSVSYKG THSVIGHNEIRY I RG FT| ILA SKREPVLE VL OEKdA
YKRO76w ( GTQ2) 1 MSKQWASGTNGAFKRSFRE1 QHPIMIGAE] / LIT 4] SVI &gCLV O=KQU
YMF251w ( GTCB) 1 MSEKSASNNKAEFKRQSSPF¥ DHPIYGANEIR ARTLIT 4] PII SV, OsKqW
YGR154c ( GTOL) 65 [REIPAPH-- RPEKYKERFFT ASAKLDISEELGDV[DSARLAYGAFIZVENI E LNOgKNPGTHZ
YKRO76w ( GTQR) g0 IN®!DMEKQLEDSEDFLEHWH RTAKEDSKSFAEIKINDS(RFMBATNHEHYGY & KD KS| A- Rl
YMR251w ( GTQB) 80 IE!— EEGDGKTN-- RHWFDI SSVNLNNTPVANIWNAHRLLWBSGTDIRHYGY DR{FKTHECNEKC- Rl

YGR154c ( GTAl) 141 [N SHIRHNDRES G S G\ERIEEIQSEETNVICIRG HOLIDEDKNIKEGHPHI 6L FENGK
YKRO76w ( GTQR) 158 NARYARW L IWANISS S SSAZRISEV/C- DDHKK FAQLKTAEODFN{IA YD\ A=KAE
YMR251w (GTCB) 154 NGV L EQIC TVININIER S SRV C- EEYRQVRYERSLEAQRTEFNSI YDKIY eFNECAE
YGR154c ( GTOl) 220 KTL \IKEN]KAEEEQFSG- K KYRVLEIES FBpPsS!! Q KTIRIC
YKRO76w ( GTCR) 236 NN\ | MSDRYSKBRKAKYGEED EH (LTEACER TVI P Q TS
YMR251w (GTCB) 232 S| LIPKHYTOEAEYGKNNKXIIOR YA S TR SRP TV Q ATIC
YGR154c ( GTOL) 208 GFPY! LI QUNYA 'TTDF.HIKL RVESRNKINOFEIMJEE TIPSR
YKRO76w ( GTCR) 315 GYPFI VINRLFR TTDF BHIKL g RS EIRINGING | |IPL GPKPDIRi
YMR251w ( GTCB) 311 DYSRI NRYVRGI=EFOLTTDFIHIKL €Y [IRed HNNGEC| IPLGPKPD (R

Figura 23. Alineamiento de las proteinas codificadas por los genes YGR154c (GTOL),

YKRO76w (GTO2) e YMR251w (GTO3) de S. cerevisiae, homoélogas a las GST de clase
Omega. Los residuos idénticos en las tres secuencias se resaltan en negro.

La homologia entre las tres proteinas Gto se extiende a lo largo de toda la
secuencia de aminodcidos. Gtol tiene una homologia del 50% con Gto2 y del 62% con
Gto3. La homologia entre Gto2 y Gto3 también es del 50% (Figura 23). Comparando el
tamafio de las Gto de S. cerevisiae con hGSTO1-1, aquellas son mas largas que ésta,
debido a una serie de aminoacidos adicionales presentes en las Gto de levadura que no

tienen homologos en la secuencia de la proteina humana. Un ejemplo de ello es la
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region comprendida entre los aminoacidos 179 y 227 de las tres proteinas, la cual no se

encuentra en la secuencia de hGSTO1-1.

Como se menciond en el apartado 1.2.2.2., las GST de clase Omega tienen
una cisteina conservada en el sitio activo, la cual es importante para las actividades
enzimaticas dependientes de glutation. Esta cisteina estd presente en las tres Gto,
localizada en la posicion 31 de Gtol y en la posicion 46 de Gto2 y Gto3 (Figura 24).
Otros aminoacidos importantes para la actividad de hGSTO1-1 como Pro33, Leu56 y
Lys59 también estdn conservados en las tres Gto, aunque el residuo Phe34 se ha

sustituido por triptéfano en Gto2 y Gto3 (Figura 24).

BIRHPIYKPAKGRY WLYWSLA  WAH TLITRALKG
BTA3HPIYKPAKGRY WLYVALP  WAQ TLITRALKG

CoexgBaRs PInsedaSF RVYNMREF - W AE AMLYVAAK
SchiB tOBoIMADIANEYaT LIGFRF - YVD VKLILSY YKVD
B uSA RRGRMREGQIRVYSMEE  FAQ TLMVLKAK
P8y OARBERPNMHEGLIRVYSMRE  FAQ TLLVLNAKG
Ha®AP RPERYBREEASIRIYSMRF  FAE: TRLVLKAKGI
HBQPRPERYZEGLPRIYSMRFF  YSH TRLVLKAKDF

SVVHWH DR FL
VAHWHLOWREL
VVNLNVTD WEW
ISLAS P& WFL
VININLKMN PEWF

-@ VININLKN P EWFF
--ENININLKN P EWFF

H VVNINLRN PEWYY

Figura 24. Comparacion de la region que incluye el sitio activo de varias GST de clase
Omega. Los residuos idénticos se indican en color negro, los residuos con cambios
conservados se resaltan con color gris y la regién conservada que corresponde al sitio
activo esta subrayada. Los puntos negros indican los residuos importantes para la actividad
de hGSTO1-1 (Board et al., 2000).

4.2. HOMOLOGOS DE LOS GENES GTO EN OTROS MICROORGANISMOS

La busqueda de secuencias homadlogas a las Gto en otros organismos muestra
que éstas existen en otros hongos, por ejemplo, en C. albicans, S. pombe y N. crassa,
asi como en bacterias, particularmente en cianobacterias y proteobacterias (Figura 25).
En el alineamiento de estas proteinas hipotéticas se observa que las secuencias
homdélogas halladas en hongos, asi como las bacterianas, forman un grupo claramente
separado de las GST de otras clases. Gttl no se encuentra dentro de un grupo en
particular aunque Gtt2 se acerca a las GST de clase Zeta (Figura 25). Este hecho
confirma la divergencia ya descrita entre las proteinas Gtt de S. cerevisiae y las demas
GST fungicas o de mamiferos (McGoldrick et al., 2005b).

La secuencia proteica de E. coli homologa a las GST de clase Omega es
codificada por el gen yqjG, siendo aquella altamente similar a secuencias presentes en

otras enterobacterias como Salmonella enterica (serovar Typhi CT18), Shigella flexneri
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(cepa 2a 2457T), Yersinia pestis (cepa KIM) y Pseudomonas aeruginosa (cepa PAO1)
(Figura 25). De acuerdo con diversas bases de datos, se predice que estas proteinas
son hipotéticas GST (Salgado et al., 2006).

g.' nrqglliﬂgﬂsis P.aeruginosa
X. campestri S. agalactiae
E. coli \ G. violaceus.
Halobacterium
N. crassa_NCU04368.1 A. thaliana_Omega
C. albicans_ECM4 H. sapiens_Thetal
S. pombe_SPCC1281.07¢c
S. cerevisiae_GTO3
S. cerevisiae_GTO2
S. cerevisiae_GTOL S. mansonii_Omega
C. elegans_Omega
M. musculus_Omegal
_ ,}4 H. sapiens_Omegal
H. sapiens_Omega2
O.sativa Phil _————
B. juncea_Phi2 ‘
A. thaliana_Phil
H. sapiens_Alpha
G. gallus_Alpha
D. melanogaster_Theta ‘
\
M. musculus_Thetal H. sapiens_Sigma
R. norvegicus_Sigma
H. sapiens_Zetal X. laevis_Sigma
C. elegans_Zeta
S. cerevisiae_GTT2 R.thﬁggafsiipi
S. cerevisiae_GTT1 ' H. sapiens_Mul
G. gallus_Mu2
Figura 25. Dendrograma representativo del alineamiento mediante ClustalW de GST de
diversas clases. Las secuencias provienen de hongos (S. cerevisiae, N. crassa, C. albicans,
S. pombe), bacterias (E. coli, Xantomonas campestres, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus agalactiae, Gloebacter violaceus, Halobacter sp.), plantas (A. thaliana,
Brassica juncea, Oryza sativa), animales (H. sapiens, Gallus gallus, Rattus norvegicus, Mus
musculus, Xenopus laevis, D. melanogaster, C. elegans, y S. mansoni).

Analizando la posicién de los genes adyacentes a esta GST hipotética de E.
coli, se observa que algunos de ellos tienen el mismo sentido de transcripcion. Esta
misma disposicibn se observa en los genomas de otras enterobacterias como
Salmonella enterica y Shigella flexneri, aunque no se conserva en especies
evolutivamente mas alejadas como son Yersinia pestis y Pseudomonas aeruginosa
(Figura 26). Esto indica que posiblemente dichos genes se transcriben sobre una sola
molécula de mRNA haciendo parte de un operdn. Los genes que se co-transcriben de
este modo frecuentemente tienen funciones relacionadas, por ejemplo haciendo parte
de una misma ruta metabdlica, y son co-regulados a nivel transcripcional (Ermolaeva et

al.,, 2001). Como se ilustra en la figura 26, siete genes antes de yqjG se encuentra el
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promotor ecfLp. Este promotor es reconocido por la enzima Ec® RNA polimerasa, la cual
controla uno de los dos regulones que responden al choque térmico en E. coli

(Dartigalongue et al., 2001).

KIERy/HR VS 60
KIERy/HE VS 60

E. coli MGQLIDGVWHDTWYDTKSTGGKFQRSASAFRNWL TADGAPGPTG
S. flexneri  MGQLIDGVWHDTWYDTKSTGGKFQRSASAFRNWL TADGAPGPTGT]

S.enterica MGQLIDGVWHDTWYDTKSSGGKFQRSASAFRNWLT ADGAPGPSG KNz HA VS 60
Y. pestis MGR---WWRYKWITFHPS------------- LT TTDGQAGPQGH; AHKHE VS 43
P. aeruginosa MGQLIDGRWHDQWYDTQKDG---------- RFQR ENAQRRHWLGH; G4 /HA VS 50
Gtol S.c. M VSYKGTISKTH KR YIR GA 28
E. coli =PRISVSVVNPLMLE[eW; D---------- DSFPGA (--- 107
S. flexneri =PEISVSVVNPLMLE[eW; D---------- DSFPGA (--- 107
S. enterica =PRIPVSVVNPLMLEeWY; D---------- DTFPAA (--- 107
Y. pestis =SLISVSVVHPLMQHEeWR; S---------- SDFPAA (--- 90

P. aeruginosa NJESSLVDVSVVSWLMHEW]; D---------- PAH - (--- 96
Gtol S.c. VKINEPVIL GL VL SHWQLDIeAR: LPAPHRPEKYKERFHEK GIA 88
E.coli =~ --mmmmemmemmmeeee KK 140
S. flexneri  —-m-meememmem e KK 140
S. enterica KK 140
Y. pestis = ---mmemmmmmmm e KQ 123
P. aeruginosa KQ 129
Gtol S.c. SAKLDESEELGDVNNDSARLFVDGAF SK 148
E. coli NHTI DELNGWIYD R\ ge)Y 195
S. flexneri  NHTI DELNGWIYD R\ ge)Y 195
S. enterica  NHTI DELNGWIY DM 195
Y.pestis  QQTV DDINGWV YD XeY 178
P. aeruginosa AQKI ERLNGRIYFAL' e 184
Gtol S.c. TRKI DKNIKWVHP 208

E. coli KA eHATSQQ €N 237
S. flexneri KA eHATSQQ €N 237
S. enterica KA eHATSQQ €N 237
Y. pestis KA eHATTQE €N 220
P. aeruginosa RA eHATRQD, CE 226
Gtol S.c. KV el AENGK KENYKRLEEQFSGNKQKILAKY e 268

E. coli AODNRLUWINIA RF RDR Q-MPGIAR VNFE]'RNH 295
S. flexneri AOSRLWANIA RF RDRE Q-MPGIAR VNFgl'RNH 295
S. enterica RDR Q-IPGIAER VN RHH 295
Y. pestis RDE Q-MPGIAN VDFREIIRTH 278
P. aeruginosa RER Q-RPGIGH VDFHgl'KGH 284
Gtol S.c. AOSRUGSIBRFD INLR WNYAEF-TDFR5]/KLF 328
E. coli FRSHKT--- INJP ISI'[ef WODLDEPHGRDVRFG------- 328

S. flexneri FRSHKT--- [\NJP IS| [ WODLDEPHGRDVRFG------- 328

S. enterica FRSHKT--- INIPTlefISV[el WODLLEPHGRDVRFG------- 328

Y. pestis YRSHGT--- NP YellIS| [e] QQNLLEPHDRANRFV------- 311

P. aeruginosa YASHRT--- [I\P1[ellVPUe] RLDLARAPGRERLPGKGIWGEG 324

Gtol S.c. IRMEVSRN[INQHe]l VR Iet KPDISRL--------------- 356

Figura 26 . Alineamiento por ClustalW de las secuencias proteicas homélogas a Gtol de
S. cerevisiae presentes en las especies E. coli cepa K12-MG1655, Salmonella enterica
serovar Typhi CT18, Shigella flexneri cepa 2a 2457T, Yersinia pestis cepa KIM y
Pseudomonas aeruginosa cepa PAOL. En barras negras se resaltan los residuos idénticos
y en barras grises se resaltan los cambios conservados entre proteinas.
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Como no se conoce la funcion de ninguno de los genes que pueden pertenecer
a este operon, no se les puede relacionar con alguna actividad biolégica especifica,
aunque a algunos se les ha asignado una actividad enzimatica hipotética por su
homologia con otras enzimas (Figura 27). En resumen, del andlisis de la posicion en el
genoma de E. coli u otras bacterias del gen que codifica la hipotética GST de clase
Omega no se puede extraer ninguna conclusion sobre su funcion mas alla de su posible
localizacién en un operon.

Hipotética
ecfl.p GST- Omega
Escherichia coli exurR ecfL ecfM wnic ygiD wnie YOK  ygiF yaiG yhaH
K12-MG1655 | =) ) =) P ) P mmp )| =)
Regulador negativo del proteina proteina de hipotética
regulén exu conservada con membrana  subunidad de
posible funcion conservada la quinol
extracitoplasmica oxidasa
Salmonella enterica : ,; ' ' ' . ' . : ’1:
serovar Tvphi CT18
Shigella flexneri exuR ecfl ecfM yaiD  yqiE yhaH
28 5457T ) ) P P )

Regulador negativo
del regulon exu

Yersinia pestis
KIM < ] < ] [ > [ >|

=)
<=

v

hipotética hipotética hipotética hipotético
acetiltransferasa transposasa  transposasa regulador
transcripcion
Pseudomonas al tipo LYSR
aeruginosa PAO1l C———> S =De o)y () | <
sirohemo

sintasa

Figura 27. Esquema de la disposicién genémica de las ORF homélogas a los genes GTO
y de los genes adyacentes en Escherichia coli K12-MG1655, Salmonella enterica serovar
Typhi CT18, Shigella flexneri cepa 2a 2457T, Yersinia pestis cepa KIM y Pseudomonas
aeruginosa cepa PAOL. Los genes homologos entre especies estan en el mismo color. En
el caso de Y. pestis y P. aeruginosa no se ha asignado un nombre especifico a cada uno de
Sus genes, ya que no aparecen tales denominaciones en la base de datos de TIGR (The
Institute for Genomic Research, www.tigr.org). ecfLp, promotor ecfL.

4.3. ACTIVIDADES ENZIMATICAS IN VITRO E IN VIVO DE LAS PROTEINAS Gto

4.3.1. PURIFICACION Y ACTIVIDADES ENZIMATICAS IN VITRO DE LAS
PROTEINAS Gtol, Gto2, Gto3 Y Gttl

Para determinar la actividad enziméatica de las tres proteinas Gto, cada una de
ellas fue clonada en el vector de expresion pET-21 y expresada en E. coli. Gto2 se
obtuvo en una forma soluble a partir de cultivos incubados a 37°C en medio LB sin
mayores modificaciones en las condiciones de cultivo de la cepa, mientras que Gtol y

Gto3 no eran solubles en estas mismas condiciones de cultivo. Se ha reportado que la
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adicion de sorbitol y glicil betaina al medio de cultivo LB permite la solubilizacion de
proteinas recombinantes que son insolubles en el citoplasma de E. coli (Blackwell y
Horgan, 1991). Para probar la expresién de Gtol y Gto3 bajo estas condiciones, se
ensayo0 la adicién de estos compuestos al medio de cultivo incubando las bacterias entre
25 y 37°C. Gto3 se solubilizé6 cuando el cultivo se incubd a 25°C pero Gtol continud
siendo insoluble bajo todas las condiciones probadas. En vista de ello, se determin6
cambiar el vector de expresion y se cloné el gen GTO1 en el pldsmido pMAL-c2X. Esta
vector permite fusionar la secuencia de la proteina de union a maltosa de E. coli (MBP)
con la proteina de interés en el extremo N-terminal. La expresion de Gtol-MBP se llevo
a cabo en medio LB, a 37°C y sin ninguna otra modificacién, lo que permitié obtener esta
proteina de fusidbn en la fraccion soluble. Todas las proteinas recombinantes se
purificaron por cromatografia de afinidad utilizando columnas especificas para cada
caso. Las construcciones basadas en los plasmidos pET-21 se purificaron utilizando
columnas de niquel y la construccién basada en pMAL-c2X se purificO mediante

columnas de resina-amilasa. En este Ultimo caso, la proteina Gtol se separd del

M: (kDa)  (A) (B) ©
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 1 2 3 4
97.0 —
66.0 [— . £ =
45.0 - - - ——
30.0
i
20.1 —_ =
14.4
Gtol Gto2 Gto3

Figura 28. Electroforesis en gel SDS-poliacrilamida de las proteinas Gtol, Gto2 y Gto3
purificadas a partir de cultivos de E. coli. GTO1 fue clonada en el plasmido pMAL-c2X y
expresada en E. coli a 37°C en medio LB. El extracto celular pasé a través de columnas de
resina-amilasa para retener la proteina Gto1l-MBP. La proteina retenida fue separada de la
resina utilizando tampon de elucién y la proteina obtenida fue digerida con el Factor X para
separar a Gtol de la MBP (ver Materiales y Métodos). En (A) los carriles 1 al 5
corresponden a las eluciones de la columna resina-amilasa y los carriles 6 y 7
corresponden a la digestion de los eluidos con el Factor X (carril 6 Gtol y carril 7 Gtol-
MBP). Los genes GTO2 y GTO3 fueron clonados en el plasmido pET-21 y expresados
también en E. coli. La proteina Gto2 se obtuvo en la fraccion soluble del extracto celular de
la cepa correspondiente cultivada en LB a 37°C, mientras que para solubilizar a Gto3 fue
necesario cultivar la cepa de E. coli correspondiente a 37°C en medio LB con glicil betaina
y sorbitol. Los extractos celulares de ambas cepas pasaron a través de columnas de niquel
y se eluyeron con tampdn de elucion (ver Materiales y Métodos). Los carriles 1 al 3 en (B)
y los carriles 1 al 4 en (C) muestran los eluidos que contienen a Gto2 y Gto3
respectivamente obtenidos a partir de la purificacion con columnas de afinidad de niquel.
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fragmento MBP mediante la digestion del producto de la purificacién con el Factor X. Los
productos de la purificacion y de la digestion se valoraron por electroforesis en geles de
SDS-acrilamida, tincion con azul de Coomassie y obtencion de una imagen digital de los
geles tefiidos (Figura 28). Al final del proceso, la pureza de cada uno de los productos
fue, como minimo, del 95%. También se expresO Gttl a partir de la correspondiente
construccion en el pldsmido pET-21 para utilizarse como control positivo de la actividad
enzimatica GST sobre CDNB.

No se detectd actividad en ninguna de las proteinas Gto sobre los sustratos
CDNB, 1,2-dicloronitrobenzeno o 4-hidroxinonenal, aunque si se detectd actividad sobre
el acido etacrinico (Tabla 4). Por otro lado, las tres Gto tienen actividad tiol transferasa
sobre HED, sustrato comun de las glutaredoxinas ditidlicas (Holmgren y Aslund, 1995).
De manera opuesta, Gttl presenta actividad considerable sobre CDNB, como se habia
descrito anteriormente (Choi et al., 1998), pero no tiene actividad tiol transferasa.
Ademas, las Gto tienen una actividad DHA reductasa y DMA"' reductasa moderada
(Tabla 4). Comparando la actividad de las Gto con las GSTO humanas, se observa que

la actividad especifica de las proteinas Gto sobre los diferentes sustratos ensayados es

ACTIVIDAD Gtol Gto2 Gto3 Gttl

Glutation Transferasa 2

1-Cloro, 2 -4,dinitrobenceno ND ND ND 7048
1,2-Dicloronitrobenceno ND ND ND ND
Acido etacrinico 252 +31 94 +6 104+19  1045+11
4-hidroxinonenal ND ND ND ND
Tiol transferasa " 1.93+0.118 3,27+1.286 1.18+0.240 ND

Dehidroascorbato reductasa  °© 0.23+0.031 0.11+0.009 0.16 +0.004 ND
Dimetilarsenato (V) reductasa d 0.17+0.031 0.14+0.009 0.15+0.026 ND

Tabla 4. Actividad de las GST recombinantes de S. cerevisiae sobre varios sustratos.
Los resultados son la media + desviacion estandar de tres determinaciones, obtenidas a
partir de purificaciones proteicas independientes. (a) Actividad especifica expresada
como nmoles de conjugado de glutation formado por minuto por mg de proteina; (b)
Actividad especifica expresada como pumoles de NADPH oxidado por minuto por mg de
proteina utilizando como sustrato el HED; (c) Actividad especifica como pumoles de DHA
reducido por minuto por mg de proteina; (d) Actividad especifica expresada como
pmoles de NADPH oxidado por minuto por mg de proteina. ND, No detectada.
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similar a la descrita para hGSTO1-1, aunque la actividad DHA reductasa de hGST2-2 es

considerablemente mayor (Board et al., 2000; Schmuck et al., 2005).

También se determind la actividad especifica de las proteinas Gto en funcion
de la concentracion de GSH. La representacion gréfica de los datos y los analisis de
éstos con funciones de regresion no lineal mediante el programa Matematica 5.1 indican
que las gréficas se ajustan a una curva sigmoidal (Figura 29). Se calcularon los
coeficientes aparentes de Hill (n,,p) para cada una de las proteinas, que corresponden a
2,36 para Gtol, 2,43 para Gto2 y 4,29 para Gto3. Estos datos muestran que existe una
cooperatividad positiva considerable, lo cual se asocia con proteinas multiméricas. La
Kapp Para GSH de las tres proteinas es similar (entre 1,13 y 1,42 mM), mientras que las

Vmax SON bastante diferentes (entre 3,27 y 9,23 umoles/min/mg de proteina).
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Figura 29 . Actividad tiol transferasa de las proteinas Gto en funcién de la concentracion de
GSH. Los valores Kgp, (MM), Vinax (Umoles/min/mg de proteina) y el coeficiente de Hill (n,p,) se
indican en las graficas de cada Gto. Los datos corresponden a un experimento representativo
y la diferencia entre tres experiementos independientes no fue superior al 15%.
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4.3.2. ACTIVIDADES ENZIMATICAS IN VIVO DE Gtol, Gto2, Gto3

Para determinar si la actividad tiol transferasa de las Gto se manifiesta también
in vivo, una cepa que carece de las dos glutaredoxinas Grx1 y Grx2 fue transformada
con los plasmidos multicopia conteniendo los genes GTO1, GTO2 o GTOS3, expresados
bajo sus respectivos promotores propios (pMM578, pMM584 y pMM611
respectivamente). Se utilizé la cepa MML752 (Agrx1l Agrx2) con el fin de reducir la
actividad tiol transferasa mediada por Grxl y Grx2 sobre el sustrato HED en los
extractos celulares. Esta cepa tiene reducida su actividad tiol transferasa
aproximadamente en un 70% comparada con la cepa silvestre, lo cual concuerda con
observaciones previas hechas en fondos genéticos diferentes (Rodriguez-Manzaneque
et al., 1999).

5.24

MML752 + Gtol Gto2 Gto3
vector

Figura 30. Expresién in vivo de la actividad glutaredoxina de las proteinas Gto de S.
cerevisiae. La cepa MML752 transformada con el plasmido multicopia YEplac121 o con
los plasmidos derivados de éste que contienen cada uno de los genes GTO fueron
cultivadas en medio SC a 30°C hasta una concentracion de aproximadamente 2 x
10"celulas/ml. La mitad del cultivo fue tratada con diamida (2,5mM) durante tres horas.
Las actividades de los extractos celulares obtenidos de cultivos sin tratamiento se indican
en barras azul claro, mientras que las actividades de los extractos celulares obtenidos a
partir de cultivos tratados con diamida se indican en barras azul oscuro. Los valores
relativos se muestran sobre cada una de las barras y corresponden a la media de tres
experimentos independientes. La unidad corresponde a la cepa MML752 transformada
con el vector y sin tratamiento (actividad especifica absoluta 3.65 + 0.16 nmol/min/mg).
Las barras de error indican la desviacion estandar.

La sobreexpresion de GTOL1 y GTO2 en la cepa MML752 causa un aumento de

la actividad tiol transferasa celular, incremento que esté entre el 60 y 70% respecto de la
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actividad de la misma cepa transformada con el pldsmido vacio (Figura 30). Por otro
lado, la sobreexpresion de GTO3 en la misma cepa genera un aumento de la actividad

tiol-transferasa menor (cerca del 20%).

Como una de las funciones de las GST es proteger las células de la accién de
agentes oxidantes (Hayes et al., 2005; Oakley, 2005), se quiso comprobar si el
tratamiento de estas células sobrexpresoras con un agente oxidante podria incrementar
la actividad tiol transferasa medida en los extractos celulares. Para ello, los cultivos
celulares de cada uno de los sobrexpresores se trataron con diamida, un agente
oxidante de grupos sulfidrilo, durante tres horas. Como consecuencia de dicho
tratamiento solo se incrementd la actividad glutaredoxina mediada por Gto2 (Figura 30).
En resumen, la actividad tiol transferasa (glutaredoxina) de las tres proteinas Gto,
ademas de ser detectable in vitro en las proteinas purificadas, también se manifiesta in

vivo, aunque en grado diferente para cada una de las proteinas.

4.3.3. LA ACTIVIDAD GLUTAREDOXINA DE Gto2 REQUIERE D EL
RESIDUO CISTEINA EN POSICION 46

El siguiente paso consistié en determinar si alguna de las cisteinas presentes
en la proteina Gto2 podria ser importante para la actividad glutaredoxina de esta
molécula. Inicialmente se determind el modelo tedrico de la estructura secundaria de la
proteina Gto2; la prediccion indica que el dominio N-terminal posee hélices a que
alternan con laminas 3, mientras que el dominio C-terminal es una region rica en hélices
a, lo cual concuerda con la estructura de otras GST de clase Omega (Armstrong, 1997;
Oakley, 2005). La secuencia de Gto2 tiene tres residuos cisteina en las posiciones 46,
67 y 307 (Figura 31A). Cys46 esté entre una lamina 3 y una hélice a en el modelo de la
figura 29A y la prolina adyacente puede ser importante para cambiar la orientacion de la
siguiente hélice a. Dichos residuos Cys46 y Pro47 estan conservados en hGSTO1-1,
siendo Cys32 el residuo equivalente en hGSTO1-1, el cual estd expuesto hacia la
superficie de la molécula (Board et al., 2000). Las otras dos cisteinas de Gto2 no tienen
equivalentes en hGTSO1-1 ni en las otras dos Gto de S. cerevisiae. A partir de esta
observacion, se construyeron las proteinas Gto2 mutantes que contenian una de las
siguientes sustituciones: C46G, C67S o C307G, ademas de la proteina en la que se
sustituyeron las tres cisteinas simultaneamente y otra que solo conservaba la Cys46.
Con todas estas variantes de Gto2 se ensayo0 la actividad glutaredoxina. Las actividades

de las proteinas con las sustituciones C67G y/o C307G son similares a la actividad de la
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proteina silvestre, mientas que la mutacion C46G reduce la actividad a valores
indetectables, resultado que también se obtiene con la proteina que carece de las tres
cisteinas (Figura 31B). Por otro lado, la molécula que solo conserva la Cys46 posee una
actividad equivalente a la forma intacta de Gto2. Estos resultados demuestran que de
las tres cisteinas de Gto2, Cys46 es necesaria y suficiente para la actividad

glutaredoxina de la molécula.

C46 Co67 C307
B B BT A0 B S !

Silvestre

100

C46G | ND

cers IS - 108

C307G 1103
ce7sc3orc NN 102
C46G C67S C307G | ND

Figura 31. Efecto de los cambios de las cisteinas presentes en Gto2 sobre la actividad
glutaredoxina de la molécula. A) Prediccion de la estructura secundaria de Gto2. En color
gris se indican las hélices a y en azul las laminas B. La posicion de las cisteinas que fueron
mutadas se indica sobre la estructura. B) Porcentaje de la actividad especifica de las formas
mutadas de Gto2 en relacion con la forma silvestre no mutada. Los valores a la derecha
corresponden a la media de tres experimentos independientes y las barras de error indican
la desviacion estandar

4.4. Gtol SE LOCALIZA EN EL PEROXISOMA, MIENTRAS QU E Gto2 Y Gto3
ESTAN EN EL CITOPLASMA

Gtol tiene en su extremo C-terminal una secuencia compatible con una sefial
de localizacién peroxisomal de tipo PTS1 (Subramani, 1996; Purdue y Lazarow, 2001;
Heiland y Erdmann, 2005), que esta presente en otras proteinas peroxisomales de S.
cerevisiae (Veenhuis et al., 2000). Para confirmar la localizacion peroxisomal de Gtol
por microscopia de fluorescencia, se construyé la proteina de fusion GFP-Gtol,
afadiendo la proteina GFP al extremo N-terminal de Gtol para evitar enmascarar la
posible sefial de localizacion peroxisomal. Esta proteina de fusion se expresé bajo el
control del promotor tet regulado por doxiciclina y se transformé la cepa silvestre con

esta construccion. La cepa transformada se cultivd en medio con acido oleico como
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Unica fuente de carbono para inducir la formacién de peroxisomas. Se observo que Gtol
tiene una distribucion punteada en medio con &cido oleico, la cual es propia de las
proteinas peroxisomales (Erdmann y Gould, 2002). Esta distribucién no se observa en la
misma cepa cultivada en medio con glucosa como Unica fuente de carbono. Para
confirmar que la sefial de localizacion sigue la ruta de internalizacion a traves de Pex5,
se estudié microscépicamente la ubicacion de GFP-Gtol en un mutante Apex5 (incapaz
de internalizar en el peroxisoma proteinas con sefiales tipo PTS1) y Apex7 (incapaz de
internalizar proteinas con sefales de localizacion peroxisomal tipo PTS2). Los mutantes
se crecian en medio con &cido oleico. En el mutante Apex5 la localizacién de Gtol es
citopldsmica mientras que la localizacién punteada que se observa en la cepa silvestre
se conserva en el mutante Apex7 (Figura 32). Esta observacion demuestra que la
localizacion de Gtol es peroxisomal y que la proteina es internalizada a través de la via
mediada por Pex5-PTS1. Los resultados aqui descritos confirman estudios previos
sobre la identificacion in silico de proteinas peroxisomales en el genoma de S. cerevisiae
(Geraghty et al.,, 1999) y la deteccion experimental de proteinas peroxisomales, los
cuales ya sugerian la localizacion peroxisomal de la proteina que hemos denominado
Gtol (Yi et al., 2002).

GFP- Gtol
Silvestre Apex5 Apex7
Acido oléico Glucosa

Figura 32. Localizaciéon celular de Gtol. La cepa silvestre BY4741 y los respectivos
mutantes Apex5 (cepa Y03603) y Apex7 (cepa Y04076) fueron transformados con el
plasmido pMM440 que expresa Gtol fusionada con la proteina GFP en posicion N-terminal
y bajo el control del promotor tet. Las cepas transformadas fueron crecidas en medio SC
con acido oléico o con glucosa como fuentes de carbono, en condiciones exponenciales a
30°C.

También se analizé si los homodlogos de las proteinas Gto en otros hongos
podrian tener secuencias tipo PTS1 en su extremo C-terminal. De los homologos en las
especies Kluyveromyces lactis (nUumero de acceso SwissProt Q6CKB2), Torulopsis
glabrata (Q6FTJ1), Candida albicans (Q5A953), Yarrowia lipolytica (Q6CDX7),
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Debaryomyces hansenii (Q6BTR1 y Q6BTR2), Cryptococcus neoformans (Q55K61 y
Q55K65), Schizosaccharomyces pombe (094524, Neurospora crassa (Q7RWR2) y
Asperillus nidulans (Q5BBA6 y Q5B0U9), ninguna de las secuencias tiene una sefal tipo
PTS1. Solamente se encontré este tipo de sefial en la ORF c287-8925 del hongo
Saccharomyces paradoxus. El producto hipotético de esta ORF tiene una homologia alta
con Gtol y posee una secuencia PKL en posicion C-terminal que es compatible con una
sefial tipo PTS1 (Lametschwandtner et al., 1998). Las proteinas homologas halladas en
las demas especies tampoco tienen una sefial igual o similar a las de tipo PTS2 en la
region N-terminal. Aunque no se descarta totalmente que alguna de estas proteinas
pudiese localizarse en el peroxisoma mediante sefiales distintas a las de tipo PTS1 y
PTS2, los resultados de este analisis en diversas especies de hongos indican que la
localizacion peroxisomal de Gtol es probablemente exclusiva de S. cerevisiae y de

especies estrechamente relacionadas.

A

Gto2-GFP Gto3-GFP Vector
Glucosa
B ET MIT EIM MTX PM

Gto2-HA—> e -

a-KGDH~a

3 . S
PDH

Figura 33. Localizacion celular de Gto2 y Gto3. A. La cepa silvestre BY4741 fue
transformada con el vector (pUG35) o con los plasmidos que sobreexpresan a Gto2
(PMM399) o Gto3 (pMM446) bajo el promotor de MET25. Los transformantes fueron
crecidos en medio SC con glucosa en condiciones exponenciales a 30°C. B. La cepa
MML572, que lleva una version integrada de GTO2-HA, se cultivé en YPGIly a 30°C hasta
una concentracion de 2,5x10" celulas/ml para el fraccionamiento celular posterior (ver
Materiales y Métodos). La figura corresponde al analisis por Western de cada una de las
fracciones obtenidas utilizando anticuerpos anti-HA y anticuerpos anti-acido lipéico para
detectar los marcadores mitocondriales piruvato dehidrogenasa (PDH) y a-ketoglutarato
deshidrogenasa (a-KGDH). (ET) extracto total, (MIT) fraccion mitocondrial, (EIM) espacio
intermembranal, (MTX) matriz mitocondrial, (PM) sobrenadante post-mitocondrial.

En el caso de las proteinas Gto2 y Gto3, la secuencia GFP se afiadi6 en el
extremo C-terminal y la construccion se expreso bajo el promotor de MET25 (ver Tabla

1). La observacion microscopica determiné que ambas proteinas tienen localizacion

111



Resultados

citoplasmica independientemente de la fuente de carbono presente en el medio (Figura
33A).

El andlisis in silico de la proteina Gto2 predijo una sefial de localizacion
mitocondrial en su secuencia proteica, lo cual entraba en contradiccion con la
localizacion celular determinada microscopicamente. Para aclarar esto, se expresé bajo
su propio promotor la proteina Gto2 marcada con el epitopo HA en posicion C-terminal,
en una cepa silvestre de S. cerevisiae que posteriormente se utilizé para hacer estudios
de subfraccionamiento celular. La cepa fue cultivada en medio rico con glicerol (YPGly)
como Unica fuente de carbono para inducir la formacién de mitocondrias. Los analisis de
Western indican que gran parte de la proteina de Gto2 se encuentra en la fraccion post-
mitocondrial (Figura 33B), lo cual confirma las observaciones al microscopio sobre la
localizacion citosdlica de esta misma proteina (Figura 33A). Sin embargo, hay una
proporcion aproximadamente del 3% de la proteina total que se encuentra asociada al

espacio intermembranal de la mitocondria (Figura 33B).

4.5. EXPRESION DE LOS GENES GTO EN CONDICIONES OXIDANTES

S. cerevisiae responde al estrés oxidativo causado por agentes externos,
manifestandose esta respuesta mediante la alteracion de la expresion de un gran
numero de genes, dentro de los que se incluyen los que participan en la detoxificacion
de las ROS (Gasch, 2003). La induccion de los genes que responden al estrés puede
tener un componente especifico o general. Una respuesta especifica que se activa
frente al estrés oxidativo estda mediada por el factor de transcripcion Yapl, una proteina
del tipo b-ZIP que reconoce y activa los promotores que contienen la secuencia
consenso YRE (TT/GACTAA) (He y Fassler, 2005). Por otra parte, la respuesta general
a diferentes estreses también incluye la induccion de genes por agentes oxidantes
externos. Esta respuesta esta mediada en parte por los factores de transcripcion Msn2 y
Msn4. Estas dos proteinas reconocen las secuencias conocidas como STRE (CCCCT)
presentes en los promotores de los genes que regulan (Estruch, 2000). Para determinar
si la expresion de los genes GTO aumenta por estrés oxidativo, se analizé inicialmente
la secuencia de cada uno de los promotores en busca de sitios de reconocimiento para
Yapl o Msn2/Msn4. Adicionalmente se realizé el mismo andlisis para los promotores de

los genes GTT1 y GTT2. La localizacion de estas secuencias se ilustra en la Figura 34.
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Figura 34. Diagrama de los genes GTO y GTT de S. cerevisiae y posicién de las secuencias
reconocidas por Yapl (YRE) y Msn2/Msn4 (STRE) respecto del ATG. Los genes estan
indicados como flechas de color verde y la regidon promotora se muestra como una linea negra

continua. La distancia de cada una de las secuencias YRE y STRE tomada desde el codon
de iniciacion se indica sobre la region promotora.

El promotor de GTOL tiene una secuencia YRE en la posicion -170 mientras
que en el promotor de GTO2 esta en la posicion -179. Por el contrario, el promotor de
GTO3 no tiene esta secuencia candnica. En el caso de los genes GTT, la secuencia
candnica esta en la posicion -165 del promotor de GTT1 y en -98 en el caso de GTT2.
En el caso de la secuencia reconocida por los factores de transcripcion Msn2/Msn4, el
promotor de GTOL tiene una en la posicion -241, mientras que en el caso de GTO2
existen dos secuencias STRE en las posiciones -117 y -144. El promotor de GTO3
también tiene dos secuencias STRE en las posiciones -330 y -701. Por otro lado, en el
promotor de GTT1 se localizaron tres secuencias STRE en -241, -211 y -98. En el
promotor de GTT2 no se encontré ninguna secuencia STRE. Todo ello indicaria que la
expresion de los genes GTO podria inducirse por estrés oxidativo, dado que estudios
anteriores sobre la expresion del genoma de esta levadura también lo indican (Gasch,
2003). Teniendo en cuenta esta informacion, se estudi6 la expresion de los genes GTO
y de su posible dependencia de los factores de transcripcion Yapl y Msn2/Msn4, bajo
estrés oxidativo. Como oxidantes se utilizaron tert-butil hidroperoxido (t-BOOH) vy
diamida. Este udltimo causa especificamente la oxidacion de los grupos sulfidrilo. El
estudio también incluyo la exposicion al sustrato CDNB y al cloruro de cadmio. Se ha
propuesto que el CDNB causa indirectamente un estrés oxidativo en las células de
levadura, como consecuencia de la formacion del complejo GSH-CDNB vy la
consiguiente disminucion de la concentracion de GSH intracelular (Collinson y Grant,
2003). El cadmio, por otra parte, causa un efecto citotoxico, que deriva en parte en

estrés oxidativo y peroxidacion lipidica (Avery, 2001). EI cadmio forma un complejo con
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el GSH, el cual es retirado del citosol a través de bombas del tipo ABC, especificamente
el transportador Ycfl. Este se ubica en la membrana vacuolar y se encarga de llevar el

complejo hacia el interior de este organelo (Li et al., 1997; Sharma et al., 2002).

La expresion basal de todos los genes GTO y GTT en células crecidas en
medio con glucosa no es detectable en el andlisis por Northern, aunque las proteinas
correspondientes marcadas con el epitopo HA y expresadas bajo su propio promotor

generan una sefial considerable en el analisis por Western (Figura 35).

1 2 3 4

Figura 35. Expresion de Gtol, Gto2 y Gto3 bajo su propio promotor. Cada uno de los
genes con sus respectivos promotores fueron clonados en el plasmido integrativo pMM50
donde el gen de interés se expresa en fase con el epitopo HA en C-terminal (pMM400
contiene a GTO1, pMM401 a GTO2 y pMM402 a GTO3). La cepa silvestre W303-1A fue
transformada de manera independiente con cada uno de los plasmidos y los trasnformantes
se cultivaron exponencialmente en medio SC a 30°C hasta una concentracion de 1,5x10’
celulas/ml. La figura corresponde al analisis por Western de la expresion de cada una de las
proteinas utilizando el anticuerpo anti-HA para su deteccion en 40ug de extracto total de
proteinas. 1. Control (W303-1A), 2. Gtol-HA, 3. Gto2-HA, 4. Gto3-HA.

La expresion de GTO1 solamente supera el nivel basal cuando las células son
tratadas con CDNB o diamida (Figura 36). La expresion de GTO1 no se detecta en los
mutantes Ayapl y Amsn 2Amsn4 después de 60 minutos de tratamiento con diamida, lo
gue indica que el aumento de la expresion de GTO1 inducida por diamida depende de
ambos factores de transcripcion. Ademas, el aumento de la expresion de GTO1 inducida
por CDNB depende parcialmente de los factores Msn2 y Msn4 y completamente de
Yapl, ya que en el doble mutante Amsn2 Amsn4 tratado con este xenobidtico la
expresion de GTO1 se evidencia después de los 60 minutos de exposicion, mientras
gue en el mutante Ayapl no se observa induccion de GTO1l bajo las mismas

condiciones de tratamiento (Figura 36).

La expresion de GTO2 aumenta en la cepa silvestre después de tratar las
células con cualquiera de los cuatro agentes usados en este estudio. La inducciéon de
este gen no se produce en el mutante Ayapl cuando es tratado con diamida o CDNB,
mientras que la induccién es menor cuando se trata el mismo mutante con cloruro de

cadmio o t-BOOH. El papel de los factores Msn2 y Msn4 parece ser menos relevante en
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la induccion de GTO2, ya que el tratamiento del doble mutante Amsn2 Amsn4 con los
agentes oxidantes seleccionados Unicamente causa una disminucion de la induccién de
GTO2. La induccion de la expresion de GTO2 no es eliminada por completo en los
mutantes Ayapl y Amsn2 Amsn4 tratados con cloruro de cadmio y t-BOOH, lo que
apunta a que otros factores de transcripcion estén participando en la induccién de GTO2
durante el tratamiento con estos dos compuestos. Uno de ellos puede ser Skn7, otro
factor involucrado en la expresion de genes relacionados con la respuesta a estrés
oxidativo y del que no se conoce detalladamente su mecanismo de accién (Toledano,
2003).

En la cepa silvestre la expresion de GTO3 aumenta cuando las células son
tratadas con t-BOOH y esta induccién disminuye considerablemente cuando no estan
presentes los factores Msn2 y Msn4. La falta del factor Yapl no ejerce ningin cambio en
la expresion del GTO3 durante el tratamiento con este agente oxidante. Estos resultados
se relacionan con la presencia de dos secuencias STRE y la ausencia de secuencias
YRE en el promotor de GTO3.

La induccion de GTT1 es moderada después del tratamiento con cada uno de
los agentes, observandose que este gen no se expresa en el mutante Ayapl después
del tratamiento con diamida. La expresion de GTT1 no varia en el mutante Amsn2
Amsn4 después de los tratamientos realizados, indicando que Msn2 y Msn4 no influyen
en la expresion de esta GST y que otros factores de transcripcion probablemente estén
involucrados en la induccién de su expresion después del tratamiento con los agentes

escogidos en este estudio.

GTT2 también se induce después del tratamiento de la cepa silvestre con los
cuatro agentes ensayados. Esta induccion no se produce en el mutante Ayapl después
de ninguno de los tratamientos, lo que indica que para los cuatro casos es necesaria la
presencia de Yapl para la induccién de GTT2. Por el contrario, dicha expresion no
depende de Msn2 ni de Msn4, ya que la expresion de GTT2 no cambia en la cepa que
carece de estas dos proteinas. Los resultados concuerdan con la presencia de una

secuencia YRE y la ausencia de secuencias STRE en el promotor de GTT2.

En resumen, la induccién de los genes GTO y GTT vy la dependencia de esta
induccion de los factores de transcripcion Yapl y Msn2/Msn4 se correlaciona con la

presencia de secuencias YRE y STRE en los promotores de dichos genes.
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Figura 36. Andlisis por Northern de la expresion de los genes GTO1, GTO2, GTO3, GTT1 Y
GTT2 después de la adicion de varios agentes. Células de la cepa silvestre W303-1A vy los
mutantes respectivos, Ayapl y Amsn2 Amsn4, se cultivaron exponencialmente a 30°C en
medio con glucosa (YPD para los tratamientos con CDNB, t-BOOH vy diamida; SC para el
tratamiento con cloruro de cadmio) hasta alcanzar una concentracion de 1-2x10" celulas/ml,
momento en el que se afiadieron los agentes correspondientes (tiempo=0). Posteriormente se
tomaron muestras a los 30 y 60 minutos de tratamiento.

4.6. DEFECTOS FENOTIPICOS DE LOS MUTANTES OQUE CARECEN DE LOS
GENES GTO Y GTT EN S. cerevisiae

El hecho que los genes GTO y GTT aumenten su expresion durante la
exposicion a agentes oxidantes indicaria que asumen un papel importante en la
respuesta al estrés oxidativo. Para determinar si los mutantes simples o multiples de los
genes GTO y GTT en S. cerevisiae tienen defectos de crecimiento durante la exposicion
a determinados agentes toxicos, se llevd a cabo un andlisis fenotipico cuantitativo de
alta resolucién en colaboracion con el grupo del Dr. Per Sunnerhagen del Departamento
de Biologia Celular y Molecular de la Universidad de Goteborg, Suecia. Este estudio se
basa en el microcultivo de las cepas en 350ul de medio liquido, donde el crecimiento es
medido de manera automética por densidad 6ptica (600 nm), en intervalos de veinte
minutos, durante un total de 2.500 minutos, lo cual permite obtener curvas de

crecimiento detalladas de las cepas mutantes y la cepa de referencia. A partir de estos
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datos se determina el indice fenotipico, el cual relaciona los cambios en la tasa de
crecimiento de la cepa mutante respecto de la cepa de referencia bajo unas condiciones
de crecimiento especificas (Warringer y Blomberg, 2003). En este caso, la condicion de
crecimiento se refiere al tratamiento de la cepa silvestre y las cepas mutantes con varios
compuestos: cloruro de cadmio (5ug/ml), CDNB (0,05mM), dietiimaleato (2mM), diamida
(0,75mM), t-BOOH (0,5mM), paraquato (2,5mg/ml), bromuro de etidio (55ug/ml) y 4-
nitroquinolona (NQO) (0,3 pg/ml). Las tasas de crecimiento relativas se resumen en la

figura 37.

o g = e e

Velocidad Relativa de Crecimiento % _
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Figura 37. Efecto de diferentes agentes quimicos sobre el crecimiento de la cepa
silvestre (W303-1A) y los mutantes Gto y Gtt derivados de esta cepa. Las cepas usadas en
este andlisis fueron: MML535 (Agtol), MML538 (Agto2), MML542 (Agto3), MML686
(AgtolAgto2 Agto3), MML628 (Agttl), MML629 (Agtt2), MML661 (AgttlAgtt2) y MML716
(Agtol Agto2 Agto3 Agttl Agtt2). Las concentraciones de los agentes se indican en la
gréfica y las condiciones del ensayo se describen en Warringer y Blomber (2003). Las
barras representan el cociente entre la tasa de crecimiento exponencial de las células
tratadas y la tasa de las no tratadas. Este dato se normalizé dividiendo este cociente por el
cociente correspondiente a la cepa silvestre. Los resultados representan el promedio de
dos experiementos independientes.

La falta de GTO1l causa una sensibilidad importante a la diamida y una
sensibilidad todavia significativa pero menos considerable al dietiimaleato y al t-BOOH,
comparado con la cepa silvestre. Por otra parte, la ausencia de uno de los genes GTT o
de ambos simultaneamente causa hipersensibilidad a los oxidantes dietiimaleato,
diamida y t-BOOH, mientras que la ausencia de GTT2 (pero no de GTT1) causa
hipersensibilidad frente a la NQO, aunque esta hipersensibilidad es menos grave en el
mutante que carece de todos los genes GTO y GTT. Estos resultados concuerdan con el
papel antioxidante propuesto anteriormente para los genes GTT1 y GTT2 (Collinson y
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Grant, 2003), y los datos permiten ampliar esta capacidad detoxificadora de GTT2
también sobre NQO. Otro fenotipo significativo es la hipersensibilidad del quintuple
mutante Agtol Agto2 Agto3 Agttl Agtt2 al cloruro de cadmio, lo que pondria en evidencia
el efecto aditivo de las Gto y las Gtt en la detoxificacion del cadmio. Es sorprendente ver
gque este mismo mutante es hiperresistente al t-BOOH comparado con la cepa silvestre y
con los demas mutantes. Aungque no se tiene una explicacion para este hecho, no es la
primera vez que se observa un efecto similar. En S. pombe los mutantes simples o
mdltiples para las GST son hiperresistentes a la diamida comparados con la cepa
silvestre (Veal et al., 2002).

4.7. LA FUNCION DE Gtol Y LAS Gtt TIENEN UN EFECTO ADITIVO EN LA
PROTECCION FRENTE A LA TOXICIDAD DEL CADMIO

Con el fin de ampliar la informacién acerca de la importancia que pueda tener

cada uno de los genes GTT y GTO en la proteccion frente a la toxicidad del cadmio, se
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Figura 38. Efecto del cadmio sobre el crecimiento de diferentes mutantes de los genes
GTT y GTO. La cepa silvestre W303-1A y los mutantes indicados (MML661 Agttl Agtt2;
MML649 Agttl Agtt2 Agtol;, MML6E53 Agttl Agtt2 Agto2; MML657 Agttl Agtt2 Agto3;
MML687 Agttl Agtt2 Agtol Agto2; MMO716 Agttl Agtt2 Agtol Agto2 Agto3) se cultivaron
exponencialmente en medio SC a 30°C hasta una concentracion de 1x10" celulas/ml a
30°C. A la mitad del cultivo se le agreg6 cloruro de cadmio (7ug/ml) y se contintio con la
incubacion a 30°C. Se midi6 la densidad 6ptica (600nm) de todos los cultivos después de
48 horas de incubacién. El cociente entre el nivel de crecimiento de las células tratadas y
no tratadas mide el efecto del cadmio sobre cada cepa y este se dividid por el cociente
para la cepa silvestre, el cual se considera como valor unitario. Los resultados
corresponden a la media de tres experimentos independientes y sobre cada barra se
indica la desviacion estandar.
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llevaron a cabo estudios de crecimiento, en medio SC con cloruro de cadmio (7ug/ml) de
los mutantes Gtt que adicionalmente llevan una mutacién simple en cada uno de los
genes GTO, del cuadruple mutante Agtol Agto2 Agttl Agtt2 y del quintuple mutante
Agtol Agto2 Agto3 Agttl Agtt2. Los resultados se muestran en la figura 38. Se observo
que el quintuple mutante no tiene una sensibilidad mayor que el cuadruple mutante
Agtol Agto2 Agttl Agtt2, lo cual indica que el gen GTO3 no es importante en la
proteccion frente al efecto toxico del cadmio. Por otra parte, el triple mutante Agttl Agtt2
Agtol tiene una sensibilidad similar a la del quintuple mutante (Figura 38), lo que indica
que solamente Gtol junto con Gttl y Gtt2 protegen de manera cooperativa contra la

toxicidad del cadmio en S. cerevisiae.

4.8. EL MUTANTE Agtol NO CRECE NORMALMENTE EN MEDIO CON ACIDO
OLEICO

En bastantes pero no en todos los casos, los promotores de los genes que
codifican proteinas peroxisomales y factores de biogénesis de este organelo contienen
el elemento de respuesta al oleato (ORE, de “Oleate Response Element”), el cual es

reconocido por los factores de transcripcion Pip2 y Oafl (Einerhand et al., 1993).

Se ha propuesto la secuencia CGG(N3)TNA(N7-13)(GyC)CG como consenso
para el elemento ORE, utilizada ademas para la identificacion de genes inducibles por
oleato o asociados con el peroxisoma (Geraghty et al., 1999). Analizando la secuencia
del promotor de GTO1 se observé que no existe en ella el elemento ORE, lo que se
relaciona con que la expresion de este gen no se induzca en la cepa silvestre cuando

se cambia de medio con glucosa a acido oleico (Figura 39A).

También se analiz6 el nivel relativo de la proteina Gtol en los medios de
cultivo con glucosa y con acido oleico, observando que este nivel es incluso menor
cuando se cultivan las células con esta ultima fuente de carbono (Figura 39A).
Adicionalmente se determiné que el crecimiento de la cepa Agtol es deficiente en
medio de cultivo con acido oleico comparada con la cepa silvestre (Figura 39B),
aunque el crecimiento de estas dos cepas en medio con glucosa (YPD) no muestra

diferencias importantes (ver recuadro en la Figura 39B).
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Figura 39. (A) Expresion de GTOL en medio de cultivo con glucosa (Glu) o con &cido
oléico (Ole). La cepa silvestre W303-1A transformada con el plasmido que contiene el
gen GTOL1 bajo su propio promotor y con la secuencia TAP en N-terminal (pMM736), se
cultivé en medio SC con glucosa a 30°C hasta una concentracién de 4 x 10" celulas/m.
En este momento se diluyeron las células diez veces dividiendo el cultivo en dos partes;
una mitad del cultivo se mantuvo en medio SC con glucosa mientras que la otra mitad
fue transferida a medio SC con &cido oléico. Se tomaron muestras de cada cultivo 16
horas después para andlisis por Northern (primer panel). Como control de carga se
utiizdé mRNA de Ul (segundo panel) y en cada carril se cargaron 20ug de RNA total.
Simultaneamente se tomaron muestras para analisis por Western de la expresion de la
construccion GTO1-TAP en ambos medios de cultivo (tercer panel). Para el andlisis se
utilizaron 20 pg/pl de extracto total de proteinas. (B) Curva de crecimiento de la cepa
W303-1A (cuadrados azules) y la cepa mutante Agtol (MML535, triangulos negros),
cultivadas en YP con &cido oléico a 30°C. Las células fueron precultivadas en YPD
hasta una concentracion de 3x10’ células/ml y diluidas diez veces en medio YP con
acido oléico (t=0h). Se midié la densidad 6ptica (600nm) en los tiempos indicados. El
recuadro indica el tiempo de generacién en minutos de la cepa silvestre y del mutante
en la etapa exponencial en medio YPD.

Estos datos indican que alguna funcién de Gtol es importante para el

crecimiento de S. cerevisiae en medio con &cido oleico como Unica fuente de carbono.

4.9. LA MUTACION DE GTO1 EN S. cerevisiae AFECTA EL METABOLISMO DE LOS
AMINOACIDOS QUE CONTIENEN AZUFRE

Los resultados respecto de la sensibilidad al cadmio indican que la funcién de
Gtol, ademés de estar relacionada con los defectos en el crecimiento en medio de
cultivo con acido oleico, también puede ser importante durante el crecimiento en

glucosa, es decir, durante condiciones fermentativas. Para determinar la posible funcién
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de Gtol en estas condiciones, se llevé a cabo un andlisis del transcriptoma del mutante
Agtol en etapa exponencial de crecimiento en medio YPD a 30°C, utilizando
micrordenamientos de DNA con el conjunto de genes de S. cerevisiae (véase Materiales
y Métodos). En la tabla 4 se indican los genes en los que se observaron diferencias

significativas de expresion entre la cepa mutante Agtol y la cepa silvestre W303-1A.

Secuencia Secuencia
COCIENTE _ _
, reconocida por reconocida por el
GEN FUNCION Agtol/ , _
] el complejo complejo
silvestre
Met4/Met28/Cfbl Met4/Met31/Met32

CHA1 Serina/treonina deshidratasa 3.74 - -

CIT2 Citrato sintasa peroxisomal 221 - +

AVO2 Desconocida 2.15 - -

MET16  3’-fosfo-5"-adenilsulfatoquinasa 0.499 + -

SAM3 S-adenosil-L-metionina permeasa 0.493 - +

MUP1 Metionina permeasa de alta afinidad 0.472 - +

MET5 Sulfitoreductasa 0.471 + -

MET17  Homocisteina sintasa 0.450 + +

SER3 3-fosfoglicerato deshidrogenasa 0.372 - +

MET14  5’-adenilsulfato quinasa 0.320 + -

GAP1 Permeasa general de aminoéacidos 0.186 - +
Tabla 4. Genes sobreexpresados y reprimidos en el mutante Agtol respecto de la cepa
silvestre W303-1A (con una diferencia de al menos el doble o la mitad de la expresion). El
analsis con microordenamientos de DNA se llevé a cabo a partir de RNA extraido de células
de cada cepa, cultivadas exponencialmente a 30°C en medio YPD. La presencia (+) o
ausencia (-) en el promotor de secuencias reconocidas por el complejo Met4/Met28/Chfl
(TCACGTG) y por el complejo Met4/Met30/Met31 (CTGTGG) se indica para cada uno de los
genes.

Es remarcable que el nimero de genes cuya expresion estid alterada
significativamente en el mutante es bastante limitado, en comparacién con otros muchos
estudios de otros mutantes de S. cerevisiae, y que la mayoria de estos genes estan

relacionados con la asimilacion del azufre y biosintesis de la metionina y la cisteina.

Para confirmar los resultados anteriores se llevaron a cabo andlisis por
Northern de los genes CHA1l y GAP1, y de MET6 como control. Los resultados del
Northern y de los micrordenamientos de DNA coinciden, confirmando que en el mutante

Agtol CHA1L se encuentra sobre expresado y GAP1 reprimido (Figura 40). El gen MET6
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no muestra ningdn cambio significativo en el andlisis por micrordenamientos, lo cual

también se comprobdé por Northern (Figura 40).

silvestre  Agtol

Figura 40. Andlisis por Northern de los

—— genes CHAl, GAP1 y MET6 en el

- - mutante Agtol y en la cepa silvestre

; W303-1A. Las muestras de RNA se

' i obtuvieron en las mismas condiciones

_ utilizadas en el andlisis por

S micrordenamientos de DNA. U1 se utiliz6

- — como control de carga y para cada
andlisis se utilizaron 25ug de RNA total.

Como ya se ha apuntado, la mayoria de los genes que tienen alterada su
expresion en el mutante Agtol estan involucrados en la via de asimilacion del azufre y
biosintesis de la metionina y la cisteina (Tabla 4 y Figura 14). Algunos genes implicados
en las reacciones de la via previas a la sintesis de homocisteina (precursor de la
metionina y la cisteina) estan reprimidos en el mutante Agtol como son MET14, MET16,
MET5 Y MET17 (Tabla 4 y Figura 14).

Por otra parte, en el mutante Agtol también esta alterada la expresion de los
genes SER3 y CHAL, los cuales estan involucrados respectivamente en la sintesis y
metabolismo de la serina. Esta Ultima, junto con la homocisteina, son precursores de la
cistationina. SER3 codifica para una 3-fosfogliceratodeshidrogenasa que cataliza la
conversion de 3-fosfoglicerato en 3-fosfohidroxipiruvato (uno de los precursores de la
serina) (Albers et al., 2003) y CHA1 codifica para una Serina/treonina deshidratasa que
cataliza la conversion de la serina en piruvato (Petersen et al., 1988; Albers et al., 2003).
Comparado con la cepa silvestre, en el mutante Agtol la expresion de SER3 es menor

mientras que CHAL est4 sobrexpresada (Tabla 4 y Figura 38).

Otro conjunto de genes gue tienen una expresion menor en el mutante Agtol
comparado con la cepa silvestre son los que codifican para algunos transportadores de
aminoacidos: GAP1, MUP1 y SAM3 (Tabla 4). GAP1 es una permeasa general de
aminoacidos que permite tomar directamente del medio los L-aminoacidos y otros
compuestos similares (Jauniaux y Grenson, 1990), mientras que SAM3 y MUP1 son
especificos para la captacion de aminoacidos que contienen azufre. La primera es una

permeasa que permite tomar del medio la S-adenosil-L-metionina, la cual puede ser
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utilizada como fuente de azufre para la sintesis de homocisteina. MUP1 es una
permeasa de alta afinidad para la captacion de metionina del medio que también esta
relacionada en la captacion de cisteina (Isnard et al., 1996; Kosugi et al., 2001) (Figura
14).

Todos estos datos apuntan a que existe una relacion entre GTO1 y la via de
captacion del azufre, de modo que en el mutante Agtol podrian estar alterados los
niveles intracelulares de los aminoacidos que contienen azufre. Uno de estos
aminoacidos es la cisteina y se ha visto que los cambios en la concentracion de cisteina
intracelular también alteran los niveles de GSH en S. cerevisiae (Jauniaux y Grenson,
1990; Dormer et al., 2000). Para comprobar si existia una relacion entre la alteracion de
la captacion de azufre y la formacion de GSH en el mutante Agtol, se llevo a cabo la
determinacion de la concentracion de GSH y GSSG intracelulares en este mutante y en

la cepa silvestre. Los resultados de este analisis se ilustran en la figura 41.

3.69
1.450
0.157
GSH  GSSG GSH GSSG
Silvestre Agtol

Figura 41. Concentracién intracelular (mM) de glutation reducido (GSH) y oxidado
(GSSG) en la cepa silvestre W303-1A y en el mutante Agtol (MML535). Los valores
absolutos de la concentracién de ambos compuestos se determinaron a partir de cultivos
exponenciales de ambas cepas crecidas en medio YPD a 30°C y este valor se refiri6 al
volumen celular determinado posteriormente. Los valores corresponden a la media de tres
experimentos independientes y sobre cada valor se indica la desviacion estandar.

Comparado con la cepa silvestre, el mutante Agtol tiene un nivel de GSH
menor mientras que los valores de GSSG no son diferentes entre ambas cepas, lo cual

concuerda con los resultados del analisis por micrordenamiento de DNA. Este nivel bajo
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de GSH explicaria la sensibilidad al cadmio que presentan los mutantes que carecen de
los genes GTT1, GTT2y GTO1 simultdneamente.

Ademas, respecto de la cepa silvestre, el mutante Agtol tiene una tasa de
crecimiento menor en medio SD suplementado exclusivamente con los aminoacidos
correspondientes a las auxotrofias de la cepa, defecto que no se observa en medio SC
suplementado con los 20 aminoacidos, indicando que en el mutante habria deficiencias
en la sintesis de uno 0 mas aminoacidos. Para determinar qué aminoacidos no se
sintetizaban correctamente en este mutante, se realizaron cultivos en distintos medios
SC en los que faltaba uno de los 20 aminoacidos necesarios, con el fin de determinar la
tasa de crecimiento del mutante en estas condiciones respecto de la cepa silvestre. Asi
se determind que sdlo la ausencia de treonina, serina o lisina causaba un crecimiento
defectuoso del mutante Agtol. Los resultados se muestran en la figura 42, solo para

aquellos amino&cidos que dieron diferencias significativas.
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Figura 42. Tasa de crecimiento de cultivos exponenciales de la cepas silvestre (W303-
1A) y Agtol (MML535) a 30°C en medio SC, SD y SC sin treonina (-Thr), sin serina (-Ser) o
sin lisina (-Lys). Los valores que se indican son relativos a la cepa silvestre crecida en
medio SC, la cual tiene una tasa de crecimiento de 0,62 duplicaciones/hora.

El ensayo indicd que la ausencia de serina genera un defecto moderado en el
crecimiento del mutante mientras que la ausencia de serina o lisina causa un defecto en
el crecimiento similar al que se observa en el medio SD. Podemos concluir que, aunque

en diferente grado, el mutante tiene defectos en la sintesis de estos tres aminoacidos o
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en sus niveles intracelulares. Sin embargo la ausencia de cisteina 0 metionina en el

medio no tiene ningun efecto en el crecimiento del mutante Agtol.

4.10. RELACION ENTRE EL FUNCIONAMIENTO DE LOS PEROX ISOMAS Y LA VIA
DE ASIMILACION DEL AZUFRE EN_S. cerevisiae

La relacién de la proteina Gtol con la via de la asimilacién del azufre y su
localizacion peroxisomal sugieren que este organelo participa de alguna manera en esta
ruta metabdlica. Es importante anotar que el producto del gen STR3 de S. cerevisiae, la
enzima cistationina B-liasa, tiene una sefial de localizacion del tipo PTS1 en posicion C-
terminal y que, ademas, se ha demostrado experimentalmente que Str3 se localiza en el
peroxisoma (Schafer et al., 2001; Yi et al., 2002). Por otra parte, las demas proteinas de
la via de asimilacién del azufre no tienen sefiales tipo PTS y ninguna de ellas ha sido

detectada en este organelo.

La proteina Str3 participa en la via de la asimilacion del azufre, concretamente
en el proceso de la transulfuracion, interviniendo en la conversion de cisteina en
homocisteina (Figuras 14 y 18). Como se ha mencionado en el apartado 1.9.6., en las
bacterias entéricas, las plantas y S. cerevisiae se produce la transulfuracion en el
sentido de la formacion de homocisteina a partir de cisteina, mientras que los mamiferos
solo realizan el paso de homocisteina a cisteina. La proteina Str3 de S. cerevisiae
cataliza la conversion de cistationina en homocisteina y el mutante correspondiente es
incapaz de crecer en medios donde la cisteina o la cistationina son las Unicas fuentes de

azufre (Hansen y Johannesen, 2000).

Dado que Gtol es una tiol transferasa, posiblemente el papel de Gtol sea
regular la actividad enzimatica de Str3 a través de la regulacion de su estado de
oxidacion. Str3 tiene diez cisteinas de las cuales tres estan situadas en la regién C-
terminal de la molécula, especificamente en las posiciones 353, 362 y 387. Estas tres
cisteinas estan conservadas en las moléculas de cistationina B-liasas de otras especies
de hongos indicando que pueden ser importantes para la funcion de estas proteinas
(Figura 43).
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Figura 43. Alineamiento mdltiple por ClustalW de la regién C-terminal de las cistationina
B-liasas de varios organismos. En esta region se encuentran las tres cisteinas
conservadas, indicandose las posiciones de éstas en la molécula de S. cerevisiae. Las
abreviauras correponden en su orden a: Sc, S. cerevisiae; Ca, C. albicans; Cg, Candida
glabrata; Bc, Botrytis cinerea; Nc, Neurospora crassa; Gz, Giberella zeae; An, Aspergillus
nidulans; At, Arabidopsis thaliana; St, Solanum tuberosum; Os, Oryza sativa; Lm,
Leishmania mayor; LI, Lactobacilus lactis; Lmo, Listeria monocitogenes; Cac, Clostridium
acetobutylicum; Ba, Bacillus anthracis.

Para comprobar que la actividad de la proteina Str3 es defectuosa en ausencia

de Gtol, se estudio la capacidad del mutante Agtol para crecer en medios de cultivo

que tienen como Unica fuente de azufre la cistationina o la cisteina. Al comparar este

crecimiento con la cepa silvestre, se observa que el mutante tiene defectos en su

crecimiento en estos medios de cultivo, en mayor grado cuando la Unica fuente de

azufre es la cistationina (Figura 44).
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Figura 44. Crecimiento de la cepa silvestre (W303-1A) y del mutante Agtol (MML535)
en placas de medio B suplementadas con sulfato de amonio, cistationina o cisteina como
Unicas fuentes de azufre, e incubadas a 30°C. Las placas que contenian sulfato de
amonio y cisteina se incubaron durante tres dias, mientras que la placa que contenia
cistationina se incub6 durante cinco dias.

Los resultados indicarian que el mutante Agtol no puede convertir
eficientemente la cistationina en homocisteina, lo que genera un aumento de la
concentracion intracelular de cistationina y, que ademas, el mutante no pueda utilizar

eficientemente la cisteina como Unica fuente de azufre.

Se ha descrito que concentraciones altas de cisteina o cistationina en el medio
de cultivo son toxicas para S. cerevisiae (Kumar et al., 2006). La posible
hiperacumulacion de cisteina y/o cistationina en el mutante Agtol podria explicar el
crecimiento defectuoso del mismo en medio B, dada la toxicidad de ambos compuestos.
Para determinar si el mutante Agtol es mas sensible a altas concentraciones de cisteina
que la cepa silvestre, se comparé el crecimiento de ambas cepas en medio SD con
varias concentraciones de cisteina. El ensayo demostré que el mutante Agtol no tiene
una sensibilidad mayor que la cepa silvestre a altas concentraciones de cisteina (Figura
45), lo cual estaria indicando que el defecto en el crecimiento del mutante Agtol en un
medio donde la Unica fuente de azufre es la cisteina, no se debe a un efecto de

toxicidad por cisteina sino a un defecto en la conversion de cistationina en homocisteina.
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Figura 45. Tasa de crecimiento de la cepa silvestre (W303-1A) y el mutante Agtol
(MML535) en medio de cultivo SD con varias concentraciones de cisteina. Células de
cada cepa se precultivaron en SD a 30°C con agitacion durante 16 horas y
posteriormente se dividié el cultivo en cinco partes iguales a una concentracion final de
5x10° células/ml, agregando después la concentracion de cisteina correspondiente. Los
cultivos fueron incubados a 30°C con agitacién y se registré el crecimiento de los
mismos después de 24 horas (densidad oOptica 600nm). Los valores indicados son
relativos a la tasa de crecimiento de cada una de las cepas en medio de cultivo SD con
0,2 mM de cisteina, al que se le da el valor de 1.

En la estructura terciaria de la cistationina (3-liasa de Arabidopsis thaliana no se
indica la presencia de cisteinas en el centro activo, aunque la actividad de esta enzima
se inhibe con el compuesto N-etilmaleimida (Breitinger et al., 2001), lo cual indica que
algunas de las cisteinas presentes en la molécula podrian ser importantes para
mantener la estructura terciaria funcional de la molécula (Ravanel et al., 1996; Breitinger
et al., 2001).

Para determinar si las tres cisteinas conservadas tienen alguna relacion con la
actividad de la proteina Str3 en S. cerevisiae, se llevaron a cabo mutaciones
independientes de cada una de las cisteinas y se expresaron estas proteinas mutantes
en la cepa Astr3. Los transformantes obtenidos se cultivaron posteriormente en un
medio de cultivo que tiene cisteina como unica fuente de azufre. Los resultados indican
gue la proteina silvestre y las proteinas que llevan las mutaciones C353S y/o C362S
restauran el defecto de crecimiento del mutante Astr3 en este medio (Figura 46). Por
otro lado, la proteina que contiene la mutacion C387S no permite el crecimiento del
mutante en dicho medio, lo que indica que este residuo, pero no los otros dos, es

esencial para la actividad de la enzima (Figura 46). Estos resultados reafirman la
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importancia del estado redox de la proteina en el control de la actividad de la cistationina

B-liasa de S. cerevisiae.

0,91 0,92 0,91

Figura 46. Células del mutante Astr3 (cepa MML826) transformada con los plasmidos
pMM756 (que contiene el gen salvaje STR3), pCM188 (vector vacio), pMM758 (que
contiene STR3 con la mutacién C353S), pMM760 (STR3 con la mutacion C362S),
pMM797 (STR3 con las mutaciones C353S y C362S) y pMM762 (STR3 con la mutacion
C387S), se cultivaron exponencialmente en medio SD, para centrifugarlas vy
resuspenderlas posteriormente en medio B con cisteina como Unica fuente de azufre, a
una concentracion de 3 x 10° celulas/ml. Los cultivos fueron incubados a 30°C con
agitacion y se registrd el crecimiento de los mismos después de 24 horas (densidad
Optica de 600nm). Los valores indicados son relativos al crecimiento del mutante Astr3
transformado con el plasmido que contiene el gen salvaje STR3, al que se le da el valor
de unidad.
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5. DISCUSION

La secuenciacion del genoma de S. cerevisiae evidencid que en algun
momento de la evolucidén un ancestro de esta especie duplicd su genoma completo y
sufrid seguidamente una serie de rearreglos y pérdidas de regiones enteras (Wong et
al., 2002). Por esta razon no es sorprendente encontrar en el genoma de S. cerevisiae
dos 0 mas copias de bastantes genes (pardlogos), evento que se refleja en las GST de
clase Omega descritas en este trabajo y en otros grupos de proteinas. Sin embargo, la
similitud estructural de las proteinas codificadas por estos genes paralogos no implica
una relaciéon entre su funcién biolégica y tampoco implica que coexistan en el mismo

espacio intracelular.

Se ha propuesto que las GST se originaron a partir de un progenitor
tioredoxina/glutaredoxina (Hayes et al., 2005), relacionando estructural y funcionalmente
a las GST con las glutaredoxinas. Este hecho se observa en el plegamiento tipo
tioredoxina, compartido por el dominio N-terminal de las GST y por la estructura
completa de las glutaredoxinas ditidlicas. La actividad de ambos tipos de enzimas
también guarda una relacién. Las glutaredoxinas tienen actividad tiol oxidoreductasa
sobre el sustrato HED y el mecanismo puede ser monotiolico o ditidlico dependiendo del
numero de cisteinas del centro activo empleadas en la reaccion. Las glutaredoxinas
utilizan el GSH como donador de electrones en la reduccion de los puentes disulfuro,
mientras que las GST clasicas utilizan el GSH para conjugar compuestos electrofilicos
(Holmgren y Aslund, 1995; Hayes et al., 2005).

Las GST de hongos tienen estructuras primarias variadas y son diferentes a las
estructuras presentes en las GST de mamiferos o de otros organismos (McGoldrick et
al., 2005b). Las GST descritas previamente en S. cerevisiae, Gttl y Gtt2, tienen una
similitud cercana al 50% con GST de insectos como Manduca sexta, Bombix mori,
Musca domestica y de plantas como Zea mays, Silene vulgaris y Arabidopsis thaliana
(Choi et al., 1998). La comparacion de las secuencias de estas GST indicé que los
aminoacidos conservados se encuentran mayoritariamente en la region N-terminal
correspondiente al sitio de union con el GSH; ademas, Gttl y Gtt2 son activas sobre
CDNB, sustrato estandar de las GST (Choi et al., 1998). En este estudio se ha
comparado la secuencia de Gttl y Gtt2 con las GST de otras clases, mostrandose una
cierta similitud con las enzimas de la clase Zeta. Sin embargo, se ha descrito que las

enzimas de esta clase carecen de actividad sobre el sustrato CDNB aunque pueden
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tener actividad sobre algunos hidroperdxidos organicos como es el caso de otras GST
citosdlicas (Board y Anders, 2005). El nivel de homologia en cualquier caso no permite

adscribir Gttl y Gtt2 a la clase Zeta ni a ninguna otra clase establecida para las GST.

En el caso de las GST de clase Omega, solo comparten un 20% de identidad
con los miembros de otras clases aunque estudios estructurales confirman que son
miembros de la gran superfamilia de las GST (Board et al., 2000). Tomando como
referencia la secuencia de la proteina humana hGSTO1-1, se determin6 que no solo hay
GST de clase Omega en eucariotes superiores, sino que también estan presentes en
bacterias y en eucariotas inferiores tales como parasitos y hongos (Whitbread et al.,
2005). La estructura basica de las GST de clase Omega esta presente a lo largo de la
escala evolutiva, lo cual junto con su actividad tiol transferasa sugiere que las GST con
capacidad de conjugar GSH han evolucionado a partir de las glutaredoxinas; la
presencia de una cisteina en su centro activo seria también evidencia de este hecho
(Caccuri et al.,, 2002). En la presente memoria se describen tres proteinas de S.
cerevisiae homologas a las GST de clase Omega previamente conocidas, las cuales
estan codificadas por las ORF YGR154c, YKRO76w y YMR251w. A los respectivos
genes los denominamos GTO1, GTO2 y GTO3 (por Glutathione Transferase Omega-
like). Ademés de compartir similitud estructural con las enzimas de la clase Omega,
estas proteinas también presentan las mismas actividades enzimaticas que se han
descrito previamente para esta clase de GST. Si se compara la estructura primaria de
las Gto con otras GST de clase Omega se puede ver que tienen mas similitud con las
enzimas bacterianas, aunque los residuos importantes para la estructura terciaria asi
como para la union con el GSH en la hGSTO1-1 humana también estan presentes en
las tres proteinas Gto, incluyendo la cisteina del centro activo, que es esencial para la

actividad tiol transferasa.

A nivel de distribucién celular es posible encontrar proteinas con estructura y
actividad enzimatica similares pero con localizacion celular diferente. Un ejemplo son las
glutaredoxinas monotidlicas de S. cerevisiae, Grx3, Grx4 y Grx5. Estas tres proteinas
son estructuralmente similares pero las dos primeras tienen localizacion nuclear
mientras que la ultima es mitocondrial (Rodriguez-Manzaneque et al., 1999; Rodriguez-
Manzaneque et al., 2002). Las tres GST de clase Omega de S. cerevisiae que se
describen aqui también tienen una compartimetalizacion diferencial. Mientras que Gtol

es peroxisomal, Gto2 y Gto3 son citosodlicas. Esta diferencia en la localizacion celular
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podria estar relacionada con funciones biolégicas diferentes. En el presente estudio se

hace énfasis en la funcion biolégica de la proteina Gtol.

En el caso de las actividades enzimaticas de las GST Omega de S. cerevisiae,
las tres proteinas son activas como tiol oxidoreductasas sobre el sustrato HED,
empleando un mecanismo monotidlico. Asi, en Gto2 la cisteina Cys46, presente en la
region homologa con el sitio activo de hGSTO1-1, es necesaria y suficiente para la
actividad tiol oxidoreductasa de la molécula. La medida de la actividad de las Gto in vitro
se correlaciona con las actividades detectadas In vivo. En el fondo genético utilizado en
este estudio la actividad glutaredoxina enddgena se debe en gran parte a la actividad de
las enzimas ditidlicas Grx1 y Grx2 simultaneamente (70% aproximadamente), mientras
que el aporte de las Gto a la actividad glutaredoxina total de la célula es menor en
condiciones normales de crecimiento. Posiblemente la actividad de las proteinas Gto
sblo se requiera para funciones celulares especificas que no necesiten niveles
cuantitativamente elevados, o bien dicha actividad se induzca en situaciones
ambientales especiales. Al igual que las enzimas de la familia tioredoxina, se ha descrito
que las GST también responden frente al tratamiento con pro-oxidantes (Veal et al.,
2002; Allocati et al., 2003; Leiers et al., 2003), de modo que la induccion de las GST bajo
estas condiciones es una respuesta evolutivamente conservada de las células al estrés
oxidativo. Esta respuesta frente a agentes oxidantes también se observa en las GST
descritas en este trabajo, indicando que probablemente intervengan en menor o mayor
medida en la defensa frente al estrés oxidativo. Asi, la actividad de Gto2 se incrementa
considerablemente después de un tratamiento con diamida. La actividad glutaredoxina
intracelular basal baja detectada in vivo estaria relacionada con la participacion en
funciones que requeririan la regulacion del estado redox de proteinas especificas. Esta
funcion reguladora redox sobre algunas proteinas es también caracteristica de las
glutaredoxinas monotidlicas de S. cerevisiae (Rodriguez-Manzaneque et al., 2002;

Fernandes y Holmgren, 2004).

La localizacion peroxisomal de Gtol en S. cerevisiae es importante dado que
solo se han reportado dos GST de mamiferos localizadas en este organelo. Una ellas es
humana y pertenece a la clase Kappa (Morel et al., 2004), mientras que la otra es
microsomal y se ha detectado en los peroxisomas hepaticos de rata (Islinger et al.,
2006). Analizando las secuencias homdlogas de Gtol presentes en otros hongos se
observa que sélo las proteinas de especies muy cercanas a S. cerevisiae podrian tener

localizacion peroxisomal. Esta seria, pues, una adquisicion evolutiva muy reciente.
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Otras proteinas que se localizan en los peroxisomas de S. cerevisiae son Lys 1
y Lys4, las cuales hacen parte de la via de sintesis de la lisina; probablemente Lys12
también es peroxisomal ya que ha detectado en su secuencia una sefial de localizacién
tipo PTS2 (Breitling et al., 2002). En el caso del mutante Apex12, en el que existen
deficiencias en la biogénesis de los peroxisomas, se sobrexpresan genes relacionados
con la sintesis de la lisina, probablemente como parte de un mecanismo compensatorio.
Ademads, los mutantes Apex5, Apex7 y Apex12 crecen normalmente en un medio sin
este aminoacido, indicando que a pesar del defecto en la biogénesis de los peroxisomas
se sigue sintetizando lisina posiblemente mediante una via alternativa en el citosol
(Breitling et al., 2002). En el caso del mutante Agtol, su crecimiento se ve afectado en
parte cuando el medio de cultivo carece de lisina, ademas de tener una deficiencia
general en el funcionamiento de los peroxisomas dado que no crece normalmente en un
medio de cultivo con &cido oleico como Unica fuente de carbono. Sin embargo, los
genes de la via de sintesis de la lisina no estan sobrexpresados en este mutante. Esto
indicaria que la ausencia de Gtol podria estar afectando la sintesis o la regulacion de la
concentracion intracelular de este aminoacido debido a un defecto en la actividad de
algunas proteinas peroxisomales. No se descarta, sin embargo, que el efecto de la

ausencia de Gtol sobre la sintesis de lisina sea indirecto.

Ademés de la B-oxidaciobn de &cidos grasos y la sintesis de lisina, los
peroxisomas también participan en vias metabdlicas como la sintesis de eter-
fosfolipidos, a-oxidacion o el metabolismo del glioxilato, entre otras. Otra proteina que
tiene una localizacibn peroxisomal es la cistationina [-liasa en S. cerevisiae. La
cistationina B-liasa, codificada por STR3 en esta levadura, es la Unica enzima de la via
de sintesis de aminoacidos sulfurados que se localiza en el peroxisoma (Gabaldén et al.,
2006). Especificamente cataliza la conversion de la cistationina en homaocisteina, paso
intermedio de la transulfuracion o sintesis de metionina a partir de cisteina (Figura 18).
La relacién entre la cistationina B-liasa y Gtol posiblemente consistiria en la regulacion
del estado redox de una o varias cisteinas de Str3 mediante la actividad glutaredoxina
de Gtol. La matriz del peroxisoma es un ambiente oxidante debido a la produccion de
H.O,, aniones superoxido y epdxidos resultantes de algunos procesos metabdlicos que
alli ocurren. Estos oxidantes podrian estar modificando el estado de oxidacion de las
cisteinas de las proteinas peroxisomales y por consiguiente su actividad biologica. Para
contrarrestar este efecto podria existir un sistema que regulase el estado redox de estas

proteinas en el peroxisoma, de modo que la oxidacién de las cisteinas fuese un evento
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reversible mediante procesos de glutationilacion. La actividad de Str3 estaria regulada
por su estado redox, el cual seria modificado por Gtol mediante la actividad
glutaredoxina de ésta. El analisis realizado en este trabajo indica que la Cys387 de Str3
esta conservada en las cistationina (-liasas de otros hongos, que es importante para su
actividad y que este residuo podria ser una diana para la regulacién de Str3 mediante la
actividad glutaredoxina de Gtol. La localizacion de Gtol y Str3 en el peroxisoma
posiblemente fue un evento paralelo que ocurrié después de la duplicacion del genoma
en el ancestro de los saccharomicetes, lo que permitié en la especializacion funcional y
la compartimentalizacién diferencial de las proteinas homdlogas resultantes. Teniendo
en cuenta esta idea, la actividad de Str3 se ve afectada en ausencia de Gtol, ya que el
mutante Agtol no crece normalmente cuando la cisteina o la cistationina son las Unicas
fuentes de azufre disponibles en el medio, ademas de resultar dicha mutacién en la
disminucion de la concentracion intracelular de GSH. Todos estos datos indican que los
peroxisomas de S. cerevisiae estan relacionados con la sintesis de aminoacidos que

contienen azufre.

El desbalance que existe en la via de asimilacion y fijacion del azufre en el
mutante Agtol causa indirectamente alteraciones en el metabolismo de la serina y la
treonina. Los resultados de este estudio muestran que en el mutante Agtol la expresion
de CHAL (gen que codifica para una serina/treonina hidratasa que cataliza la conversién
de la serina en piruvato y la treonina en 2-oxobutanoato) es superior comparada con la
cepa silvestre. Esto causa que dicho mutante tenga concentraciones intracelulares bajas
de ambos aminoacidos y que dependa del suministro externo presente en el medio de
cultivo. Es importante recordar que la serina es importante para la sintesis de cisteina a
partir de homocisteina y su déficit también afecta la concentracion intracelular de GSH
(Figura 35). Quizés la sobreexpresion de CHAL tenga por finalidad evitar la acumulacion
excesiva de la cistationina, que puede resultar toxica en S. cerevisiae (Figura 44). Dicha

acumulacion se produciria debido a una proteina Str3 defectuosa.

La cistationina B-liasa de otras especies de levaduras evolutivamente
relacionadas con S. cerevisiae como Candida glabrata, Kuyveromyces lactis y Ashbya
gossypii también tienen una sefial tipo PTS1, indicando que la participacion de los
peroxisomas en la transulfuracion, al igual que en la sintesis de lisina, es también una
especializacion reciente de algunos hemiascomicetos. La razon por la que se localizan
ciertos pasos de una via metabdlica en un organelo especifico no se ha aclarado pero

podria deberse a la toxicidad que tienen algunos metabolitos intermedios. Una evidencia
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de ello puede ser que altas concentraciones de homocisteina y cisteina son toxicas para
S. cerevisiae (Kumar et al., 2006), lo cual no descarta que la cistationina también sea
toxica cuando se supera la concentracion habitual de este compuesto en condiciones
normales de crecimiento. Otro aspecto importante que se ha observado previamente es
la diferencia en el pH del lumen peroxisomal entre levaduras y mamiferos. El pH es una
condicion importante para la actividad enzimética y se ha reportado que en los
peroxisomas de mamiferos el pH esta dentro del rango 6,9-7,1 el cual es similar al del
citosol (Jankowski et al., 2001), mientras que en S. cerevisiae el interior peroxisomal es
alcalino (pH 8,2) aunque en el citosol este valor es neutral (van Roermund et al., 2004).
Esto indica que las células de levadura han desarrollado un sistema de gradiente de H*
para el correcto funcionamiento de los procesos metabdlicos que alli se llevan a cabo, lo
que también puede estar relacionado con la compartimentalizacién de un solo paso de

ciertas rutas metabodlicas como es el caso de la sintesis de lisina o la transulfuracion.

La presencia de una GST con actividad glutaredoxina en el peroxisoma lleva a
la pregunta sobre la necesidad de internalizar GSH en este organelo. Se sabe poco
acerca de la concentracion de GSH que pueda haber dentro del peroxisoma y como se
regula dicha concentracion. Sin embargo, se ha reportado la presencia de GSH en los
peroxisomas de la levadura Candida boidinii (Horiguchi et al., 2001) y en los
peroxisomas de plantas (Churin et al., 1999). Ademas, se ha detectado la presencia de
glutation peroxidasas en peroxisomas de mamiferos (Schrader y Fahimi, 2004) y de
plantas (del Rio et al., 2003), indicando que debe haber una cantidad minima de GSH
para el funcionamiento de estas enzimas y que debe existir un sistema de transporte y
regulacion del GSH peroxisomal. Recientemente se ha demostrado in vitro que la
membrana de los peroxisomas de mamiferos permite el paso libre de moléculas
hidrofilicas de pequefio tamafio como el glicolato y el ureato, pero es impermeable a
cofactores de tamafio mayor como NAD/H, NADP/H o CoA (Antonenkov et al., 2004), lo
cual implica la existencia de transportadores de metabolitos que faciliten la entrada de

estos compuestos y de otros sustratos de enzimas peroxisomales.

Mantener la concentracién intracelular de GSH también es importante para S.
cerevisiae, entre otras razones porque esta molécula interviene en la detoxificacién del
cadmio, el cual forma un congujado con el GSH que es expulsado del citosol hacia la
vacuola (Li et al., 1997). La hipersensibilidad que presenta el mutante triple gttl gtt2 gtol
al cadmio resultaria de la suma de dos factores: la concentracion baja de GSH generada

por la falta de Gtol y la ausencia de enzimas que favorezcan la formacion del conjugado

138



Discusion

Cd-GSH. Se ha observado en S. cerevisiae varios efectos relacionados con este hecho.
Por un lado, el mutante Agshl (incapaz de sintetizar GSH) es hipersensible al cadmio y
por otro la expresién de GTT2 en esta especie se induce hasta 25 veces después de
tratar la cepa silvestre con Cd*? (Fauchon et al., 2002). Ademas, en los mutantes Agttl y
Agtt2 no se forma eficientemente el conjugado después de exponer las células a este
metal, causando una hiperacumulacibn en el citosol que no compromete la
supervivencia de los mutantes (Adamis et al., 2004). En el presente estudio hemos
observado que el doble mutante Agttl Agtt2 no presenta una hipersensibilidad al Cd*,
aunque si existe un efecto aditivo cuando en ausencia de Gttl y Gtt2 hay una

concentracion baja de GSH causada por la falta de Gtol.

Otro aspecto importante respecto de la detoxificacion mediada por GST es que
la ausencia de Gtt2 afecta la detoxificacion del NQO (4-nitroquinolona), ya que el
mutante correspondiente Agtt2 es hipersensible a este compuesto. Sorprendentemente,
el quintuple mutante que carece tanto de las Gto como de las Gtt resulta ser menos
sensible al NQO que el mutante Agtt2 aunque mas sensible que la cepa silvestre y que
los demés mutante evaluados en este estudio (Figura 37). El NQO y sus metabolitos
forman aductos en los acidos nucleicos, lo que conlleva una actividad carcinogénica que
se ha observado previamente en modelos animales, ademas de sus efectos citotoxicos
(Bailleul et al., 1989). Se ha visto en mamiferos que la coexpresion de los genes MRP1
0 MRP2, que codifican para transportadores de membrana, junto con GSTP1-1 tiene un
efecto sinérgico en la proteccion frente a los efectos citotoxicos y genotdxicos de la
NQO, indicando que la formacion y el transporte del conjugado con GSH (QO-SG)
deben ocurrir simultineamente para la correcta detoxificacion de la NQO (Morrow et al.,
1998). Ademés, se ha visto que Mrp1 no transporta NQO en ausencia de GSH y que el
conjugado NQO-SG es transportado por Mrpl con una eficiencia similar a la de otros
sustratos (Peklak-Scott et al., 2005). A pesar de esta relacion entre las GST y la
detoxificacion de la NQO, no queda claro el papel de las proteinas Gto en este proceso
en S. cerevisiae, ya que la ausencia simultanea de los genes GTO y GTT reduce la
sensibilidad a este compuesto; sin embargo, si se puede deducir la importancia que

tiene Gtt2 en la detoxificacion de NQO en S. cerevisiae mediante su actividad GST.

En resumen, este estudio muestra como el defecto en la funcion de una GST
con actividad glutaredoxina (Gtol) causa una serie de fenotipos que probablemente son
consecuencia de alteraciones en la via de sintesis de aminoacidos que contienen

azufre. Los genes que intervienen en esta via estan regulados por la concentracién
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intracelular de AdoMet y de cisteina mediante el factor de transcripcion Met4 (Thomas y
Surdin-Kerjan, 1997). Como se ha mencionado en el apartado 1.9.4., la actividad de
Met4 es regulada por ubiquitinacion y la proteina hace parte de dos complejos,
Met4/Met28/Cbfl y Met4/Met31/Met32, que reconocen secuencias O elementos
especificos presentes en los promotores de los genes MET asi como en los de algunos
genes que intervienen en el metabolismo de los carbohidratos. Dichos genes se
sobrexpresan en S. cerevisiae cuando existe un exceso de homocisteina o cisteina en el
medio de cultivo (Kumar et al., 2006). Los genes que tienen un nivel de expresion menor
en el mutante Agtol contienen uno o los dos elementos reconocidos por los complejos
inductores de la transcripcion (Tabla 4). Es interesante observar en estos resultados que
genes como MUP1, GAP1, SAM3 y SERS, los cuales no intervienen directamente en la
sintesis de metionina y cisteina, también tienen las secuencias que pueden ser
reconocidas por dichos complejos. La expresion baja de estos genes no concuerda con
la baja concentracion de cisteina, que a su vez resulta en una concentracion intracelular
baja de GSH en el mutante Agtol. Esto sefialaria que este mutante estaria acumulando
otro metabolito intermedio y que dicha acumulacion afectaria la transcripcion de los
genes necesarios para la sintesis de cisteina y metionina asi como la captacion de estos
aminoacidos del medio. Como se ha mencionado anteriormente, la falta de Gtol puede
estar afectando la actividad de la cistationina (-liasa generando una acumulacién de
cistationina intracelular. Ello nos lleva a sugerir que la cistationina podria ser también un
regulador de la transcripcion de estos genes, aunque sea necesario hacer estudios mas

profundos sobre esta posible regulacion.

Aunqgue en este trabajo se ha llevado a cabo una aproximacién sobre la posible
funcion biolégica de Gtol, es importante abarcar otros aspectos para determinar la
relacion entre las funciones que regulan el estado redox de las proteinas peroxisomales
mediadas por Gtol y la via del metabolismo de la cisteina y la metionina. Determinar el
estado redox de las cisteinas de algunas de las proteinas peroxisomales que
posiblemente estan alteradas por la ausencia de Gtol es una de las tareas pendientes
gue pueden proporcionar informacion interesante sobre los interrogantes que este
trabajo ha abierto. La determinacion de los blancos de accion de las otras dos proteinas

Gto, en este caso de localizacion citosolica, son otra linea de estudio abierta.
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De los estudios realizados durante este trabajo se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

1.

S. cerevisiae tiene tres GST de clase Omega denominadas Gtol, Gto2 y Gto3, las
cuales presentan las actividades enziméaticas tipicas de esta clase de enzimas, esto
es poseer una actividad tiol transferasa elevada, una actividad conjugante de
glutation muy baja o nula, actividad dehidroascorbato reductasa y dimetilarsonato

reductasa.

La actividad tiol oxidoreductasa de las tres Gto de S. cerevisiae detectada in vitro
se manifiesta también in vivo, aunque el grado de esta actividad es diferente para

cada una de ellas.

La cisteina localizada en la posicion 46 de la proteina Gto2 es necesaria y

suficiente para la actividad tiol oxidoreductasa de esta enzima.

La expresion de los genes GTO de S. cerevisiae se induce por estrés oxidativo,
aunque con patrones diferentes para los tres genes, y la dependencia de esta
expresion de los factores de transcripcion Yapl, Msn2 y Msn4 esta relacionada con

la presencia de secuencias YRE y STRE en los promotores de dichos genes.

Gtol junto con Gttl y Gtt2 protegen de manera cooperativa contra la toxicidad del
cadmio en S. cerevisiae. Ademas, Gtt2 es importante para la detoxificacion del

compuesto genotoxico 4-nitroquinolona (NQO) en esta especie.

La proteina Gtol tiene localizacion peroxisomal mientras que las proteinas Gto2 y
Gto3 son citosolicas. Ademas, solamente los homélogos para Gtol en especies
cercanas a S. cerevisiae tienen una sefial de localizacion peroxisomal de tipo PTS1

en la regién C-terminal.

En S. cerevisiae la concentracion intracelular de glutation reducido en el mutante
Agtol es menor que en la cepa silvestre. Esta deficiencia explica la sensibilidad del

triple mutante Agttl Agtt2 Agtol al cadmio.
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El mutante Agtol de S. cerevisiae muestra crecimiento defectuoso cuando utiliza
acido oleico como unica fuente de carbono, lo que se relaciona con deficiencias en

el funcionamiento de los peroxisomas en este mutante.

La falta de la proteina Gtol en S. cerevisiae causa una reduccion de la expresion
de diversos genes implicados en la via de sintesis de aminoacidos que contienen
azufre, asi como de genes involucrados en el transporte de metionina y S-adenosil

metionina a la célula.

En el mutante que carece de Gtol se sobrexpresa el gen CHA1l causando la

reduccion de serina y treonina intracelulares.

El mutante Agtol de S. cerevisiae utiliza deficientemente la cistationina o la cisteina
como Unicas fuentes de azufre debido a que en este mutante la actividad

cistationina B-liasa de la proteina Str3 esta afectada.

La cisteina localizada en la posicion 387 de la proteina Str3 de S. cerevisiae es
importante para su actividad cistationina (-liasa y podria ser blanco de regulacién

redox por Gtol mediante su actividad tiol oxidoreductasa.
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AD
APS
CDNB
CRIDS
DCNB
DMAR
DHAR
GFP
GPx
Glr
GSH
GSSG
GST
HCCI
HED
4-HNE
IL-1
MBP
NADPH
NQO
PBDs
ROS
r.p.m.
TCHQD

Abreviaturas

7. ABREVIATURA S

Enfermedad de Alzheimer

Adenil-sulfato

1-cloro-2,4-dinitrobenceno

Farmacos inhibidores de la liberacion de citoquinas
Dicloronitrobenceno

dimetilarsenato reductasa

dehidroascorbato reductasa

Proteina verde fluorescente

peroxidasa dependiente de glutation

glutation reductasa

L-y-glutamil L-cisteinil-glicina o glutation

glutatién oxidado

Glutatién transferasa(s)

acido 2-hidroxicromeno-2-carboxilico isomerasas
2-hidroxietildisulfuro

4-hidroxinonenal

Interleucina-1

Proteina de unién a maltosa (Maltosa Binding Protein)
Nicotinamida-Adenina Dinucle6tido Fosfato
4-nitroquinolona-1-6xido

Desordenes en la Biogénesis de los Peroxisomas
Especies Reactivas de Oxigeno

Revoluciones por minuto

tertaclorohidroquinona deshalogenasa
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Saccharomyces cerevisiae cells have three Omega class glutathione
S-transferases acling as 1-Cys thiol fransferases
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The Saccharemyces cerevisiae genome encodes three proteins that
display similarities with human GSTCs (Omega class glutathione
S-transferases) hGSTO1-1 and hGSTO2-2. The three veast pro-
teins have been named Giol, Gio2 and Giod, and their purified
recombinant forms are active as thiol transferases (glutaredoxing)
against HED (f-hydroxyethyl disulphide), as dehydroascorbate
reductases and as dimethylarsinic acid reductases, while they are
not active against the standard GST substrate CDNE (1-chloro-
2 A-dinitrobenzeng). Their glutaredoxin activity is also detectabla
in veast cell extracts. The enzyme activity characteristics of the
Gto prateins contrast with those of another yeast GST, Gitl.
The latter is active against CDNE and also displays glutathione
peroxidase activity against organic hyvdroperoxides such as
cumene hydroperoxide, but is not active as a thiol transferase.

Analysis of point mutants derived from wild-rvpe Gto2 indicates
that, among the three cysteine residoes of the molecule, only the
residue at position 46 is required for the glutaredoxin activity.
This indicates that the thiol transferase acts through a mono-
thiol mechanism. Replacing the active site of the veast monothiol
ghutaredoxin Grad with the proposed Gto2 active site containing
Cys* allows Grxs toTetain some activity against HED. Therefore
the residues adjacent to the respective active cysteine residues in
Gto2 and GrxS are important determinants for the thiol transferase
activity against small disulphide-containing molecules.

Key words: deglutathionylation, glutaredoxin (Grx), glutathione
peroxidase, glutathione S-transferase (GST), redox regulation,
thiol oxidoreductase.

INTRODUCTION

GSTs (glutathione S-ransferases) are enzymes that conjugate
GSH to avariety of exogenons and endogenous electrophilic com-
pounds, including emvironmental xencbiotics, anticancer drugs
and products of oxidative stress [ 1-4]. GSHconjugate s are usually
more soluble than the original compounds, and are removed from
the cell by membrane-associated ATP-binding-cassefte trans-
parter. Initially, most studies into GST function were carried oot
using mammalian GSTs, which have been classified into cyto-
solic, mitochondrial and membrane-associated forms [3]. On the
basis of primary sequence and substrate specificity, cytosolic
G5Ts (of both mammalian and non-mammalian origing) have
been divided into anumber of classes: Alpha, Beta, Delta, Epsilon,
Kappa, Lambda, Mu, Phi, Pi, Sigma, Tau, Theta, Omega and
Zeta, The human Kappa class GST protein is located both in the
peroxisemes and mitochondria [5], widening the range of organ-
elle locations for mammalian GSTs. Most GST classes shire a
number of substrates, among which CDME (1-chloro-2,4-dinitro-
benzene) is commonly wsed in standard GST activity determin-
ations. However, GSTOs (Omega class GSTs) display low or null
activity with standard GST substrates, while they have significant
thiol transferase (glotaredoxing activity [6-9]. In most GST
classes, an N-terminal tyrosine or serine residue is essential for
the nucleaphilic attack on substrates. In contrast, Omega and also
Beta class GSTs form a mixed disulphide imvolving GSH and
an M-terminal domain cysteine residue from the GST molacule
[2,6-9]. These GSTs lack the active site tyrosine/serine residue
characteristic of the other classes. GSTOs therefore have differ-
ent characteristics from those of most other GSTs, and func-
ticnally they resemble Grx (glutaredoxiny proteins. Some GSTs,

such as the Alpha class, also display glutathione peroxidase
activity against organic hydroperoxides, including phospholipid
hydroperoxides [10-12].

GSTOs are widely distributed among  living onwusms
although only the human (hGSTOI-1 and ThiGSTO2-2), pig and
Schistosoma mansonii species have been studied extensively with
regard to their enzvmatic functions [6-9,13]. The three-dimen-
sional structure of hGSTOIL-1 has been determined [&], which
revealed that it has the basic characteristics of a GST molecule,
having an N-terminal domain with a thicredoxin-fold structure
that includes the reactive cysteine and a carboxy domain with sev-
eral a-helix regions, which are impaortant for substrate specificity.
GSTOs conld potentially act as redox modulators of the activity of
various proteins. It has been observed that hGSTOL-1 modulates
the activity of calcium channels in different cell types [14], and
alsoplays arole in the post-translational processing of interleukin-
18 [15]. A genetic study associates the hGSTOs with the age of
onset of Alzheimer's disease [16], whichmay point to the relation-
ship between these GSTs and oxidative stress proection.

Compared with GSTs from other organisms, those from fungal
species are both more functionally and structurally diverse [17].
The veast Saccharomyoes cerevisiae has two GSTs {(Gttl and
Git2) that act on standard GST substrates [ 18]. Analysis of their
saquences shows that they cannot be assigned to any of the above-
mentioned GST classes. Gitl is associated with the endoplasmic
reticulum and is involved in thermotolerance [18]. More recently,
it has been shown that Gl and Gu2 are functionally related o
Gril and Grx2, and provide defence against oxidants and other
stresses [19]. Gral and Gra2 are classical dithiol plutaredoxing
required o protect yeast cells against external oxidants [20]. Puri-
fied Grx1 and Grx2 are active as G5Ts, and the absence of the Gtt

Abbreviations used: COMB, 1<cHoro-2 4-dinitrobenzene; DHA, dehydroascorbate; DA, dimethylarsinic acid; Gre, dutaredoeing G8T, glutathions trans-
ferass; GETO, Omega class GST, G, Saccharomyces cersvisias GET1; HED, g-hydroeyethyl disulphids; hGETD, human GETC; Go, dutathicne
fransferase Omega-like; Ni-NTA, M -nitrilatriacetate; IPTG, isoprepyl f-o-thicgalactoside; SC, synthetic complets; +BCOH, thutyl hydropernaxids; ORF,

open reading frame; TRCE, M-p-loeyl-L-phenylalaning chloromethy ksione.

! To whom comespondance shodld be addrezsed (email enric.hemero@cmb.udl.es).
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proteins in a GRXT GRX2 deletion mutant exacerbates the sen-
sitivity of the veast to oxidants [ 19]. These data therefore support
that in §. cerevisiae Gttl and G2 could participate in the defence
against several stress conditions, including oxidant action, in close
relationship with dithiol glutaredoxins. A role in defence against
hydroperoxides has also been described for the Schizesacchare-
myoes pombe homologues of Gitl and G2 [21].

In addition to the two dithiol glutaredoxins, §. cerevisiae cells
contain three monothiol glutaredoxins (Grid, Gred and GryS)
that have homologues in arganisms from bacteria to humans and
are characterized by the presence of a CGFS motif at the active
site [22,23]. The cysteine residue is required for the biological ac-
tivity of yeast GrxS in the synthesis of Fe—S clusters in mitochaon-
dria [23]. In contrast with dithiol glutaredoxins, monothiol gluta-
redoxins arenot active in the standard thiol transferase assay whan
the low-molecular mass disulphide molecule HED (#-hydroxy-
ethyl disulphide) was used as the substrate [24-25].

The observations relating to: (i) the glutaredoxin activity of
GSTOs; (i) the activity of Alpha class and other G5Ts as gluta-
thione peroxidases; and (iii} the fact that Grxl and Grx2 are
active as glutathione peroxidases [27] help to depict the complex
interplay between GSTs, glutaredoxing and glutathicne peroxi-
dases in oxidative stress responses. Analysis of the 8. cerevisiae
fenome shows that it contains three ORFs (open reading frames)
that could code for proteins similar to known GSTOs. In the
present study, we demonstrate that purified recombinant products
af the three ORFs are indeed Gto (glutathione transferase Omega-
like) proteins, which confirms the presence of this class of GST
protein inlower eukaryotes. We show that a single cysteine residus
is essential for the thiol transferase activity and that it cannot
be replaced by residues that are required for thiol transferase
activity in other GST classes. This therefore defines a monothiol
mechanism of action for the Gto proteins as thiol transferases.
The role of other residues conserved in the yeast GSTO proteins
are also described. Finally, we also demonstrate that yeast Grxs
can retain activiry against HED when the Gto2 active site motif
replaces the OGFS matif, therefore pointing to the importance
of the residues surrounding the active site cysteine for the thiol
transferass specificity of monothiol glutaredoxing and GSTOs,

EXPERIMENTAL
Materials

GSH, NADPH, H.Ov, t-BOOH (t-butyl hydroperoxide), etha-
crynic acid, DHA {dehydroascorbate), sodivm cacodylate, IPTG
(isopropyl #-D-thiogalactoside), glvevl betaine, PMSF, TPCK
(MN-p-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketong) and pepstatin
Avwere purchased from Sigma. HED, CDNE and cumene hydro-
peroxide were from Aldrich. Amylose resin was from New
England Biolabs and Ni-NTA (Ni* -nitrilotriscetate)-agarose
was from Qiagen. Factor X was purchased from Amersham
Bicsciences.

Strains and plasmids

The plasmids emploved for expression of recombinant protins in
Escherichia coli BL21 cells (Movagen) are described in Table 1.
Two expression vectors were used: pET-21a (Movagen) and
pPMAL-c2X (MNew England Biclabs). Derivatives of the wild-type
fenes mutatzd in the GTO2 or GRXS sequences (Table 1) were
constructed using the ExSite method [28] Oligonucleotides for
PCE amplification and introduction of the mutations were de-
signed to insert a restriction enzyme site (that did not alter the
translation product) near to or at the desired point mutation and
therefore could be usad as a marker for it. Mutations were con-

£ N0 Bicchemicd Society

Table1 Plasmids employed in this work

FMazmid  Originalvector  Comments

pM3  pET-21a
p43S  pET-21a
pMIE  pET-21a
pMREAS  pET-Z1a
pMREAS  pET-Z1a
pMMET  pET-21a
pMES  pET-21a
pMMEES  pMALcZX
pMIED  pET-21a
pMIES  pET-21a
pMMEE  pMALcZX
pMMEAT  pMALcEX

GTOZ cloned betwsen bdel and Xhol sites of weslor

GT03 cloned betwean Hdel and Xhal sites of weclor

GTT1 cloned betwean Mdel and Ehl siles ol vector

philE derivative, with C485 substitution

PRI derivative, with CE7S substilutian

PRI derivative, with C4EY subslilution

ki34 derivative, with C3075 subsliulion

GTOT cloned batwesn EcoRll and Hindlll siles ol vechor

pMMIEES derietive, with CETS and C207G subetiltions

PN derietive, with C485, T6T5 and C207G subslilutions

GTOZ cloned between BooRil and Patl sibes of veckar

pMI¥E derietive, the CPWE s=quence baginning at
pazilion 46 of Glo2 protein replaced by CGFS

G0 secuenca coding for amine acids 1k 200 clined behweean
EccRland Pstl sites of wector

PR deriative, wilh L2464 substitution

phIE derielive, with G2800 substiltion

IS deritive, with 2875 subsliulion

phNAGE deriative, with E1734 substilution

PN deriative, wilh 51744 subetitution

phYAE derietive, with RE1A substilution

P derietive, with E1720 subsfilution

GRYS with the coding ssquence for CPWE insizad ol e wild
sequencs for CEOFPS, cloned betwesn BamHl and Psil sites
ol wechor

PR30 deriative, with RS1A and E1730 subsliluiors

PRI derivative, with C464 substilutian

PRI derivative, with C463 subslilution

pMMESZ  pMAL-c2X

pMMETT  pMAL-CZX
pMMETD  pMALCEX
pMMEIT  pMALCEY
pMMGEY  pMALCEY
pMMESE  pMALCZX
pMMERS  pMALCZX
pMMEDD  pMALCEX
pMMEDD  pMALCEY

pMMERE  pMALCZX
pMMP31 pET-21a
pMMTE  pET-21a

firmed by DMNA sequencing. The 8. cerevisige GTO genes plus
approx. 600 bp upstream and 200 bp downstream of the coding
sequence were cloned in the multicopy plasmid YEplac195 [29].
The resulting plasmids were pMMSTO (GTO0, cloned betwesn
EcoRlI and BamHI sites of the vector polylinker), pMMS584
(GT02, cloned between EcoRI and HindIII sites) and pMMGI 1
(IO, cloned between BamHI and Pstl sites).

8. cevevisiae W303-1 A(MAT a wrai- 1 ade2-1 lew2-3 112 trpl-1
hig3-11,15) was used as standard wild-tvpe veast strain [22].
MML752 is an isogenic derivative with the GRXI: kanMX4
ind GRXZ:[LEUZ gene disruptions. These were successively
introduced in the wild-tvpe strain by standand genetic methods.

Growth conditions

E. coli BL21 cells carrying the recombinant plasmids were grown
it temperatures ranging from 25 to 37%C in LB (Luria-Bertani)
medium plus 100 ge/ml ampicillin. For transformants camying
pMAL-c2X derivatives, 0.2% glucose was added to the culture
medium. For plasmid selection, veast cells were grown at 30°C
in synthetic complete medium [30] without uracil.

Purification of recombinant proteins

Bacterial cultures transformed with the desired plasmid (derived
from pET-21a or pMAL-c2X) were grown exponentially until they
reached a Dy, of 0.5, IPTG was then added to a final concentration
of | mM and the cells were grown for a further 4 h. The cells were
recovered by centrifugation at 8000 g for 20 min, and the pellets
were processad according to the manofacturer’s instructions for
pET-21a- and pMAL-c2X-based recombinant proteins. In some
cases, | M sorbitol plus 2.5 mM glyey] betaine was added to the
LEsampicillin mediuom to favour the recovery of soluble recom-
hinant proteins. Proteins were purified by affinity chromatography
following the manufacturers instructions. Ni-NTA-agarose
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columns were used for proteins expressad from plasmids based
on pET-214, and amylase resin columns wers used for proteins
expressed from plasmids based on pMAL-c2X.

Lysis of yeast cultures

Yedastcells were grown exponentially toa concentration of approx.
2w LI cellsfml They were recoverad by centrifugation at 6000 g
for 10 min, washed with lysis baffer (1 50 mM phosphate buffer,
pH 6.5) and resuspended in lvsis buffer containing a mixture of
protease inhibitors (PMSE, TPCK and pepstatin A, each at a final
concentration of | mM). An equal volume of glass beads was
added and the cells were broken bw shaking using a FastPrep
FP120 (Thermo Savant), for two periods of 45 = each separated
by | min on ice. The liquid extract was recoverad and centrifuged
at 12000 ¢ for 30 min. The resultant supematant was kept for
further analyses.

Enzyme activity analysis

GST activities were spectrophotometrically determined for dif-
ferent substrates [31]. Thiol transferase (glotaredoxing activity
with HED as substrate was determined through the reduction of
the mixed disulphide formed between HED and GSH. as described
previcusly [32]. DHA and DMAY (dimethylarsinic acid) reduc-
tase activities were measured as described previously [9]. Per-
oxidase activity with different peroxides as subsiraies was as-
sayved as described previously [27]. Protein concentration was
determined using the Bradford method.

Intrinsic fluorescence measurements

Intrinsic fluorescence measurements of wild-type and mutant
Gito2 proteins were performed at 25°C psing a spectrofluorimetar

system RE-3000 (Shimadzu) equipped with a temperature-con-
tralled cell holder. Measurements wera carried out using 2.5 gM
profein in Tris/HCIL, pH 8.0, The excitation wavelength was set at
280 nm, and the range of emission wavelength was szt to betwzen
270 and 400 nm.

In silica analysis

Homoelogy searches were performed using the BLASTP proaram
with defanlt parameters (NCBI; http:fwwwnchinlm. nih. gov/
BLAST). Multiple sequence alignments were performed with
ClustalW [33], using the European Bicinformatics Institute tools
thtep:iwwwebiac.uk). Protein secondary stocture was predicted
using a Multivariate Linear Regression Combination analysis
that comhbined the SOPMA, GOR4 and SIMPA programs [34]
(Metwork Protein Sequence Analysis, PRIL, hitpi/npsa-phil.
ibep.fr).

RESULTS

Three ORFs of the 8. cerevisiae genome code for GETO proteins

Analysis of the §. cerevisiae genome indicated thal it contains
three ORFs whose putative products display similarity with
hGSTOL-1 and other GSTO proteins. We therefore named the
three ORFs GTOI (FGRIS ), GTO2 (YERO70W) and GTO3
(¥YMR251w). GTO2 has also been named ECMY by other authors,
where it was proposed to be involved in cell wall bhiogenesis,
an the basis of the hyvpersensitivity of the corresponding null
mutant te chemical agents that sensa cell wall defects [35]. Simi-
larity between the three Gto profeins extends throughout theiren-
tire amino acid sequence (Figure 1A}, Gtol is 50 % identical with
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SwizsProt aceassion numbers of the compared proleins are (282 also legend of Figure 1) Bruceilz maitnziz, Q8YIK; Rhizobium meiipy, COENH; Xanthomanzs cempesiniz, Q3P4YT; E caly,
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Phil, P427E0; Brazsics juncez Phi2, OTATAT, Orjzz siie Phil, OB5BST; C. egans Ieta, 0950H Homa sapiens Tetal, 043704; Balius gafius Alpha, 000202, H. spien: Alpha, POSZT0;
Kznopus pas Sigma, 0BMHAT; Rz narvegicus Sigma, 033843 H. szpiens Sigma, GEFHT, B nanegizus Pi, PO4906; H. szniee B, O3TIVY; G gafius Mu2, P20135; H. spisn: Mul,
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SPCC1 28107 ¢, DM524; Candidz zihicens ECRA, 058553, feumspam orems NCUMMAER A, QTRWRZ

Gto? and 62% with Gto3, while Gto2 and Gto? are 50 % iden-
tical. Similarity with the metazoan homologues is less marked,
although it also extends throughout the sequence. The cyvateine
residue essential for GSH-dependent activity in hGETO1-1 [a] is
conserved in the three Gio proteins and in eukarvotic homologues
(Cys in Gtol and Cys* in Gto2 and G1o?; Figure 1B). Other
important residues for the activity of the hGSTO -1 species such
as Pro®, Leo® and Lys™ [6] are conserved in the three veast
Gito proteins, hGSTO! -1 Phe™ also has its corresponding residue
in Giel, while it is replaced by a tryvptophan residue in Gto2
and Giod. Compared with hGSTO -1, 5. cerevisiae Gio proteins
are larger as they contain additional amine acid stretches that
do not correspond to any part of the hGSTOL-] sequence. As
an example, the Gtol region spanning amino acids |79-227
(and its equivalent regions in Gto2 and Gio3; Figure 1A) has no
counterpart in hGSTO1-1. BLAST scarches reveal the pressnce
of proteins similar to the three 5. cerevisige products in other
fungal species and in many bacteria, especially protecbacteria
and cvanobacteria. Multiple alignment analysis indicated that
fungal (including the 5. cerevisige Gto proteins) and bacterial
sequences are grouped close to the metazoan GSTC profeins and
are significantly separated from other classes of GSTs (Figure 2).
In this tree, the 5. cerevisiae Gto proteins and their fungal relatives
group together as a subcluster with their bacterial homologues,
Remarkably, veast Gitl does not become pgrouped with other
known GST classes, while Gu2 forms a cluster with sequences
of the GST Zata class (Figure 2), This confirms the previously
observed divergence between the Git proteins (and in general
most fungal G8T=) and mammalian GST classes [17].
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Purified Gto proteins have enzyme activities characteristic
of G8T0s

We atiempted to purify the Gtol, Gto2 and Gio3 proteins from
E. colf cells when they were overexpressed using the pET-21a
expression vector. It was possible to obfain Gto2 in a soluble
form from bacterial coltures at 37°C without further additions,
However, neither recombinant Gtol nor Gto3 became soluble
pnder these conditions. It has been reported that addition of 1 M
sorbitol plus glyeyl betaine (o the growth medium may resuolt in
the solubilization of some recombinant proieins that under other
conditions are insoluble in E. colff calls [36]. W therefora tested
the expression of Gio 1 and Gto3 under thess growth conditions ata
temperature range from 25to 37 °C, Gio was obtained in a soluble
form with the above additions even at 37 “C, while Gtol remained
insoluble under all conditions. We therefore vsed a different
expression vector, pMAL-c2X, tooverexpress Giol, This allowed
us to obtain a soluble protein in which the maltose-binding protein
wis M-terminally fused to Giol. This was achieved in LB medium
without additions at 37°C. Soluble recombinant Gto proteins
obtained under the different conditions reported above were fur-
ther purified by affinity chromatography using Ni-MNTA resin
columns { for pET-21a-based constmcts) or amylase resin columns
(For pMAL-c2X-based constructs). In the latter case, the Giol
moijety was cleaved from the maltose-binding protein by digestion
with Factor X, Purity of the final Gto preparations were checked by
SDSPAGE (10 % gels), followed by Coomassie Blue staining and
scanning of the stained gels (using a GS-800 Bio-Rad densito-
meter). In the above cases and also in those described in later



‘feast Omega class glutathione S-translerases 1M

Table 2 Aclivity of recombinant GSTs of 5. cerevisize with various
subistrates

Rezulls are means+ 5.0. of thres delerminations with separale protein praparations. NO, not
daleclable.

Enzyma
Subsirate Gl Glo2 Glod Gin
Sutathione iramskrass aclivity®
COhE HD HD HD T+4
1.2-Cichlorritrabenzens ND HD HD HD
Ethacrynic acid e | MtE 104114 N
A-Hydramnonana HD HO HD HD
Thicd rarelerase’ 1940118 32741286 11840240 HD
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* Speific aofivity as gmol of MADPH cedcized par min per mg of protein, with &-hedrospethyl
disulphide 35 a subsirale.

* Specilic activily as womal of DHA reducad per min per ma of protein.

* Specilic aclivity s wmol ol MADPH oxicizad per min per mg of prolein

sections, the purity of the recombinant Gto protein in the final
preparafion was at l2ast 95 %,

Recombinant Gto proteins did not display activity against the
GET substrates CDINBE, | 2-dichloronitrobenzene or 4-hvdroxy-
nonenal, while they were active on ethacrynic acid (Table 25
In contrast, they demonsirated thiol transferase activity against
HEI, which is a substrate of dithiol glutaredoxins [32]. Using
recombinant Getl (purified from a construction based on pET-
21a, Table | as a control for standard GSTs, this protein showed
measurable activity against CDNB, as previously reported [ 15].
However, it did not demonstrate any slutaredoxin activity
(Table Z). The Gio proteins also displayed moderate activity as
DHA and DMA" reductasas (Table 2). The spacific activity of the
recombinant Gto proteing against the different substrates tested
was al approximately the same level as that reported forhGSTO1 -
1 [6,13]. In contrast, WGSTO2-2 displaved considerably higher
activity as a DHA reductase [13].

Specific activity of the recombinant Gio proteins as i function
of GSH concentration was determined (Figure 3). The data were
best-fitted with a sigmoidal curve, The apparent Hill coefficients
iRy Were calculated to be 2.36, 2.43 and 4.29 for Giol, G2
and Gto3 respectively, indicating strong positive co-operativiry.
These co-operative interactions are most frequently associated
with multimeric proteins, The K, (app) for GSH was similar for
the three proteins ( 1.13—1.42 mM), while the V' valoes exhibited
larger differences (Figure 3).

Thiol transferase activity of the Gto proteins is expressed i vivo

To determine whether the thiol transferase activity observed with
recombinant Gto proteins was also manifested in vive, a sirain
(MMLTS2) wis usad that lacked the two dithiol glutaredoxins
Grxl and Gra2, 1o lower the thiol transferase activity against the
subsrate HED in cell extracts, This strain exhibited approx. one-
third of the thiol transferase activity presentin extracts from wild-
type cells, Thiswas in accordance with previous obsarvations for
a different genetic background [22]. The origin of the residoal
thiol transferase activity in the absence of GRX | and GRX2 was
not determined. MMLTSZ cells were transformed with multicopy
plasmids carrving GTQJ, GTO2 or GTO3, in which these genes
were expressed under their own promoters. Overexpreasion of
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Figure 3 Thiol ransferase activity of Gio proteins as a function of GSH
concantration

Thicd Iranzherass actiily of recombinart prokeins was assayed amcording the method described
previowsly [321, with G5H concantration varying in the rangs 00 mid. Besl-lit plots wers
delerminad wilh non-linzar regression funclions included in tha Mathematica 5.1 program, K
{app] tlatalled Kol mAT), Vo fabelled V) pafmin per mg of protein) and HIl coeffizient
{hbelled hy; ) values are shown far axch curve. Results correspond o a single rapracaniative
apanimert; difarencas batwsen thres eepeiments were l2ss than 13%.

Gtol or Glo2 profzins i vive caused a significant increase (60—
To%a) incellular thiol transferase acivity above the level observed
in cellular extracts from the void vector-transformed Agred
Agra2 mutant (Figure 43, The increase in enzyme activity in the
cell extracts from Glo3-overexpressing cells wis more modest
{approx. 20 %) but was still reproducible. One of the functions of
GSTs isdefence againstoxidants [3,4]. We therefore hypothesized
that treatment of the above &TO transformants with diamide
(an oxidant of thicl groups) could promote a further increase
in thiol transferase activity measured in cell extracts. This was, in
fact, the case for Gto2-overexpressing cells, but not for those
averexpressing Gtol or Giod (Figure 4). It was concluded that
thiol transferase activity of Gto proteins is present in veast cells
under normal grow th conditions and that, in the case of Gto2, this
activity is induced under oxidative stress conditions. This latter
observation is in accordance with the reported activation of ex-
pression of the GIG2 gene under oxidative stress conditions
371
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Figura 4 kv vive exprassion of glutaredoxin activity from 8. ceravisize Gto
proteing

Cultures of & eravizize calls iranslommed with the mullicopy vector YEplac121 o the derived
plazmids pRMSED (GtoT), phAMSA (@) or pMMETT (GIo3) were grawn xponentially in
50 madium al 30°C 1 a call concantration af aboul 2 = 107 cellsimi. n each cass, half of
the culture had been trealed with 2.5 mM diamide for the previcus 3 h iblack bars), while the
cther half remained untrealed fwhite bars ). Total cell exlracts were obiined and the gutaradzein
activily delermined. Relalive values of specilic adlivity ane shown over the bars. The unilvalue
comasponds (o untreated wild-type cells transformed with the vector jabsolule specific activity:
465 £ 0.16 nmalmin per my of proteind. Results am means + 5.0. or three axpariments.

Gttl has significant activity as glutathione peroxidase,
in contrast with Gto proteins

Many Alpha class GSTs and also some members of other classes
display glutathione peroxidase activity against organic hydro-
peroxides [10-12]. We analysed whether Gto proteins were also
active as glutathione peroxidases. Purified recombinant Gitl was
analysed in parallel. H,0, and two organic hydroperoxides,
+-BOOH and cumene hydroperoxide, were tested as substrates,
Recombinant Guol showed no activity against these three sub-
strates, while Gto2 and GoJd exhibited only very modest activity
against --BOOH (Figure 5). Gto? also showed low but repro-
ducible activity against cumene hydroperoxide. In contrast, we
detected significant peroxidase activity for purified Gitl against
cumene hydroperoxide (Figure 5). Elimination of amy single com-
ponent in the in vifre reaction with Gitl decreased the measure-
ments (0 almost undetectable levels (Figure 5, inset). This
confirmed that the defected glutathione peroxidase activity could
indead be attributed to purified Gitl. Specific peroxidase activity
as 4 function of GSH concentration displayed a sigmoidal curve,
with a K, (app) value of 0.45 mM {results not shown).

The alutaredoxin activity of Gto2 operates through
a single cysteine residue

Our attention was focused on Gto2 to analyse the residues and
protein regions necessary for the glutaredoxin activity of the
molecule. The three-dimensional structure of RGSTO!- | has been
determined experimentally [6] However, this structure could not
b used for obtaining a reliable spatial moedel of Gto2, since
the similarity between the two proteins throughout the amino
acid sequence is below 20 %. A secondary structure model was
determined for Gto2 (see the Experimental section). Inaccordance
with the known stuciure of GSTOs and other GST classes
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Recombinant Gi {espressad from plasmid phTd498), Glol (pRBSEE), Glo2 {phI4) and
Ghid (pMMHOE) proleins were assaved dor glutalhione perozidase aclivily agars! cumens
tpdroperaide (Hack bars), -BOOH fgrey bars) and H: O: (white bars). Speilic activity values
are given as gimolimin per my of prolein The requirements for Gi1 giutalhione perceidass -
Iivity against cumena hydroperceids are shown in the irest, where the percantage of spacific
aclivity {relative 1o the complets assay misture) is indealed when the midure lcked the
Gl anzyme, &5H or glulathions reductase. Resuls are means+ S.00 for thres indapendant
s periments.

[1—46], the predicted secondary structure of Gto2 depicts an M-
terminal domain in which g-strands altemate with e-helices and
a C-terminal domain rich in er-helices (Figure 6A). The sequence
has three cysteine residues {at positions 46, 67 and 307, as shown
in Figure 1A} that could be required for the activity of Gio2 as
a glotaredoxin. Cys* is located between a S-strand and an o-
helix region in the model of Figure 6(A), and the adjacent proline
residue could be important in causing a change in orisntation
of the following o-helix domain. Both residues are conserved
in hGSTO1-1 (Figure |B). The equivalent Cys® in hGSTO1-1
is exposed at the surface of the molecule [6]. The other two
cysieine residues of Gio2 do not have an equivalent in hGSTO -1
or in Gtol or Gtod. Point motations were inserted into the se-
quence of Gto2 that alterad the three cysteing residues. Only the
absence of Cys" decreased the thiol transferase activity of Glo2
to the same undetectable levels as a molecule lacking all three
cysteines (Figure 6B). A mutant form of Gio2 was made in which
Cys* was the only one of the three cysteine residues left un-
changed, and this protein had enzyme activity levels comparable
with that of the wild-tvpe protein, which indicated that the thiol
transferase activity of Gto2 operates through a single cysteine
residue at position 46, that is, using a monothiol mechanism.

In many GST classes, a serine or tyrosing residue at the active
site is responsible for the nucleophilic attack on substrates such
as CDMBE [1-3]. We then tesied the effect of replacing Cys*™
with a serine or tyrosing residue on the iq wirre GST activity
of Gto2. Besides being complately inactive as thiol transferasss
(Figure &), the mutated Gto2 versions (C463 and C46Y) did
not recover the activity against CDNB, which remained at basal
lewels, Recently, it has been shown that replacing the active site
cysieine with an alanine residue in hGSTO1-1 is able to restore
activity with CDNB [9]. However, this was not the case for the
Gto2 mutant C464, which displayed no activity against CONB
(results not shown).
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An analysis of Auorescence emission spectra was made (o
determine whether replacement of the active site Cys* residue
had an effect on the global structure of Gro2 (Figure 7). The
intrinsic fluorescence emission of a profein is affected by changes
in the environment of aromatic residues and provides information
on changes in its tertiary structure. No detectable changes were
aeen for the C46G and C464 substitutions, indicating that the lack
of enzyme activity of the respective derivatives was strictly due
to the absence of Cys*. For the C465 and C46Y substitutions,
a moderate decrease of emission intensity was detected, which
may indicate some alteration of the tertiary stucture of the
protein or quenching of trvptophan fluorescence by the more polar
environment causad by the hvdroxylated amino acid.

We tested whether replacing Cys* plus the adjacent residues
Pro¥, Trp® and Ala® in Gio2 (Figure 1A) with the CGFS
sequence of the Grx5 active site had some effect on the thiol
transferase activity of the protein. It must be stressed that, besides
Cys*_only Gto2 Pro® (but not Trp'® and Ala*) is conserved in
other GSTOs (Figure 1B). The hybrid Gio2 molacule with the
CGFS motif of Grxd showed no detectable activity as a thiol
transferase with HED (Figure 6B). This confirmed that, although
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Figure 7 Indrinsic fluorescence smission spattra analysis of Gla2

Emission specira of wild-typs and racombirent G2 proleins with the indicaled aming acid
changes were recorded aftar sxcilation al 250 nm

Cys*™ was required for Gre2 activity, the adjacent residues were
also important,

It has been proposad that an electron-sharing network consist-
ing of allemating ionic bridge interactions berween negatively
and positively charged aminoe acids is important for the catalytic
activity of many, if not all, GST classes [38] In hGSTOL-1, Arg™,
Glu™ and Ser® would be part of in soch a network, facilitating the
formation of anionic glutathione as an essential step in the GST-
mediated catalysis [38]. The equivalent residves in 8. cerevisiae
Gto? are Arg”', Glu'™ and Ser™. We individually replaced
these residues with alanine residues and purified the new protein
versions. Mone of the substitotions, or indeed an E173D change,
affected the thiol transferase activity of Gto2 (Figure 6B ). The
double substitntion R31A/EIT3D alse had no effect on Gio2
activity, At least in the case of yeast Gto2, it therefore seems
that those three residues are not required for the in vifro enzyme
activity,

The C-terminal damain of Gio2 is alse required for the activily
of the pratein

GSTs and hoth dithiol and monothiol glutaredoxing are members
of the thicredoxin superfamily together with other proteins that
interact with cvsteine-containing substrates, such as thioredoxing,
protein - disulphide-isomerases and  glutathione  peroxidases
[30.40]. A structural motif called the thioredoxin fold is shared by
all members of this superfamily. This motif is formed by a four-
or five-stranded B-sheet with a number of a-helices distributed
on either side. This thioredoxin-fold structure constitutes the N-
modery of all GS5Ts, including those of the Omega class [1-4.6].
T test whether the first half of the Gto2 molecule, which includes
all parts of the thioredoxin-fold structure (Figure 6A), was suffi-
cient to provide the enzyme activity, a version of Gto2 was
made that was truncated affer amino acid 200. Although this
troncated form of Gto2 still contained Cys®, it was nat active
in the HED assay. This indicated that for Gto2 the thioredoxin-
fold domain alone was not sufficient for the protein to be active
as  thiol transferase, Three rezidues (Leu™, Gly*® and Asp™)
in the C-terminal moiety of Gio2 are conserved al equivalent
positions of Gto2 homologues from other species. We mutated
these residues separately and studied the effects on activity of
the respective recombinant proteins. The change D287G tatally
abolished enzvme activity, while the other two changes (L2464
and G2B0L) produced no detectable effects (Figure 6B).

£ X6 Bicchemical Society
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A hybrid Grx5 protein with the active site of GtoZ has some thiol
fransferase activity

As shown above, Gio2 operates throngh a monothiol mechanism
of action for its thiol oxidoreductase activity on HED. However,
GrxS and other monothiol glutaredoxins are unable to reduce
this sobstrate. To test whether the CPWA sequence of the
proposed active site of Gto2 was able to provide Grx3 with
activity in the HEL} assay, we made a mutant protein where the
Grxd CGFS active site was replaced with the CPWA sequence
{plasmid pMM6&94; as shown in Table 13, This hybrid Grx3
protein displayed some activity in the complete assay (694
l4nmolfmin per mg of protein, mean 4+ 5.D. for three experi-
ments). The specific activity against HED of the modified GrxS
form was considerable lower than the activity of Gto2 in the same
assay (Table 2). However, it was significantly above background
levels and it was not detectable in the absence of GSH or the
substrate. We conclude that the amino acids adjacent to the res-
pective active site cysteine residues in Gto2 and GrxS are im-
portant determinants to define the action on small disulphide-
containing molecules such as HED.

DISCUSSION

Glutaredoxins utilize G5H as an electron donor in the reduction of
disulphide bridges, while typical GSTs use GSH to conjugats it to
electrophilic compounds [1—4,32]. The two types of enzymes are
related both structurally and functionally. Thus the N-terminal
moiety of G5Ts and the complete structure of dithiol gluta-
redoxins share the thicredoxin-fold domain [29.40]. Dithiol
glutaredoxins, but not monothiol cnes, exhibit GSH-disulphide
oxidoreductase activity when assaved with subsirates such as
HED [24-26,22]. This is also the case for eukaryotic GSTOs, in-
cluding the three yeast Gto proteins. A single cysteine at the active
site (Cys*) is sufficient for the enzyme activity of Gto2, which
therefore operates as thiol oxidoreductase through a monothiol
mechanism of action. However, the differential activity on the
small disulphide HED molecule indicates that monothiol gluta-
redoxing and GSTOs employ different mechanisms of enzvme
activity. The present study shows that the amino acids adjacent to
the active site cysteine residue in Gto2 and Grx 5 are important for
determining the activity of the two proteins against HED. A hybrid
derivative of GrxS with the CPWA sequence from the Gto2 active
site retains some enzyme activity. This suggests that the glycine,
phemylalanine and serine residues adjacent to Cys* in Grx5
establish some constraints for the deglutathionylation reaction.
This does not discard the existence of additional structural
constraints outside the active site of Grx5 [41], which wouold
explain that the activity of the hybrid Grxd derivative occurs at
Tow levels,

Fungal GSTs display a wide variety of primary structures,
which are different from structures of mammalian GST classes
[3.17]. However, homologues of hGSTO1-1 and of other higher
eukaryote GSTOs are also present in lower eukaryvotes such as
8. cerevisige, as well as in other fungi and bacteria. The primary
structure of the three yeast homoelogues (Gtol, Go2 and Gto3)
is mofe similar to bacterial GSTOs than to hGSTO1-1, although
a number of residues that are important for the tertiary structore
of the latter and for its interaction with GSH [6] are also present in
the three veast Gto proteins. This includes the N-terminal cysteine
residue essential for thiol oxidore ductase activity (Cyvs* and Cys*
in hGSTO1-1 and Gio2 respectivelv). It is remarkable that, while
most bacterial and fungal GSTs are structurally separatad from
mammalian GSTs [17], those with the bhasic structore of the
Omega class are present along the whole evolutionary scale.

£ N6 Biochemicd Society

This, together with the fact that they operate as glotaredoxins,
suggest their importance in the evolution from GSH-dependent
redox enzymes o GSTconjugating enzymes on the basis of a
thioredoxin-fold module. It has been suggested that the GST
classas with GSH-conjugation ability could have evolved from
thiol-disulphide oxidoreductases that use GSH as redox donor,
and could be precursors of other GST classes [42]. GSTs with
cvsieine residues at their active sites could be representatives of
these ancient GSTs.

The glutaredoxin activity of Gtol, Gto2 and Gto3 measured
in vitre comelates with their in vive expression. Of the total thiol
transferase activity detected incell extracts in our hands, approx.
70% was probably due to the two dithiol glutaredoxing Grl
and Grx2. The remaining activity in the absence of Grxl and
Grx2 can be increased approx. L6- to 1L.7-fold by separately
overexpressing Grol or Gto2 (or more modestly in the case of
Gto3) in otherwise normal growth conditions. This means that
in veast cells with a single copy of any of the GTO genes, the
glutaredoxin activity of these GSTs would account for only a
small percentage of the total glutaredoxin activity of the cell
The enzyme activity of the Gto proteins is probably required
for specialized functions during growth on glucose medium,
of they must otherwise be induced in specific situations. For
instance, Guo2 activity increases significantly during stress cansed
by diamide. Whole-proteome analysis in yeast cells [43] and our
own studies with green Auorescent protein-tagged forms of the
three Gto proteins indicate that Giol has a peroxisomal location,
while Gto2 and Gio3 are cytosolic. In spite of the peroxisomal
lecation of Gtol, it is clear that its activity can even be expressed
under growth conditions (such as on glucose-based medium) in
which the number of peroxisomes per veast cell is low. The low
glutaredoxin activity of Gio proteins is compatible with their
participation in specific functions inside the cell that require
the maintenance of the adequate redox state of specific protein
targets, instead of a general role in the defence against oxidative
stress, These specific roles in determined cellular functions are
ilso characteristic of monothiol glutaredoxins [44.45].

The C-terminal moiety of Gto2 is required for the activity
of the enzvme in addition to the N-terminal region containing
Cys*. Asp™ is an essential residue in the C-terminal region.
Aspartate residues are present at equivalent positions in Gto
homologues, including hGSTOL-1. The equivalent in hGSTO1-1
(Asp'™) is located at the same «-helix as Arg'®. This has been
proposed to participate (together with other residues at both the
M- and C-terminal moieties) in the formation of the H-site re-
sponsible for the interaction with GST substrates [6]. hGSTO1-1
Arg'™ is also conserved in all the GSTO proteins analysed.
However, it must be kept in mind that the in vifre assays for thiol
transferase activity are not performed with natural GST substrates,
This favours the hvpothesis that Asp™ in Gto2, and its equivalents
in Gto2 homologoes, could participate in the maintenance of the
general structure of the protein instzad of being directly involved
in the enzyme reaction. In hGTO1-1, Asp'™ is part of the e6-helix,
which is located close to the e | -helix. The cl-helix is important
for the structure of the active site and includes Arg™, a residue
that is conserved in the three Gio proteins [6] (Figure 13, This
madel for hGTO1-1 suggests an interaction between Asp'™ and
Arg”. A similar situation in Gto2 would explain the requirement
for Asp™ for the spatial conformation of the molacule.

5. cerevisiae Gttl and G2 have structural similariies with
Ure2, aregulator of nitrogen catabolic gene expression. Although
lacking GST activity [18], the Ure2 protein has glutathione per-
oxidasz activity [46]. Purified Gl is active as a glutathione
peroxidase against organic hydroperoxides, although not against
H.0,. This combined with the peroxidase activity of Grxl and
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Gry2 [23] supports the in vive Tole of the Git GSTs and the
two dithiol glutaredoxins in the defence against hvdroperoxides.
Among the three Schizosaccharomyces pombe GSTs (Gstl, Gsi2
and Gst3), Gst? is the most similar to Gttl and exhibits in vive
activity as a glutathione peroxidase against organic hydro-
peroxides [18]. Therefore the peroxidase activity of Gitl and
its possible role in protection against oxidative stress in co-oper-
ation with other anticxidant systems may be a conserved property
in different fungi. Altogether, thess observations support the
existence of a complex relationship between GSTs, glutaredoxins
and glutathione peroxidases in general protection against oxi-
dative stress and in spacific protein redox regulation.
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in. This protein is also located at the peroxi
mvobved in iransulforation of cysteine ingo homocysteine, and requires a conserved cysteine residue for its

mes in 8. cerevisiae, where

Glutathione transferases (GSTs) conjugate xencbiotics or
their metabolites to glutathione (GSH), followed by elimina-
tion of the conjugates from the cell through ATPase pumps (2,
24, 64). In addition, GSTs are also important in processes such
as protection against oxidative stress, regulation of gene ex-
pression, or signal transduction (4, 34, 51, 64, 70). GSTs are
divided into classes based on sequence, substrate specificity, or
immunelogical properties. A majority of studies have been
done with mammalian cytosolic GSTs, for which the division
into classes was initially applied. However, G5Ts also exist as
membrane-associated (microsomal) forms, as well as in or-
ganelles such as mitochondria or peroxisomes (34, 46). Bacte-
ria and eukaryotes such as fungl or parasites also contain
GSTs, although these are structorally and immunologically
different from mammalian or plant G3Ts (17, 47, 64, 75).

Only a few fungal GST and GST-like proteins have been
studied to some extent (47). The veast Saccharcmyees cerevi-
sige has two proteins with GST activity, the products of the
genes GTTI and GTT2 (11). Gitl is associated with the endo-
plasmic reticulum and could be involved in thermotolerance
(11}, Gl and Gt2 are functionally related to dithiol glutare-
doxins Grxl and Grx2 in defense against oxidants and other
stresses (14). In addition to their thiol transferase activity,
Grxl and Grx2 are active as plutathione peroxidases and have
activity against standard GST substrates (14, 15). Purified Gttl

* Corresponding author. Mailing address: Departament de Ciéncies
Mediques Basiques, Facultat de Medicina, Universitat de Lleida,
Montserrat Roig 2, 25008 Lleida, Spain. Phone: (34) 973-T02409. Fax:
(345 973-T02426. E-mail: enric.herreroitomb,udl.es,

7 Published ahead of print on 25 August 2006,

also displays activity as glutathione peroxidase against organic
hydropercxides (25). Owerlapping functions therefore seem to
exist between the Gul/Gu2 and the Grxl/Grxl proteins.
Schizospecharomyces pombe has three homelogues of Gttl/
Gl (named Gstl, Gst2, and Gst3) also with a function in
defense against hydroperoxides (72). A role of 8. cercvisiae
Grtl and Gtt2 has been proposed in cadmium stress through
the possible formation of Cd-GSH complexes (1). However, a
grel gnt2 mutant is not hypersensitive to Cd (56), raising doubts
on the function of the Gtt proteins in Cd detoxification. In-
triguingly, the Git homologue Urel, which is devoid of gluta-
thione peroxidase and GST activity, participates in the detox-
ification of Cd and other heavy metals (56, 57). The relationship
between Cd stress and GSH metabolism is nevertheless sup-
ported by two facts: (i) expression of the GSHI gene {coding for
the first enzyme of the GSH biosynthetic route, v-glutamyleys
teine synthetase) is induced by Cd through a mechanism that is
dependent on transcriptional regulators that modulate the sulfur
amino acid biosynthetic route (19) and (i) when veast cells are
exposed to Cd most of the assimilated sulfur isredirected to GSH
synthesis (23).

Omega class GSTs diverge from other GST classes because
they have low or no activity against standard GST substrates,
whereas they are active as glutaredoxins/thiol oxidoreductases
and dehydroascorbate reductases through a single cysteine res-
idue at the active site (6. 80). Thus, omega GSTs are active as
redox regulators of thiol groups, with GSH as a reductant.
Omega GSTs or homologues for which enzyme activity has not
vel been characterized are widespread in evolutionary diver-
gent organisms from bacteria to mammals (25, 30, 60, 80). 5.
cerevisige cells contain three omega class GSTs (Gtol, Grol,
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TABLE 1. Strains used in this study

Strain Relevant genotype Conineats

WA 1A MATn weas-1 ade2-1 lew2 3-112 trpid-1 kis3-11,15 Wild type

Wir1B MATx wra3-1 ade2-1 leu2 3-112 tpl-1 kis3-11,15 Wild type

MML535 MATa gtol matMX4 Deletion of GTOF in W3023-14

MML534 MATw giod imatMX4 Deletion of GTOS in W302-1B

MML538 MATa gto2 lanMX4 Deletion of GTO2 in W302-1A

MML540 MATx gioZukanMXd Deletion of GTO2 in W302-1B

MML542 MATa giodmatM X4 Deletion of GTO03 in W3023-14A

MML544 MATw giof hanMXS Deletion of GTOF in W302-1B

MML572 MATa [pMMA01{ GTO2-3HA)]::URAT Integration of pMM401 in W303-1A

MMLS5ET MATa giod:kanMX4 gio3: natMXd From a cross, MML542 = MML546

MML590 MATw giolkanMX4 giol: kanMX4 glo3unatMX4 From a cross, MML540 = MMLS8T

MML62E MATa grtl::CallRAT Deletion of GTTT in W3-14

MML62Y MATa g2 dranMXS Deletion of GTT2 in W3-14

MML630 MATa gii2:mathX4 Deletion of GTT2 in W3-14

MMLA3M MATw giol:natMX4 gl :CallRAT From a cross, MML536 = MMLA2S

MML636 MATw gioZukanMXS gied CallR43 From a cross, MML540 = MMLA2S

MMLA61 MATa gl :CallRAST g2 banMX4 From a cross, MMLA29 = MMLA34

MMLo66 MATa gl :CallRAST gii2:matMYX4 From a cross, MMLA30 = MMLA36

MMLA8E MATa grod:kanMX4 gio2: kenMX4 glo3 matMX4 From a cross, MML540 = MML527

MML6ET MATa giol anMX gio2danMXES From a cross, MML590 = MMLb66
gitl:CaliRAT g2 imarMX4

MMLT16 MATa gtol ikanMXS gio?kanMXd gro3:LEL2 Disruption of G003 in MMLART, using pMMS550
gitl:CaliRAT gii2imatMX4

MMLA2A MATa sivd:danMXS Deletion of STRT n W303-14

Wmsn2msnd MATa msn2::HIS3 mend:: TRPI From F. Estruch; deletion of MSN2 and MSNS in W303-14

Wyapl MATa yapl: danMX4 From F. Estruch; deletion of ¥4P{ in W303-1A

BY4741 MATa his3AL lew2 A0 met]! SAQ wraiA0 Wild type

3603 MATa pexSulenMX4 From EUROSCARF; deletion of PEXY in BY4741

T 0T MATa pex7:kenMX4 From EUROSCARF; deletion of PEXS in BY4741

TEUROSCARF, Enmpean Seccharamnices cerevishae Amchive for Functional Analysis {Univessity of Frankfort, http: fweb.ani-frankfurt. de fbl5/mikrofeurcacart).

and Gto3) with an enzyme activity pattern similar to human
omega G5Ts hGTO1-1 and hGTO2-2 (25). Studies with puri-
fied Gto2 indicate that a single cysteine conserved in other
omega GSTs is sufficient for its glutaredoxin activity, therefore
indicating that this oceurs through a monothiol mechanism of
action (25). In the present study we demonstrated that Gto2
and Gto3 are located at the cytosol, whereas Gtol is peroxi-
somal. We also analyzed the expression of the three genes in
different stress conditions and carried out a phenotypic study
of the mutants in relation to mutants lacking the GTT genes.
These functional analyses point to a role of Gtol in the me-
tabolism of sulfur amino acids at the peroxisomes and propose
a relationship between Gtol and cystathionine [3-lvase activity.

MATERIALS AND METHODS

Strains and growth conditions. The £ cerevistee strains used in the present
study are described in Table 1. The following rich media were used for cell
growth: YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glocoss), YPGhy (1% yeast
extract, 2% peptone, 3% ghyeercl), and YPOle (1% yeast extract, 2% peptone,
0.2% aleic acid, 0L02% Twean 40). Defined 5C or media were also used, with
the muxotrophic requirements for each strain (65); glocose at 2% or oleic acid
{002% ) plus Tween 40 (0.02%) was added a: a carbon source. Two percent agar
was added in solid media. Sulfur-free B medinm (in some cases solidified with
14 agarse [10]) was used 1o anabyme growth ability cn different sulfur sources.
Cultires were incubated at 30°C. Before cells were grown in okic acid-based
medinm, they were preincubated in YPD mediom (or in SC plus glncose in case
of plasmid transformants) 1o a cell density of 3 % 107 calls/m] and then resns-
pended at 0.3 to 05 = 107 cells/ml in YPOle (or SC plus cleic acid) medinm and
incubated in these conditions for the indicated times.

Plasmids. Plasmids pMM3% and phM446 contain C-terminal green fluores-
cent protein (GFP) fusions to GTO2 and GT03, respectively, under the control
of the MET2S promoter in the pUG3S weotor (from W. H. Hegemann, Institute
of Micmbiclogy, Dusseldorf, Germany). The complete GTO2 and & T3 coding

sequences  (PCR-amplified) were cloned betwsen the Xbal-EcoRI (for
pMM399) or BamHI-Clal (for pMM448) vector sites. Integrative plasmid
pMM401 s a YIplac2ll (2%) derivative with G702 under its own promoter,
tagged at the T end with three hemagglotinin (HA) epitopes in tandem. This
plasmid was used to construct strain MMLST72, after EcoRV-mediated linear-
ization of pMM401, transformation of wild-type cells, and integration at the
chromosomal URAT site. pMM440 & a centromeric UR43 plasmid that carries
the complete coding sequence of GTOS under the control of the 0y promoter
from pCM 189 (26, with an N-terminal fusion of the coding sequence to the GFP
tag. Plasmid pMMT36 is based in YCplacZl1 (29) and contains the GTO0 gena
expressed under its own promoter and TAP tagged at its W terminus; the TAP
tag was PCR amplified from plasmid pBE1761 (540 To generate the internal
disruption of GT03 in strain MMLT16, plasmid pMMS30 was coastructed. This
plasmid i based on Yiplac2ll and contains the G703 sequence under its own
promoter, C-end tagged with 3-HA and disrupred at the intemnal Xbal site of
GT03 with a LEU? gene plus promoter cassette amplified from Ylplacl28 (205
Then, a DMA fragment that contains the LEU2 marker cassette lanked at both
ends by 230 bp of the GTOF coding sequence was PCR amplified from pMRM350
for disraption of the wild-type GTO3 gene. Plasmid pMMT756 contains the STHR3
open mading frame expressed from the rerC; promoter, cloped between the
BamHI and Motl sites of pCM188 (26). The following plasmids derive from
pMMT56 and express point motant derivatives of STRT: pMMT38 (Cya3535er),
pMMTE0 (Cys3a2Ser), and pMMTEZ (Cys38 T5er).

Genetic methods. Standard protocols were wsed for DMA manipulaticns and
cell transformaticns. Point muotants were constructed with the ExSite method
(79, using cligonuclectides for PCR amplification that introduced the desired
mutation and proximally inserted a restriction enzyme site that did not alter the
translation product. Mutations were confirmed by DMA sequencing. Single null
mutants were obtained by using the short-Ranking homology approach after
PCR amplification of the kanMXS (76, the naeMXS (32), or the CaURAIME
{31 cassettes. Disruptions were confirmed by PCR anabysis. Multiple mutants
were obtained by crossing the desired parental mutant strains, followed by
diploid sporulation, tetrad analysis, and selection of the desired mutant
combinations {65).

Determination of chemical sensitivities. Bicecreen automated anabysis of the
effect of different inhibitoms on yeast cell growth was done with cells cultored in
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supplemanted SO liquid medinom at 307, using procedumes described previonshy
(781 A range of concentrations were tested beforehand for each chemical 1o
determine the concentration value decreasing the exponental growth rate in
wild-type cells by 2098, This value was used in forther experiments. The results
were scoted doring 48 b of growth at 30°%C at high intensity shaking, The time
Interval berween optical dersity (&0 nm) readings was 20 min.

Microarray analysis. About 3 % 10° wild-type or mutant cells growing expo-
nientially in YPD medinm were collected, and matal RNA was extracted by using
the RiboPure-Yeast RNA posification Kt (Ambion). For each array hybridiza-
tion experiment, labeled cDNA was synthesized from a wild-type o motant
sample (30 wg of twotal RNA) by vsing the CyScribe postlabeling kit in the
presence of Cy3-dUTE or O3-dUTP (GE Healthears). Dhves were swapped for
wild-rype and mutant cells in independent experiments 1o avoid dye-specific bias
Fluorescence-labeled cDMNAz from both steains were combined and hybridized 1o
yeast gencanic microarrays. The characters tics of these and the prehybridization,
hybridization, and washing conditions have bean described ekawhers (T4) Hy-
bridized arrays were scanned with an Axon 41004 scanner jAxon Instruments,
Ine.), and fluorescence ratio measorements were anabyzed by using the GenePix
Pro 50 software (Ason Instroments, Inc.). The dara from thee independent
experiments inwhich both strains were labeled in parallel were used to caloulate
the median of the rato for each gene. A given gene was considerad to be
differentially expressad between both strains when the wild-type/murant ratio was
higher than 2.0 or lower than 0.5 in at lkeast two of the three experiments, and the
dhyes were swapped in the considered experiments.

In =ilico analysis. A search for promoter regolatory sequences was made at the
regulatory sequence analysis tonks site (hitp/frsat sombhboolb.ac.befrsat) (711 The
MITOPROT program (133 was mwsed to predict mitcchondrial targeting se-
quences. Multiple sequence alignments were done with CLUSTAL W is8), using
the European Biolnformatics Institute tools {www e blacok).

Miscellaneons methods, Mitochondria were porified and subfractionated | 18)
from exponential yeast cultires In YPGly medinm at a cell concentration of 2 =
107 cells par mL Western blot analyses were done as described previoosly (597,
with 12CAS anti-HA MaAb antibody (Roche Diagnostics) at a 15,000 dilotion
and anti-lipoic acid antibody at 150,000 dilotion. In Morthem blot smodies,
alectrophoresis of ENA, probe labeling with digoxigenin, hybridization, and
signal detection were carried oot as previonsty desceibed (26). Signak wera
quantified by vsing the Lomi-Imager equipment { Roche Diagnostics) sofrwara,
Gene probes were generated from genomic DA by PCR. osing oligonucleo-
tides designed o amplify internal open reading frame mgions. Micrcscopic
localization of GFP-abeled proteins in living cells was done by standarnd tech-
nigques {641 Total and redoced glotathicne was measured as desceibed previously
{41 Cell volumes wete determined with a Couler #2 particle anabyzer.

RESULTS

Giol is located at peroxisomes, whereas Guol and Guod are
cviosolic. In order to determine the cellular location of the
yeast Gto proteins, we constructed GFP-fused versions of
them. Gtol has a C-terminal sequence compatible with a per-
oxisomal location. Most peroxisomal proteins are imported
into the organelle by one of two alternative pathways, one that
recognizes a PTS] sequence at the protein C terminus and
another one that recognizes an internal PTS2 sequence (36,
55). The C-terminal SEL amino acid sequence of Giol is one
of the possible PTS1 variants in veast cells (44, 73). To confirm
the peroxisomal location of Grol microscopically, the GFF tag
was added at the N terminus of the protein, and this was
expressed under the control of the doxyeycline-regulatable e
promoter. For Gtol and Gta3 the tag was added at the C
terminus and the construct expressed from the MET2S pro-
moter. Gtol showed a punctate distribution in cells grown on
oleic acid, which was not abserved in glucose-grown cells (Fig.
LA). This pattern is characteristic of peroxisomal proteins (21).
To confirm it, we studied the microscopic pattern of Gtol in a
ApexS mutant (deficient in PTSl-mediated import) and a
Apex? mutant (deficient in PTS2-mediated import) (21, 73).
The punctate location of Gtol in oleic acid-grown cells was lost

Evraryor. Cerr

(A)

GFP-Gto1
wi Apex5 Apex7?
Oleic acid  Glucose
(B)
Gto2-GFP Gto3-GFP vector

Glucose

(C)

TE  MIT IMS MTX  PM
Gto2-HA—» e —
a-KGDH~a —_—
PDH” —

FIG. 1. Cellular localization of the Gra proteins. (A and B) Wild-
type BY4T41 cells or the respective Apexd (strain Y03603) and Apex7
(strain YO4076) mutants transformed with the empty vector pUG33 or
with the plasmids carrying the GFP-tagged GTO constructions
(pMM440, pMM309, and pMM446, respectively, for GTOL, GTOZ2,
and GTO3) were grown in oleic acid { YPOle) medium for 16 h at 30°C
or in glueose (YPD) medium in exponential conditions and then ob-
served by fuorescence microscopy. (C) MMS72 cells {carying a chro-
mosomally integrated version of GTO2-3HA) were grown in YPD
medium until late exponential phase and then diluted 1:100 in YPGly
medium and cultured at 30°C umtil a concentration of 25 x 107
cells'ml before cellular fractionation was achieved. The resulting frac-
tions were analyzed by Western blotting, using anti-HA antibodies to
detect Gto? and anti-lipoic acid antibodies to detect the mitochondrial
markers pyruvate dehydrogenase { PDH) and e-ketoglitarate dehydro-
genase {o-KGDH). S micrograms of protein were loaded in each
lane for total cell extracts (TE) and postmitochandrial supematant
(PM) fractions, and 3 pg was loaded for the mitochondrial (MIT),

ntermembrane space (IM5), and matrix (MTX) fractions,

in the ApexS mutant, but not in Apex? cells (Fig. 1A). This
therefore supported a PTS1-mediated import pathway for
Gtol. The punctate pattern was still observed when gene ex-
pression was reduced by adding intermediate doxveyeline con-
centrations (50 to 100 ng/ml) to the growth medium (not
shown). These observations confirm previous studies based on
in silico detection of yeast peroxisomal proteins (28) and also
the experimental detection in a high-throughput screen of
Gtol in peroxisomes (82).

We analyzed whether Gto homologues in other fungi also
carried PTS1 motifs at their C termini. None of the Gto ho-
mologues in Kluyveromyees lactis (Swiss-Prot accession number
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FIG. 1. Northern blot analysis of the expression of the GICH, GT02, GTO3, GITI, and GTT2 genes after addition of different agents, Cells
from a wild-type (W303-1A) or the respective isogenic dvep! (Wyapl) or Amm2 momd (Wmsn2Zmsnd) straing were grown exponentially at 30°C
n ¥YPD medmm, except in the cadmium experiments, in which cells were grown in 5C medium. When cultures reached a congentration of 1.5 x
107 cells per ml, the agent was added at the indicated concentration (time zero). and samples were obtained at the indicated times for expression

analyziz. A total of 25 pg of total RNA was tested run per lane.

Q6CKBLY, Torulopsis glabrata (QOFTI1). Canduda albicans
(Q5A053), Yarmowia lipolwica (Q6CDXT), Debarvoryees fanse-
nii (Q6BTR1 and Q6BTR2), Cnprcoccus neoformans ((55K61
and Q55K65), Schizosaccharomyces pombe (0524, Newrospora
crassa (QTRWR2), and Aspengillus nidulans (QSBBAG6 and
Q5BOUY) contained PTS1 motifs. Only Saccharomyees paradous
open reading frame c287 BO25 (Saccharomyvces Genome Data-
base, httpy/dbyesstgenome.orgfungi). which displays a very
strong homology with Gtol, has a PKL sequence at C terminus
that is compatible with a PTS1 motif (44). None of thess proteins
contained M-terminal puotative PTS2 sequences. Although we
cannat totally discard the possibility that other motifs different
from PTS1 or PTS2 could direct some of the Grol homologues to
peroxisomes, our analyses strongly suggest that a peroxisomal
location is specific for 8 cerevisice Gtol and homologues from
closely related veast species.

Gto2 and Gtod showed a homogeneous oytosolic distribution
with different carbon sources (see Fig. 1B for glucose-grown
cells) In silico analysis predicted a mitochondrial location for
Gto. To clarify this apparent contradiction, subfractionation
studies were made with glycerol-grown cells carrying a C-ternunal
HaA-tagoed version of Gto2 expressed under its own promoter.
Most of the Gto2 protein associated with the postmitochondrial
supernatant (Fig. 1C), confirming the microscopic studies. A
minor fraction appeared associated with the mitochondrial
intermembrane space (Fig. 1C). This was ca. 3% of the total
cell Gto2 protein, taking inte consideration the cell protein
equivalents in each of the fractions run in Fig. 1C. We con-

clude that the three Gto proteins constitute a family, one of
whose members is peroxisomal, whereas the other two are
located mostly if not totally in the cyvtosol.

GTO pene expression responds o oxidant conditions. S,
cerevisize cells respond to oxidative stress caused by external
agents by altering the expression of a large number of genes
{27). A specific oxidative stress response is mediated by the
Yapl transcription factor, which recognizes and activates the
YRE promoter element (TT/GACTAA) (35, 69). Gene induc-
tion by oxidants can also be part of the general stress response
that is mediated by the Msn2 and Msnd transcription factors
recognizing promoter STRE elements (CCCCT) (22). Se-
quence analysis of the GT0 promoters revealed the presence
of an YRE site at position — 170 in the GTON promoter and at
position — 179 in the GTO2 promoter; no canonical YRE sites
exist in the G703 promoter. All three T genes contain
STRE sites in their promoters, al positions —241 in GTOM,
—144 and —117 in GTO2, and at positions —701 and —330in
T3, This pointed to the possibility that G710 gene expres-
sion was induced in oxidative conditions. We therefore studied
such expression {and its dependence on the Yapl and Msn2/4
factors) in response to the oxidants rer-butyl hydroperoxide
(t+-BOOH) and diamide, the latter specifically causing the ox-
idation of sulfhydryl groups. The study was extended to the
standard GST substrate 1-chloro-2 4-dinitrobenzene (CDNEB)
and also to cadmium. It has been proposed (14) that CONB
causes oxidative stress in yeast cells by deriving the GSH mol-
ecules into GSH-CDNB complexes due to the cellular GST
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FIG. 3. Effect of different chemical agents on growth rate of 8. cerevisioe wild-type cells (W303-1A) and git and gie mutant dervatives. The
following mutant strains were studied: MMLS35 (Agiod), MMLS38 (Ago2), MML5342 (Agte3), MMLAES (Agrod Agtol Agrod), MMLA2E (Agil),
MMLA29 ( Ag ), MMOa61 { Aghed Agii2)and MMLT16 {Agiof Agie? Agted Agit! Agtid). Conditions for growth were as described previously (807,
and the respective agents were used at the indicated concentrations. Growth was recorded by measuring the optical density (600 om) at 20-min
intervals. Bars represent the ratios between the exponential growth rates of treated and untreated mutant cultures, and the values were normalized
by dividing them by the corrésponding ratio of the wild-type strain. The values of tvo independent experiments were averaged.

activity. Cd causes cell toxicity, at least in part, by provoking
oxidative stress and lipid peroxidation (3. 9). Expression of the
other two GST genes, GTTT and GTT2, was studied in parallel.
since their promoters contain YRE elements (at —165 in
GTTI and — 58 in GTT2) and. in addition, the &TTT promoter
has three STRE sites at positions —241, —211. and —114.
The basal expression of the three GT0) genes in glucose-
grown cells was almost under detection levels by Northern
analysis (Fig. 2), although the corresponding HA-tagoed Gro
proteins expressed vnder their own promoters produced a
significant signal in Western analyses (results not shown).
Transcriptional response to the tested oxidants showed a com-
plex pattern (Fig. 2), Among the three GTO genes, T02
displayed the more intense response, since the four tested
agents caused induction of transcript levels. This was abolished
in a Avep] mutant in the case of diamide and CDNB and
partially diminished in the case of ~BOOH and Cd. Msn2/4
seemed to plav a more limited role in G702 induction by the
four agents, although transcript levels and/or the duration of
the response were lower in the Amsn2 Amsnd double mutant
than in wild-type cells. The fact that the induction of GTO2

transcription by Cd or -BOOH was not totally eliminated in
Ayapl or Amsn2 Amsnd mutants points to the participation of
other factors, such as SknT7 (69). Only diamide and CDNB
increased T expression over basal levels, the induction
being dependent on Yapl and Msn2/4. T3 expression was
upregulated only by t-BOOH in an Msn2/4-dependent manner
{Fig. 2). In summary. the dependence of T induction on the
transcriptional activators Yapl and Msn2/4 correlated with the
presence of the respective binding sites at the promoters.

GTT! was moderately induced by the four agents. Although
its promoter contains putative STRE and YRE sites, only in
the case of diamide was a dependence on Yapl observed (Fig.
2). This leaves open the possible participation of other tran-
seriptional factors in such activation. GTT2 expression was also
induced by the four tested agents, the induction in all cases
being dependent on Yap1 but not on Msn2/4 (Fig: 2). This is
in accordance with the presence of YRE sites and the absence
of STRE elements in the &GTT2 promoter.

Muotants in 5. cerevisiae genes coding for GSTs display sev-
eral phenotypic defects. Induction of GTO and GTT gene
expression by agents that cause oxidative stress pointed to the
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FIG. 4. (A) Expression of GTO1 in glucose- and oleic acid-grown cells, Wild-type W300-1A cells transformed with phMMT736 (expressing GTO!
under its own promoter with a N-terminal TAP tag-expressing sequence) were pregrown in SC medium plis glucoss at 30°C ta about 4 % 107
cells/ml and then were diluted 10 times, and half of the culture was maintained in 8C plus glucose, whereas the ather half was shifted to SC plus
oleic acid medium. Samples were obtained after 16 h at 3°C for Northern (upper two panels, Ul mENA as a loading control) or Westem (lower
panel, 200 wg of total cell protein per lane) blot analysis. (B) The growth of wild-type W303-1A cells (W) and Agiel mutant cells {stran MML535
[4]) in YPOle medium at 30°C was recorded. Cells were pregrown in YPD medium to about 3 % 107 cells'ml and diluted 10 times in ¥YPOle
medium (time zero). The optical density (600 nm) was measured at the indicated times and made relative to the unit value at time zero for the
respective strain. The mset box shows the doubling times (in minutes) of the wild-type and mutant strains during exponential growth in YPD

medium at 30°C,

importance of veast G5Ts in protection against oxidants. To
confirm this, we carried out a high-resolution quantitative phe-
notypic analysis (78) using single and multiple gro and g mu-
tants exposed to oxidants and other toxic agents (Fig. 3). Ab-
sence of one of the GTT genes or both together caused
hypersensitivity to oxidants (diethylmaleate, dianude, ~BOOH)
and, in the case of GTT2 also to the DNA-damaging agent
4-nitroquinolone. The results are in accordance with the pro-
posed antioxidant role of Gttl/Gtt2 (14) and suggest that Gtt2
activity is required to detoxify 4-nitroquinolone in veast cells.
Among the three GTO genes, the absence of GTOY caused
significant sensitivity to diamide and more modest sensitivity to
diethylmaleate and -BOOH compared to wild-type cells (Fig.
3). In addition. a grof gro2 gro mutant that also lacked the two
GTT genes was hypersensitive to Cd. This pointed to some
additive effect between Gto and Gtt functions in Cd detoxifi-

cation. Surprisingly, the quintuple mutant was hyper-resistant
to+-BOOH compared to any of the other mutant strains tested
and also to wild-type cells (Fig. 3). The lack of the three Gto
proteins also ameliorated the hypersensitivity of the gri2 and
gl g2 mutants to d-nitroquinolone.

Nonautomated measurements over a wider range of Cd con-
centrations confirmed the previous observations (not shown).
Since the quintuple mutant gred gl gref gro2 grod mutant did
not display increased sensitivity to Cd over the quadruple mu-
tant carrying the wild-type T3 gene, this indicated that the
latter was not important in protection against Cd effects. We
then determined the sensitivity of double gad gn2 mutants that
additionally carried a single null mutation in each of the GTO
genes. Only the absence of GTOJ in a gl gred background
caused hypersensitivity to levels proximal o the quintuple mu-
tant (not shown). That is, the Gtol function, but not that of the

TABLE 2. Genes upregulated or downregulated (at least twofald) in the Agre! mutant relative to the wild-type strain®

Presence (+) or absence (—) of

Gene Function ld-type ratio
i Metd Me128/Cibl element MetdMets LMer22element
CHAS Serine/threonine dehydratase 374 - =
e Citrate synthase (peroxisomal) 2.21 +
AVo2 Unknown 215 = =
METI6 3"-FPhospho-5"-adenylylsulfate kinase 0.498 + -
SAM3 S-Adenceyl-l-methionine permease 0.403 - +
MUPY High-affinity methionine permease 0.472 = +
METS Sulfite reductase 0.471 + -
METIT Homocysteine synthase 0.450 + +
SERI lPhoqﬁhoE,l\.terstc dehydrogen ase 0.372 - +
METI4 A Adcny]v]sulfale kinase 0320 + -
GAPY General amino acid permease 0.186 = +

T ONA microarray anabyses were carted oot afrer BMA extraction from exponentially groming coliores in YPD mediom at 30°C. The presence or absence of
promoter elements recognized by the Metd/Met28/Chil joore sequence TCACGTG) and MerdMet30/Merd] {core sequence CTGTGG) in the mapective gene

promotess is indicated. See also Fig 5.
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FIG, 5. Morthern blot analysis of the expression of the indicated
genes in Agrel and wild-type cells. SBamples were obtained under the
conditions deseribed in Table 2. The small nuclear Ul RNA served as
a loading control (25 pg of total RNA per lane).

other two Glo proteins, protects 8. cerevisige cells against Cd
toxicity in cooperation with the Gutl/Gtt2 functions.

8. cerevisige cells facking GTOR are defective Tor growth on
ileie acid medium. The GTOS promoter lacks oleate response
elements that are responsible for the induction of expression of
many peroxisomal genes in 8. cerevisiae cells growing on oleic
acid (28). In accordance with this, GTO expression was not

Sulfate
~ N

Euraryor. CELL

induced when cells were shifted from glucose-based medium to
oleic acid-based medium (Fig. 4). The relative levels of Grol
protein were even lower in oleic acid than in glucose medium
(Fig. 4A). However, the growth of gred mutant cells was com-
promised when transferred from glucose medium to oleic acid
medium compared to wild-type cells (Fig. 4). This contrasts
with the situation when wild-type or mutant cells are exponen-
tially growing in glucose-based rich medium without further
additions, where differences in growth rates are minor (Fig. 4B.
inset). Therefore, some Gtol function is required for peroxi-
some-dependent growth of yeast cells using oleic acid as an
Energy source.

A grod mntant is affected in the metabolism of splfor aming
acids, The results on Cd sensitivity indicated that the Guol
protein plays some role not only when cells grow on oleic
acid-based medium but also during fermentative growth on
glucose. To address the role of Gtol in these conditions, we
used DNA microarrays to analyze the transcriptome of a Agrol
mutant growing exponentially in YPD medium. Only a few
significant (at least twofold) differences were observed in gene
expression relative to wild-tvpe cells (Table 2). Northern anal-
ysis of an vpregulated (CHAJ) and a downregulated gene
(GAPD) confirmed the DNA microarray results for these genes
(Fig. 5). A control gene (MET6) involved in the same meta-
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FIG. 6. Biochemical steps invohlved m the sulfur assimilation and biosyn
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the respective proteins. Genes boxed in white and gray cormmespond to upregulated and downregulated genes, respectively, in the Agiod mutant.
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FIG. 7. The absence of GTOT causes an imbalance in the synthesis of reduced glutathione and a number of amino acids. (A) Intracellular
millimolar concentrations of reduced (GSH) and oxidized (G35G) glutathione in wild-type (W303-1A) and Agtod (MML335) cells. Absolute levels
of both glutathione forms were determined in exponentially growing cellsin YPD medium at 30°C, The intracellular glutathione concentration was
calculated after the cell volumes were measured, Values are the means of three independent experiments (the standard deviation is indicated).
(B} Growth rate of exponentially growing cultures at 30°C of wild-type (W303- 1A [O]) and Ageed (MML535 [B]) cells in 5C and S0 medium and

n 5C medium without the individual amino acids indicated. Values were determined relative to wild-type cells in SC medium, which have a growth

rate of 0,62 doublings per h

bolic process as CHASL and GAP! (see below) and which did
not show significant differences in the DNA microarray exper-
iments also did not display significant differences in the North-
ern analysis (Fig. 5.

Maost of the genes whose expression was altered in the
mutant are imvolved in the metabolism of sulfur amino acids
(Fig. 6) (67). Thus, upregulated CHAY participates in removing
1-serine as a precursor of cysteine by converting the former to
pyruvate. In contrast, downregulated SER3 is required for the
conversion of 3-phosphoglycerate to r-serine. Four of the
downregulated penes (METI4, METI6, METS, and METIT)
participate in the sulfate assimilation pathway leading to ho-
mocysteing, which is the last common intermediate for the
synthesis of cysteine and methionine. Finally, GAP!, SAM3,
and MUPJ are amino acid transporters, the latter two being
specifically involved in the uptake of sulfur amino acids. Alto-
gether, this pointed to a relationship between Gtol and the
sulfur amino acids biosynthetic pathway, and it could be hy-
pothesized that the intracellular levels of sulfur amino acids
would be reduced in the grof mutant (Fig. 6). 1-Cysteine is one
of the three amino acids of the GSH molecule, and modifica-
tion of intracellular cysteine concentration influences the GSH
pool in the & cerevisiae cell (19, 23). We therefore measured
the levels of oxidized (GSSG) and reduced (GSH) glutathione
in wild-type and Agro! cells. The mutant had significantly re-
duced levels of GSH, whereas the GSSH pool was not affected
(Fig. TA).

A Agto] mutant shows defective growth in SD minimal me-
dium supplemented with the awotrophic requirements com-

pared towild-type cells (Fig. 7B). Such a defect is not observed
in 8C defined medium supplemented with the 20 amino acids.
In order to determine the amino acid deficiencies that pro-
voked the slow growth rate of the mutant, growth in 8C me-
dium separately depleted of each of the amino acids was
tested. The absence of serine caused a moderate growth defect
in the mutant, whereas the absence of threonine or lysing
caused a larger defect that was similar to that observed in 5D
medium (Fig. 7B). Therefore, the Agto! mutant has an imbal-
ance in the biosynthesis of these three amino acids. The ab-
sence of cysteine or methionine in the growth medium did not
lead to slow growth (not shown),

Transulfuration reguires a peroxisomal function in 5.
eerevisiae. The relationship between Gtol and the metabolism
of sulfur amino acids suggested a role of the peroxisome in this
metabolic pathway. In fact, the 8. cerevisine enzvme cystathi-
onine f-lvase (the product of the STRF gene ) contains a PTS1
sequence at the C end and has been experimentally detected at
the peroxisome (61, 82). Other enzymes of the sulfur amino
acid biosynthetic pathway do not display PTS motifs nor have
been detected at the peroxisome. Str3 participates in the tran-
sulfuration pathway from cysteine to homocysteine (67), a pro-
cess that occurs in bacteria, fungi, and plants but not in animals
(37}, by comverting the intermediate cystathionine into homo-
cysteine. In the absence of Str3 veast cells are unable to grow
on cysteine or cystathionine as the sole sulfur source (33). We
reasoned that Gtol could regulate the activity of Str3 through
its redox modulator properties. Str3 has 10 cysteine residues
and 3 of them (located at the C-terminal half of the molecule,
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FIG. & Functional relationship between Gtol and Sted cystathione B-lyase. (A) CLUSTAL W multiple alignment of a region of cystathionmne
B-lyase molecules from diverse organisms that included three conserved cysteine residues {position marked for the residues in & cerevisige Strd).
The abbreviations for the organisms were as follows: Sc, Saceharomyces cerevisiae; Cg, Candida glabrata; Ca, Candida aibicans; Be, Boirytis cinerea;
Ne, Neurospora crassa; Gh, Gibberella zeae; An, Asperglius widulans; At, Ambidopsis thaliona; 5t, Solonmum tuberonom; Os, (nza sativa; Lm,
Leishmania major; LL, Laciococcus lactis; Lmo, Listeria monocyiogenes; Cac, Closindimm acetobutylictam; Ba, Bacillus ewthracis. (B) Growth of
wild-type { W302-1A) and Agted (MML325) cells on plates containing medium B, with glucose and ammonium sulfate, cysteine, or cystathionine
as the sulfur source, after 3 days (for ammonium sulfate and cysteine) or 5 days (for eystathionine) at 30°C. (C) Mutant st3 cells (strain MMLEZA)
transformed with plasmid pMMT7356 (carrying wild-type STR3 gene), pCM188 (void vector), pMM738 (5TR3 with the C3535 mutation), pMMT760
{STR3 with the C3628 mutation), or pMM762 (STRI with the C2875 mutation) were grown exponentially in S8C medium, centrifuged and
resuspended in B medium with cysteine at a concentration of 3 3 10% cells'ml. Cultures were incubated at 30°C and growth (optical density at 600
nm ) was recorded 24 h later, Values are expressed relative to the stred mutant transformed with the plasmid with wild-type STRS,

at positions 353, 362, and 387) are conserved in other fungal
cystathionine B-lvase molecules (Fig. 8A), which points to their
functional importance. To test the hypothesis that Str3is func-
ticnally defective in the absence of Gtol, we studied the ability
of a Agte] mutant to grow on cysteine or cystathionine as the
sole sulfur source. In fact, compared o wild-type cells, the
mutant shows growth deficiency on cysteine or cystathionine,
with the deficiency being more intense in the latter (Fig. 8B).
Cysteine at high concentrations is toxic to veast cells (42).
However, increasing the cysteine concentration up to tenfold
over the standard concentration in medium B did not caused
higher toxicity in the Agre mutant than in wild-type cells (data

not shown). Therefore, the growth deficiency in the mutant
cannot be attributed to increased toxicity of cysteine (and
probably cystathionine ) on the mutant but to a defect in con-
version of cysteine or cystathionine into homocysteine.

The three-dimensional structure of cystathionine p-lyase
from Arabidopsis thaliana has been determined, and no cys-
teine residue is present at the enzyme binding site (7). How-
ever, the thiol-blocking inhibitor M-ethylmaleimide inhibits the
enzyme activity, which points to the importance of some cys-
teine residues in the molecule (58), mavbe for maintaining the
functional tertiary structure. To test the importance of the
three conserved cysteine residues in 8 cerewsiae Str3, we sep-
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arately mutated these residues and reintroduced the mutated
Str3 versions in an Astered mutant (Fig. 8C). Wild-type Str3 and
the 3535 and C3623 versions restored the ability of sir3 cells
to grow on cysteine as the sole sulfur source. In contrast, the
Str3(C3875) protein was not functional. Therefore, the Str3
Cys387 residue seems to be essential for cystathione p-lyase
function, which supports the importance of redox regulation in
the enzyme.

DISCUSSION

A large number of 8. cerevisiae genes are grouped in families
whose products share significant sequence homology. Gene
(or protein) families may reflect an evolutionary relationship
among their members, although these do not necessarily have
overlapping biclogical functions. Thus, differential compart-
mentalization may play an important role in functional diver-
gence among family members sharing an enzyme activity, as is
the case for the three S cerevisiae monothiol glutaredoxins
Grx3/Grxd (nuclear) and Grx5 (mitochondrial) (49, 59). The
three Gto proteins here described are another example of 5.
cerevistae proteins that share enzymatic properties as GSTs
with glutaredoxin activity (25), although they are located at
different compartments and probably carry out different bio-
logical functions. The fact that to different extents all three
GTO genes are induced by agents causing oxidative siress
probably points to a function in the defense against oxidant
conditions for the proteins. However, only the function of
Gtol has been approached in the present study.

The peroxisomal location of Gtol is relevant, since among
the large GST superfamily only two mammalian peroxisomal
enzymes had been described to date: a kappa class G5T in
human cells (50) and a microsomal-type G5T in rat liver cells
(40). Among the S cerevisiae Gtol homologues in other fungi,
only those from hemiascomycetous yeasts closely related to 5.
cerevistae (20) are predicted to be peroxisomal as well. This
may reflect the functional versatility of peroxisomes along evo-
lution and the fact that only a core of functions is shared
between 8. cerevisice peroxisomes and those of other eu-
karyotes (24, 38, 77). The presence of a GST at the peroxisome
implies that GSH must be present at the organelle as the
substrate of the enzyme. Little is known about partitioning of
the GSH pool inside the yveast cell compartments and how the
cell regulates subcellular concentrations of GSH (53). How-
ever, GSH has been detected in the peroxisomes of methylo-
trophic yeast Candida boidinii (39). Glutathione peroxidases
have been described in mammalian peroxisomes (62) and glu-
tathione reductases and glutathione peroxidases in plant per-
oxisomes (12, 16). Therefore, mechanisms must exist in eu-
karyotic cells to transport GSH into peroxisomes to act as the
substrate for a diversity of antioxidant enzymes.

The present study indicates that Gtol probably has a specific
role in §. cerevisiae peroxisomes related to the metabolism of
sulfur amino acids. Besides the involvement in the B-oxidation
of fatty acids (38), veast peroxisomes participate in other cel-
lular functions, such as lysine biosynthesis. In fact, Lysl and
Lys4 enzymes have been detected in 8. cerevisiae peroxisomes
(45) and probably Lys12 is also peroxisomal (8), whereas other
enzymes of the pathway are cytosolic. Yeast cells negatively
affected in peroxisome biogenesis upregulate lysine biosynthe-
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sis genes, although peroxisome-deficient S. cerevisiae cells are
still able to synthesize lysine, probably through alternative re-
actions (8). The cystathionine p-lyase Str3 is a second example
of a peroxisomal 8. cerevisiae enzyme involved in amino acid
metabolism, in this case in the transulfuration pathway from
cysteine to homocysteine (Fig. 6). This is the only enzyme in
the entire metabolic pathway that has been detected at the
peroxisomes (45) and contains a PTS1 sequence at the C ter-
minus (28). Therefore, at least two cell compartments seem to
participate in the metabolism and interconversion of sulfur
amino acids in 8. cerevisiae, implying the need for transport of
intermediates into and out of peroxisomes. The reason for the
organelle compartmentalization of a specific reaction of the
pathway might be related to the toxicity of strong reductant
intermediates such as cystathionine. Only hemiascomycetous
veasts evolutionary close to 8. cerevisioe (such as Kluyveromyees
lactis, Candida glabrata, and Ashbya gossypii) have a cystathi-
onine B-lyase protein with a C-terminal PTS1 sequence.
Therefore, as occurs with lysine biosynthesis, the participation
of 8. cerevisiae percxisomes in cysteine transulfuration seems
to be a recent specialization of some hemiascomycetous yeasts.

The peroxisomal location of the Gtol GST could parallel
that of Str3, and it could have occurred after the whole genome
duplication in a hemiascomycete ancestor of 8. cerevisiae (81)
would have allowed functional specialization of the resulting
paralogues through differential compartmentalization of the
respective products. Gtol acts as a glutaredoxin that would
regulate the redox state of target cysteine residues through its
deglutathionylating activity (25). Cys387 in S. cerevisioe Str3
could be such a target. In fact, this residue is conserved in fun-
gal cystathionine p-lyase molecules, and here we have shown it
to be essential for the transulfuration pathway. Peroxisomes
are a source of reactive oxygen species that create an oxidizing
environment inside the organelle (16, 62). In these conditions,
essential cysteine residues would be oxidized (for instance,
through reversible glutathionylation) leading to transient pro-
tein inactivation. Gtol could restore the activity of Str3 (and
maybe of other peroxisomal targets) through its redox regula-
tion role. Consistent with this, the absence of Gtol causes
growth defects with cysteine or cystathionine as the only sulfur
sources and depleted levels of intracellular GSH. The hyper-
sensitivity of a triple gl g2 grol mutant to Cd would result
from the combination of reduced GSH levels (this tripeptide is
required for Cd detoxification in 8. cerevisiae by forming Cd-
GSH complexes [45, 63]) and the absence of functional Gt
proteins with GSH-conjugating activity. In addition, the imbal-
ance of the metabolic fluxes in the sulfur amino acid metabaolic
pathway in the Agrof mutant indirectly causes alterations in the
biosynthesis of serine and threonine. In fact, the serine/threo-
nine dehydratase activity of Chal besides comverting serine
into pyruvate (Fig. 6) also converts threonine into 2-oxobu-
tanoate (52). It is therefore to be expected that overexpression
of CHAI reduces the intracellular pools of both amino acids and
makes the cell partially dependent on their external supply. The
observed deficiency of the Agiof mutant for lysine biosynthesis
could be a consequence of altered peroxisomal functioning in the
mutant {maybe because of the accumulation of reactive oxygen
species in the organelle) and the role of this organelle in lysine
bicsynthesis in 8. cerevisiae (8).

The present study shows how the defect in a peroxisomal
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GST/glutaredoxin function causes a number of phenotypes,
probably as a consequence of the alteration in the sulfur amino
acid metabolic pathway. The expression of most genes of this
pathway s regulated by S-adenosylmethionine through the
Metd transcription factor (10, 67). Recently, it has been shown
that S-adenosylmethionine has to be converted into cysteine
for the ubiquitylation-dependent regulation of Metd activity
(48). confirming previous suggestions (33). Metd participates
in two different complexes (together with Met28/Cbfl or
Met31/Met32) for recognition of two respective promoter el-
ements located in MET and other genes (5, 43). The genes
downregulated in the Agrof mutant contain one or both ele-
ments (Table 2). The list includes SER3, GAFI, S4M3. and
MUP!, which do not directly mediate the conversion of sulfur
into cysteine and methionine (Fig. 6) and contain elements
putatively recognized by the Metd/Met31/Met32 complex.
Howevwer, the downregulation of genes observed in the Agrof
mutant probably is not a consequence of increased cysteine
lewels, since this would be difficult to reconcile with the ob-
served low levels of GSH in the mutant. Some other metabolite
accumulating in the mutant (such as cystathionine) could be
the effector of the transcriptional changes. The hypersensitivity
of the Agro mutant to oxidants could be a consequence of the
reduced GSH levels. However, a complex relationship must
exist between Gto and Git proteins and other hypothetical
related functions, for instance with respect to the increased
resistance of the mutant lacking all Gto and Gtt proteins to
hydroperoxides and 4-nitroquinolone. A partially similar situ-
ation has been reported for 8. pombe, where single or multiple
gs mutants are hyper-resistant to diamide compared to wild-
type cells (72). The induction of other uncharacterized systems
protecting against compound toxicity in these conditions could
explain these observations. Alternatively, in the case of 4-nitro-
quinolone the Gto proteins could convert the Gtt2-mediated
GSH conjugate to a more toxic derivative. More studies are
needed in order to further elucidate the relationship between
the peroxisomal regulatory functions mediated by Gtol, sulfur
amino acid metabolism, and defense against oxidative stress.
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