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Dinamica estructural y consolidacion de complejos proteicos funcionales

involucrados en la biosintesis de centros Fe-S

Los centros Fe-S son cofactores comunmente utilizados en multiples sistemas
proteicos de los seres vivos. Su aparicion se remonta a los albores mismos de la
historia de la vida, asi como la aparicion de los sistemas encargados de sintetizarlos.
Buscamos desentrafar los mecanismos moleculares que determinan la sintesis de
centros Fe-S para el complejo desulfurasa humano, compuesto por NFS1, ISD11, ACP,
ISCU y FXN. Cada una de ellas lleva adelante un rol particular dentro del complejo y su
disfuncion se manifiesta especificamente en distintas enfermedades de origen
genético. En el presente trabajo se estudid al heterodimero compuesto por ACP-ISD11
desde distintos puntos de vista. Se constaté su estabilidad conformacional vy
termodinamica como una entidad con plegado y estructura independientes, asi como
su funcion como un inductor conformacional para NFS1. Por otro lado, se llevaron
adelante simulaciones computacionales de dinamica molecular para el complejo entero
en presencia y ausencia de FXN. Estas permitieron constatar que FXN modula la
estabilidad conformacional del super complejo puntualmente en la movilidad interna de
la ISCU vy la porcion C-terminal de NFS1. Se generaron variantes puntuales para
evaluar la relevancia de esta zona de NFS1, asi como la de otras posiciones en la
porcién del sitio activo cerca del PLP, y en el loop catalitico que contiene a la Cys 381.
A la vez, se encontré una actividad desulfurasa exacerbada en la variante C158A, una
posicion cercana al PLP. En paralelo se puso a punto un nuevo método para el
seguimiento en tiempo real de la reaccion de desulfuracion utilizando 1D"-RMN vy

permitiendo la estimacion de distintos parametros cinéticos.

Palabras clave: Ataxia de Friedreich, centros Fe-S, mitocondria, Desulfurasa (NFS1),
Frataxina (FXN), ISD11, ISCU,ACP, Ferredoxina (FDX2), maquinaria de sintesis de

centros Fe-S, cofactores, respiracion celular, oxidacion, metaloenzimas, hierro.



Structural dynamics and consolidation of functional protein complexes
involved in the biosynthesis of Fe-S centers

Fe-S clusters are co-factors commonly found in multiple protein systems of living
organisms. Their appearance dates back to the very dawn of the history of life, as well
as the appearance of the systems responsible for synthesizing them. We sought to
unravel the molecular mechanisms that determine the synthesis of Fe-S centers for the
human desulfurase complex, composed of NFS1, ISD11, ACP, ISCU and FXN. Each of
them carries out a particular role within the complex and their dysfunction manifests
specifically in different diseases of genetic origin. In the present work, the heterodimer
composed of ACP-ISD11 was studied from different points of view. Its conformational
and thermodynamic stability was confirmed as an independent entity with its own folding
path and structure, as well as its function as a conformational inducer for NFS1. On the
other hand, computational molecular dynamics simulations were carried out for the
entire complex in the presence and absence of FXN. These allowed us to verify that
FXN modulates the conformational stability of the supercomplex specifically in the
internal mobility of the ISCU and the C-terminal portion of NFS1. By the generation of
point variants we evaluated the relevance of this area of NFS1, as well as that of other
positions in the portion of the active site near the PLP, and in the catalytic loop that
contains Cys381. At the same time, an exacerbated desulfurase activity was found in
the C158A variant, a position close to the PLP. In parallel, a new method was developed
for real-time monitoring of the desulfurization reaction using 1DH-NMR and allowing the

estimation of different kinetic parameters.

Keywords: Friedreich's ataxia, Fe-S clusters, mitochondria, Desufurase (NFS1),
Frataxin (FXN), ISD11, ISCU, Ferredoxin (FDX2), ISC machinery, co-factors, cellular

respiration, oxidation, metalloenzymes, iron.
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CREATED WITH

IMAGINE

Salomon saith. There is no new thing upon the earth.
So that as Plato had an imagination, that all knowledge was but remembrance; so
Salomon giveth his sentence, that all novelty is but oblivion.

Francis Bacon: Essays LVIII.
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CAPITULO 1: Introduccion a los centros Fe-S y su maquinaria de
sintesis

1.1. Introduccién

Los centros ferrosulfurados (Fe-S) son complejos quimicos de coordinacion
constituidos por atomos de hierro, azufre y cadenas laterales de aminoacidos. Estos
cumplen funciones bioldgicas especificas como cofactores dentro de las estructuras
proteicas. Si bien pueden generarse espontaneamente en soluciones que contengan
hierro y sulfuros en un contexto reductor, el grupo Fe-S no es estable en solucion
acuosa y es casi siempre encontrado en el contexto de péptidos y proteinas, donde
forma enlaces de coordinacion adicionales con cadenas laterales de aminoacidos como
histidina, cisteina o aminoacidos acidos (Lill y Freibert 2020), a la vez que quedan
protegidos del oxigeno.

Una de las metas principales de este trabajo de tesis fue lograr avanzar en el
conocimiento respecto de las vias bioquimicas y moleculares que llevan a la sintesis de
centros Fe-S. En este contexto, es de suma importancia tener presente algunas de las
caracteristicas quimicas que tienen los complejos de hierro en general y los que llevan
azufre como ligando en particular.

1.2. Los centros Fe-S y su rol en los seres vivos

En los sistemas vivos se puede considerar que los centros Fe-S se encuentran
entre los catalizadores mas antiguos y ampliamente distribuidos. De hecho, se
especula con que hayan protagonizado las biocatalisis primordiales en el origen mismo

de la vida (Fontecave 2006); dado que pueden formarse espontaneamente en
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soluciones acuosas reductoras que contengan hierro ferroso y sulfuros. Una situacion
frecuente en los entornos deficientes en oxigeno de la tierra primigenia .

Los centros Fe-S encuentran en el centro del metabolismo energético de todos
los organismos. Estos grupos son esenciales para multiples funciones celulares entre
las que se destacan: la respiracion celular , la reparacion del ADN (Shi et al. 2021; Fuss
etal. 2015) y como cofactores para multiples enzimas como ferredoxina, succinato
deshidrogenasa y aconitasa (Adam et al. 2006). Su versatilidad funcional se explica por
las caracteristicas uUnicas que poseen, como la capacidad de transferencia de
electrones, la formacion de variedad de complejos de coordinacion, o la sensibilidad a
la oxidacion (Daniel y Danson 1995).

Existen razones estructurales por las que los centros Fe-S son tan eficientes en
la transferencia de electrones, y es que pueden oxidarse o reducirse sin sufrir grandes
cambios de geometria, gracias a que en ellos aparecen fenomenos de acople
antiferromagnético que estabilizan las uniones Fe-Fe haciendo que los centros de
[2Fe-2S] y de [4Fe-4S] sean bastante rigidos. Por otro lado, la multivalencia y la
deslocalizacion permiten cambios mas suaves en la geometria cada vez que los
electrones son agregados o extraidos.

Ademas, la formacién de los complejos multi férricos permiten distintos estados
de oxidacién. Por ejemplo usando los estados Fe* y Fe* en un centro [Fe,S,(SR), ] se
pueden tener por lo menos los estados globales n= 1,2°,3",4". Los potenciales de los
pares redox correspondientes estan finamente determinados por el entorno de
coordinacion y las propiedades electronicas del entorno proteico. Los potenciales redox

para los centros Fe-S varian desde mas de 500 mV hasta menos de -500 mV, un rango
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mayor que para cualquier otro cofactor redox simple. (Cardenas-Rodriguez, Chatzi, y
Tokatlidis 2018; Di Maio et al. 2017)

Los complejos de coordinaciéon mas frecuentes en configuracion de centros Fe-S
son los [2Fe-2S], [3Fe-4S] y [4Fe-4S] (Figura 1.1). Una sola proteina puede anclar una
gran cantidad de grupos en una disposicidon espacial definida, de modo que los
electrones puedan circular a lo largo de una larga distancia dentro de una cadena
peptidica, o de un complejo multiproteico formado por numerosas subunidades. Un
excelente ejemplo de esto se ve en la dioxido de carbono reductasa dependiente de
hidrogeno (HDCR)(Dietrich et al. 2022). En este caso un complejo multiproteico se
organiza para formar una estructura de nanocable que transporta electrones desde el
sustrato H, al CO, en extremos opuestos de un sistema anclado a la membrana

plasmatica en T.kivui. (Figura 1.2).
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Figura 1.1. Ejemplos estructurales de centros Fe-S fisioldogicos en distintos
contextos proteicos. (figura adaptada de Read et al. 2021) Se muestran ejemplos de
complejos Fe-S en configuracion fisioldgica para distintas proteinas.
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Figura 1.2. Representacion estructural del complejo HDCR. Bajo el cddigo PDB:
7QV7 muestra una serie de centros Fe-S (representacion de esferas: verdes para
azufre y rosas para el hierro) organizados en cercania a partir de multiples cadenas
polipeptidicas.

El conocimiento de las proteinas que utilizan centros Fe-S es un campo de
investigacion activo. Aproximaciones multidisciplinarias se llevan adelante en esta clase
de proteinas impulsando el continuo descubrimiento de nuevas propiedades quimicas y

roles bioldgicos para estos cofactores.
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1.3. La historia evolutiva de la maquinaria de sintesis de centros Fe-S

Dado el rol central que los centros Fe-S han encontrado en el metabolismo
energético de los seres vivos, es razonable suponer que los mecanismos para
sintetizarlos en la célula se encuentren ampliamente conservados entre los distintos
dominios de la vida. De hecho existen fundamentalmente cuatro vias diferentes de
generacion de centros Fe-S. La de tipo ISC es a la que pertenece la NFS1 humana y el
complejo descrito a lo largo de este trabajo de tesis. Luego existen dos adicionales; la
via de tipo SUF, los complejos llamados minimos tipo MIS y SMS, y la via NIF que son
los que dan mantenimiento al complejo nitrogenasa de los organismos fijadores de N,.
Cada via cuenta con particularidades estructurales caracteristicas , y aunque son
homologos entre si, presentan distribuciones distintas. Por ejemplo, el sistema SUF es
mas frecuente en bacterias, mientras que los SMS son casi exclusivos de arqueas, y
NIF e ISC estan limitados a algunas especies bacterianas (Garcia et al. 2022).

La historia evolutiva de los mecanismos de sintesis de centros Fe-S, indica que
esta se remonta hasta el ultimo ancestro comun universal (LUCA por sus siglas en
inglés). Al parecer, aun en el contexto de una atmosfera primitiva deficiente en oxigeno,
los genomas primitivos ya contaban con herramientas para sintetizar y proteger a los
centros Fe-S en presencia de trazas de oxigeno. Desde entonces los distintos sistemas
habrian aparecido mediante eventos de duplicacion de genes y transferencia horizontal
de genes entre bacterias y arqueas (Garcia et al. 2022).

Con el objetivo de indagar sobre esta idea, hemos realizado una busqueda
iterativa de ortélogos por modelos ocultos de Markov para estudiar la distribucion de los

distintas subunidades del complejo de sintesis de centros ferrosulfurados de la familia
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ISC. Utilizamos como punto de partida las secuencias del complejo ISC humano y
luego comparamos los principales hallazgos de ortdlogos contra una lista de 329
organismos representativos del arbol de la vida (Capitulo 2.1).

El resultado de esta busqueda se resume en la Tabla 1.1. Sobresale como
resultado interesante que existe una diversidad notable entre la distribucién de las
distinta proteinas que conforman el complejo. Para empezar se observa una
distribucion de analogos muy desigual entre los reinos (Figura 1.3). Es llamativo como
la inmensa mayoria de especies que contienen el complejo completo en todos sus
subunidades funcionales corresponde a organismos eucariotas, mientras que entre
arqueas no se encontrd6 ni una sola especie, entre el grupo de especies
representativas, que tuviera analogos de todas las subunidades funcionales, e
inclusive, muchas no presentan ninguna. Es probable que para estos casos se hayan
seleccionado sistemas muy divergentes y que nuestra busqueda no llegue a
detectarlas, sistemas probablemente mas parecidos a los MIS o SMS. En este
contexto, en el futuro va a ser necesario realizar busquedas dirigidas a estos grupos de
organismos para entender cuales son las relaciones estructurales/funcionales en los
procesos de sintesis de centros Fe-S en esas especies. De todos modos, la Figura 1.4
muestra un arbol compuesto por los organismos arqueas representativos, donde se
puede apreciar que la mayoria de las divisiones en las ramas sucedieron en momentos
historicos anteriores al incremento de la presidon parcial de oxigeno atmosférico. Esto
es un Indicador de que estos organismos son herederos evolutivos de nichos
ecologicos donde la baja concentracidn de oxigeno y sus caracteristicas bioquimicas

les permitian subsistir con una maquinaria de sintesis de centros Fe-S minimalista o
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incluso muy distinta a la existente en organismos eucariotas.
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Figura 1.3. Distribucion de las proteinas del super complejo de sintesis de
centros Fe-S en un arbol de especies representativas. Se representan los hallazgos
positivos con cuadrados llenos y los negativos con puntos vacios. Cada color codifica
para una proteina miembro del super complejo NFS1; con verde NFS1, con gris ISCU,
con purpura FXN, con azul ISD11 y con naranja ACP.
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También sobresale la distribucion de la FXN, ya que se hallaron homologos en
apenas el 44 % de los organismos representativos (se obtuvieron los mismos
resultados al realizar la busqueda partiendo del homdlogo de frataxina de Escherichia
coli) (Tabla 1.1) y se concentraron casi todas entre los organismos eucariotas con
apenas algunas especies de bacterias. Estos hallazgos abren una serie de preguntas
con respecto a como fue consolidandose la aparicion de FXN y su rol en el complejo de
sintesis de centros Fe-S a lo largo de la evolucion.

En definitiva, esta busqueda de ortélogos no solo confirmé una vez mas que
ISD11 es una proteina exclusivamente eucariota. Aunque ACP tiene homodlogos
bastante distribuidos entre todos los reinos. Lo mas probable es que sus relaciones con
ISD11 sean relativamente recientes en términos histéricos evolutivos.

Por ultimo la distribucion de homologos de ISCU y NFS1, parece indicar que son
los ingredientes minimos y necesarios para la sintesis de centros Fe-S. Estos dos
grupos de proteinas no solo reportaron distribuciones similares en un sentido general,
sino que ademas, se encuentran ampliamente distribuidos entre dominios, salvo
algunas excepciones ya mencionadas en arqueas. Se muestra que el sistema de
sintesis de centros Fe-S estd ampliamente conservado desde un punto de vista

evolutivo y es, en un sentido general, central para el metabolismo.
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Figura 1.4. Recorte de la rama Archaea del arbol de especies representativas con
referencias en tiempo. Se presenta la ramificacion Archaea del arbol de especies
representativas y se adjuntan abajo referencias relacionadas con el tiempo que
transcurre en la edad de la tierra. La escala de tiempo geoldgico, la cantidad de
impactos en la tierra, la concentracién atmosférica de oxigeno, la concentracion de
diéxido de carbono y la luminosidad solar a lo largo del tiempo.
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Tabla 1.1

Proteina Hallazgos (%)
ACP 65

ISD11 32

ISCU 80

FXN 44

NFS1 84

1.4. El complejo desulfurasa humano

En este trabajo de tesis nos enfocamos en el complejo desulfurasa humano, por
su importancia en una serie de enfermedades poco frecuentes entre las que se halla la
Ataxia de Friedreich y la miopatia ISCU (Mochel et al. 2008; Kollberg et al. 2009; Tsai,
Bridwell-Rabb, y Barondeau 2011). Por esta razén se describiran las distintas
relaciones estructura-actividad utilizando las numeraciones e identificadores de
estructuras obtenidas de las proteinas humanas.

Para adentrarnos en las particularidades estructurales que determinan el
funcionamiento de la maquinaria de sintesis de centros Fe-S humana, es importante
sefalar que su actividad se da en el contexto de un super complejo multiproteico en la

matriz mitocondrial (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Descripcidon de los procesos de transferencia de centros Fe-S a sus
proteinas receptoras. Un complejo de chaperona/cochaperona se une al motivo
LPPVK de ISCU vy facilita la transferencia directa de grupos de Fe-S a las proteinas
receptoras 0 media la transferencia a portadores secundarios (p. €j., NFU1, GLRX5,
ISCA1, ISCA2, BOLAS3, que luego donan grupos de Fe-S a receptores especificos (por
ejemplo, acido lipoico sintasa y subunidades de los complejos de la cadena
respiratoria). Figura tomada de Lill y Freibert 2020.

Este super complejo incluye a la enzima desulfurasa (NFS1), una proteina tipo
LYR (ISD11), la proteina transportadora de acilos (ACP), la proteina plataforma para la
sintesis de centros Fe-S (ISCU2) y la frataxina (FXN). Cada una de estas proteinas se

encuentra representada por duplicado en un arreglo heterodecamérico (Figura 1.6).

23


https://www.zotero.org/google-docs/?XKtgMC

24

Figura 1.6. Visualizacion del super complejo de sintesis de centros Fe-S en tres
perspectivas diferentes (PDB: 6NZU). En verde se representan las dos subunidades
de NFS1. En gris se representan las dos subunidades de ISCU2, en purpura se
representan las dos subunidades de FXN, en azul y celeste se representan las dos
subunidades de ISD11 y en naranja la dos subunidades de ACP (E. coli).

A estas cinco proteinas se les suman dos proteinas mas de matriz mitocondrial:
la ferredoxina (FDX2) como facilitadora de equivalentes de electrones y la FdxR
(ferredoxina reductasa), una enzima que reduce a la FDX2 oxidada a costa de NADPH.
Las interacciones exactas que estas enzimas tienen con el sistema se estan
estudiando y algunas hipdtesis sugieren que FDX2 estaria turnandose con FXN en su
sitio de union.

1.5. Aspectos estructurales y funcionales relevantes

Segun la evidencia acumulada hasta hoy, a continuacion se describen algunas
de las caracteristicas estructurales y funcionales mas relevantes de a cada subunidad:

La NFS1 lleva adelante la reaccion enzimatica de desulfuracion de la cisteina

sustrato, que aporta los atomos de azufre requeridos para el ensamblaje de los centros
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Fe-S. Esta reaccion usa como cofactor en el sitio activo al piridoxal 5'-fosfato (PLP)
(Figuras 1.7 y 1.8), el cual esta unido mediante un enlace de tipo base de Schiff a la
Lys258, un residuo extremadamente conservado entre las desulfurasas. Ahi tienen
lugar un complejo juego de reacciones que describiremos con mas detalle mas
adelante, y se obtiene como producto L-Ala libre y NFS1 persulfurada en la Cys381
(NFS1-S-SH) ubicada en el loop catalitico de la enzima. En un paso posterior, este
sulfuro es transportado a un segundo sitio activo (sitio de ensamblado ISCU2) donde el
sulfuro es incorporado a un centro Fe-S en formacion.

Las proteinas ACP e ISD11 estan vinculadas estructuralmente de manera que
forman entre ellas una entidad estructural en si misma. Sus funciones fundamentales
son, aparentemente, la de estabilizar al dimero NFS1 e inducir su conformacién activa.
Esta y otras particularidades estructurales de este dimero seran discutidas en
profundidad en el Capitulo 3 de este trabajo de tesis.

Es de destacar la presencia de la proteina ACP. Tanto para la formacion del
heterodimero ACP-ISD11 como en el super complejo en si. De hecho, su participacion
dentro de la maquinaria de centros Fe-S se constatd por casualidad, cuando se
intentaba co-purificar a la NFS1 humana con ISD11 en el sistema de expresidn
bacteriano E. coli BL-21. Al cristalizar el complejo resultante se constatdé que la ACP de
E. coli (ACPec) estaba efectivamente conformando el complejo en una forma especifica
y estable (Cory 2017). Por su parte, ISD11 es una proteina que s6lo se encuentra en
eucariotas (Figura 1.3) y no es necesaria para la estructura de los complejos
desulfurasa analogos en bacterias y arqueas. Dicho de otra manera, en algun lugar de

la historia evolutiva de las desulfurasas eucariotas, estas seleccionaron variantes que
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dependen estructuralmente de interacciones con el heterodimero ACP- ISD11. A partir
de estos hallazgos distintos grupos han explorado el significado fisiolégico o evolutivo
de esta asociacion NFS1/ACP-ISD11.

En particular se ha postulado que la presencia de la ACP podria acarrear un rol
funcional el crosstalk entre sintesis de centros Fe-S y biosintesis de acidos grasos, e
incluso de acido lipoico en las mitocondrias (Lill y Freibert 2020) . En este trabajo de
tesis se han realizado algunos avances relevantes desde el punto de vista de la funcion
y la estructura que se expondran con mas detalle en el Capitulo 3.

Es importante agregar que la desulfurasa NFS1 humana se produce con cierta
dificultad de manera aislada en sistemas procariotas de expresion como E. coli BL-21.
No se reportaron estructuras eucariotas que no contengan conjuntamente al
heterodimero ACP-ISD11. Dicho de otra forma, pareceria existir una dependencia
estructural entre las NFS1 eucariotas y el heterodimero ACP-ISD11 que consolida una
unidad estructural estable: (NFS1/ACP-ID11), (también definido como “NIA” en la
literatura por NFS1(N), ISD11(l), ACP (A)).

La FXN, por su parte, tiene un rol modulador de la actividad (Bridwell-Rabb et al.
2014; Cai et al. 2017). Su presencia acelera la reaccion de formacion de centros Fe-S
desde al menos dos puntos: (i) acelerando las reacciones de NFS1 en el sitio activo
PLP, y (ii) facilitando la transferencia de sulfuros al sitio activo de ensamblado de centro
Fe-S en ISCUZ2 (Parent et al. 2015; Gervason et al. 2019).

ISCU2 es la proteina critica de andamiaje donde los centros Fe-S son
ensamblados en un sitio especifico para la coordinacion de metales. Ahi el hierro

puede ser incorporado a los centros Fe-S. El sitio de ensamblado esta constituido por
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la interfase proteica entre NFS1, ISCU2 y FXN (Figura 1.10).

1.6. Relaciones estructura actividad en las maquinarias de sintesis de centros
e En términos generales, el mecanismo de reaccion involucra fundamentalmente
cuatro pasos. (1) La reaccion de desulfuracion en el sitio activo PLP para generar una
enzima desulfurasa (NFS1) persulfurada en la Cys 381 (Nakamura et al. 2020); (2) un
cambio conformacional del loop catalitico, que mueva al persulfuro desde una posicion
cercana al PLP a una posicion cercana al sitio activo de la proteina de andamiaje para
el ensamblado de centros Fe-S (ISCU) (Fox etal. 2019); (3) la transferencia del
persulfuro a cisteinas disponibles en ISCU (Gervason et al. 2019); (4) el ensamblado

del centro Fe-S propiamente dicho en el sitio activo ISCU mediado por la entrega de al

menos un electron proveniente de la FDX2.

Figura 1.7. Vista ampliada de los sitios activos en NFS1 (PDB:6NZU). En verde se
representa la NFS1. Se visualiza al PLP en representaciéon de esferas para marcar la
ubicacidn relativa del sitio activo PLP y la cisteina catalitica 381. En gris se representa
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a la ISCU2 que en este caso se encuentra coordinando un ion metalico de Zn?* a través
de residuos propios del sitio de ensamblado ISCU2.
1.7. Desulfuracién del sustrato L-Cys

La reaccién de desulfuracion de cisteina libre ha sido ampliamente estudiada y
existe un mecanismo consensuado de como es llevada adelante. La reaccion se inicia
desde el estado de reposo donde el PLP-Lys existe en su forma de aldimina interna
inicial. A partir de aqui, la L-cisteina (L-Cys) sustrato se une covalentemente al PLP a
través de una reaccion de intercambio de base de Schiff, produciendo la aldimina
externa PLP-L-Cys. Esta se estabiliza mediante interacciones polares con residuos
conservados en el sitio activo. Sobresalen entre ellas interacciones de puente de
hidrogeno con un residuo arginina que interactua con el grupo carbonilo del resto
cisteina de la aldimina externa PLP-L-Cys, y una histidina que interactua con el grupo
-SH de la PLP-L-Cys que ejerce su funcion como catalizadora acido-base durante la
reaccion de desulfuracion.

La aldimina externa PLP-L-Cys (Figura 1.11.2) sufre una reorganizacion a traves
del quininoide (Figura 1.11.3) hacia la cetimina correspondiente (Figura 1.11.4).
Entonces, el residuo Cys381 catalitico puede atacar al grupo SH del PLP-L-
Cys-cetimina, generando el residuo Cys381 persulfurado (Cys381-SSH) vy
PLP-L-Ala-enamina (Figura 1.11.5). Esta enamina se convierte posteriormente en
PLP-L-Ala cetimina (Figura 1.11.6), y una vez mas pero en el sentido opuesto
transiciona a través del quininoide (Figura 1.11.7) a la aldimina externa que puede
reaccionar con la Lys original para liberar la L-Ala producto y la aldimina interna original

(Figura 1.11.8).
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Finalmente, la Cys381-S-SH transfiere el azufre a la proteina o sistema
destinatario. Para el enfoque de este trabajo de tesis sera la ISCU2 en su Cys del sitio
activo de ensamblaje de centros Fe-S. Muchos de estos intermediarios fueron
capturados por Nakamura y colaboradores (Hikita et al. 2020) usando estrategias de
analisis de cristales de distintas desulfurasas analogas bacterianas, elaboradas en

distintas concentraciones y tiempos de exposicion al sustrato L-Cys .
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Figura 1.8. Secuencia de intermediarios en la reaccion de desfiguraciéon de L-Cys
en el sitio activo PLP. Figura adaptada de (Nakamura et al. 2020). Se muestra la
secuencia de reacciones quimicas necesaria para la reaccion de desulfuracion de
L-Cys en el sitio activo PLP.

1.8. Cambios conformacionales en el loop catalitico y transferencia del persulfuro

AUNn no se conocen en su totalidad los detalles moleculares asociados con el

cambio conformacional del /loop. Existen estructuras cristalizadas de proteinas
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analogas de distintas especies que presentan al loop catalitico en una conformacion
extendida hacia el sitio activo PLP y formando un complejo de coordinacion con un
atomo de Zn en la ISCU. Otras, lo presentan en un estado intermedio un poco alejado
de ambos sitios activos y muchas otras no consiguen resolverlo. Esta combinacion de
conformaciones indica que esta seccion es inherentemente movil y presenta una
importante variedad de conformaciones posibles. Sin embargo se ha llegado a
comprobar la relevancia de la Cys381 en la transicion de persulfuros en la ISCU.
Usando reacciones de alquilacién sensibles a intermediarios persulfurados, Gervason y
colaboradores demostraron que la Cys381 (Gervason etal. 2019) transfiere un
persulfuro a la ISCU2 en el contexto del sitio activo de ensamblado. Se deduce de este
compilado de experimentos que el cambio conformacional es necesario para que la

reaccion pueda llevarse adelante.

1.9. Ensamblado de centros Fe-S

El ensamblado del centro ferro sulfurado propiamente dicho, es la etapa de la
reaccion menos comprendida. Se sabe que en este paso es importante el aporte de
electrones por parte de FDX2 (Cai et al. 2017) , y que al menos uno de los atomos de
hierro protagonistas estaria coordinado en la ISCU2 de antemano (Gervason et al.
2019). Estructuras con centros ferrosulfurados en el sitio propuesto como de
ensamblaje han podido ser resueltas en proteinas analogas de otras especies, lo que
en parte guia una linea de razonamiento donde los centros Fe-S se ensamblan en el
sitio de encuentro entre las superficies de FXN, ISCU2 y NFS1. Algunas de las

preguntas que surgen es si el ensamblado del centro Fe-S sucede en dos pasos
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independientes, donde dos moléculas de ISCU2 reaccionan por separado para
incorporar dos ligandos sulfuro que posteriormente completan un centro Fe-S al
encontrarse (Gervason et al. 2019). O, por el contrario, que las reacciones se suceden
sobre una misma molécula de ISCU a través de multiples ciclos de NFS1 tal y como ya
fueron descritos; donde finalmente se obtenga el centro Fe-S totalmente ensamblado.
En cualquier caso estas propuestas son meras hipdtesis y multiples aproximaciones

experimentales se estan utilizando para intentar dilucidar el verdadero mecanismo.

1.10. Transferencia y maduracion de centros Fe-S

Una vez que ISCU posee al centro Fe-S ensamblado, este debe ser transferido
a su destino final mediante un sistema especifico de chaperonas. El mismo esta
protagonizado en primera instancia por las proteinas HSC20 y HSPA9, que gracias a
sus dominios de unién a ISCU constituyen un complejo de transferencia de centros
Fe-S al primer intermediario comun la GLRX5. Esta puede entregar el centro Fe-S en
su forma 2Fe-2S a los sistemas responsables de la maduracion a estructuras mas
complejas como pueden ser las 4Fe-4S. La Figura 1.5 (Lill y Freibert 2020) ilustra el
esquema de flujo de centros Fe-S desde su sintesis, sus proteinas de traslado
especificas y sus etapas de maduracion.

El camino que recorre el centro 2Fe-2S para su maduracién y final entrega en la
apo-proteina mitocondrial correspondiente incluye al menos 9 proteinas adicionales.
Entre ellas se incluyen a ISCA1, ISCAZ2, IBA57, NFU1, IND1 y BOLAS3. Todas estas han
sido confirmadas a partir de estudios bioquimicos, biologicos, y por su aparicion en

enfermedades genéticas. De todos modos, una gran parte de los mecanismos
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moleculares subyacentes quedan por ser descifrados (Lill y Freibert 2020).

Los centros Fe-S tienen variadas funciones extra mitocondriales tanto nucleares
como citosodlicas. En particular funciones relacionadas con la tiolacion de ARNt, la
reparacion del ADN (Pandey et al. 2019), la sintesis de acido lipoico (Onder et al. 2006)
y el cofactor de molibdeno (Black y Dos Santos 2015). La forma en la que estos
cofactores son sintetizados para su funciones extra mitocondriales es a través de un
mecanismo que depende del sistema mitocondrial desulfurasa, pero que en lugar de
generar al centro 2Fe-2S, produce un factor azufrado que contiene Fe** y que vamos a
llamar X-S, el cual puede ser exportado a través de un transportador de tipo ABC
especifico. Este factor X-S es utilizado por la maquinaria homéloga del ensamblaje de
centros Fe-S citosdlica (CIA) que comprende 11 proteinas conocidas. Entre ellas
sobresale la proteina andamio Cfd1-Nbp35, para el ensamblaje del grupo [4Fe-4S] para
generar proteinas con centros Fe-S tanto citosolicas como nucleares (Marquez et al.

2023).

1.11 La alteraciéon funcional de las proteinas involucradas en el super complejo
derivan en enfermedades genéticas graves.

Las mutaciones en las proteinas que forman el super complejo desulfurasa
conducen a una variedad de enfermedades poco frecuentes y graves. Entre ellas, la
Ataxia de Friedreich (AF) es causada por una deficiencia en la expresion y/o funcién de
la frataxina (FXN), genera neurodegeneracion que en general se inicia en la
adolescencia y se acompana de una cardiomiopatia caracteristica. La miopatia ISCU

es causada por una deficiencia en la funcion ISCU2 y cursa con una grave intolerancia
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al ejercicio y deficiencias de enzimas clave como succinato deshidrogenasa o
aconitasa en el tejido muscular esquelético (Mochel et al. 2008; Kollberg et al. 2009;
Nordin etal. 2011). En la desulfurasa NFS1 se encontré que la mutacion R72Q da
como resultado una enfermedad mitocondrial infantii autosémica recesiva,
extremadamente rara y caracterizada por acidemia lactica, deficiencia de los complejos
II'y Il mitocondriales, insuficiencia organica multisistémica y mitocondrias anormales
(Farhan et al. 2014). La ausencia total de NFS1 es incompatible con la vida humana.

Finalmente, la mutacién de la proteina ISD11 en la posicion 68 (R68L) resulta en
una deficiencia de transferencia de electrones en la fosforilacién oxidativa mitocondrial
(complejos respiratorios |, I, lll y IV), como en una deficiencia de varias proteinas con
centros Fe-S, incluidas la aconitasa y la ferroquelatasa (Lim et al. 2013).

Asi, resulta notable observar que las mutaciones que aparecen en cada miembro
del super complejo desulfurasa determinan enfermedades asociadas pero con
diferencias significativas desde un punto de vista fenotipico. Cada una tiene su juego
particular de signos, sintomas y evolucién temporal. Esta observacion plantearia una
complejidad fisiopatoldgica subyacente, donde probablemente estas proteinas podrian
cumplir otras funciones en interaccion con otros sistemas proteicos a la vez.

El criterio para definir a las enfermedades poco frecuentes varia de pais en pais,
dado a que la definicidn formal tiene implicaciones legales en cada uno. En lineas
generales se usan criterios de prevalencia que definen como enfermedades poco
frecuentes aquellas con prevalencias menores a 1 en cada 2000 habitantes y se
incluyen criterios clinicos como si amenazan la vida o el desarrollo (Kariampuzha et al.

2023).
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A temple the world may not see,
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N. B. Sargent
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Capitulo 2: Materiales y métodos

2.1. Métodos Bioinformaticos

2.1.1. Busqueda de ortélogos de las subunidades del complejo Desulfurasa en
organismos modelo

Se hicieron busquedas mediante HMM (Hidden Markov Models) usando el programa
Jackhmmer, que se encuentra como herramienta en el servidor web del EBI (Finn et al.
2015), usando las secuencias de las variantes humanas de las 5 subunidades del
complejo Desulfurasa recuperadas de Uniprot. La base de datos empleada fue Uniprot
Reference Proteomes. La busqueda se hizo usando los parametros predeterminados
por default y el numero de iteraciones necesarias para llegar a convergencia (NFS1
permitié una sola, ACP permitioé 2, ISCU y FXN convergieron en 7 mientras que ISD11
en 34). Luego, mediante un script de Python, se retuvieron aquellas secuencias
correspondientes a un conjunto de 239 organismos modelo representativos de los tres
reinos de la vida, listados en la base de datos Ortholnspector
(https://Ibgi.fr/orthoinspectorv3/database/Eukaryota/2019). En aquellos casos donde se
obtuvo mas de una secuencia por organismo, se retuvo la de mayor similitud con la
variante humana.

La ortologia de las secuencias se confirmé mediante Reciprocal Best Hits: se us6 cada
secuencia recuperada para realizar una busqueda en Blast usando los genomas de
referencia de Homo sapiens y Escherichia coli, considerandose un auténtico ortélogo
cuando el mejor hit de esta busqueda es la proteina que se usé como query para

recuperar la secuencia en cuestion.
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2.1.2. Construccion del arbol taxonémico
El arbol taxondmico se construyd usando el portal Open Tree of Life (OTL) mediante el
paquete rotl implementado en R. Este programa permite realizar la sintesis de un arbol
a partir de distintos estudios filogenéticos. En primer lugar, se recuperaron los
identificadores taxondmicos que usa OTL, llamados ott_id, usando la pagina Taxonomic
Name Resolution Service (TNRS), para los organismos modelo de Ortholnspector. Las
asociaciones se “curaron” manualmente, de modo de encontrar aquellas que no se
recuperaron inicialmente, considerando nombres sinénimos. Con la lista de
identificadores, se procedi6 a la sintesis del arbol en rotl.
Algunos organismos no fueron incluidos en el arbol debido a que no hay un consenso
en la ubicacion de los mismos relativo a los otros organismos investigados (incertae
sedis). Debido a que esto ocurri6 con muy pocos organismos, no se modificé el arbol
para incluirlos a posteriori. Las tareas de edicion del arbol (conversiones de formato y
edicion de etiquetas) se realizaron en TreeGraph2 (http://treegraph.bioinfweb.info) y la
visualizacion final se armé en Interactive Tree of Life (iTOL, https://itol.embl.de ).
2.1.3 Elaboracion del LOGO de conservacion para NFS1

Las secuencias de ortélogos eucariotas de NFS1 se descargaron de la base de
datos de proteomas no redundantes del NCBI utilizando BlastP a través de un script de
python. La busqueda se restringié a una lista de 145 organismos modelo de Eukarya tal
como se usa en Orthoinspector 3 (Nevers et al. 2019) (la lista completa esta disponible
en https://Ibgi.fr/orthoinspectorv3/database/Eukaryota/2019). Después de la curaduria
para la duracién adecuada y la calidad de la secuencia, resulté en un conjunto de 133

secuencias. Se construyd un MSA usando MAFFT en linea (Katoh, John Rozewicki, y
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Kazunori D Yamada 2019) y el logotipo de la secuencia se representd usando Weblogo
(Crooks et al., s. f.) .
2.1.4. Busqueda de motivos estructurales

La busqueda de motivos en el Protein Data Bank (PDB) se llevdo a cabo
utilizando el motor de busqueda de motivos de estructura integrado en el sitio web de
RCSB PDB. Con este fin, los residuos His y Cys del motivo HXCXXXXC se
seleccionaron en la estructura de NFS1 humano en complejo con ISCU2 humano,
ISD11 humano y E. coli ACP (PDB ID: 5WKP) y los resultados se inspeccionaron a ojo.

El MSA fue construido automaticamente por Consurf Server (Ashkenazy et al.
2016) utilizando MAFFT y los homodlogos fueron recolectados de UNIREF90. EI
algoritmo de busqueda de homdlogos: HMMER vy el valor E de HMMER fue 0,0001. El
numero de iteraciones HMMER: 1. El porcentaje de identidad maximo y minimo entre
secuencias para homoélogos fue 95 y 35%, respectivamente. El analisis se realizé
utilizando un total de 150 secuencias que muestran la lista de homdlogos. El analisis
del logotipo se llevo a cabo utilizando Weblogo (Crooks et al., s. f.) .

Para el analisis de secuencias de ISD11, se obtuvieron un total de 500
secuencias no redundantes de ISD11 utilizando Consurf (Armon, Graur, y Ben-Tal
2001; Ashkenazy etal. 2016). A continuacion, se recortaron las secuencias
considerando la longitud de la secuencia humana de ISD11 para simplificar el analisis

sin pérdida de informacion. Después de eso, se realizé una nueva alineacion.
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2.2. Expresion y purificacion de proteinas.
2.2.1. Purificacion del heterodimero ACP-ISD11

Las secuencias de ADN corresponden a la ACP mitocondrial humana (forma
madura) e ISD11 (longitud completa) se optimizaron para la expresion de proteinas en
E. coli BL21 (DES3) de BIO BASIC Inc. (Markham, ON). Las Figuras 2.1 y 2.2 muestran
la numeracion de los residuos de aminodcidos utilizados en este trabajo,
correspondientes a la ACP recombinante y proteinas I1SD11, respectivamente. El
complejo ACP-ISD11 se indujo con 1% (p/v) lactosa (concentracion final), y las células
fueron lisadas por sonicacibn manteniendo la muestra en hielo y agua durante la
ruptura. La ISD11 incluia una etiqueta His N-terminal y un sitio de proteasa TEV
[MHHHHHHENLYFQGAASSRAQ (la secuencia corresponde a ISD11 esta subrayado, y
el sitio TEV esta en cursiva)]. EI complejo se purifico a 4 °C a partir de la fraccion
soluble por cromatografia NTA-Ni**-agarosa. Las fracciones fueron analizadas por
electroforesis con dodecilsulfato de sodio en un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). La
mayoria de la proteina se eluyé con Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM e imidazol 500 mM
(pH 8,0). Después de la purificacidon con NTA-Ni 2+, se realizé un paso de dialisis para
eliminar lentamente el imidazol.

Después de eso, el complejo ACP-ISD11 fue purificado aun mas. Las fracciones
de proteina se cargaron en una Sephadex G100 preparativa (SEC, 93 cm x 2,7 cm),
previamente equilibrada con Tris-HCI 20 mM y NaCl 200 mM (pH 8,0). Este paso de
purificacion separa la proteina de interés de otras de mayor peso molecular y de ADN.
La identidad de las subunidades de ACP-ISD11 purificadas se establecié por

cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (C18), seguida por
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secuenciacion de Edman N-terminal y espectrometria de masas por electrospray.
Sorprendentemente, no se encontr6 ACP de E. coli como parte del complejo

ACP-ISD11 (Herrera et al. 2018).

MHHHHEHHENLYFQGARSSRAQVL S-AZ{LRES EREFSAYNYRT YAVRRIRDAF RENENVEDEV
1 18 24 34 44 54

EIQTLVNKAKE RDLGVIRRQV HIGQLYSTDE LITENRDMPR T
64 74 84 94 104

Figura 2.1 La secuencia del ISD11 humano. La secuencia y la numeracion NCBI
correspondientes a la variante humana de ISD11 se muestran en azul, mientras que la
secuencia y numeracion correspondiente a la variante recombinante expresada en este
trabajo se muestra en negro. Se resaltan el primer y ultimo residuo observado en la
estructura de rayos X en amarillo y gris, respectivamente. El motivo LYR esta resaltado
en fucsia. Su etiqueta y el sitio de la proteasa TEV estan subrayados en negro. Es
digno de mencion que el primer residuo Met de ISD11 humano se muté a Gly en el
caso de la variante recombinante.

rom MTTT TT DT o

Lol MErlal LBl
MSD MPPLTLEGIQ
1 4 14 24 34 44

Al ( AmB FORIVDY 1AL

AMEDEFGFEI PDIDAEKLMC PQEIVDYIAD
54 64 74

KETWYE

KEDVYE
84

Figura 2.2. La secuencia del ACP humano. La secuencia y la numeracion NCBI.
correspondientes al precursor de la proteina portadora de acilo humana (ACP) se
muestran en rojo, la secuencia y numeracion correspondientes a la forma
recombinante de la variante madura expresada en este trabajo se muestra en negro.
Los primeros y ultimos residuos observados en la estructura de rayos X se resaltan en

amarillo y gris, respectivamente. El residuo de serina modificado por el 4PP esta
resaltado en cian.
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2.2.2. Expresion y Purificacion de NFS1 humana

Se utilizé la secuencia optimizada para expresion en E. coli insertada en el
vector de expresion PET-DUET. Se cloné en la cepa BL-21 de E. coli. El extremo N de
NFS1 incluyé la etiqueta RSGHHHHHH para la purificacion por columna de afinidad
Ni?**NTA y el reconocimiento por anticuerpos. La expresion NFS1 humana se llevo a
cabo durante la noche a 18 °C (a 250 rpm) en ausencia de la subunidad ISD11. En el
momento de la induccion con lactosa 1% se suplemento con piridoxal fosfato (PLP)
concentracion final 3uM.

Se lisaron las células por sonicacion manteniendo la muestra en hielo con agua.
A partir de la fraccién soluble, utilizando una columna Ni?*-NTA-agarosa (primer paso),
la proteina se eluyé con 20 Tris-HCI mM, NaCl 300 mM e imidazol 500 mM (pH 8.0).
Después de eso, se anadid DTT 2 mM y NFS1 fue concentrado y congelado en
presencia de imidazol 500 mM (pH 8,0). Este protocolo minimizé la agregacién y la
oxidacion de la proteina. Antes de ser utilizado, NFS1 fue descongelado en hielo y
centrifugado. Finalmente, la fraccion soluble, que contiene la mayor parte de la
proteina, se cargd en una columna de cromatografia de exclusién molecular G25 para
cambiar el buffer y eliminar el imidazol.
2.2.3. Expresion y Purificacion del Supercomplejo Humano (NFS1/ACP-ISD11), y
sus variantes NFS1

Las secuencias de ADN de la forma madura humana de la enzima cisteina

desulfurasa humana NFS1 (NFS1A55), el ISD11 y la proteina portadora de acilo
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mitocondrial humana (ACP, la forma madura) se optimizaron para la expresion de
proteinas en E. coli BL21 (DE3) por BIO BASIC Inc (Markham ON, Canada).

NFS1A55 e ISD11 se clonaron en un plasmido pETduet con cassette de
resistencia a ampicilina, mientras que ACP se clon6é en un pACYCDuet-1 con cassette
de resistencia a cloranfenicol para la expresién. La secuencia de aminoacidos de NFS1
incluia la etiqueta RSGHHHHHH en el N-terminal, para la purificacion y el
reconocimiento de anticuerpos. La induccion de las proteinas se llevé a cabo mediante
la adicion de IPTG 1 mM cuando el cultivo bacteriano alcanzé una DO gy, = 0.7. En el
momento de la induccion se suplemento con piridoxal fosfato (PLP) concentracion final
3uM. La co-expresion se llevd a cabo durante la noche a 30°C (a 250 rpm). La
purificacion del complejo (NFS1/ACP-ISD11), se realizé a partir de la fraccion soluble
de cultivos de E. coli BL21 DE3 utilizando una columna de Ni?*-NTA-agarosa (primer
paso). La proteina se eluyd con Tris-HCI 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH
8,0. Después de eso, se anadié DTT 1 mM y se dializd NFS1 frente al mismo tampon
sin imidazol y se congeld. Este protocolo minimizé la agregacion y oxidacién de la
proteina.

Las distintas variantes de NFS1 fueron producidas en co-expresion con el
heterodimero ISD11-ACP siguiendo los mismos procedimientos anteriormente
descritos. Para la generacion de las mismas se aplic6 mutagénesis dirigida por PCR,
utilizando el kit comercial de New England biolabs (Q5° Site-Directed Mutagenesis Kit)
sobre el plasmido pET duet que contiene a NFS1 y que fue descrito en el parrafo

anterior.
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2.2.4.Expresion y purificacion de la proteina ISCU2

La secuencia de ADN de ISCU2 correspondiente a la forma madura fue
optimizada para la sobreexpresion de E. coli por Explora Biotech (Roma, ltalia) y sub
clonada en un plasmido pE22b, con una etiqueta His6 C-terminal. La induccion de
proteinas se llevd a cabo mediante la adicion de una concentracion final de IPTG 1 mM
(3 h, 37 °C y 250 rpm). ISCUZ2 se purifico utilizando una columna de Ni2 *-NTA-agarosa
equilibrada en un tampoén Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM, pH 8. La elucién se realizd
con un tampon Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM, imidazol 500 mM, pH 8. Después de
eso, se anadié DTT 1 mM y se dializ6 NFS1 frente al mismo tampén sin imidazol y se
congelo.
2.2.5. Expresion y Purificacion de Frataxina Humana

La frataxina humana (residuos 90-210 correspondientes a la proteina madura) se
sobre expreso y purifico utilizando una columna de intercambio aniénico DEAE apH 7 y
se eluyd con gradiente de concentracion creciente de NaCl. Luego las fracciones de
proteina se cargaron en una columna de exclusion molecular Sephadex G100
preparativa (SEC, 93 cm x 2,7 cm), previamente equilibrada con Tris-HCI 20 mM y
NaCl 200 mM (pH 7,0). La pureza fue > 98 % segun se evalu6 en SDS-PAGE. La
identidad se verifico mediante secuenciacion de ADN utilizando la instalacion Macrogen
y mediante analisis de espectrometria de masas. Este ultimo se realizd en el
Laboratorio Nacional de Investigaciones y Servicios en Péptidos y Proteinas utilizando
un espectrometro LCQ DUO ESI ion trap ( Thermo Finnigan) o Q Exactive Orbitrap (

Thermo Scientific).

42



43

En todos los casos la pureza de las proteinas se estimé mediante analisis
SDS-PAGE. Los espectros de absorcidn se obtuvieron con un espectrofotometro
JASCO V-730 BIO (Tokio, Japén). La concentracién de proteina se determind mediante
el coeficiente de extincion calculado a partir de la secuencia de aminoacidos utilizando

la herramienta ProtParam de ExPASYy (https://web.expasy.org/protparam/ ).

2.3. Medicion de Ila actividad enzimatica del complejo desulfurasa
NFS1/ACP-ISD11.

La reaccién a evaluar se puede resumir en términos generales con las siguientes
ecuaciones:

L-Cys-SH + P-Cys-SH —L-Ala + P-Cys-S-SH

P-Cys-S-SH + DTT(red) — P-Cys + DTT(ox) + HS™

Para darle seguimiento a esta reaccion, en este trabajo de tesis se utilizan
fundamentalmente dos métodos: el método de azul de metileno y la deteccién de

L-alanina por RMN en tiempo real. A continuacion se detallan ambos métodos.

i) El método azul de metileno

Este método se basa en la reaccion que se da entre dimetil piridina y acido
sulfhidrico en presencia de hierro (lIl), y culmina en la generaciéon de azul de metileno.
La medida de absorbancia a 670 nm (maximo de absorcion del azul de metileno), sera
proporcional al acido sulfhidrico generado por la reaccién de desulfuracién catalizada

por el complejo desulfurasa.
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\ HCI o
N NH, + SHy —> s
/ Fe3* -

\ /

/N N
Figura 2.31. Descripcion de la reaccién de DMPD

(N,N-Dimetil-p-fenilendiamina) con acido sulfhidrico en medio acido y

presencia de Fe®*.

Se evaluo por el método del azul de metileno (Moest 1975). Las concentraciones
de proteinas, el sustrato y la reduccion agente DTT se pusieron a punto de acuerdo con
un trabajo previo de Tsai y Barondeau (Tsai y Barondeau 2010). Las mezclas de
reaccion contenian NFS1 1,0 uM, 1,0 yM ACP-ISD11, 3,0 uM ISCU y 3,0 uM FXN, y
muestras se complementaron con PLP 10 yM, DTT 2 mM y 1,0 uM FeSO 4
(concentraciones finales). El buffer de reaccion estaba compuesto por Tris-HCI 50 mM
y NaCl 200 mM (pH 8,0), y las reacciones se iniciaron mediante la adicién de cisteina 1
mM. Las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min. La produccién
de H,S se detuvo mediante la adicion de 50 pL de N,N-dimetil 20 mM p-fenilendiamina
en HCI 7,2 M y 50 uL de FeCl; 30 mM (preparado en HCI 1,2 M). En estas condiciones,
la produccion de azul de metileno tardé 30 minutos. Después de eso, las muestras se
centrifugaron durante 5 minutos a 12000 g, y se separo el sobrenadante. Se midio la
absorbancia a 670 nm. Una de las preocupaciones mas importantes con respecto al

uso del método de azul de metileno para medir las concentraciones de H,S es el hecho
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de que el bajo pH del buffer de reaccion libera altas concentraciones de sulfuro del
grupo de sulfuro unido a proteinas labiles a los acidos (en este trabajo, de los grupos
hierro-sulfuro). Por esta razon, los resultados deben considerarse como una medicion
cualitativa de H,S libre mas parte del sulfuro unido.
ii) Deteccion de L-alanina por RMN en tiempo real

Este método se fundamenta en encontrar la senal especifica que tiene la alanina
en el espectro de protones de una dimension en RMN. En principio la alanina cuenta
con dos sefiales de hidrogeno en su espectro (Figura 2.3.1). Se sigue puntualmente la

sefal de tres protones pertenecientes al grupo metilo de la alanina.
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Figura 2.3.2. Espectro RMN de L-Ala, producto de reaccion de desulfuracion de
L-Cys. Se muestran las dos sefales de protones que aparecen para L-Ala. En el
capitulo 5 de esta tesis ponemos el énfasis en la aparicion del doblete que integra para
tres protones en el espectro (B) (flecha celeste).
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La produccién de L-Ala en tiempo real se controld6 mediante espectroscopia de
RMN en dos instrumentos. La mezcla de reaccion fue la misma que la mencionada
anteriormente. Previo a la medicion se agregaron 50 pyL de oxido de deuterio (D,O) en
un tubo de ensayo para obtener una concentracion de oxido de deuterio en agua del
10%.

Inicialmente se siguieron estudios cinéticos a 25°C en un Bruker 600 MHz
Avance lll, logrando la supresién de la sefial de agua mediante el uso de una
secuencia 1D NOESY. Los datos de RMN se procesaron con NMR Pipe y se analizaron
con NMR Viewd.

Los estudios de las reacciones a tiempo fijo se midieron a 25°C en un
espectrometro Fourier Bruker de 300 MHz (ver mas abajo). El curso de la reaccion fue
seguido por 1D' H con supresién de agua por presaturacion . Los datos de RMN se
procesaron y analizaron utilizando MestReNova. En todas las muestras se afiadié acido
maleico como patron interno a una concentracion final de 200 uM.

Antes de cada experimento, la sonda se sintonizé y emparejé con una muestra
de composicion similar. El retraso entre el inicio de la reaccion y el inicio de la
adquisicion se midid con precision para cada una de las reacciones. También se
considero la duracion del programa de pulsos para obtener un valor de tiempo preciso.
Los parametros clave se ajustaron para obtener la maxima sensibilidad (relacion
sefal/ruido) en un tiempo razonable para un estudio cinético. El pulso de RMN aplicado
nos permitid adquirir un espectro 1D'H cada 7 min. Los picos correspondientes de
L-Ala (doblete de protones del metilo en & 1,47 ppm) se integraron y representaron en

funcion del tiempo.
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2.3.1. Deteccion de L-alanina a punto fijo por 'H-RMN 1D

Para experimentos de punto fijo, utilizamos un espectrometro de 300 o 500 MHz.
Cada muestra de reaccion de desulfurasa se detuvo a los 120 min calentandola a 98°C
durante 5 min (se evitd un cambio a valores de pH acidos debido al cambio en los
desplazamientos quimicos) y se centrifugé a 10000 rpm en una centrifuga Eppendorf
para separar los agregados proteicos y almacenarlos a -20°C. Los picos de protones
correspondientes a DTT, PLP, L-Ala, L-Cys y Tris se identificaron mediante espectros
especificos para cada compuesto.

Las muestras se prepararon mediante la adiciéon de 50 uL de éxido de deuterio
(D,O) para obtener una concentracion de oxido de deuterio del 10%. En todas las
muestras se afadié acido maleico como patrén interno a una concentracion final de
200 pM.

La adquisicion se realizd con un espectrometro Bruker FOURIER de 300 MHz
equipado con una sonda de 5 mm DUL 13C-1H/ D Z-GRD Z111650/0010) ajustada a
25°C. Los parametros clave se ajustaron para obtener la maxima sensibilidad (relacion
sefal/ruido ). Para aumentar la sensibilidad, utilizamos un espectrometro Bruker
Avance Neo de 500 MHz (sonda ATM de gradiente Z BBI (inverso) de 5 mm para 1H y
nucleos en el rango de 31P a 109Ag), ajustado a 25°C. El pulso de RMN aplicado fue
un 1D" H con supresién de agua por presaturacion. Los datos de RMN se procesaron y
analizaron usando MestReNova.

Se integraron la regién correspondiente al pico del doblete de protones de metilo
(a & 1,47 ppm) de L-Ala y la region correspondiente al pico del singlete de protones

olefinicos del acido maleico (a ®& 5,99 ppm). El uso del patréon interno tiene la doble
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ventaja de permitir normalizar el area de las sefales y asi poder comparar entre los
espectros correspondientes a los diferentes mutantes, pero también permite obtener la

concentracion de Ala en cada una de las muestras de forma sencilla y directa.

2.3.2. Limites de deteccioén y cuantificacion
La literatura sugiere que los limites de detecciéon (LOD) y cuantificacion (LOQ) se

pueden estimar bien en funcion de la curva de calibracién como:

LOQ = —~(1)

LOD = =(2)

Donde s es la desviacién estandar de las intersecciones y de las lineas de regresion, y
S es la pendiente. Se construy6 la curva de calibracion, para ambos instrumentos de
RMN (300 o 500 MHz) , usando las muestras estandar de una serie de diluciones de
L-Ala (en el rango de 10-350 uM), manteniendo la misma matriz de proteina y buffer
que sera utilizados en las muestras a analizar. Se calcularon la desviacion estandar de
las intersecciones y la pendiente y los resultados actuales para LOQ y LOD se resumen
en la Figura 2.3. Con este enfoque, el LOD y el LOQ se calcularon como 20 yM y 65
MM respectivamente para RMN de 300 MHz, y 12 uM y 41 yM para RMN de 500 MHz
(Tabla 2.2, informacién de apoyo en linea). Estos valores estaban de acuerdo con el
analisis visual de la serie de dilucion de las muestras de calibracion cuando se usaron

para determinar el LOD.
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Table 2.2. Calculos estadisticos para la cuantificacion de limites de deteccion
(LOD) y limites de cuantificacion (LOQ).

Analisis Instrumento 300 MHz |Instrumento 500 MHz
Pendiente (S) 0.00840 0.00942
Error estandar de S 0.00015 0.00010
interseccion (b) -0.03992 -0.11521
Error estandar de b 0.02837 0.017977
Coeficiente de determinacion (R?) 0.99742 0.099897

Error estandar de Y 0.05463 0.03866
n 8 9

FLOQ (M) 65.0 41.1
'LOD (M) 19.5 12.3
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RMN 500 MHz

f(x) = 0,01 x — 0,12
R2=1

1 &rea H- L -Ala

Figura 2.3.4 Curva de Calibraciones para Cuantificacion de L-Ala por RMN
usando Instrumentos de 300 o 500 MHz.

2.4. Caracterizacion espectroscopica de variantes NFS1 en el subcomplejo
(NFS1/ACP-ISD11),.

Las mediciones de espectros de fluorescencia de triptéfano se realizaron a 20°C.
La excitacidén se realiz6 a 295 nm y los espectros se adquirieron entre 305 y 500 nm,
utilizando una celda de 2 mL de volumen y un camino de 1 cm. Los anchos de banda
espectral se establecieron en 4 nm para ambos monocromadores. Ademas, los
espectros se adquirieron en presencia o ausencia de desnaturalizante (urea 8,0 M).

Las mediciones de dicroismo circular (CD) se llevaron a cabo en un
espectropolarimetro Jasco J-815. Los espectros de CD de ultravioleta lejano se
recopilaron utilizando una celda de longitud de trayectoria de 0,1 termostatizada a
20°C. Las concentraciones de proteina estaban entre 5 uM y el tampén era Tris-HCI 20

mM, NaCl 100 mM, pH 8,0. Los datos se adquirieron a una velocidad de exploracion de
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20 nm min”', con un ancho de banda de 1 nm y un paso de datos de 0,1 nm. Se

promediaron cinco barridos para cada muestra y se resto el espectro en blanco.

2.5. Simulaciones de dinamica molecular
2.5.1. El campo de fuerza y las herramientas utilizadas (AMBER)

AMBER es el nombre de un paquete de programas que permiten a los usuarios
realizar simulaciones de dinamica molecular particularmente en biomoléculas.
Asimismo, existe el campo de fuerzas de AMBER (Maier et al. 2015), el cual puede
utilizarse en el contexto de este paquete de programas o con otros programas de

dinamica molecular.

antechamber,
PYMSMT,
mdgax,
LEaP

force
field
info

pdbdamber,
prepareforieap

parmed

NMR or f:;df'
XRAY info o
pmemd

MMPBSA.py mdout_analyzer|
FEW cpptraj

Figura 2.5.1 Esquema de flujo de trabajo tomado del manual de AMBER22 para la
elaboracion del calculo de dinamicas moleculares. Los distintos programas que
componen AMBER estan en cuadros mientras que datos adicionales que necesitan
para trabajar estdn en circulos. Los cuadros azules fueron agregados a la figura
original para explicar el objetivo o tarea de cada programa en cada paso.
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El inicio del proceso, tal como indica la Figura 4.2, requiere un juego de
coordenadas cartesianas para cada atomo en el sistema. Estos generalmente
provienen de cristalografia de rayos X, RMN, CME o incluso de la construccién de
modelos predictivos netamente computacionales. Por lo general, deben estar en
formato de Protein Data Bank (PDB) y por lo general es necesario editar estos
archivos. Algunos programas dentro de AMBER como pdp4 amber pueden hacer
algunas de estas tareas iniciales.

Una vez que el archivo de coordenadas esta puesto a punto, se prepara lo que se
denomina el archivo de topologia del sistema. Esto implica definir, la conectividad entre
los atomos, y asignar todos los parametros correspondientes, extraidos del campo de
fuerzas. En este momento también se genera la caja de solvente. La topologia para los
aminoacidos estandar, asi como aminoacidos cargados N- y C-terminal, ADN, ARN y
azucares Yy lipidos, u otros ligandos comunes estan incluidas en la base de datos de
AMBER y se asignan automaticamente usando el programa Leap. La informacion de
topologia para otras moléculas (no encontradas en la base de datos) debe calcularse
en particular y guardarse en "archivos residuales" generados por el usuario para que el
programa pueda incorporarlos a la topologia de la estructura de partida. Para la
creacion de estos parametros adicionales suele usarse el programa Antechamber.

Queda introducir el campo de fuerza. Este incluye los parametros para todos los
enlaces, angulos, diedros, interacciones electrostaticas, y tipos de atomos en el
sistema (Ecuacién 1). El estandar de los parametros para varios campos de fuerza se

encuentran guardados dentro de AMBER y se pueden usar "tal cual" para proteinas y
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acidos nucleicos, o los usuarios pueden preparar sus propios archivos que contienen

modificaciones a los campos de fuerza estandarizados.

Nhonds Mangles Ndihedrals M. max

VAMBER = Z bi(r; — Tieq)® + X a;(6; — Gieq)® + Z Z (Vin/2)[1 + cos(ndi — vin)]
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Ecuacion 2.1. Ecuacion basica de la energia potencial (campo de fuerza) usado por
AMBER.

Luego de este preprocesamiento del sistema, se procede a realizar la simulacion
de dinamica molecular. Existe un protocolo establecido, con algunas variaciones
posibles, antes de obtener la trayectoria con la que se va a extraer la informacion. En
general, lo primero que se realiza es una minimizacion de la energia de la estructura de
partida para evitar colisiones que disparen la energia inicialmente y conseguir que los
impedimentos estéricos y torsionales se respeten. Las velocidades iniciales se asignan
aleatoriamente a cada atomo y se les permiten evolucionar desde ese punto. A
continuacion, las moléculas deben ir acelerandose para llegar a la velocidad que se
corresponde con la temperatura a la que se quiere evaluar la macromolécula. Para ello
se utiliza una rampa de temperatura, la cual se va subiendo lentamente hasta llegar al
valor deseado. Luego de alcanzada la temperatura deseada, se realiza la dinamica de
produccion.

2.5.2. Herramientas para el analisis de trayectorias
Una vez obtenida una trayectoria de dinamica molecular, se acude a una serie de
estrategias para el analisis de los resultados obtenidos. Es necesario en primer lugar

verificar la estabilidad de los sistemas simulados, y posteriormente extraer informacién
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estructural y dinamica. A continuacion se describen algunas medidas ampliamente
utilizadas en general al realizar simulaciones.
1) RMSD: La raiz cuadrada del desvio cuadratico medio (root of the mean squared
deviations o RMSD). El mismo es una medida de similitud global entre dos
estructuras, donde una se elige como referencia. La expresion mediante la cual

se estima el RMSD es la siguiente Ecuacion 2.2:

RMSD = %Z_; s — et |2

Ecuacion 2.2. Férmula para el calculo de RMSD

donde X es la posicion de la igésima particula y X, ref es la posicion de la misma

particula en la estructura de referencia. Usualmente se calcula el RMSD para cada
cuadro de una trayectoria y se lo grafica como funcion del tiempo. Esta medida suele
ser utilizada como criterio de estabilidad en la dinamica molecular. Valores muy altos
(en general mayores a 2.5-3A) indican que el sistema se alejo significativamente de la
posicion de referencia (frecuentemente la estructura inicial). Por otra parte, un RMSD
que no esta estabilizado (es decir que aumenta con el tiempo o presenta grandes
picos) muestra que el sistema esta explorando algun cambio conformacional importante
o que es muy fluctuante.

Es frecuente calcular estas magnitudes en proteinas utilizando unicamente los
atomos del esqueleto proteico, para no tener en cuenta la variabilidad conformacional
propia de las cadenas laterales.

2) RMSF: La raiz cuadrada de las fluctuaciones cuadraticas medias otorga una

nocion de la similitud local entre un conjunto de estructuras, usualmente
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provenientes de una trayectoria generada mediante dinamica molecular. La

expresion utilizada para su calculo es la siguiente:Ecuacion 2.3.

1 I
RMSF; = T Z ||%1(t;) — x;i(t1)|]?
=1

Ecuacion 2.3. Formula para el calculo de RMSF
Esta medida informa acerca de la distancia media de cada atomo (o conjunto de
atomos) respecto de una referencia (t1) promediada en el tiempo, luego de buscar una
superposicion o6ptima de cuerpos rigidos. Es frecuente calcular esta magnitud en
dinamicas moleculares para cada residuo, de forma tal de obtener una nocion acerca
de las fluctuaciones de la proteina en cada tramo de su secuencia aminoacidica y de
esta forma poder tener una descripcidon de las regiones mas flexibles y las mas rigidas.
2.5.3. Simulacion del Hetero dimero ISD11-ACP

Se realizaron cinco réplicas de dinamica molecular para cada complejo,
extendidas a 50 ns. El alineamiento estructural del carbono alfa se realiz6 utilizando la
primera instantanea de la respectiva simulacion de produccion como referencia.
Ademas, se llevé a cabo una simulacion de dinamica molecular mas larga de 300 ns
para ACPh-ISD11 (con 4PP-cadena acilo C12) para evaluar la persistencia de las
interacciones entre subunidades. Los puentes salinos se midieron a lo largo de las
simulaciones de dinamica molecular como la distancia entre el carbono carbonilo (CG o
CD para las cadenas laterales de acido aspartico o glutamico, respectivamente) y CZ
de arginina.Las coordenadas iniciales en todos los casos se tomaron del complejo
ACP-ISD11 humano (PDB ID: 60DD) se solvataron con el modelo de agua

TIP3P(Jorgensen et al. 1983), editando para el archivo para quedarse con la estructura
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a simular en cada caso (ISD11 sola o ISD11-S12). En nuestros modelos, los estados de
protonacién de los residuos de aminoacidos se establecieron para corresponder a los
de un pH neutro. En el caso de los residuos de histidina, se establecio la protonacion
para favorecer la formacion de enlaces de hidrogeno. El fosfato de serina, 4PP y la
cadena acilo (12 y 16 atomos de carbono) se parametrizan utilizando el paquete de
software Antechamber, y se calcularon las cargas atdmicas de Mulliken con el software
QM-MM LIO (Marcolongo et al. 2018). Se aplicé un protocolo de minimizacién estandar
a las estructuras resultantes para eliminar especialmente los choques de hidrégeno.
Los sistemas se calentaron de 100 a 300 K utilizando el termostato de Berendsen y
posteriormente se cambiaron a una presidn isotropica constante para permitir que la
densidad se equilibrara. Se aplicé el algoritmo SHAKE. Se establecid6 un paso de
tiempo de 2fs. Se realizaron simulaciones de MD sin restricciones con Amber16 (Maier
et al. 2015).

Se realizaron calculos de estabilidad y efectos mutacionales utilizando FOLDX
implementado en YASARA (Krieger y Vriend 2014). Para estos calculos, se dej6é de
lado 4PP-acilo. Esto debe considerarse una aproximacion.

2.5.4. Simulacién del super complejo Desulfurasa en presencia y ausencia de
FXN

Las coordenadas iniciales son las correspondientes al super complejo wild-type
(NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN), (PDB ID: 6NZU). Se solvaté con las moléculas del
modelo de agua TIP3P (Jorgensen, Chandrasekhar y Madura 2015). Los estados de
protonacién de los residuos de aminoacidos se establecieron para corresponder a los

de pH 7,0. Al igual que en trabajos anteriores, en el caso de los residuos de His, se
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establecidé la protonacién & o € para favorecer la formacion de puentes de hidrogeno
(Capece et al. 2006). Se implementé un protocolo de minimizacion estandar a las
estructuras resultantes para eliminar especificamente los choques estéricos. Los
sistemas se calentaron desde 100K hasta la temperatura deseada de 298K usando el
termostato Berendsen y condiciones de volumen constante. Se utilizd un paso de
tiempo de 2 fs y se aplicé el algoritmo SHAKE (Ryckaert, Ciccotti y Berendsen 1977).
Se realizaron simulaciones MD de produccion de 500 ns sin restricciones con Amber 18
(Case et al. 2018), utilizando el campo de fuerza ff14SB (Maier et al. 2015). El analisis
de las corridas de produccion se realizé utilizando el software CPPTRAJ de
AmberTools.

Las estructuras correspondientes al super complejo humano (PDB ID: 6NZU,
(Fox etal. 2019) )(NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN),, o (NFS1/ACP-ISD11/ISCU), se
insertaron en una caja octaédrica de agua TIP3P. Los estados de protonacion de los
residuos de aminoacidos se establecieron para corresponder a los de pH 7,0. Como en
trabajos anteriores, en el caso de los residuos de His, d o € la protonacion se establecid
para favorecer la formacién de enlaces de hidrogeno (Capece et al. 2006). Se aplico un
protocolo de minimizacion estandar a las estructuras resultantes para eliminar
especificamente los choques estéricos. Los sistemas se calentaron desde 100K hasta
las temperaturas deseadas (300 o 340 K) utilizando el termostato Berendsen. Se utilizé
un paso de tiempo de 2 fs y se aplico el algoritmo SHAKE (Ryckaert, Ciccotti, y
Berendsen 1977). Se realizaron simulaciones MD de produccién de 600 ns sin

restricciones con Amber 18, utilizando el campo de fuerza ff14SB (Maier et al. 2015). El
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analisis de las corridas de produccion se realizé utilizando el software CPPTRAJ de

AmberTools .

2.6. Analisis HPLC de muestras de péptidos y proteinas

El analisis de HPLC de fase inversa se realiz6 utilizando un sistema JASCO,
equipado con un autoinyector, detector de UV y un horno termostatizado a 25°C. Se
realizaron gradientes de 0 a 100 % de acetonitrilo y se agreg6 0,05 % de TFA (v/v) a
los solventes y muestras. Las columnas utilizadas fueron analiticas C4 y C18 (Higgins
Analytical, Inc. USA) y el flujo fue de 1,0 mL min'. Las proteinas se monitorearon a 220
nm. Todas las muestras fueron centrifugadas antes de la inyeccion.
2.6.1. Analisis HPLC de fase inversa del contenido de PLP en variantes NFS1
Para la cuantificacion de PLP, el cofactor se liber6 de una preparacion de proteina
NFS1/ACP-ISD11 7,0 uM mediante la adicién de acido (concentracién final de HCI 50
mM) y se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min. A continuacién, la muestra se
centrifugd y luego se cargé en un sistema JASCO HPLC. Se utilizé una columna C18
de fase inversa y los componentes de la muestra se eluyeron mediante un gradiente de
acetonitrilo (0 a 100% en 40 min). Todo el disolvente de HPLC contenia TFA al 0,05%.
Se cargaron muestras de PLP a una concentracion similar (7,0 yM) como estandar. Las
muestras se inyectaron con un autoinyector y la deteccion se realizé a 220 nm para
seguir el PLP y las proteinas. El PLP practicamente no fue retenido por la matriz C18 y

se eluyd justo después del cloruro y las sales. Adicionalmente, para estimar el

58



59

contenido de PLP, se adquirieron espectros de absorcion UV-VIS para las variantes

(complejos NFS1/ACP-ISD11) y se analizaron los ratios 420 nm / 280 nm.
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Les Grecs avaient compris la mystérieuse puissance de ce dessous de choses. Ce sont
eux qui nous ont légué un des plus beaux mots de notre langue, le mot enthousiasme.
-en théo- Un Dieu intérieur.

Louis Pasteur
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Capitulo 3: EIl rol estructural del heterodimero ACP-ISD11 en la

solubilidad y estabilidad conformacional de NFS1

3.1. Contexto

En los mamiferos, el complejo proteico mitocondrial para el ensamblaje centros
ferrosulfurados [2Fe-2S] esta conformado por varias proteinas. NFS1, ISD11, ACP,
FXN e ISCU forman este complejo enzimatico en un arreglo decamérico compuesto por

dos subunidades de cada una de estas proteinas.

Cada una de ellas cumple un rol dentro del complejo y mutaciones en las
distintas subunidades desencadenan diferentes enfermedades de origen genético, tal y
como se detalla en el Capitulo 1. Puntualmente, en este capitulo se profundiza sobre
distintos aspectos vinculados al heterodimero ACP-ISD11 vy, especialmente,al rol que
este cumple en cuanto a la estabilidad conformacional y solubilidad de NFS1, asi como
sus implicaciones fisiopatolégicas, como por ejemplo, indagar las posibles causas

patogénicas de variantes de ISD11.

3.1.2. ISD11 y su relaciéon con ACP

La subunidad ISD11 también conocida como proteina 4, tiene un contenido
extraordinariamente alto de residuos de lisina (Lys, K) y arginina (Arg, R), que da como
resultado un muy elevado punto isoeléctrico de 10,7, asi como una fuerte tendencia a
la agregacion durante su sobreexpresion en bacterias E. coli BL21. Varios intentos de
replegado de esta proteina fracasaron, (Herrera et al. 2018) aunque la presencia de

detergentes como N-dodecil B-D-maltésido (DDM) o SDS favorecieron un aumento
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significativo en la solubilidad, fue imposible obtenerla con estructura en altas
concentraciones y la proteina exhibié una fuerte tendencia a precipitar y una elevada
sensibilidad a la protedlisis. Estudios posteriores mostraron que 1ISD11 requiere de ACP
como proteina estabilizadora para lograr su correcto plegado y solubilidad (Herrera
et al. 2018).

Por otro lado, contiene el motivo LYR23 y una sefial de direccionamiento
mitocondrial en su seccién N-terminal (Adam et al. 2006) que no es clivada una vez
dentro de la matriz de la organela. Esta es una proteina esencial y ampliamente
conservada en los organismos eucariotas, tal como se aprecia en el logo de la Figura
3.1, (Wiedemann et al. 2006). Sin embargo, esta completamente ausente en bacterias
y arqueas. Este detalle resulta interesante a la hora de reflexionar sobre las posibles
implicaciones estructurales y evolutivas del super complejo, puntualmente aquellas
relacionadas con ACP, una proteina clave que forma parte del metabolismo de
practicamente todos los organismos vivos conocidos.

Los primeros indicios de interacciones entre ACP y proteinas que contienen
motivos tipo LYR surgieron en el contexto de estudios protedémicos, (Huttlin et al. 2015;
Angerer 2015) a los que posteriormente se sumoé evidencia experimental de la
interaccién entre ellas; asi como su relevancia en la funcién y estabilizacién de las
proteinas. Por ejemplo, la interaccion entre los médulos ACP y LYR es esencial para la
actividad y el ensamblaje y/o la estabilidad del complejo mitocondrial respiratorio |
(Angerer et al. 2014). Ademas, la forma acilada de ACP es un activador alostérico de la
familia de proteinas LYR involucrada en la activacion de la biogénesis de proteinas de

matriz mitocondrial.

62


https://www.zotero.org/google-docs/?DxQmhO
https://www.zotero.org/google-docs/?lyVEHk
https://www.zotero.org/google-docs/?lyVEHk
https://www.zotero.org/google-docs/?FAGCrV

63

= SEpAE= LN

MILTOLONDOIOr-N®MTION

—_—_r -

Figura 3.1. Conservacion entre secuencias de proteinas ISD11. Elaborado segun
descrpcion del capitulo 2.1.4. (Ashkenazy et al. 2016; Armon, Graur, y Ben-Tal 2001).
La numeracién se realiz6 de acuerdo con el ISD11 humano. El LOGO se prepard
usando WEBLOGO3 (Crooks et al.,, s. f.).
3.1.2. El heterodimero ACP-ISD11 y sus posibles roles estructurales en el
complejo desulfurasa

En el contexto del complejo de biosintesis de centros ferrosulfurados, ISD11
tiene una serie de particularidades estructurales. Con el surgimiento de las primeras
estructuras del complejo completo logradas por difraccion de rayos X y posteriormente
por criomicroscopia electronica, quedaron en evidencia sus interacciones con ACP de
E. coli (ACPc)(Cai et al. 2018; Fox et al. 2019). Al intentar co-cristalizar el complejo
ISD11-NFS1, la estructura resultante contenia a la ACP de E. coli (ACPc), de una
manera tal que la cadena de acilo de la proteina holo ACP complementa el nucleo o

core hidrofébico de ISD11 al mismo tiempo que las cargas negativas de ACP

interactuan con la superficie cargada positivamente de ISD11, consolidando asi la
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estructura cuaternaria. Dado el alto nivel de identidad entre la ACP de E. coliy la ACP
humana (ACPh) se especul6é de inmediato que existiria un rol para ACPh en la funcion
del super complejo desulfurasa y asi fue (Figura 3.2).

Adicionalmente, las interacciones sobre la superficie hidrofobica de NFS1, hacen
pensar que existe un rol por parte de esta en prevenir la agregacion del homodimero
NFS1-NFS1. Varios estudios muestran a ACPc siendo parte del complejo ternario
NFS1/ACP-ISD11 (Boniecki etal. 2017; Gakh etal. 2017; Fox etal. 2019). Mas
importante aun, la estructura resultante de la cristalizacion de NFS1, ACPc e ISD11
humanas muestra que ISD11 forma un ancla entre ambas subunidades de NFS1,

estabilizando asi a la forma dimérica.
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Figura 3.2. Conservacioén entre proteinas transportadoras de acilo. (A) Se muestra
la alineacién de secuencias de ACP de mitocondrias humanas y de E. coli. La
alineacion se llevd a cabo utilizando Seaview (Gouy, Guindon, y Gascuel 2010) y el
algoritmo MUSCLE. pACP y mACP indican el precursor mitocondrial humano de ACP y
la forma recombinante madura de la variante producida en este trabajo. La numeracion
corresponde a la del precursor ACP humano. (B) EI LOGO para las proteinas ACP se
preparé  utilizando 135 secuencias recuperadas de CONSURF 1,
http://consurf.tau.ac.il/2016/. La numeracion se realiz6 de acuerdo con mACP, donde
Met 1 se tomé como el primer residuo. LOGO se preparé utilizando WEBLOGO 2
(Crooks et al., s. f.).
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En un trabajo previo, nuestro grupo decidié explorar el efecto que tiene la
coexpresion de la forma mitocondrial humana de ACP (ACPh) sobre la solubilidad y
conformacién de ISD11 (Herrera etal. 2018). Descubrimos que ambas proteinas
forman un heterodimero estable, altamente soluble y estructurado, observandose en
solucion tanto una forma dimérica como un tetramero. Ademas, ACP-ISD11
recombinante pudo interactuar con NFS1, formando un complejo de mayor tamafo
confiriéndole actividad y estabilidad a la enzima desulfurasa.

Curiosamente, el analisis de espectrometria de masa de ACP-ISD11 humano
recombinante mostré que ACP incluye a 4PP y una cadena de acilo que presenta cierta
heterogeneidad en su estructura covalente (Figura 3.3), incluyendo formas oxidadas de
cadenas acilo C14 y C16, que pueden observarse en un perfil de HPLC de fase reversa
(C18) como varios picos (inserto, Figura 3.3B) Resultados similares han sido

reportados por otros grupos (Majmudar et al. 2019).
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Figura 3.3. Expresion en bacterias y purificacion de ACP-ISD11. (A) Se muestra un
SDS-PAGE correspondiente a la expresion del heterodimero en E. coli BL21 (calle 6
corresponde a la fraccidén correctamente purificada). (B) Se muestra un HPLC de fase
reversa (C18) en que se visualiza un pico correspondiente a ISD11 mientras que ACP
se particiona en numerosos picos debido a la heterogeneidad en la longitud de la
cadena de acido graso.(C) Se muestra el perfil de elucién del heterodimero en una
cromatografia de exclusion molecular (SEC-FPLC) conectada a un detector de
dispersién luminosa que posibilita evaluar el estado de agregacion de la proteina en
solucion.
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3.1.3. Cristalizacion y caracterizacion del heterodimero ACP-ISD11 humano

En cuanto a la consolidacion del complejo para el montaje de centros Fe-S, una
pregunta importante es si el complejo ACP-ISD11 humano requiere a la desulfurasa
NFS1 para adquirir su estructura. En ese sentido un ultimo antecedente relevante se
llevé adelante en nuestro laboratorio en un trabajo liderado por Herrera y colaboradores
(Herrera et al. 2019). Para contestar esta pregunta, llevamos a cabo la determinacion
estructural de ACP-ISD11 en ausencia de cualquier otro miembro del super complejo.
El heterodimero se purificd a partir de la coexpresion de ISD11 y ACPh tal y como se

especifica en el Capitulo 2.3.

La estructura del complejo humano ACP-ISD11 muestra algunas caracteristicas
relevantes. Lo mas importante es que puede ser superpuesta a la estructura
previamente determinada para la heterodimero formado por E. coli ACP e ISD11
humano en el contexto de la enzima NFS1 (Figura 3.4). Nuestra estructura incluye

varias cadenas laterales que antes no se podian situar.

Cabe destacar que los aminoacidos de las proteinas E. coli y ACP humana son
43% idénticas y 68% similares. En este sentido, la ACP humana y la ACP de E. coli
establecen casi las mismas interacciones hidrofébicas proteina-proteina, red de
enlaces de hidrégeno e interacciones idnicas con ISD11, un hecho que explica por qué
ACPc se obtuvo como una “proteina pasajera” cuando NFS1 e ISD11 se expresaron
conjuntamente en células E. coli BL21 (Boniecki et al. 2017; Cory et al. 2017; Cai et al.

2018).
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La ACP humana exhibe hélices a-terminales N y C mas largas, en comparacion
con las observadas en ACP de E. coli (entrada PDB: 5WGB7); sin embargo, también se
observan hélices mas largas en el apo forma de E. coli ACP (entrada PDB 1T8K).

Por estas razones, se pueden esperar cambios conformacionales para estas
regiones de las ACP. Ademas, ni los aminoacidos N-terminal ni los residuos C-terminal
de ACP humano tienen estructura secundaria; aunque, partes de estos tramos
interactuan entre si (por ejemplo cadenas de la Leu9 y la Val87 o |la cadena principal de
la Leu9 y con la cadena principal del Glu89).

La estructura tridimensional del complejo se estabiliza por numerosas
interacciones idnicas establecidas entre cadenas laterales acidas de ACP y residuos
ISD11 cargados positivamente: Glu56/Arg31, Asp44/Arg54, Asp57/Lys34, Asp65/Arg27,
y Glu50/Arg50. El software de prediccion estructural FOLDXx predice que las mutaciones
R27A, R31A, R50A y R54A sean altamente desestabilizantes: valores de AAG®, de
1.5, 1.2, 1.6 y 1.5 kcal mol™, respectivamente. Estos cuatro residuos de Arg de ISD11
son extremadamente conservados (Figura 3.4) y la mutacion a Ala de los residuos
menos conservados Lys34 y Lys57 podria tener efectos mas débiles sobre la
estabilidad (0.7 kcal mol™). De la misma forma, Majmudar y colaboradores observaron
que la co-expresion de ACP adicionada con una cola de histidinas e ISD11 sin marcar,
en una serie de experimentos de desplegado mostraron que la mutacién de Arg50 o
Arg54 a Ala afecta drasticamente la union de ISD11 a ACP humana, mientras que el
reemplazo de Lys57 por Ala produce un efecto menor (Majmudar et al. 2019).

Las densidades electrénicas bien definidas correspondientes a la 4PP vy la

cadena de acilo sugieren que no hay multiples conformaciones para estos restos
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(Figura 3.5A), y también es indicativo de una estructura sustancialmente rigida. La
densidad electrénica correspondiente al ligando pudo ser satisfactoriamente modelada
por una cadena de acilo de 12 carbonos unida a 4PP. El 4PP-acil esta involucrado en
multiples interacciones con ISD11. El complejo formado por la cadena 4PP-acilo e
ISD11 implica un area de interfaz de ~570 A?. Este ultimo comprende ~80% de la
superficie total del ligando 4PP-asilo. El grupo fosfato del resto 4PP interactua con el
residuo Arg19 altamente conservado y con la Lys57. Tres enlaces de hidrogeno
estabilizan la interaccion entre 1ISD11 y el ligando 4PP-acilo, como se muestra en la
Figura 3.4B: (i) el carbonilo de la Asn56 con el atomo de oxigeno—4PP, el atomo de
nitrdgeno amida, (ii) el atomo de nitrégeno de la Asn56 con el atomo de oxigeno de la
cadena de acilo, y (iii) el carbonilo de la Lys57 con el atomo de oxigeno—4PP. Ademas,
se establece un enlace de hidroégeno entre el grupo amida de la cadena principal de la
Ser4d5 de ACP y un atomo de oxigeno del grupo fosfato. Por su parte, se establecen
multiples interacciones apolares entre atomos de carbono del 4PP, Val22 e lle65.
Finalmente, la Phe53 interactua con los atomos de carbono de la cadena de acilo

(Figura 3.5) (Herrera et al. 2018).
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Figura 3.4. Estructura del complejo ACP-ISD11 humano. (A) Superposicién de
ACPh-ISD11h (cian) y ACPc-ISD11h (naranja) (PDB 5WGB), en representaciones de
cinta). El alineamiento estructural se realiz6 mediante el algoritmo MUSTANG. Ademas,
la Ser45 y la cadena de 4PP-acilo se muestra como barras. (B y C) Interacciones
idnicas establecidas entre residuos acidos de ACP (Glu y Asp) y residuos cargados
positivamente de 1ISD11 (Arg y Lys). (D) Interaccion entre Arg19 y Lys57 con el grupo
fosfato de 4PP.

Figura 3.5. Interacciones entre el acilo de fosfopanteteina e ISD11. (A) Mapa OMIT
de Polder (malla verde 49 ) contorneado en el nivel 30, mostrado dentro de 2A del
ligando 4PP unido a acilo. Los residuos en ISD11 que interactuan con el 4PP unido a
asilo también se muestran como barras. ISD11 es de color azul, y ACP magenta. (B)
tres enlaces de hidrogeno (mostrados como lineas discontinuas amarillas) y (C) se
establecen varias interacciones apolares entre ISD11 y el resto de fosfopanteteina.
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3.2. Objetivos

En este contexto nos hemos propuesto tres objetivos especificos para este capitulo:

1. Estudiar las claves en la relacion estructural existente entre ISD11 y ACP
humanas. Asi como el papel estructural de la cadena de acilo en la

estabilizacion estructural de ISD11.

2. Explorar la dependencia estructural y funcional entre NFS1 y ACP-ISD11 para la

constitucién de una nueva entidad estructural (NFS1/ACP-ISD11), (NIA).

3. Proponer un mecanismo para la consolidacion estructural del complejo nucleo

NIA.

3.3. Resultados

3.3.1. Relacion del heterodimero ACP-ISD11 con la actividad y estabilidad de
NFS1 humana

Con el objetivo de investigar posibles relaciones que puedan haber entre el
heterodimero ACP-ISD11 y la actividad, solubilidad o estabilidad de NFS1; realizamos
dos experimentos. El primero propone evaluar la estabilidad de la enzima en funcion
del tiempo de incubacion (a lo largo de una semana) en presencia o ausencia del
heterodimero ACP-ISD11, usando como parametro de seguimiento la actividad
especifica de la enzima. El segundo, evalua la importancia del heterodimero
ACP-ISD11 para la reaccion de desulfuracién de cisteina. Se evalua la posibilidad de

que ACP-ISD11 tenga un rol de inductor conformacional de NFS1, tal que resulte una
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conformacién dimérica de un complejo soluble y enzimaticamente activo compuesto por
un arreglo hexamerico, en contraposicion con una conformacién de NFS1 en ausencia
de ACP-ISD11 que seria monomérica, inactiva e inestable. Es decir, se propone que la
interaccion de ACP-ISD11 con NFS1 podria funcionar como un switch

conformacional/funcional.

Los resultados indicaron que NFS1 en presencia de ACP-ISD11 tiene un efecto
sobre su estabilidad (Figura 3.6). Luego de incubar la enzima cuatro dias a 4°C se
observdé una pronunciada diferencia en la actividad especifica (proporcional a la
absorbancia a 670 nm) de la misma, y en particular, se observé una significativa
disminucién adicional para la muestra que fue incubada en ausencia de ACP-ISD11,
sugiriendo que ACP-ISD11 podria contribuir con la estabilidad de la forma funcional

soluble.

Por su parte, cuando se evalué la actividad de NFS1 en distintas
concentraciones del heterodimero ACP-ISD11 se pudo observar que en ausencia del
mismo, NFS1 practicamente no tiene actividad enzimatica alguna y que la actividad
maxima es alcanzada a una relacion estequiométrica de 1:1 (NFS1:ACP-ISD11),
indicando que el complejo esta totalmente activo en tanto y cuanto cada molécula de
NFS1 se encuentra interaccionando con su respectivo acomparante de heterodimero,

y que esa union esta fuertemente favorecida desde un punto de vista termodinamico.

Una de las preocupaciones mas importantes con respecto al uso del método del
azul de metileno es que para medir las concentraciones de H,S se incuba el sistema a
un pH acido y que entonces se podria liberar sulfuro que se pudiera encontrar unido a

la proteina. Por esta razdn, los resultados deben ser tomados como una evaluacion
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cualitativa que mide parte de H,S libre generado en la reacciéon enzimatica, mas parte

del sulfuro ligado.
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Figura 3.6. ACP-ISD11 estabiliza la forma funcional de la Cys desulfurasa NFS1.
(A) NFS1 se incubd con (rojo y gris) o sin (azul y verde) ACP-ISD11. Antes de las
mediciones, se agregd ACP-ISD11 a la muestra NFS1 en este ultimo caso. La
activacién de NFS1 (rojo y circulos azules) se realizé mediante la adicién de ISCU y
FXN. Los cuadrados grises y verdes corresponden al ensayo en ausencia de ISCU y
FXN en la reaccion. En muestras NFS1 no activadas, las concentraciones de proteina
fueron NFS1 1.0 uM y ACP-ISD11 1.0 uM, mientras que para muestras NFS1
activadas, las concentraciones de proteina fueron NFS1 1,0 uM , ACP-ISD11 1,0 uM ,
ISCU 3,0 uM y FXN 3,0 uM. (B) Efecto de la concentracion de ACP-ISD11 sobre la
actividad de NFS1. Un experimento similar al realizado para el panel A se llevd a cabo
a diferentes concentraciones de ACP-ISD11 humano. En ambos paneles, las muestras
se complementaron con PLP 10 uM , DTT 2 mM y Fe?* 1,0 uM. El buffer consistia en
Tris-HCI 50 mM y NaCl 200 mM (pH 8,0). Las reacciones se iniciaron con la adicion de
cisteina 1,0 mM, y las muestras se incubaron a temperatura ambiente durante 30 min.
La produccion de H,S se evalué mediante el método del azul de metileno.

3.3.2. Efecto de la expresion del heterodimero ACP-ISD11 en la estabilizaciéon de
NFS1 en el proceso de purificacién.

A la luz de la evidencia que sefala a ISD11 como incapaz de plegarse
correctamente por su cuenta, asi como el rol estabilizante de ACP sobre ella y del

efecto que tiene el heterodimero ACPh-ISD11 sobre la actividad, solubilidad, y

73



74

estabilidad del dimero NFS1; hemos propuesto un camino alternativo para la
produccion y purificacion de la desulfurasa NFS1.

Cuando la subunidad NFS1 se purifica partiendo de un cultivo de E.coli BL21
mediante una columna de afinidad de His-Tag, se obtiene una banda pura en las
fracciones que eluyen con alta concentracion de imidazol. Al dializar por una noche las
fracciones seleccionadas, con el fin de cambiar el buffer y aproximar la concentraciéon
de imidazol a cero, la proteina muestra una severa tendencia a precipitar.

A raiz de estas circunstancias se exploraron multiples estrategias de
estabilizacién para NFS1, siendo la mejor opcién la de congelar a -70 °C en presencia
de imidazol a la concentracion de elucion (500 mM). Como consecuencia, para los
experimentos descritos en el apartado anterior fue necesario pasar la muestra por una
columna de exclusién molecular (G25) para contar con una muestra de NFS1 soluble
libre de imidazol (Figura 3.7A).

El proceso es ineficiente y resulta en la pérdida de parte de la proteina
purificada. Adicionalmente, el buffer incluyé ciertos aditivos para intentar evitar, o al
menos retrasar el agregado proteico, como el agregado de 20% v/v de glicerol, lo que
agrego multiples dificultades en la manipulacién de la proteina.

A la luz de los resultados obtenidos en los experimentos descritos anteriormente,
se optd por transformar bacterias E. coli BL21 con dos plasmidos. Uno pETDuet vector
que contiene la secuencia de la enzima NFS1 con el agregado de His-tag en su porcion
N-terminal en una direccion, para su purificacion en columna de afinidad NTA, una
resistencia a Ampicilina como marcador de seleccién, y un segundo gen para la

expresion de ISD11. El segundo plasmido contiene el gen de ACP humana junto con un
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cassette de resistencia al cloranfenicol como marcador de selecciéon. Como
consecuencia, al inducir la expresion con IPTG 1mM el cultivo produce las tres
proteinas en forma simultanea, y se purifican las tres al quedar retenidas en la columna
de niquel gracias a la cola de histidina presente en NFS1, emulando el fendmeno que
ocurrié a los grupos que obtuvieron de forma similar (aunque accidental) al complejo
con ACPc (Boniecki et al. 2017).

Asi, como resultado de esta co-transformacién, se obtuvo al complejo
(NFS1/ACP-ISD11), de manera mucho mas estable y soluble, permitiendo retirar por
dialisis extensiva el imidazol empleado en la elucion (Figura 3.8). Tras una dialisis de
una noche contra un buffer tal y como se lo detalla en el capitulo 2.2.3, se procedi6 a
alicuotar la muestra para almacenarla a -70 °C lista para posteriores experimentos,
tanto cinéticos como estructurales.

Mediante este protocolo de coexpresion se logra obtener una enzima funcional,
estable y a una concentracion adecuada para su estudio. ElI complejo core
NFS1/ACP-ISD11 ademas puede ser concentrado sin dificultades mediante
concentradores de corte 10 kDa por centrifugacion a 4000-5000 RPM. Este protocolo

permitié obtener cerca de 200 mg/L de cultivo.
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Figura 3.7. Purificacion de NFS1. En A se muestran espectros de absorbancia del
pool de fracciones eluidas de la columna NTA-Ni?* en presencia de imidazol 500 mM y
el espectro resultante tras el cambio de buffer por G25. En B se muestra un SDS-PAGE
que resume el proceso de purificacion de NFS1 cuando se la expresa sola en bacterias
E. coli BL21.
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Figura 3.8. Purificaciéon del complejo (NFS1/ACP-ISD11),. En A se presenta un
espectro de absorbancia obtenido después de todo el proceso de purificacion para el
complejo coexpresado NFS1, ACPh e ISD11. En B se muestra el resultado de un
SDS-PAGE en el que se corrieron muestras de las fracciones de elucién de la columna
NTA-Ni?* para el complejo co-expresado en E. coli BL21. Se aprecian claramente la
banda principal de NFS1 y la banda acompanante correspondiente a ISD11. Se
presume la presencia de ACPh por su interdependencia estructural con ISD11, aunque
no se revela en los geles de SDS-PAGE su presencia se ha constatado por HPLC en el
pasado.
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3.3.4. Analisis por dinamica molecular del heterodimero ACP-ISD11.

La adquisicion de la estructura de ACP-ISD11 en alta resolucion, facilité el
estudio del papel que podrian estar jugando los diferentes bloques de construccién del
complejo en cuanto a su dinamica estructural.

Una pregunta importante al respecto es si en el heterodimero ACP-ISD11 las
interacciones se preservan a lo largo de la dinamica del complejo, o por el contrario,
estas se pierden y el complejo se desestabiliza. Ademas, y dado que se observé cierta
variabilidad en las longitudes de las cadenas de acilo que forman parte del complejo
ACP-ISD11, es importante evaluar si la longitud de la cadena 4PP-acilo es 0 no un
determinante para los movimientos moleculares de ACP- ISD11.

Para explorar estos temas a nivel atomico, primero llevamos a cabo cinco breves
simulaciones (50 ns) de dinamica molecular (MD) atomistica para cada uno de los tres
diferentes sistemas macromoleculares (Figura 3.10A):

Los sistemas (a) y (b) comprenden dos diferentes longitudes de la cadena de
acilo, ACP (4PP-acyl:,)-1ISD11 y ACP(4PP-acilc6)-1ISD11, con grupos acilos de 12y 16
atomos de carbono, respectivamente. Mientras que el sistema (c),también llamado
ACP(4PP-SH)-ISD11, incluy6 al complejo ACP-ISD11 con fosfopanteteina pero sin la
cadena de acilo. Estas simulaciones tienen un objetivo exploratorio para tener una idea
inicial sobre los sistemas.

El analisis de las simulaciones mostré perfiles de fluctuaciones de las posiciones
atomicas (RMSF) similares para los sistemas a y b, y no se manifestaron diferencias

significativas ni para ACP ni para ISD11, lo que sugiere que, al menos en esta escala
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de tiempo, la longitud de la cadena de acilo (en el rango de C12-C16) puede no
producir grandes cambios en la dinamica y conformacién de ACP-ISD11.

Con la excepcion de la hélice a C-terminal de ISD11 que mostré la mayor
movilidad para sus ultimos cinco residuos y las regiones N- y C-terminal de ACP, el
analisis de las fluctuaciones de las posiciones atdmicas (carbono a) sugieren que el el
heterodimero es relativamente rigido.

Por el contrario, cuando no se incluyé al resto acilo (sistema (c), con 4PP -SH
en la forma de tiol), se observd un ligero aumento en los valores de RMSF para los
residuos de ISD11 Glu55-Asn70 (Figura 3.9A). La subunidad correspondiente a la ACP
humana en el sistema (c) no muestra diferencias significativas por comparacién con los
sistemas (a) y (b) (Figura 3.9). Ademas, para los tres sistemas evaluamos los valores
RMSF correspondientes al resto 4PP-acilo o 4PP-SH (Figura 3.9C). El primer atomo,
incluyendo serina, fosfato y los dos primeros atomos de carbono del segmento
pantoténico, exhibieron valores muy similares de RMSF en comparacién con los de
ISD11-ACP en la presencia o ausencia de la cadena acilo. Las cadenas de acilo C12 y
C16 mostraron valores similares; sin embargo, los dos ultimos atomos de carbono de
C16 resultaron ser altamente dinamicos, mostrando el mas alto RMSF (Figura3.9). Por
otro lado, los ultimos nueve atomos del resto 4PP exhibieron un RMSF mas alto
cuando no se incluyo el grupo acilo.

Para el sistema (b) ACP(4PP-acilo¢,)-ISD11, realizamos una simulacion mas
extensa, de 500 ns, para evaluar la persistencia de las interacciones clave entre
subunidades: Arg27-Asp65, Arg31-Glu56, Lys34-Asp57, Arg50-Glu50, Arg54-Asp44 y

Lys57-Asp44 (Figura 3.6.D). El andlisis de esta simulacion por MD mostré perfiles
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RMSD similares a los observados previamente para simulaciones mas cortas (Figura
3.10). Todas las interacciones calculadas mostraron una marcada persistencia a lo
largo del tiempo de simulacion, a juzgar por la variacion de las distancias entre residuos
(Figura 3.10).

Ademas, los movimientos de la cadena de 4PP-acilo parecen estar restringidos
por un enlace de hidrégeno establecido entre la amina de cadena lateral grupo de
Asn56 de ISD11 y el oxigeno carbonilo del cadena del grupo acilo (Figura 3.9). Este
enlace de hidrégeno persiste durante toda la simulacién de MD (la distancia media
entre el donante y el aceptor, D-A , es 3,14 + 0,34 A (Figura 3.10)). De la misma
manera, el grupo amino de la cadena lateral de la Lys57 interactua con el grupo
hidroxilo de la 4PP durante aproximadamente el 40% del tiempo de simulacion, con
una distancia D-A inferior a 3.2 A (Figura 3.10).

Por otro lado, los otros dos enlaces de hidrogeno observados en la estructura de
rayos X, que involucran atomos de oxigeno carbonilico en la cadena principal de los
residuos Asn56 y Lys57 con atomos de nitrégeno de la 4PP, se interrumpieron durante
los primeros nanosegundos de la simulacion de dinamica molecular, llevando las
distancias medias entre oxigeno y atomos de nitrégeno de 4,03 £ 0,49y 4,16 + 0,54 A,
respectivamente. Esto sugiere interacciones mas débiles y transitorias en comparacion
con otras que son mas permanentes. Ademas, los atomos de oxigeno del carbonilo de
Asn56 y Lys57 se involucran completamente en la interaccion del enlace de hidrogeno
intra helicoidal.

En conjunto, estos resultados sugieren que ACP-ISD11 se comporta como una

unidad relativamente rigida, estabilizada por una compleja red de interacciones.
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Ademas, estos resultados sugieren que incluso en ausencia de la cadena de acilo, el

complejo ACP-ISD11 podria permanecer estructurado.
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Figura 3.9. Movimientos moleculares de ACP-ISD11. (A-C) valores RMSF de
carbono a para la cadena ISD11, ACP y 4PP-SH (o cadena 4PP-acilo),
respectivamente. Se llevaron a cabo simulaciones MD atomisticas breves para tres
sistemas ACP-ISD11, incluida una cadena de acilo de (a) 16 (azul) o (b) 12 atomos de
carbono (magenta) o (c) sin cadena de acilo (rojo). (D) Analisis de distancias
correspondientes a las interacciones idnicas (puentes salinos) entre 1ISD11y ACP:
Arg27-Asp65, Arg31-Glu56, Lys34-Asp57, Arg50-Glu50, Arg54-Asp44 y Lys57-fosfato
de 4PP.
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Figura 3.10 Dinamica molecular de los complejos ISD11-ACP. (A) Se muestra una
representacion esquematica de las distintas estructuras que se elaboraron para simular
distintas alternativas de largo en la estructura de acido graso unido a la
fosfopanteteina. (B) Se representan las distancias en funcién del tiempo de simulacién
para una serie de pares de aminoacidos que se ubican en la interfaz entre ISD11 y
ACP estableciendo contactos estabilizantes.
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3.3.5. Analisis ampliado por dinamica molecular de las implicaciones

estructurales y conformacionales del resto acilo en el core de ISD11

Para profundizar en la indagacion de la estabilidad conformacional de ISD11,
hicimos una serie de dinamicas moleculares adicionales con el fin de evaluar
puntualmente el efecto que podrian tener, por un lado la ACP, y por el otro, la 4-PP
acilada con un acido graso de 12 carbonos complementando su nucleo.

Comparamos tres simulaciones. Por un lado, 500 ns del dimero completo
humano partiendo de la estructura cristalografica PDB ID:60DD a la que se hace
referencia en la introduccion de este capitulo (Herrera et al. 2019) Por otro lado, dos
simulaciones partiendo de las coordenadas PDB ID: SWLW, en ambos casos simulando
en ausencia de ACP. En un caso conservando al acido graso de 12 carbonos unido a la
4-PP con un fosfato terminal (ISD11-S12); mientras que en el otro se simuld
unicamente a la ISD11. El objetivo, en este ultimo caso, fue evaluar si la interaccion del
nucleo hidrofébico proteico con el acido graso tiene un efecto por si solo sobre la
estabilidad conformacional de ISD11.

Lo que observamos en primera instancia fue que la variabilidad conformacional
de ISD11 estaria determinada en gran medida por la modulacion de ACPh y en mucha
menor medida por la presencia o ausencia del acido graso en el core de la proteina
(residuos 20-35, Figura 3.11B). En patrticular, las interacciones de tipo puente salino y
enlace de hidrogeno que estabilizan a las cargas positivas de ISD11 en la interfaz con
ACPh, parecen determinar gran parte de la variacién conformacional contemplada

dentro del promedio del RMSD de ISD11 en estas simulaciones (Figura 3.11); donde
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sobresalen la Leu10 y la Arg14, asi como una breve secuencia positiva que incluye a la
Leu31, la Arg33 y la Arg34.

Por otro lado, si bien la ISD11 simulada aisladamente presenta zonas de
movilidad elevada, en especial en zonas de los bucles entre hélices y la porcién
carboxilo terminal, lo cierto es que globalmente presenta cierta estabilidad
conformacional. La ausencia del lipido en su centro no generé ni choques estéricos ni
cambios conformacionales grandes que impliquen la pérdida de estructura secundaria
en forma duradera, a lo largo de la simulacion.

Al simular a ISD11 en presencia de la 4-PP y su correspondiente cadena de
acido graso de 12 carbonos (ISD11-S12), se observa que, si bien la dinamica
conformacional presenta puntos de coincidencia con la simulacion que incluye a la
ACPh vy al lipido de 12 carbonos, la movilidad global de la proteina esta determinada
por algunos segmentos de alta movilidad coincidentes con aquellos de mayor movilidad
en la trayectoria de la ISD11 sola. Por otro lado, la 4-PP acilada no permanecié en el
core de la proteina. Observamos que alrededor de los 320 ns de la simulacion, la
molécula es expulsada del core hidrofébico de ISD11 (Figura 3.12).

Estos resultados parecen indicar que las interacciones proteina-proteina entre
ISD11 y ACP aseguran una unidad conformacional que incluye la correcta localizacién
de la cadena lipidica dentro de la estructura de ISD11 y su consecuente modulacion de
contactos internos dentro del nucleo hidrofébico. También, estos resultados parecen
sugerir que interacciones especificas entre ISD11, ACP y su correspondiente lipido
podrian tener una funcidon mas relacionada al direccionamiento del plegado que a la

estabilizaciéon de la forma plegada final.
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Finalmente, al comparar el radio de giro de ISD11 en las tres trayectorias
simuladas, encontramos que la estructura que tiene ISD11-ACPh es menos compacta
que la que se encuentra sin grupo acilo (Figura 3.13). Se observa una tendencia de
ISD11 a compactarse y ocupar el espacio que en la otra estructura ocupa la porciéon
lipidica del resto 4PP-acilo. Mientras que en la simulacion que posee solo al acido
graso unido a fosfopanteteina, ISD11 parece tener una compactacion mas inestable,

propia de la inestabilidad que tiene la cadena lipidica en la cavidad.
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Figura 3.11. Comparacion de la movilidad interna de las distintas estructuras de
ISD11. En A se muestra la comparacion del comportamiento del RMSD de ISD11 en
cada condicion de simulacion; se calcula hasta el aminoacido 70 para evitar el peso
que tendria la porcidon C-terminal que es extremadamente maévil en todos los casos. En
B se muestra una comparacion de los RMSF de ISD11. Se percibe una gran
importancia de ACP a la integridad conformacional de ISD11 a lo largo de las
simulaciones.
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Figura 3.12. Comparacion de estructuras iniciales y finales en la trayectoria de
simulacién de ISD11-S12. (A) se muestra la conformacién inicial (O ns). (B) se muestra
la conformacién final (320 ns). Se aprecia como la cadena lipidica que interactua con el
nucleo hidrofébico escapa su lugar de interaccion, es decir, no cuenta con interacciones
lo suficientemente estabilizantes que la anclen conformacionalmente al interior de la
estructura.
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Figura 3.13. ISD11 tiende a compactarse si su nucleo hidrofébico no es ocupado
por el acido graso de la fosfo pantoteina. En (A) se muestra el calculo del Rg en
funcién del tiempo de simulacion, se observa que en el caso de ISD11 en el contexto
del complejo con ACP (azul) (Rg=13,85+/-0,13A) el radio de giro es establemente
mayor que en el caso de ISD11 si nunca tiene el lipido en su nucleo (rojo)
(Rg=13,39+/-0,15A) y para la estructura simulada solo con el lipido (negro) se observa
una compactaciéon que oscila entre los dos dada la inestabilidad propia del lipido dentro
del bolsillo en este contexto (Rpromedio=13,59+/-0,19A). En (B) se muestran
conformaciones representativas obtenidas en las simulaciones para ACP-ISD11
(incluyendo al acido graso), ISD11 solamente o ISD11 incluyendo al acido graso. Se
muestra un cuadro cada 150ns de la simulacion.
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3.4. Discusion

El complejo ACP-ISD11 se comporta como una unidad estructural estable. El
heterodimero se estabiliza por una serie de interacciones idnicas, apolares y de
puentes de hidrogeno. El resto acilo-4PP establece interacciones con varios residuos
de ISD11, modulando junto con ACP su plegabilidad y su dinamica conformacional.
Todas estas interacciones contribuyen a la consolidacion estructural del dimero. La
conformacién del dimero es similar a la que se encuentra en el contexto del nucleo del
super complejo (NFS1/ACP-ISD11),. Este hecho sugiere un mecanismo secuencial
para la consolidacion del super complejo, donde ACP-ISD11 se pliega

independientemente y entonces induce la conformacién activa de NFS1.

La conformaciéon de ISD11 no esta determinada por NFS1. La ausencia de
diferencias estructurales significativas entre ACP-ISD11 cuando cristaliza solo o en
complejo con la enzima NFS1 es notable. Es claro que se necesitan mas estudios para
dilucidar como se pliega ISD11 in vitro e in vivo; sin embargo, la presencia de ACP es
de suma importancia para el correcto plegado de ISD11. De hecho la dinamica
conformacional de ISD11 no parece mostrar factores desestabilizantes por si sola,
aunque se ve un marcado efecto de ACP en estabilizar sus conformaciones (Figura
3.11). En ese sentido, otro efecto que salta a la vista de las simulaciones por dinamica
molecular realizadas, es que ACP asegura y ancla al lipido dentro del nucleo
hidrofébico de 1SD11 (Figura 3.12). Este hecho se alinea perfectamente con
experimentos de replegado que fracasaron aun en presencia de detergentes idnicos

analogos al acilo-4PP.
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Cuando sumamos el analisis del Radio de giro encontramos que partiendo de la
estructura plegada, ISD11 es capaz de encontrar una nueva conformacion, muy similar
y ligeramente mas compacta; osea, cambia los contactos lipido-proteina por contactos
proteina-proteina. Esto podria sugerir que ACP cumple su rol al encaminar a ISD11
hacia su conformacion final, que una vez constituida ayuda a mantener a través de
contactos en la interfase y el aseguramiento de la cadena lipidica en su lugar. (Figura
3.11).

La evidencia estructural presentada en esta tesis muestra que ISD11 adquiere
su caracteristica estructura nativa independientemente de la presencia de la
desulfurasa NFS1, lo que indica que no hay un plegado inducido sustancial de la
conformacién de ISD11 por la estructura NFS1 durante la configuracion del complejo
ACP-ISD11-NFS1. Este hecho lleva a postular un modelo secuencial de ensamblaje
central para la maquinaria de biosintesis de centros ferrosulfurados (Figura 3.14),
donde el plegado de ISD11 se adquiere primero en la matriz mitocondrial (muy
probablemente al interactuar con la forma de ACP acilada con 4PP). El nucleo se
consolida después, cuando se pliega correctamente ACP-ISD11 y se une al dimero
NFS1 inestable (la Figura 3.6 muestra a ACP-ISD11 interactuar favorablemente con
NFS1, produciendo una enzima activa). Ademas, diméricas o tetraméricas; las formas
ACP-ISD11 podrian interactuar con la cisteina desulfurasa NFS1 dimérica. Finalmente,
las proteinas ISCU y FXN pueden interactuar con el complejo enzimaticamente activo
(NFS1/ACP-ISD11),, produciendo un super complejo activado (NFS1/ACP-ISD11/

ISCU/FXN), .

87



88

NFS1
Agregados inacuvos

+
= nicleo estable
(NFS1/ACP-

NFS1 ISD11), Fe(ll) EXN
monamero NFS1
_ inestzble dimero J

inestable '?\\
e

+
ACP

ISD11/1SCU/
FXN),

/ ACP-ISD11 /
/ tetramera (NFS1/ACP-
* “
+

JSD11  Acp-1sD11 » ISCU

plegado

Figura 3.14. Esquema del mecanismo de ensamblaje para el complejo de sintesis
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como el aire”

Jorge Luis Borges
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Capitulo 4: Estudio del super complejo de sintesis de
centros Fe-S mediante simulaciones computacionales de la

dinamica molecular.

4.1. Contexto

4.1.1. Dinamica conformacional, paisajes de energia y simulaciones

Las moléculas son sistemas dinamicos. Sus atomos pueden moverse dentro de
una serie de microestados permitidos por las restricciones geométricas, torsionales y
electrénicas que dicha molécula presenta. Por ejemplo, atomos unidos por dobles
enlaces o dentro de estructuras ciclicas, pierden la posibilidad de moverse en
determinadas direcciones en comparaciéon con aquellos unidos a enlaces simples que
se encuentran permanentemente girando en torno al mismo.

En este sentido las moléculas complejas, como las proteinas y los acidos nucleicos,
presentan una topologia compleja, con un amplio espacio conformacional, alcanzando
la conformacién plegada en la medida que se consolidan interacciones de tipo
intermolecular entre las distintas porciones de la cadena principal. El conjunto de todas
las conformaciones posibles para el sistema determinan su paisaje energético (Figura
4.1). Donde las configuraciones estructuralmente cercanas al estado plegado, son
también cercanas al mismo desde un punto de vista de la energia libre (Frauenfelder,
Sligar, y Wolynes 1991).

La relevancia de esto queda manifiesta porque en la inmensa mayoria de las

aproximaciones a la simulacién computacional de macromoléculas, se parte de una
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estructura correspondiente un minimo energético local en el que se encontraba cuando
fue obtenida experimentalmente. Al realizar la simulacion, nos vamos a encontrar que
la macromolécula visita una serie de conformaciones relativamente cercanas al minimo
energético del cual partié. Por lo que este tipo de simulaciones son utiles para
encontrar movimientos que no requieran sobrepasar barreras energéticas y que sean
muy cercanos al estado conformacional de equilibrio. Es importante tener esto en
cuenta porque da cuenta del alcance que tienen los hallazgos observados en este
capitulo (Becker y Karplus 1997).

Cuando determinado cambio conformacional requiere superar una barrera
energética alta respecto de la energia térmica disponible, es posible incorporar fuerzas
externas para poder explorarlos. Este tipo de técnicas podrian aplicarse en el futuro a
este sistema para poder entender algunos cambios conformacionales que sabemos

necesarios para la reaccion pero no fueron hallados en esta primera exploracion.
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Figura 4.1. Representacion esquematica de la distribucion de la energia de un
sistema en funcién del espacio conformacional de proteinas. La estructura de
partida se encontrara probablemente en el minimo global energético de ese paisaje. En
la medida que se desciende en el paisaje se encuentran estados que por estar
atrapados entre barreras energéticas consolidan estructuras intermediarias en el
plegado y presentan cierta estabilidad. Estos estados incluyen por ejemplo a los
glébulos fundidos. Al establecerse las interacciones de la proteina, estas van
convergiendo hacia la estructura donde todas las interacciones se han consolidado.

4.1.2 Simulaciones de la dinamica molecular como herramienta para ver mas alla
de la estructura
Las distintas técnicas de determinacién estructural brindan una nocién muy

detallada de las posiciones atomicas de las macromoléculas y sus interacciones

relevantes. Esto es cierto tanto para las interacciones intramoleculares, como con el
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solvente y otras moléculas segun el contexto (cofactores, otras macromoléculas,
ligandos especificos, etc.). Dichas disposiciones espaciales son propias de cada atomo
en las condiciones en las cuales se realiza la determinacion estructural. Por ejemplo,
las determinaciones cristalograficas o por criomicroscopia electrénica (CME) capturan
una estructura correspondiente a un plegado particular que suele corresponder a la
conformacién mas estable en las condiciones de cristalizaciéon, mientras que la
resonancia magnética nuclear (RMN) revela una ensamble de conformaciones que por
ser una técnica que estudia a la molécula en solucion refleja la movilidad
conformacional.

Precisamente debido a que las macromoléculas se encuentran en constante
movimiento interactuando con el solvente, y que oscilan entre varias conformaciones
cercanas al minimo conformacional de energia, es que las simulaciones de dinamica
molecular de proteinas constituyen una herramienta que permite explorar las
variaciones estructurales permitidas dentro de un ensamble conformacional.

En las simulaciones de dinamica molecular clasica, se reconstruye la trayectoria de
los atomos que conforman la macromolécula a partir de las ecuaciones de movimiento,
siguiendo las leyes de Newton en una aproximacion que describe los movimientos
moleculares fielmente. Para tal fin, debe calcularse la fuerza sobre cada atomo, eso
permite obtener la aceleracion, y conociendo las posiciones y velocidades en el paso
posterior se mueve cada uno de los atomos a su nueva posicion, teniendo en cuenta un
paso de tiempo o time step. Para calcular las fuerzas, se cuenta con una ecuacién que
define la energia en funcién de las coordenadas atdmicas, y que incluye contribuciones

de enlace y no enlace. Esta ecuacidn presenta una gran cantidad de parametros,
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determinados para los distintos tipos de aminoacidos, acidos nucleicos, solvente, etc, y
constituye lo que se denomina el “campo de fuerzas”. Este considerara la naturaleza
particular de cada atomo, su masa, su carga, y densidad electronica para cada par de
atomos interactuantes. Para realizar este tipo de calculos con bajo costo
computacional, se han implementado distintas aproximaciones. Al aproximar cada
atomo a una esfera de un tamafo y carga parcial parametrizados segun su identidad, y
cada enlace a un resorte parametrizado segun su naturaleza, se consigue crear un
campo de fuerza que predice los movimientos e interacciones mas probables.
Partiendo de esa estructura inicial, ciertas interacciones podran formarse mientras que
otras podran romperse.

En el caso de este trabajo de Tesis, se usd una aproximacion de simulacion de
tipo all atom con solvente explicito. Esto implica que es simulada en el contexto de una
‘caja con moléculas de agua’ donde cada una de las moléculas de solvente es
simulada explicitamente y esta conformada por dos atomos de hidrégeno y uno de
oxigeno, asi como sus interacciones con la macromolécula proteica en cuestién y con
otras moléculas de agua, en un algoritmo que toma en cuenta las particularidades

propias de las interacciones entre moléculas de agua (Jorgensen et al. 1983).

4.1.3. Dinamica molecular aplicada al estudio del super complejo desulfurasa
Entre los antecedentes de aplicacion de herramientas de simulacion de la dinamica

molecular en el contexto del super complejo de sintesis de centros Fe-S sobresale el

analisis llevado adelante por Di Maio y colaboradores usando como estructura de

partida una cristalografia de rayos X tomada a partir del complejo ortélogo de E. coli.
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En dicho trabajo se describe que la FXN modula la libertad conformacional de la ISCU
(IscU), y tal vez la del loop que contiene a la Cys catalitica de la proteina orotologa de
NFS1 (IscS) (Di Maio et al. 2017).

Es importante sefialar que para el antecedente citado fue necesario reconstruir in
silico el loop que contiene a la cisteina catalitica (Cys381 en la variante humana)
porque no se encontraba resuelto en la estructura de partida. El detalle es de mucha
importancia porque esa zona de la proteina se encuentra sin resolver en la mayoria de
estructuras de las que se dispone, en principio debido a su incrementada flexibilidad
conformacional. También es importante resaltar que la FXN de E. coli fue artificialmente
encastrada en la estructura de la desulfurasa IscS, y que para ello se utilizaron datos
experimentales de RMN que brindaron algunas pistas de cdmo tendria que ser la
interaccion entre IscS, IscU y CyaY. Al utilizar estructuras iniciales manipuladas se
puede perder potencia en las conclusiones que se pretenden obtener de las
simulaciones computacionales, debido a que estas dinamicas son sistemas complejos
donde pequefios cambios en las condiciones iniciales pueden tener grandes
consecuencias en las trayectorias y en las observaciones finales. De este trabajo los
autores concluyen que aunque ISCU esta firmemente anclada a la desulfurasa IscS
puede tener un movimiento de pivote alrededor de la interfaz y postulan que ciertos
cambios conformacionales de IscS podrian ser relevantes en el proceso de biosintesis
de los centros FeS. Esta flexibilidad se ve disminuida en el complejo ternario que
incluye FXN bacteriana (CyaY), lo que podria explicar las propiedades aparentemente

inhibitorias que exhibe la FXN en la formacion de los centros Fe-S en E. coli.
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En un trabajo realizado en nuestro laboratorio (Espeche et al. 2022), en el que se
llevaron adelante simulaciones de dinamica molecular para variantes de FXN se
encontré que para las variantes de Trp W173G y W168G varia significativamente el
espacio conformacional correspondiente al Trp155 que es un residuo critico para la
actividad de FXN y cuya mutacién deriva en Ataxia de Friedreich (FRDA) (Figura 4.2).
Se observa que la mutacion de uno de estos dos triptofanos internos deriva en la
pérdida de funcién por la alteracion en la seleccion del rotamero correcto para el Trp
que se encuentra en la posiciéon 155, implicando asi modulaciones alostéricas en un
residuo fundamental para la correcta actividad del complejo (el Trp155 forma parte del
sitio de ensamblado de centros Fe-S).

Esto hace pensar sobre lo delicado y relevante que puede ser el equilibrio
conformacional en las interfases del super complejo. Asi también muestra como
cambios aparentemente sutiles en el mismo pueden determinar profundamente el
correcto funcionamiento enzimatico. Toda esta informacién adicional puede ayudar a
determinar el rol de la FXN en el contexto de la reaccion global de sintesis de centros
Fe-S y la dinamica conformacional del super complejo.

Entonces, identificar especificamente las interacciones moleculares que determinan
la funcion de FXN es trascendental para encontrar oportunidades de intervencion en el

sistema como estrategias de tratamiento para la FRDA.
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Figura 4.2. Dinamica molecular de variantes de FXN 2022. Los rotameros Trp155 se
muestran a través de la superposicion de instantaneas tomadas de los MD de (A) tipo
salvaje, (B) variante W168G y (C) W173G, la cinta corresponde a los residuos 151-160.
Figura tomada de (Espeche et al. 2022).

4.1.4. Estructuras disponibles para el estudio por dinamica molecular

El banco de datos de estructuras de proteinas (PDB) ofrece una generosa y variada
coleccion de estructuras del complejo desulfurasa, tanto formado por proteinas
humanas como ortélogas. Dependiendo de la pregunta que se plantee, las distintas
estructuras pueden ser mas o menos apropiadas para aproximaciones de simulacion
computacional por dinamica molecular. Por ejemplo, Di Maio y colaboradores (Di Maio
et al. 2017), emplearon como base una estructura de E. coli y distintas herramientas
computacionales y experimentales para el modelado del complejo de E. coli incluyendo
CyaY (el equivalente ortélogo de FXN).

Asi mismo, con el descubrimiento del rol del heterodimero ACP-ISD11 para el
correcto plegado del super complejo humano (tal y como se describe en Capitulo 3) se
obtuvieron distintas estructuras que permitieron la caracterizacion estructural completa

del super complejo de sintesis de centros ferrosulfurados.
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Una caracteristica sobresaliente compartida entre las distintas estructuras es la
dificultad para resolver la conformacion del loop catalitico de la desulfurasa. En la
Figura 4.3, se muestran distintos ejemplos de estructuras cristalograficas que no
consiguieron resolver dicha porcion; puntualmente en la Figura 4.3.C se muestra la
estructura bajo identificador PDB: 3LVL de E.coli utilizada por Di Maio y colaboradores.
Esto se puede explicar por una amplia movilidad del segmento que muy probablemente
esté asociada con la diversidad conformacional requerida por el rol funcional. Este loop
debe fluctuar entre al menos dos conformaciones que sitdan a mas de 20 A a la Cys
persulfurada (desde el sitio del PLP hasta el sitio ISCU).

Si durante el proceso de cristalizacibn no se consigue homogeneidad
conformacional entre las distintas moléculas individuales, la informacién obtenida con

base em los patrones de difraccidén de rayos X no podra ser correctamente asignada a

ninguna estructura proteica en esa zona de la cadena.

Figura 4.3. Estructuras del complejo desulfurasa en las que no se logré resolver
la conformacion del loop catalitico. En todos los casos se representa una subunidad
de NFS1 (o su equivalente homélogo) en verde e ISCU (o su equivalente homologo) en
gris. Se representa como punteado rosa la porcion no resuelta del loop catalitico y
como esferas el PLP como referencia del sitio activo PLP. En A se representa a la
estructura humana bajo identificador PDB SWKP. En B se representa la estructura
humana bajo el identificador PDB 6WD1. En C se representa la estructura del E. coli
bajo identificador PDB 3LVL.
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Entre las estructuras en las que se logro resolver este loop, se encuentran las que
llevan los identificadores de PDB 5WLW, 6NZU, y 6XUE. En la Figura 4.4 se
representan distintas estructuras del super complejo humano, y en cada uno de ellas se
aprecia una conformacion diferente para el loop. Se observa que el loop puede tener
una conformacién resguardada con la Cys381 mirando hacia el PLP (Figura 4.4.A) y
otra mas bien extendida con la Cys381 coordinando un atomo de Zn(ll) unido a ISCU
(Figura 4.4.B), o en el llamativo caso de la estructura bajo identificador PDB: 6UXE
(Figura 4.4.C) en la que se observa una conformacién de loop abierta en ausencia de
Zn(ll). El detalle es interesante porque saca un poco que el protagonismo de un
hipotético ion metalico (Zn(ll) para el contexto de las determinaciones estructurales
Fe(ll) en el contexto de la reaccién) para una eventual transicién conformacional del

loop.

Figura 4.4. Estructuras del complejo desulfurasa en las que si se consiguié
resolver el loop catalitico que contiene a la Cys381. En todos los casos se
representa una subunidad de NFS1 en verde, una subunidad de ISCU en gris y segun
esté incluida en la estructura una subunidad de FXN en purpura. Se representa como
esferas el PLP como referencia del sitio activo PLP. En A se representa a la estructura
humana bajo el identificador PDB 6NZU. En B se representa la estructura humana bajo
el identificador PDB 5WLW. En C se representa la estructura humana bajo el
identificador PDB 6XUE.
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La relevancia de estas caracteristicas estructurales, es que da lugar a interpretar
mecanismos de reaccion que involucran, en primer lugar a la reaccion de desulfuracion
en el sitio activo PLP, con el posterior traspaso del persulfuro al sitio activo ISCU,
donde un atomo de Fe(ll) seria capaz de coordinar al atomo de azufre recién
incorporado y catalizar su ruptura para el montaje del centro Fe-S propiamente dicho
(Parent et al. 2015; Fox et al. 2019; Bridwell-Rabb et al. 2014; Gervason et al. 2019).

En paralelo, otra cuestion que es de suma importancia y podria estar vinculada a
lo anterior, es el rol conformacional que puede tener la FXN en el contexto del super
complejo. Ya sea como un modulador alostérico, formando parte estructural del sitio
activo de montaje de los centros Fe-S, o como facilitadora de la transpersulfuracion; es
decir el transporte del atomo de azufre (como persulfuro sobre la Cys del loop, -S-SH)
fruto de la desulfuracion de la cisteina sustrato (L-Cys), al sitio activo de ensamblaje de

centros en la ISCU (Cai et al. 2018; Gervason et al. 2019).

4.1.5. La estructura elegida como punto de partida

En este capitulo, se detallan resultados que se desprenden de simular
computacionalmente al complejo de sintesis Fe-S completo partiendo de una estructura
inicial experimental que contiene a los cinco miembros del super complejo, es decir:

(NFS1-1SD11-ACP-ISCU-FXN),
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Figura 4.5. Modelo del super complejo estudiado en este capitulo. Cuatro vistas
distintas en una representacion de las superficies de cada una de las diez subunidades
que lo conforman. En verde (claro y oscuro) las dos subunidades desulfurasa, en gris
las dos subunidades ISCU, en violeta las dos subunidades FXN, en celeste y azul las
dos subunidades ISD11 y en naranja las dos subunidades ACP.
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Este complejo que también identificamos en este trabajo como “NIAUF” (N por
desulfurasa NFS1, | por ISD11, A por ACP, U por ISCU y F por FXN) se encuentra en la
PDB bajo el identificador PDB ID: 6NZU. Vale la pena mencionar que esta estructura se
determind por medio de la técnica de CME, que logré resolver la conformacion de
ambos loop cataliticos y que es la unica estructura que tiene a todos los miembros del
complejo incluyendo a FXN. Este ultimo punto es muy significativo ya que es el unico
resultado experimental que permite localizar a la FXN en el contexto funcional y
entender su modo de accion y las relaciones estructura-funcién en este proceso tan
central para la bioquimica mitocondrial, como lo es |la generacion de centros Fe-S.

Asi, lo mas conveniente para realizar nuestras simulaciones fue utilizar una
estructura que haya resuelto correctamente al loop catalitico, asi como ser una
conformacién que incluya a todas las subunidades del super complejo, y vale decir que
6NZU es la unica estructura que cumple con estas dos condiciones.

Al simular dicha estructura originalmente buscamos capturar los efectos de
modulacién conformacional que pudiera inducir FXN en el contexto del super complejo,
buscando una respuesta para la pregunta sobre cual es la funcién de la FXN. Es
importante entender que si la FXN es capaz de modular la dinamica y/o el espacio
conformacional de los otros miembros del super complejo, estos deben ser tenidos en
cuenta en el contexto de la enfermedad y los hipotéticos tratamientos terapéuticos que
tengan al super complejo desulfurasa como objetivo. Al mismo tiempo, y prestando
especial atencion a la zona del loop catalitico, podemos esperar alguna diferencia en la
movilidad propia del loop o en la distancia que la Cys381 mantenga con los dos sitios

criticos para la catalisis (sitio del PLP y sitio ISCU). En la Figura 4.5D se muestran en
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detalle de la interfase de dicha estructura. Ademas, como caracteristicas relevantes
sobresalen las interacciones entre FXN, el loop catalitico, la ISCU y la seccion carboxilo
terminal (CTS) de NFS1. En la Tabla 1 se describen en detalle las interacciones

especificas que se encuentran para varios aminoacidos de NFS1 en el contexto de la

interfase entre las tres proteinas.

Cys158

Figura 4.6 Detalles Estructurales del Supercomplejo. (A, B y C) Interacciones entre
el CTS de NFS1 (verde), FXN (violeta) e ISCU (gris). (D) NFS1 Cys -Loop (cian)
conecta el sitio PLP en NFS1 con el sitio de ensamblaje ubicado a mas de 15 A de
distancia. Cys158 de NFS1 se encuentra cerca del sitio PLP (de PDB ID: 6NZU).

104



105

Tabla 4.1. Interacciones relevantes entre subunidades.

Residuo NFS1

Interacciones

Caracteristicas sobresalientes

lle452 lle447/NFS1 CTS establece interacciones apolares entre
Trp454/NFS1 ISCU por medio de Trp454 que esta

Trp454 Ala66/ISCU estructurado por interacciones con otros
Pro67/ISCU residuos del CTS (lle452, Leu449).
lle452/NFS1
Leud449/NFS1

GIn456 Gly65/ISCU GIn456 interactta con Ans151 de FXN
Ala66/ISCU (puente de hidrégeno). Esta GIn esta a una
Cys69/ISCU distancia VDW de ISCU Cys69 (sitio de
Asn151/FXN montaje).

His457 Asp144/ISCU His457 forma un puente y establece una
Tyr175/FXN interaccion polar con FXN (Tyr175) e ISCU

(Asp144) al mismo tiempo.

C158 PLP/NFS1 Cys158 esta muy cerca del PLP (distancia Sy,
a Np.p = 4.3A) y también tiene una secuencia
cercana a los sitios de fosforilacion (Thr154,
TTQ T4 E)

C381 PLP/NFS1 Cys381 en el bucle Cys que conecta el sitio

Asp71/ISCU NFS1 PLP con el sitio de ensamblaje en la
Cys95/ISCU superficie ISCU.

His137/ISCU

Cys138/ISCU
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4.2. Objetivos

1.

Evaluar los efectos de la presencia de la FXN sobre la movilidad y la
conformacién de los distintos miembros del super complejo sintesis de centros
Fe-S.

Investigar la relevancia de los contactos establecidos entre ISCU, FXN, y el
segmento carboxilo terminal (CTS) de NFS1 para el ajuste de la conformacién
del super complejo de sintesis de centros FeS.

Analizar posibles efectos sobre la conformacion del sitio de ensamblado en la
superficie de ISCU de los contactos que establece el Trp155 con las

subunidades de ISCU y NFS1.

. Evaluar la movilidad del loop catalitico y la distancia que existe entre la Cys381,

el PLP y el sitio de ensamblado en la ISCU.

4.3. Resultados

43.1.

La Dinamica de la L-Cys desulfurasa NFS1 y su modulacién por la FXN

En este capitulo, exploramos la dinamica molecular de dos supercomplejos

diferentes con aproximaciones all atom. Para estudiar los posibles efectos de la

presencia o ausencia de FXN en la dinamica del super complejo, se prepararon dos

variantes una conteniendo las dos subunidades FXN y una segunda variante del super

complejo en la que se eliminaron ambas subunidades FXN.

En ambos casos, como se menciond anteriormente, utilizamos la estructura

PDBID: 6NZU como punto de partida (Fox et al. 2019).
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Los complejos representados en la Figura 4.7 muestran las dos estructuras de
partida utilizadas para las simulaciones. Ambas construidas a partir de la estructura de
CME ya mencionada. Se procedié a simular al complejo tal cual se encuentra en la
estructura resuelta, y paralelamente, se edito el archivo eliminando los atomos
correspondientes a las moléculas de FXN. Como control se realizaron simulaciones de
la FXN por separado, en su forma aislada, ya que las interacciones con ISCU y NFS1
eventualmente podrian alterar la propia dinamica de la FXN. Las trayectorias obtenidas
de estas simulaciones (Figura 4.7.A y 4.7.B) fueron relativamente “estables” durante
mas de 600 ns (Tsai y Barondeau 2010) (Figura 4.8). Detectamos que el tramo
C-terminal de NFS1 (CTS) gana mucha movilidad en ausencia de FXN vy, sin embargo,
reduce significativamente su espacio conformacional cuando FXN esta presente
(Figura 4.9.A). Esto ocurrio para ambas subunidades de NFS1. Mas importante aun,
ISCU también mostré un aumento significativo en sus movimientos internos cuando
FXN estuvo ausente, lo que sugiere que FXN consolida el sitio de ensamblaje y modula
la arquitectura de ISCU y NFS1 en el contexto del super complejo (Cai, Frederick,

Tonelli, et al. 2018) (Figura 4.9.B).
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Figura 4.7. Estructuras de partida para el calculo de dinamicas moleculares
atomisticas. En A el complejo NIAUF compuesto por (NFS1/ISD11-ACP/ISCU/FXN)2.
En B la que resulta de la edicion del complejo borrando a las moléculas de FXN para
simular un complejo NIAU compuesto por (NFS1/ISD11-ACP/ISCU)2. Se respeta el
codigo de colores empleado en la Figura 4.5

En la Tabla 4.2 y la Figura 4.8 , mostramos los resultados obtenidos del analisis de
simulaciones de dinamica molecular. El residuo de Trp454 del CTS de NFS1 establece
una interaccion apolar con la Pro65 de ISCU y con la Ala66 solo cuando FXN esta
presente. Este comportamiento es mas evidente en la subunidad A en comparacion
con la subunidad E.

Por otro lado, la His457 del CTS interactua con la Arg165 de FXN y con el Asp144
de ISCU, este ultimo sélo cuando FXN esta presente. La GIn456 de NFS1 se encuentra
en la vecindad de la Cys69 que forma parte del sitio de ensamblaje de ISCU, aunque
las distancias son > 4-5 A, esto podria ser relevante para la actividad de ensamblaje de
clusteres.

En estas simulaciones, el loop que contiene a la Cys381, esta lejos del sitio PLP (la

distancia entre Cys381 y PLP es mayor que 10 A). Por otro lado, Cys158 esta ubicada

cerca del sitio PLP (durante la simulacion las distancias son <5 A), lo que sugiere cierta
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rigidez del sitio PLP y que este residuo de Cys podria ser relevante para la actividad

enzimatica.
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Figura 4.8 Movilidad de las subunidades en el contexto de los supercomplejos
NIAUF y NIAU. (A) RMSD correspondiente a todo el super complejo durante la
dinamica, en ausencia (azul) o en presencia de FXN (naranja). (B) Comparacion de los
valores de RMSD de ambas subunidades de FXN en el contexto de la dinamica del
super complejo. (C) Valores RMSD para ISCU calculados a partir de simulaciones del
super complejo NIAU (sin FXN). (D) Valores de RMSD correspondientes a ambas
subunidades de ISCU obtenidos en dinamicas del super complejo NIAUF (con FXN).
Valores de RMSD correspondientes a las subunidades ACP-ISD11 en ausencia (E) o
en presencia (F) de FXN.
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Figura 4.9. Fluctuaciones atomicas de las subunidades en el contexto de los
supercomplejos NIAUF y NIAU. (A) El efecto de la presencia de FXN sobre el CTS de
NFS1. (B) El efecto de la presencia de FXN sobre las fluctuaciones en las distintas
regiones de ISCU. (C) Analisis de las fluctuaciones atomicas de la FXN.
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Figura 4.10. Ensamble de conformaciones emergentes de las simulaciones por
dinamica molecular del complejo NFS1. Por claridad se muestran solamente las
proteinas NFS1,ISCU y FXN segun corresponda. En A el ensamble de conformaciones
resultante de la simulacién del complejo en presencia de FXN. En B el ensamble de
conformaciones resultantes de la simulacion del complejo en ausencia de FXN. Se
puede observar como en presencia de FXN (A) el espacio conformacional de CTS se
ve limitado.
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Figura 4.11. Mapeo de movilidad en el contexto de las simulaciones para ISCU2.
En azul se muestran las zonas moéviles de ISCU2 cuyo RMSF se ve mas modulado por
la presencia de FXN en el super complejo. En rojo el resto de la proteina ISCU2 y en
gris el super complejo por razones de contexto.
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Tabla 4.2. Descripcion de distancias de interaccion claves entre NFS1 e ISCU.

Residuo subunidad Residuo de | Distanci Distancia | Nota
en (Identificacion | ISCU,FXN |a (con | (sin FXN)
NFS1 | de PDB: 6NZU) o NFS1 FXN) (A) (A)
Cys158 [A PLP/NFS1 139+06 (3604 Importante para
Cys158 |E PLP/NFS1 13,7205 (4510 la actividad
Cys381 (A PLP/NFS1 12,6 +1124+20 |[Loop Cys no
1,3 contacté a PLP
Cys381 |E PLP/NFS1 16,4 +117,1+1,8
1,2
GIn456 | A Cys69/ISC (6,2+2,5 |--- Cys69 desde el
U sitio de
GIn456 |E Cys69/ISC (7,5+29 |--- ensamblaje
U
His457 |A Asp144/ISC | 6,3+3,0 |18,1+58 |enlaceH
U
His457 |E Asp144/ISC | 11,6 +6,2 |17,4+7,0
U
His457 |A Arg165/FX 14,2+0,8 |-- Interaccion
N carga-carga
His457 |E Arg165/FX |42+11 |-
N
His457 |A Tyr175/FXN | 12,0 |- Un enlace H en
2,0 el modelo inicial
His457 |E Tyr175/FXN | 12,9 |-
2,4
Trp454 | A Ala66/ISCU [4,3+0,8 | 11,2+ 3,8 |interaccion
Trp454 |E Ala66/ISCU |71+£21 196+4,0 apolar
Trpd54 (A Pro65/ISCU | 3,8+£04 (99144 interaccion
Trp454 |E Pro65/ISCU |6,5+2,7 [7,8+3,6 apolar

4.3.2. Los movimientos moleculares de Trp155 controlan la arquitectura del sitio
de ensamblaje de ISCU
Dado el hallazgo realizado por nuestro laboratorio, sugiriendo que los movimientos

de la cadena lateral de Trp155 podrian encontrarse alterados especialmente en el caso
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de la variante inestable W173G, exploramos la dinamica de los residuos Trp155 en el
contexto del super complejo (NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN), para establecer la
relevancia de sus movimientos y en la determinacion de la arquitectura del sitio de
ensamblaje de centros Fe-S.

Los movimientos de los Trp155 mostraron un comportamiento similar al observado
en el caso de la variante FXN de tipo salvaje aislada. Como se muestra en la Figura
4.12.A, junto con los movimientos en Trp155, la cadena lateral His137 de la ISCU, que
originalmente esta distante de Cys95, Cys138 y Asp71, adquirié una ubicacion que se
orienta hacia el sitio de ensamblaje. Los movimientos descritos anteriormente para
Trp155 fueron aun mas marcados en una de las dos subunidades FXN. A su vez, la
cadena lateral His137 de la ISCU adquiri6 la ubicacion correcta en el sitio de
ensamblaje en ambas subunidades ISCU. Por Ilo tanto, sugerimos que,
independientemente de la influencia del Trp155, la His137 de ISCU podria en principio
experimentar una transicion desde la conformacion inicial hacia la del sitio de
ensamblaje. Esencialmente, si el Trp155 adquiere la conformacion que se encuentra
mas poblada durante la dinamica molecular, la His137 no puede reubicarse en la
posicion anterior y solo se adquiere la conformacion que la aloja en el sitio de
ensamblaje. Esto puede ocurrir porque Trp155 se desplaza a una posicion, al menos,
parcialmente superpuesta a la que anteriormente ocupaba His137 (esta ultima fuera del
lugar de ensamblado de clusteres).

Cuando el Trp155 cambia la conformacién rotamérica inicial, en la que se forma un
enlace de puente de hidrogeno con la GIn153, se establece un nuevo puente de

hidrogeno, que involucra a la GIn148 de FXN (Figura 4.12), y se muestra en detalle en
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la Figura 4.12.B), lo mismo también ocurre con la Asn151 de FXN (Figura 4.12.C). Por
otro lado, la Arg165 puede establecer una interaccion de puente de hidrogeno con
GIn153 (Figura 4.13.A). Esta dinamica en la red de puentes de hidrégeno también
tiene lugar en el contexto de las simulaciones de dinamica molecular correspondientes
a la FXN aislada, sugiriendo que esta red podria tener un rol funcional ya que varios de
los residuos mencionados derivan en Ataxia de friedreich cuando mutan.

Estos resultados sugieren que los movimientos en el sitio de ensamblaje estan
coordinados por una interaccion especifica de residuos clave de FXN, al menos por
Asn151, Trp155, GIn153, GIn148 y Arg165 (también quizds Asn146, entre otros

residuos) Figura 4.13.

_ Trp155

His137
His137

FXN

ISCU
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Figura 4.12. Dinamica molecular de Trp155 y His137, de FXN e ISCU
respectivamente. (A) Dos conformaciones diferentes (coloreadas por elemento y azul,
respectivamente) de la clave residuo Trp155 (FXN) y, Asp71, Cys95, His137 y Cys138
(el sitio de ensamblaje de ISCU). (B) Las conformaciones pobladas por el residuo
Trp155 de FXN restringe las conformaciones de la cadena lateral ISCU His137.
(C)Super posicion de las instantaneas extraidas del Simulaciones del supercomplejo:
coloreadas por elemento, amarillo, magenta y azul, corresponde a la estructura original
(PDB ID:6NZU), y tres conformaciones diferentes, respectivamente.

Arg165

Asn146

Arg165

Figura 4.13. Red de puentes de hidrogeno asistida por cadenas laterales amida
restringen los movimientos del Trp155. (A) y (B) H-N- de Trp155 establece un enlace
H con el carbonilo O de la cadena lateral GIn148. Ademas, la Arg165 establece una
interaccién con el carbonilo O de la cadena lateral de GIn153. (C) H-N- de la cadena
lateral Trp155 establece un enlace H con el carbonilo O de la cadena lateral amida
Asn151. Por otro lado, el O- de la cadena lateral de GIn148 establece un enlace de H
con el grupo carbonilo H-N- (esqueleto) de Asn151. (D) Trp155 forma un enlace H con
O de la cadena lateral GIn153, mientras que la interaccién GIn153-Arg165 se rompe, de
forma similar a la conformacion inicial.
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4.4. Discusion

Las simulaciones computacionales de la dinamica molecular han demostrado una
gran utilidad para ampliar el estudio de una macromolécula dada cuando contamos con
un modelo estructural valido. En esta oportunidad, su aplicacién a la estructura del
super complejo de sintesis de centros Fe-S han permitido evaluar la posible relevancia
que distintas interacciones especificas pueden tener para la adquisicion de
conformaciones especificas vinculadas con el correcto funcionamiento. Sin duda,
contar con un modelo experimental del complejo completo fue de gran importancia y
permitié una evaluacién del rol de la FXN en la dinamica global. Cabe decir que nuestra
aproximacion de remocion de la FXN podria ser incorrecta si es que el super complejo
adquiere conformaciones muy distintas no pobladas durante los tiempos de simulacion
estudiados.

Como hallazgo principal y relevante, hemos demostrado que la FXN tiene efectos
especificos y globales sobre la estabilidad conformacional de distintos miembros del
super complejo sintesis de centros Fe-S. Se observa claramente que la movilidad
global de la NFS1 y la ISCU estan afectadas por la presencia de la FXN (Figuras 4.9,
4.10 y 4.11). Esta nueva informacién toma relevancia, porque le confiere a la FXN un
claro “protagonismo conformacional” para el super complejo, parte de sus ya conocidas
funciones como proteina facilitadora o moduladora de actividad podrian estar
vinculadas con estos hallazgos. Queda claro que es también un modulador estructural
dentro de la dinamica natural del super complejo.

Las simulaciones de la dinamica molecular que llevamos adelante permitieron

investigar la relevancia de los contactos establecidos entre ISCU, FXN, y la porcién
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CTS de la desulfurasa NFS1 para la conformacién del super complejo de sintesis de
centros Fe-S.

Encontramos que la presencia de FXN determina la movilidad interna de ISCU en
zonas que son de importancia para la estabilizacion del sitio de ensamblaje de los
centros Fe-S, pero igualmente importante, se observé que FXN determina en gran
medida la movilidad de la CTS de la desulfurasa NFS1. La interfase entre ISCU y FXN
sirve de ancla conformacional para el CTS de la desulfurasa NFS1 que no tiene
estructura periédica definida en la estructura de partida. Estos resultados de simulacién
abren la puerta para un estudio experimental que pudiera evaluar un posible rol
protagonico para los aminoacidos que pertenecen a esta seccion; ya sea (a) con
implicancias en la catalisis, formando interacciones claves en el sitio de ensamblaje, (b)
o como un modulador conformacional que en su interacciones con ISCU y FXN,
selecciona los conférmeros adecuados para el funcionamiento del complejo.

Por otro lado, al indagar sobre el papel que tiene FXN en la modulacion
conformacional del super complejo y sus implicaciones funcionales, hemos puesto la
atencion en el residuo Trp155 de FXN a lo largo de la dinamica. Este residuo es de
suma importancia porque como mencionamos su mutacién resulta en Ataxia de
Friedreich por pérdida de funcién (Tsai, Bridwell-Rabb, y Barondeau 2011). En ese
sentido, encontramos que en el contexto del supercomplejo, el Trp155 tiene un rol en la
coordinacion de movimientos de la His 137 de ISCU fijando el rotamero de la His137 de
ISCU en la conformacién que se orienta hacia la zona donde se coordinara el centro
Fe-S (Espeche et al 2022). Asi, la presencia de FXN induce la conformacion de la

His137 de ISCU que tiene relevancia catalitica en el contexto del super complejo.
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Por su parte, para el loop de NFS1 que contiene la Cys381, no se observaron
diferencias conformacionales relevantes en ausencia o presencia de FXN. Este
hallazgo podria indicar que los cambios conformacionales de los que depende la
movilidad del loop para catalizar la reaccion, podria tener energias de activacion
relativamente altas que dificultan la exploraciéon de estos eventos con un muestreo
como el realizado, cercano al minimo conformacional.

Para poder capturar un movimiento del /loop podria ser necesario transponer la
barrera energética que impide el cambio y aportar esa energia a través de técnicas de
muestreo sesgado o dirigido, o de dinamicas aceleradas. También es posible que el
cambio conformacional esté sujeto a particularidades en la conformacion como lo
podrian ser la coordinacién de Fe o Zn en la ISCU, o de la per sulfuracion de la
Cys381, que puede resultar en nuevas interacciones estabilizantes o desestabilizantes

de la conformacion del loop.
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“Don’t only practice your art, but force your way into its secrets, for it and knowledge
can raise men to the divine.”

Ludwig Van Beethoven
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Capitulo 5: Desentranando las relaciones entre estructura y
actividad del complejo L-Cys desulfurasa NFS1

5.1. Contexto

Revisitemos lo expuesto en el Capitulo 4 respecto de las demandas
estructurales del super complejo de biosintesis de centros Fe-S. Debemos recordar que
la estructura dimérica funcional de NFS1 esta estabilizada por dos unidades
heterodiméricas ACP-ISD11 (Herrera et al. 2019). Una subunidad de ISCU (la proteina
de andamiaje y ensamblado de centros Fe-S) interactua con cada monémero de NFS1,
y la actividad de NFS1 es modulada positivamente por la frataxina (FXN) (Patra y
Barondeau 2019; Parent et al. 2015; Bridwell-Rabb et al. 2014), esta ultima a su vez
interactua con ISCU y con ambas subunidades de NFS1 (Cai et al. 2018; Fox et al.
2019). Ademas, una parte de la superficie de la hoja beta de FXN que incluye al
residuo clave Trp155 formando parte del sitio de ensamblaje de centros Fe-S.

Las mutaciones de las proteinas que forman el super complejo conducen a una
variedad de enfermedades raras y graves, entre ellas la Ataxia de Friedreich (causada
por una deficiencia en la expresion y/o funcion de FXN) (Delatycki y Bidichandani
2019) y la Miopatia ISCU (causada por una deficiencia en la funcién ISCU) (Mochel
et al. 2008; Nordin et al. 2011; Kollberg et al. 2009). Si bien el conocimiento estructural
de las vias metabdlicas en las que participa NFS1 se ha incrementado notablemente en
los ultimos afios, en particular con la obtencion de la estructura del super complejo (Fox
etal. 2019), los mecanismos moleculares para la movilizacion de azufre y el

ensamblado de centros Fe-S aun no se han entendido completamente. Esto se debe
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en parte, a la dificultad de preparar el super complejo in vitro; también a la sensibilidad
del proceso al oxigeno y la inhibicién ejercida por la presencia de Zn(ll) en el
ensamblaje ISCU sitio (Fox et al. 2019). Por otro lado, la complejidad del mecanismo
enzimatico en si mismo, y la complejidad de la deteccion de los productos: clusteres de
Fe-S ([2Fe-2S]) y la formacion de productos de azufre de alto peso molecular hacen
muy dificil el estudio de este sistema.

De cualquier manera es bien sabido que la L-cisteina es la fuente de azufre
(-SH) y que los primeros pasos de la reaccion requieren el cofactor piridoxal-5'-fosfato
(PLP). La L-cisteina desulfurasa NFS1 cataliza la eliminacion del resto de azufre (-S-H)
del sustrato y transfiere el azufre (como un grupo persulfuro, S-SH) a un residuo de
cisteina ubicado en un loop movil de NFS1 (Cys381 en el NFS1 humana). Este bucle
conecta el sitio activo de NFS1 con el sitio de ensamblaje del centro Fe-S ubicado en la
superficie de ISCU con una separacion de mas de 25 A, proporcionando a la proteina
las especies de persulfuro necesarias para el ensamblaje del centro propiamente dicho.
Recientemente se demostré que la FXN modula positivamente la reaccion al menos en
dos pasos diferentes: reacciones relacionadas con PLP y (b) y el transporte de atomos
de azufre a ISCU. Dado que la estructura del super complejo muestra que la FXN esta
lejos del sitio PLP, la activacién cinética que se observa por la presencia de la FXN
debe ejercerse tanto a largo alcance (sitio PLP) como a corto alcance (sitio ISCU)
(Black y Dos Santos 2015).

Por otro lado, la reaccion global realizada por el super complejo puede
subdividirse en varios pasos: () La extraccién del grupo -SH del sustrato L-Cys. Este

paso es complejo y (resumidamente) incluye la formacion de la base externa de Schiff
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(con el sustrato L-Cys); la formacion del intermediario persulfuro-enzima; la liberacion
de L-Ala y transferencia de persulfuro; (II) el cambio conformacional del bucle movil y la
Cys381, en el que el persulfuro transferido a NFS1 en el sitio PLP (NFS1-S-SH,
cerrado) se expone a la ISCU (NFS1-S-SH, abierto); y (lIl) la reaccion de transferencia
de persulfuro a ISCU. Mas especificamente, la desulfuracién del sustrato L-cisteina en
el sitio PLP implica una serie de especies intermediarias antes de la escision del enlace
C-S que pueden asignarse por caracteristicas especificas de sus espectros de
absorbancia (estas especies son, cis-aldimina, cis-quinonoide, cis-cetimina).Después
de la escision del enlace C-S, el grupo -SH se transfiere al Cys 381 para formar el
persulfuro (todo ello en el sitio PLP)(Gervason et al. 2019). Luego, después de un
cambio conformacional del loop mdvil que contiene Cys381, el grupo persulfuro en
Cys381 (Cys 381-S-SH) queda expuesto al solvente. En este punto, la reduccion de
persulfuro mediante el uso de un agente reductor como DTT para regenerar
Cys381-SH, permite una cinética de recambio multiple con la produccién de L-Ala y
liberacion de H,S. Parent y colaboradores demostraron que la reduccion de persulfuro
es el paso limitante de la velocidad cuando se usa DTT como agente reductor. Ademas,
la FXN acelera la transferencia de persulfuro de NFS1 a ISCU (50 veces) o a
compuestos de tiol libre de peso molecular pequefio (la transferencia es 10 veces mas
rapida que el DTT no fisiolégico, mientras que L-Cys o glutation mostraron menor
eficiencia reductora). En estas condiciones, la reduccién de persulfuro de ISCU no fue
acelerada por FXN (Parent et al. 2015; Gervason et al. 2019).

Recientemente, Gervason y colaboradores demostraron que en condiciones mas

fisiologicas, en las que la ferredoxina 2 mitocondrial (FDX2) es quien suministra los
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electrones de manera muy eficiente para la formacion de los centros [2Fe2S], y la ISCU
forma un complejo con el hierro (Gervason etal. 2019). Aqui, aparentemente, la
reducciéon de persulfuro es el paso limitante. Ademas, se demostré que la transferencia
de persulfuro es un proceso dependiente del hierro (un hecho que puede indicar que la
transferencia de azufre esté coordinada con la disponibilidad de hierro en el sitio de
ensamblaje ISCU); en ausencia de metal, se suprime la transferencia de persulfuro
(Gervason et al. 2019). Vale la pena mencionar que en el sistema ISC bacteriano, la
unidn del hierro a la proteina de andamiaje también promovioé la reaccion de
transferencia de azufre intermolecular (Lin et al. 2020).

En este contexto, hemos propuesto realizar la diseccion de las relaciones entre
estructura y funcién del super complejo para tener una mejor comprension del papel
que juega cada subunidad en la arquitectura global y del rol de ciertos residuos y
elementos estructurales y funcionales.

Para disponer de una nueva herramienta para estudios funcionales, nos hemos
centrado en los primeros pasos de la reaccidn, y decidimos evaluar la posibilidad de
medir el producto L-Ala para seguir la reaccion de forma directa y muy sencilla, tanto en
tiempo real, como mediante mediciones de punto final. Esto es importante porque el
método del azul de metileno (Moest 1975; Tsai y Barondeau 2010), que se usa muy
comunmente incluso en nuestro laboratorio, funciona solo como un método de tiempo
fijo y se basa en la medicién de H,S; un gas que como tal, puede escapar del tubo de
reaccion, haciéndola una metodologia semicuantitativa. Ademas, se sugirio que la
presencia de atomos de azufre puede representar una fuente significativa de

interferencias. Este aspecto es relevante porque por cuestiones de estabilidad de la
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enzima y de aporte de electrones, la reaccion se realiza en presencia de DTT.
Asimismo, la adicion de un solvente acido, en un paso de la reaccion de sintesis de
azul de metileno, podria dar como resultado la liberacién de grupos de azufre unidos a
proteinas. Ademas, se sugirié que la presencia de atomos de azufre podria representar
una fuente importante de interferencias.

Otras dos metodologias diferentes han sido utilizadas por otros grupos para
monitorear la produccion del subproducto de L-Ala. Una de ellas se basa en una
reaccion de desulfurasa de punto final seguida de la modificacién de L-Ala con
naftaleno 2,3-dicarboxaldehido (NDA) para producir la molécula fluorescente
L-Ala-NDA, el analisis se realiza tipicamente por HPLC fase reversa (Selbach 2010). El
segundo método consiste en una reaccion de punto fijo para la cisteina desulfurasa,
que se detiene con acido tricloroacético (TCA), se centrifuga y neutraliza, seguida de
una reaccion concatenada basada en la adicidn de la enzima L-Ala deshidrogenasa
(ADH) para consumir el L-Ala, producido anteriormente por NFS1. Esta reaccion es
monitoreada por la deteccién de la formacion de NADH (Parent et al. 2015).

Se ha implementado un tercer ensayo de actividad de L-Cysdesulfurasa que
también funciona para mediciones de tiempo fijo, en el que se monitorea la

concentracion de L-Cys en solucion (Tsai, Bridwell-Rabb, y Barondeau 2011).
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Figura 5.1.1. Proceso esquematizado de ensamblaje de grupos [2Fe-2S] y
reaccion in vitro. (A) La reaccion general catalizada por el complejo NIAUF utiliza 2
residuos de cisteina libres, 2 electrones y 2 iones Fe?* como sustratos y produce un
grupo [2Fe-2S] en ISCU y alanina libre como productos. Los electrones provienen del
par FDX2-FDXR y son proporcionados por NADPH. (B) Una version detallada del
proceso, dividido en 4 pasos y comenzando con ISCU ya cargada con un ion Fe?*: (1) la
cisteina desulfurasa NFS1 cataliza la desulfuracion de una cisteina libre en el sitio PLP,
produciendo un persulfuro en su residuo Cys381 y alanina libre. Este es un paso
dependiente de PLP y requiere proximidad espacial entre Cys381 y el cofactor PLP; (Il)
el bucle que contiene este residuo de Cys381 sufre un cambio conformacional que lo
coloca muy cerca de ISCU; (lll) el persulfuro se transfiere de NFS1 al residuo Cys138
de ISCU, y (IV) el persulfuro se reduce a azufre mediante un agente reductor (FDX2
reducido) y reacciona con el ion Fe* produciendo un grupo de Fe-S. Estos pasos
ocurren 2 veces para producir un grupo [2Fe-2S]. (C) La reaccion no fisiologica
estudiada en este capitulo.
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Al mismo tiempo, este capitulo busca explorar la relevancia estructural de
distintas porciones de NFS1. Del capitulo 4 se desprende que las interacciones de la
CTS de NFS1 estan moduladas por la presencia de FXN y que parecen colaborar a
que las porciones cataliticas de la ISCU se pongan en su correcta posicion. A través de
la generacion de variantes de NFS1, buscamos escanear cuales de esas interacciones
en el CTS tienen mas relevancia y en qué contexto; las variantes elegidas fueron:
H457A, Q456A, W454A e 1452A (ver Tabla 4.1). También en la direccion del analisis
estructural, sabemos que el loop catalitico de NFS1 que contiene a la Cys381 es vital
para el correcto funcionamiento del complejo; en ese sentido también hemos querido
sumar algunas preguntas, por ejemplo, si la movilidad y la flexibilidad de dicho loop
puede alterarse para alterar el ciclo catalitico, preparamos la variante GGG, en la que
se insertd un nuevo residuo Gly después de Ser377 y el residuo Ala384 se reemplazd
por Gly produciendo tres residuos Gly en un nuevo bucle ligeramente mas largo
(Figura 4.6). Por lo tanto, se ubicaron dos nuevos residuos de Gly en el loop catalitico,
uno rio arriba y otro rio abajo de Cys381. Por ultimo, incluimos en nuestro analisis dos
variantes de Cys en una la variante C381S como control de 100% pérdida de funcién, y
C158A, cuya ubicacion es muy cercana al sitio activo PLP sugiriendo un rol funcional o
estructural. Siendo que la Cys158 esta ubicada en un elemento con estructura
secundaria helicoidal aparentemente estable cerca del PLP y a 4 residuos de la Cys163
(en la misma hélice alfa que la Cys158), también nos preguntamos si es que estas Cys
son capaces de reaccionar con la L-Cys sustrato asi como lo hace la Cys catalitica Cys

381.
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5.2. Objetivos

1. Poner a punto un nuevo método para la medicion de la actividad
desulfurasa en tiempo real, mediante la generacion y analisis de espectros
'"H-RMN 1D de L-Ala.

2. Evaluar la relevancia funcional de residuos localizados en el CTS.

3. Evaluar el efecto del incremento de movilidad del loop catalitico que

contiene a la Cys381.

5.3. Resultados

5.3.1. Implementacion de la deteccidon de L-Ala mediante espectroscopia de RMN

para evaluar la actividad del super complejo desulfurasa.

Se llevaron adelante experimentos de actividad seguidos en tiempo real
mediante distintas aproximaciones. La enzima central (NFS1/ACP-ISD11), exhibi6é una
actividad de L-Cys desulfurasa basal significativa. Sin embargo, en presencia de las
proteinas ISCU2 y FXN, se observa una activacién cinética que previamente fue muy
bien descrita (Bridwell-Rabb et al. 2014; Parent et al. 2015; Tsai y Barondeau 2010)
(Figura 5.3.A-C). En las Figuras 5.3.A y 5.3.B mostramos los espectros de RMN
monodimensionales de 'H correspondientes a la region de las sefiales de L-Ala para la
forma activada, por la presencia de FXN e ISCU2 (NFS1/ACP-ISD11/ISCU2/FXN),, 0

para el nucleo del super complejo (NFS1/ACP-ISD11),, respectivamente. La
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contribucién a los espectros del resto de los componentes de reaccion en esta region
es despreciable.

La integracion de estos picos puede utilizarse directamente para evaluar la
evolucién de la concentracién de L-Ala, en funcion del tiempo de reaccién (Figura
5.3.C) . Cabe mencionar que nuestro disefio experimental permite obtener un espectro
de RMN cada 5-7 min, y la reaccion es lo suficientemente lenta como para aplicar esta
estrategia para monitorear la desulfurizacion de L-Cys en tiempo real, monitoreando el
aumento del area correspondiente a los picos de L-Ala, sin necesidad de detener la
reaccion para cada medida. Esta caracteristica hace que este método simple y valioso
sea una mejor opcion que el utilizado anteriormente basado en reacciones de punto
final (sin la posibilidad de realizar mediciones cinéticas).

Dado que la actividad de la enzima NFS1 es modulada positivamente por la
presencia de FXN, estudiamos si la adicion de esta proteina produce una modulacién
de la K, para L-Cys, el sustrato de la enzima (Figura 5.3.D-F). Los resultados
mostraron que la presencia de FXN resulté en una disminucion significativa de la K,
aparente para el sustrato (K,, > TmM en ausencia FXN e ISCU y Km de 712 uM en
presencia de estas proteinas). Esta disminucién de la K, aparente sugiere un aumento
de ~ 100 veces en la afinidad por L- Cys para la condiciones experimentales descritas.
Este resultado estd de acuerdo con observaciones previas de otros grupos (Burley
et al. 2021), lo que sugiere que las mediciones de RMN de L-Ala también conforman
una opcidén para monitorear aspectos mecanisticos de la reaccion. Sin embargo, este
resultado debe analizarse con precaucion, ya que la Cys es en si mismo un reductor y

podria acelerar la reaccion simplemente por reduccién del persulfuro sobre NFS1
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(NFS1-Cys381-S-SH) o sobre ISCU. A esta observacion debemos sumarle el hecho de
que la Cys podria funcionar como inhibidor a altas concentraciones (Gervason et al.

2019), asi, la obtencion de la Km de los ajustes a estos datos experimentales no resulta

trivial.
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Figura 5.3. Actividad de la L - Cys desulfurasa Supervisado por 'H-RMN en tiempo
real. (A) Monitoreo en tiempo real de la actividad de (NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN), y
(B) enzima central (NFS1/ACP-ISD11), por el aumento lineal durante mas de 70 min de
[L -Ala]. Las flechas en A y B indican la evolucion de la sefal a lo largo del tiempo de
reaccion. Se muestra la seccion de los espectros de RMN correspondientes al producto
de reaccion, L-Ala. La integracion del area del pico, como medida de [L-Ala] a lo largo
del tiempo de reaccion, se muestra en (C). (D y E) son las curvas de sustrato
correspondientes a (NFS1/ACP-ISD11), y el super complejo
(NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN),. En (F) se muestran tres curvas representativas de la
produccion de L-Ala a lo largo del tiempo de reaccion y en presencia de distintas
concentraciones de L- Cys, y las pendientes corresponden a los valores de V,

130


https://www.zotero.org/google-docs/?jpfLeE
https://www.zotero.org/google-docs/?jpfLeE

131

Dado que en las condiciones utilizadas en los experimentos de la Figura 5.3, el
paso limitante de la velocidad es la reduccidon del persulfuro (Parent etal. 2015),
exploramos la dependencia que tiene la velocidad de reaccion de formacion L-Ala con
la concentracién del agente reductor DTT, y comparamos ambas metodologias: el
meétodo del azul de metileno evaluado a tiempos fijos (Figura 5.4) con mediciones en
tiempo real seguidas por RMN (Figuras 5A y C).

La dependencia de la velocidad de reaccidn de la concentracion de DTT para la
generacion de L-Ala fue lineal para el la variante de NFS1 de tipo silvestre y para la
variante con la actividad mas elevada (NFS1 C158A, Figura S3) en el rango de 0 a 4
mM de DTT. Por su parte, la dependencia de la produccion de H,S con la concentracién
de DTT también fue lineal para la variante silvestre de NFS1, resultado coincidente con
el obtenido previamente por Parent y colaboradores (Parent et al. 2015). Por otro lado,
cuando DTT estuvo ausente en la reaccion, y se aumento la concentracion de L-Cys
(rango de concentraciones similar), solo se observé un ligero aumento de la velocidad
de reaccion, compatible con un poder reductor de L-Cys mucho menor en comparacion

con el DTT (Figura 5.4A, inserto).
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Figura 5.4. Actividad desulfurasa en funcién de la concentracion de agente
reductor (DTT). La actividad se midié en funcion de la concentracion de DTT seguida
por el método del azul de metileno (A), o por 'H-RMN en tiempo real (B); la
concentracion de L-Cys fue de 0,5 mM. En (C) la integracion de los picos de RMN
correspondientes a L-Ala para NIAUF (el super complejo de tipo salvaje), expresada
como concentracion de L-Ala al incluir en la reaccion el estandar interno de acido
malico. Recuadro en A: DTT estuvo ausente en la reaccion, y la concentracion de
L-Cys aumentd en el rango de 1-5 mM, el H,S se determind mediante el método del
azul de metileno.

5.3.2. Expresion y caracterizacion biofisica de variantes de cisteina desulfurasa
NFS1

Resultados previos de nuestro laboratorio mostraron que la expresion de NFS1 en
asuencia de ACP e ISD11 lleva a la producciéon de una proteina altamente inestable.
Por este motivo, todas las variantes de NFS1 de L-Cys desulfurasa humana se
coexpresaron con las subunidades proteicas ACP e ISD11 mitocondriales humanas.

Todas las variantes fueron purificadas a partir de la fraccion soluble de los lisados,
sugiriendo que los posibles efectos sobre la conformacion deberian ser parciales. Sin
embargo, los niveles de expresion fueron variables, hecho que podria estar vinculado
con efectos sobre la estabilidad termodinamica de estos complejos proteicos (Figura

5.5). Vale la pena destacar que se tuvo especial cuidado en no incorporar codones
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poco frecuentemente utilizados por E. coli, de manera de no perturbar la tasa de
expresion.

Por otro lado, todas las variantes estudiadas copurificaron con ACP e ISD11, a
juzgar por el analisis SDS-PAGE, y la relacion de masa NFS1/ISD11 fue similar entre
las variantes, tal y como se observa a partir del analisis de densitometria de las bandas
correspondientes (el promedio la relacién de intensidades de banda para las variantes
fue NFS1/ISD11 = 2,3 = 04), lo que sugiere la interaccion adecuada con el
heterodimero ACP-ISD11 y la estabilizacion al menos parcial de NFS1 y, en definitiva,
la correcta formacién del core (NFS1/ACP-ISD11), En el laboratorio, previamente,
notamos que ACP se tiie en menor medida que ISD11, probablemente como
consecuencia de su alto contenido de residuos acidos. Después de la purificacion, el
complejo se dializd extensamente en presencia de DTT 1 mM, a 4°C usando una
membrana de corte de 10-12,0 kDa . Las proteinas se congelaron y se conservaron a
-70°C. Notamos que su conservacion de esta forma reduce la pérdida de actividad con
el descongelamiento en comparacion con su conservacion en freezer de -20°C o en la
heladera a 4°C. Antes de su uso, las variantes de NFS1 se descongelaron en hielo y se
centrifugaron para eliminar posibles agregados proteicos. Observamos que la
presencia de DTT impedia la oxidaciéon de NFS1 e incrementa notablemente la

conservacion de la actividad enzimatica con el tiempo de incubacion.
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Figura 5.5. Analisis de la expresién de variantes de NFS1. (A) SDS-PAGE. Las
variantes recombinantes de NFS1 se coexpresaron con las subunidades ACP e ISD11.
Los carriles son (1) de tipo salvaje (NFS1/ACP-ISD11),, (2) H457A, (3) Q456A, (4)
WA454A, (5) 1452A, (6) GGG, (7) C381S, (8) C158A y (M) los marcadores de peso
molecular: BSA (66,3 kDa), NFS1 (46,4 kDa), ISD11 (12,4 kDa) y una afitina (8,6 kDa).
El ACP no se observa facilmente en la SDS PAGE debido a su alto contenido de
residuos acidos (Herrera et al. 2019; 2018). (B) HPLC de fase reversa (RP) (C18) de
tipo silvestre (NFS1/ACP-ISD11), (NIA, linea discontinua negra) y el heterodimero
recombinante ACP-ISD11 (linea azul). La subunidad ACP eluyé como multiples picos
pequeios debido a la heterogeneidad de las cadenas de acilo, como se muestra
antes(Herrera et al. 2018; 2019). El resto de variantes de NFS1 eluyen con perfiles de
RP-HPLC muy similares.
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Para evaluar la conformacion de las variantes se estudiaron sefales de
fluorescencia de triptéfano y dicroismo circular (CD). El analisis de los espectros de
fluorescencia de triptéfano del complejo de tipo silvestre (NFS1/ACP-ISD11), sugiere
que los residuos de triptéfano que aportan al espectro, en promedio, se encuentran en
entornos hidrofébicos, indicativos de entornos nativos (Figura 5.6). Después de una
incubacién de las proteinas con urea 8.0 M, los maximos de emision de longitud de
onda se desplazaron hacia los 350 nm, consistente con el desplegado completo de la
proteina. Ademas, para todas las variantes, se observo un incremento de la intensidad
de la fluorescencia con el desplegado, lo que sugiere que la extincién observada en el
complejo de tipo salvaje es una caracteristica conformacional del estado nativo, que se
conserva entre las variantes que preparamos (Figuras 5.6.A-B).

Cabe senalar que la secuencia de aminoacidos del heterodimero ACP-ISD11 no
contiene residuos de triptéfano, por lo que la contribucién a los espectros proviene
exclusivamente de los tres residuos de triptéfano de las subunidades NFS1 Trp97,
Trp440 y Trp454, los dos ultimos localizados en el CTS. Ademas, con base en el
analisis estructural, los Trp440 y Trp454 podrian estar parcialmente expuestos en el
complejo (NFS1/ACP-ISD11), debido a una mayor flexibilidad y presumiblemente una
mayor movilidad del CTS en ausencia de la FXN).

Las variantes exhibieron caracteristicas similares de emisién de triptéfano y todas
ellas mostraron espectros de CD en el UV lejano (190-240 nm) similares (intensidades
de senal y forma de los espectros, Figuras 5.6.C-D), compatibles con un core
estructurado con estructura secundaria similar. Sin embargo, cuatro de las variantes

(C158A, 1552A, W454A y GGG) mostraron una sefal de CD ligeramente inferior (tanto
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a 208 como a 220nm), resultado quiza compatible con un ligero aumento del desorden
y movimientos incrementados y, eventualmente, una sutil pérdida de estructura
secundaria de tipo alfa hélice. El espectro correspondiente a la variante GGG se trunco
en valores de longitud de onda inferiores a 215 nm debido a un notable incremento del

cociente senal/ruido.
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Figura 5.6. Caracterizacion espectroscopica de las variantes principales de
NFS1/ACP-ISD11. Espectros de fluorescencia de triptofano de las variantes
correspondientes a (NFS1/ACP-ISD11), de (A) variantes C158A, C381S y GGG, y (B)
correspondientes a (NFS1/ACP-ISD11), de variantes CTS. La excitacion se llevo a cabo
a 295 nm. E/ buffer fue Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM, a pH 7.5, en
ausencia (linea continua) o presencia (linea discontinua) de urea 8,0 M. Espectros de
CD Far-UV correspondientes a (NFS1/ACP-ISD11),de las variantes (C) C158A, C381S
y GGGy (D) a (NFS1/ACP-ISD11),de las variantes CTS NFS1.

Adicionalmente llevamos adelante un “control de calidad” adicional para cada
variante producida con el objetivo de constatar la cantidad de PLP con la que se

purifican. Realizamos un tratamiento con acido clorhidrico 50 mM para separar al PLP
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de la proteina (en estas condiciones las proteinas precipitan y la unién covalente
PLP-Lys se rompe (base de Schiff); luego de una centrifugacion a maxima velocidad el
sobrenadante se sometié a un analisis por HPLC en fase reversa usando una columna
C18. Por otro lado, hicimos espectros de absorbancia en condiciones nativas
evaluando el pico de absorbancia propio del PLP unido al complejo que se encuentra a
420 nm. A partir de estas dos aproximaciones pudimos constatar que todas las
variantes son capaces de unir el PLP aunque detectamos cierta variabilidad entre ellas,

en promedio cada variante cuenta con 0.98 £ 0,16 de PLP por molécula de NFS1.
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Figura 5.7. Cuantificacion de PLP en muestras de proteina NFS1/ACP-ISD11 por
HPLC. (A) Perfiles de HPLC correspondientes a PLP como estandar (se cargd un
volumen de 100 uL de 7.0 yM PLP y se preparé la muestra en condiciones similares de
buffer y concentracion de HCI), y perfiles correspondientes a las extracciones de
muestras de la variante silvestre, W454A y C158A. (B) El area del pico correspondiente
al PLP. (C) Se muestra la altura del pico correspondiente a PLP, para cada variante. En
promedio, las variantes de NFS1 contenian 0,98 + 0,16 moléculas de PLP por
subunidad de NFS1. La FXN se incluyé como referencia. La desviacién estandar entre
muestras para cada variante fue inferior al 15% y 10% para area y altura,
respectivamente. (D) Espectros UV-VIS de picos de HPLC recuperados (tiempos de
elucion 5.2-5.8 min) para una inyeccién de 100 yL de 10 uM PLP (gris, eje izquierdo) o
una inyeccion de 100 pL de 10 pM NIA (negro, eje izquierdo)) tras un tratamiento acido
de la muestra (HCI 0.05 M, 10 min). Como control también se muestra el espectro
correspondiente a 33 pM PLP preparado en H,0, 0.05% TFA (rojo, ejes derecho). (E)
Espectros UV-VIS de complejos NFS1/ACP-ISD11. Para mayor claridad, todos los
espectros se relativizan a una absorbancia de 280 = 1. El recuadro muestra un detalle
del Pico a 420 nm de PLP. El buffer fue Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM, DTT 1 mM, pH
8.0. En todos los casos se resto el espectro correspondiente al buffer.

5.3.3. La actividad de las Variantes de cisteina desulfurasa NFS1

Convenientemente, la deteccién de L-Ala basada en RMN también se puede utilizar
como meétodo de determinacion en tiempo fijo. Los limites de deteccién para
mediciones confiables fueron 20 y 12 uM, para espectrémetros de 300 y 500 MHz,
respectivamente.

La actividad medida por el método de azul de metileno se correlacioné muy bien
con las medidas por RMN (Figura 5.8). Esto nos permite investigar el efecto de
mutaciones especificas sobre la actividad desulfurasa. Mientras que para el método del
azul de metileno las reacciones se detuvieron después de 40 min, la produccion relativa
de L-Ala para diferentes variantes de NFS1 se midié después de una reaccion de 120
min y se detuvo calentando las muestras de reaccion durante 5 min a 98°C. Ademas,
las actividades de las variantes también se investigaron mediante el método del azul de

metileno (Figuras 5.8.A 'y C).
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La mutacién de Trp454 exhibié el mayor efecto entre las mutaciones de CTS
estudiadas. Este residuo, como mencionamos anteriormente, interactua con residuos
de ISCU (Ala66 y Pro67) y establece interacciones clave con otros residuos de la
subunidad NFS1 (lle4d52 y Leud449) que pueden conferir una caracteristica mas
estructurada a un CTS.

Por su parte, la mutacion del residuo Cys381 de NFS1 dio como resultado un super
complejo inactivo (Figuras 5.8. A y B).A su vez, la mutacion del residuo Cys158 que
estda muy cerca del grupo PLP, di6 como resultado un aumento significativo y poco
intuitivo en la actividad. Esto sugiere un papel clave para Cys158 en la modulacion de
la catalisis. La alteracion de la flexibilidad en el loop Cys esperada para la variante
GGG no elimind completamente la funcion de la proteina como lo hizo C381S; sin
embargo, la actividad es muy reducida (Figuras 5.8.Ay C).

A juzgar por las mediciones de tiempo fijo, las variantes de NFS1 que incorporan
mutaciones que presumiblemente alteran las interacciones entre el segmento
C-terminal de NFS1 con ISCU y FXN mostraron una actividad significativamente menor
en comparacion con la observada para la variante silvestre (Figuras 5.8. C y D). Esta
activacion reducida podria indicar la incapacidad de interactuar con FXN/ISCU de

manera util.
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Figura 5.8. Mediciones de punto final por el método del azul de metileno y por
RMN (500 MHz) de la actividad L - Cys de las variantes de NFS1. (A) variantes Cys
NFS1 y (C) variantes CTS NFS1 monitoreadas por azul de metileno (punto final
después de 40 min). Actividad medida por '"H-RMN para las variantes de Cys NFS1 (D)
y CTS NFS1 (D) (la reaccién se detuvo después de 120 min). Las mediciones se
realizaron en presencia de las proteinas ISCU y FXN y (NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN),.
En todos los casos, los espectros de 'H-RMN se adquirieron después de finalizar la
reaccion calentando a 95°C durante 10 min.
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Figura 5.9. Mediciones de punto final por RMN (500 MHz) de la actividad
desulfurasa de las variantes de NFS1.(A) Acido maleico, el estandar interno utilizado
en este trabajo para cuantificar L-Ala. (B) Secciones de los espectros de RMN que
muestran las intensidades maximas correspondientes al producto de reaccion L-Ala
(1,45 ppm, derecha) en presencia de variantes de NFS1 (1): tipo salvaje, (2): H457A,
(3): Q456A, (4): W4A54A, (5): 1452A, (6): GGG, (7): C381S, (8): C158A 0 (9): sin NFS1y
el estandar de acido malico (6,00 ppm, izquierda ). (C) Correlacion entre el método de
azul de metileno y la deteccion de L-Ala por '"H-RMN 1. En azul se muestran los valores
correspondientes a las variantes excluyendo el mutante C158A, en rojo NFS1 silvestre
y en gris la variante C158A. El circulo vacio corresponde al blanco, el buffer de
reaccion y los sustratos sin proteinas.
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Un punto muy importante es que todas las variantes con excepcion de GGG
parecerian interaccionar con ISCU2. Para verificarlo aprovechamos el hecho de que la
actividad enzimatica del core NIA disminuye por el agregado de ISCU2 en ausencia de
FXN (Figura 5.10).
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Figura 5.10. Mediciones de actividad desulfurasa a punto final seguidas por el
método del azul de metileno para las variantes de NFS1 en ausencia de FXN. Se
midi6 la actividad enzimatica desulfurasa de cada variante NFS1 en ausencia de FXN.
Por un lado el complejo en su configuracion NIA (en ausencia de ISCUZ2 y en ausencia
de FXN) y por el otro en su configuracién NIAU (solo en ausencia de FXN). Se confirma
el efecto inhibitorio de ISCUZ2 para cada una de las variantes.

Con el objetivo de indagar sobre el comportamiento de la variante C158A, llevamos
adelante ensayos cinéticos usando al agente reductor DTT como variable, dado que los
antecedentes demuestran que en nuestro ensayo este paso limita la velocidad de la
reaccion. Se realizaron experimentos a tiempo fijo usando el método de azul de

metileno y finalizando cada reaccion a distintos tiempos, a la vez que estudiamos la

reaccion siguiéndola a tiempo real usando el nuevo método de seguimiento de L-Ala
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por RMN. Para el experimento seguido en tiempo real por RMN ambas variantes
mantuvieron un comportamiento perfectamente lineal, pero en el experimento seguido
por por azul de metileno a tiempo fijo, se observdé un comportamiento lineal para la
variante silvestre del super complejo (NIAUF) mientras que para la variante C158A, la
linealidad se desvanecio sobre 1-2 mM de DTT (Figura 5.11.A y B). Las razones
técnicas/bioquimicas de este comportamiento no se entienden completamente; sin
embargo, no podemos descartar diferentes mecanismos de reaccion para la reduccion

de persulfuro.
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Figura 5.11. Actividad de L-Cys desulfurasa en funcién de la concentracién de
DTT monitoreada por el método del azul de metileno o RMN. (A)La concentracidon
de L-Cys fue de 0,5 mM. (A) La produccion de H,S se control6 como una reaccion de
tiempo fijo. La linealidad se perdi6 consistentemente sobre DTT 2,5 mM para la
variante C158A. (B) La produccién de L-Ala fue monitoreada por RMN. La reaccion se
llevd a cabo para C158A (cian) o variante de NFS1 de tipo salvaje. Se ajustd una
regresion lineal a los datos experimentales de RMN en el panel B para el tipo salvaje
(verde, pendiente = 0,01970,002) y la variante C158A (cian, pendiente = 0,0670,002).
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5.4.Discusion

En este capitulo hemos evaluado el papel del CTS de NFS1 en la consolidacion de
la estructura y funcién del super complejo. Hemos encontrado que las interacciones
establecidas por este segmento de NFS1 son importantes para la funcion.

Identificamos residuos localizados en este corto tramo que son esenciales para la
actividad del super complejo de biosintesis de centros Fe-S. Cabe destacar que el CTS
establece interacciones con ISCU2 y con FXN simultdneamente.

Algunas de las mutantes de CTS se obtuvieron con niveles de expresion muy
bajos, por lo que no descartamos que este tramo tenga un papel en la estabilidad de la
proteina y de ser asi podria ser una region importante para la interaccion de pequefios
ligandos que puedan alterar conformacién y actividad.

Los residuos 1le452, Trp454 e His457 estan muy conservados entre homologos de
NFS1. En la posicién 454, el 100% de las secuencias recuperadas presentan Trp
(Figura 5.12), lo que sugiere una relevancia de este residuo en esta posicion, en
concordancia con el rol funcional/estructural encontrado en este trabajo: la variante

W454A exhibidé una actividad enzimatica significativamente disminuida.
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Figura 5.12. Analisis de secuencia NFS1. Logo de secuencia representado con
Weblogo (Crooks et al., s. f.) de segmentos de secuencia de aminoacidos NFS1 que
incluyen el motivo HXCXXXXC (superior), el bucle Cys - (medio) o el tramo C-terminal
(inferior). El analisis de secuencias multiples (MSA) se construy6 utilizando MAFFT
(Katoh et al. 2019) utilizando 133 secuencias NFS1 de organismos eucariotas con una
amplia distribucion filogenética.

Como ya comentamos anteriormente, la secuencia de aminoacidos del CTS
también se conserva entre las proteinas NFS1 humana y la variante de levadura.
Trabajos previos de otros grupos mostraron que cuando se muta al CTS de la NFS1 de
levadura (S491P o 1492T, Ser491 e 1le492 en levadura corresponden a Ser451 e lle452,
respectivamente), fallan las tareas de reparacion del ADN (Yip etal. 2021).
Curiosamente, la sobreexpresion de ISCU de levadura suprimié la sensibilidad al dafo

del ADN generada por estas mutaciones, lo que sugiere que la alteraciéon de la

secuencia CTS en estas posiciones, probablemente distorsione la interaccion
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NFS1/ISCU y en consecuencia el ensamblado el super complejo (Yip et al. 2021). La
menor actividad enzimatica encontrada para las variantes de CTS estudiadas en
nuestro trabajo concuerda con estas evidencias.

Por otro lado, el método simple que ideamos facilita el seguimiento en tiempo real
de la reaccién de L-Cys desulfurasa, siguiendo la produccion de L-Ala. Esta
metodologia también nos permite el estudio de la reaccién mediante un ensayo sencillo
de tiempo fijo, en el que se detiene la reaccion calentando la muestra (desplegando y
precipitando las proteinas por agregacion). EI método nuevo se utilizé de forma
complementaria con la deteccién de H,S.

Dado que L-Ala es un producto estable, nos da varias ventajas sobre el H,S. La
adicion de un estandar (por ejemplo: acido maleico) en el tubo de reaccion nos permitié
utilizar esta metodologia de forma perfectamente cuantitativa. Ademas, el monitoreo de
L-Ala hizo posible la determinacidon de los valores de K, aparente a partir de las curvas
de sustrato. La K, aparente en presencia de FXN fue menor que lo observado
previamente por otros grupos, lo que concuerda con la nocion de que la FXN es un
modulador cinético positivo para la reaccion.

Cabe destacar que el incremento excesivo de la flexibilidad en el bucle Cys resultd
en una enzima virtualmente inactiva, este fue el caso de la variante GGG. Se realizaran
mas experimentos para explorar si hemos eliminado interacciones clave especificas o,
por otro lado, es un efecto inespecifico. También es cierto que en esta variante hemos
insertado un residuo de Gly extra alterando no solo la flexibilidad de la cadena principal
sino también la longitud de este bucle. Cabe destacar que este bucle es esencial para

la actividad, ya que posee a la Cys381 que demostro ser indispensable para la reaccion
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de desulfuracién de cisteina, y juega un papel adicional e igualmente importante en el
proceso de transferencia del persulfuro a su destino en el sitio activo de ISCU (Figura
5.8). En ese sentido, FXN parece modular la reaccion en parte a través de
interacciones en esta zona de NFS1.

Por ultimo, proponemos algunas ideas con respecto al inesperado aumento en la
actividad de la variante C158A vy al rol que este residuo podria cumplir. Los residuos de
Cys158 y Cys163 se encuentran dentro de un motivo HXCXXXXC, que esta muy
conservado en los ortdlogos de NFS1 de Eukarya (Figura 5.12). Un alineamiento
multiple construido con secuencias NFS1 de 133 organismos con una amplia
distribucion filogenética mostré que el residuo His en la posicion 156 y Cys en las
posiciones 158 y 163 estan presentes en el 100, 98 y 92% de las secuencias. Solo dos
de las 133 secuencias tienen otro residuo en la posicion 158, especificamente serina.

A excepcion del residuo His156, el resto del motivo esta dispuesto en una
conformacién alfa-helicoidal. Cuando realizamos una busqueda estructural de este
motivo en otras proteinas del PDB, lo encontramos en la proteina no relacionada
NLRP9 del inflamasoma (Figura 5.14), en las proximidades de una molécula de ADP
unida y a 7.2 A de distancia del equivalente a Cys158.

Hasta donde sabemos, no hay informacién sobre la participacién funcional de este
motivo ni en NLRP9 ni en NFS1. Repetimos la busqueda estructural pero usando una
version mas resumida de este motivo, incluyendo solo los residuos de Cys en el patron
CXXXXC. A partir de esta busqueda, notamos que varias de las proteinas recuperadas
contenian grupos prostéticos como NAD o NADP ubicados en la vecindad de los

residuos de cisteina (en el rango de 3.6-7.0 A de Cys158, Figura 5.15).
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Algunas peroxirredoxinas también contienen el motivo Cys (Figura 5.16). Estas
proteinas participan en la reduccion del peroxido de hidrogeno mediante el uso de una
cisteina “peroxidativa” y, para muchos miembros de esta familia, un segundo residuo de
cisteina llamada de resolucién o “resolutiva”, que forma un puente disulfuro con la
primera como paso final de el ciclo catalitico. Ambos residuos de cisteina conforman el
motivo CXXXXC en la conformacién helicoidal (estado completamente plegado), y
experimentan una transicion conformacional de desplegado local sin que por ello se
desorganice el resto de la macromolécula que conduce al estado “localmente
desplegado” antes de la formacion del puente disulfuro entre residuos de Cys. En
resumen, el incremento en la actividad de L-Cys desulfurasa de la variante C158A,
junto con la participacion de Cys158 en el motivo CXXXXC altamente conservado en
los ortélogos de NFS1, y junto con su observacion en otras estructuras, nos impulsa a
proponer un papel funcional y regulatorio para estos residuos de cisteina y el His156
conservado, que esta a la distancia de van der Waals de PLP, lo que sugiere una
accién modulatoria sobre la actividad de L-the Cys desulfurasa NFS1.

Asimismo, los resultados obtenidos en los experimentos cinéticos en funcion de
DTT expuestos en este capitulo, nos invitan a pensar que la variante C158A tiene un
mecanismo de reaccion que es distinto al de la variante silvestre (Figura 5.11).

En la Figura 5.13 se exponen algunos de los aspectos moleculares que podrian
estar en juego para explicar el comportamiento de pérdida de linealidad de la velocidad
inicial en el método de punto final por azul de metileno. Esencialmente proponemos
que la variante tiene una alteracion conformacional en el sitio activo, que lo hace mas

accesible al solvente y por consiguiente al DTT. Este acceso adicional del DTT al sitio
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activo genera no solo una aceleracion global de la reaccion sino también la posibilidad
de reacciones paralelas con formas intermediarias de reaccion y nuevas moléculas de
DTT. El resultado es la generacion de especies que no son detectables por el método
del azul de metileno y que aparecen sélo a partir de cierta concentracion umbral del
DTT. Este artefacto no es observable en las mediciones en tiempo real llevadas
adelante siguiendo la aparicion de L-Ala en los espectros de RMN. En este sentido,
pensamos que el nuevo método de deteccion de L-Ala para monitorizar la actividad de
NFS1 por RMN nos ayudara a acercarnos a una mejor comprension de las relaciones

dinamica-funcion.

Cys+ DTTSH -  Ala+ DTTS]+
Enzyme

ecanismo A

Cys TNFS1Cys381-5 — H - NFS1Cys381-5—5H + Ala (1)

NFS1Cys381-S — SH + DTTE! — NFS1Cys381-S — S-DTT® + (2a)

NFS1Cys381-S — S-DTT®; — NFS1Cys381-S—H+ DTTS] (3a)
ecanismo B

Cys +NFS1Cys381-S —H — NFS1Cys381-S —SH + Ala (1)

NFS1Cys381-S — SH+ DTTZ" — NFS1Cys381 —SH +HS —S — DTTSH  (2b)
¢ )

HS— S—DTTS\ - 1.5 + DTT:] (3b)

¢ D

Figura 5.13. Esquema propuesto para los mecanismos puestos en juego en el
incremento de velocidad de la variante de NFS1 C158A. La reaccion puede ser
compleja. Las reacciones 1-3a estan acopladas porque para el siguiente ciclo catalitico
la enzima necesita un tiol libre en Cys381. La reaccién 3b no depende de la
concentracion de DTT y el producto es H,S.
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Figura 5.14. El motivo HXCXXXXC en la proteina no relacionada NLRP9. (A)
Estructura de rayos X del receptor bovino NLRP9 (PDB ID: 7WBT). (B) Estructura de
rayos X del monémero NFS1 humano del complejo con ISCU humano, ISD11 y E. coli
ACP (PDB ID: 5WKP). La escala en ambas representaciones es la misma para facilitar
la comparacion. (C) y (D) Detalle del motivo HXCXXXXC en NLRP9 y NFS1,
respectivamente. El segmento helicoidal que contiene el motivo se muestra en rojo, con
los residuos His y Cys etiquetados y mostrados como barras. Los ligandos (ADP para
NLRP9 y PLP para NFS1) se muestran como bolas y palos.
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Figura 5.15. El motivo CXXXXC en otras proteinas no relacionadas. (A) Estructura
de rayos X del mondmero NFS1 humano del complejo con ISCU2 humano, ISD11 vy E.
coli ACP (PDB ID: 5WKP). (B) Estructura de rayos X de la enzima
S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa de Pseudomonas aeruginosa (PDB ID: 6F3N). (C)
Estructura de rayos X de la metilentetrahidrofolato deshidrogenasa/ ciclohidrolasa
humana (PDB ID: 6ECQ). La escala en las tres representaciones es la misma para
facilitar la comparacion. (D), (E) y (F) Detalle del motivo CXXXXC en NFS1,
S-adenosil-L-homocisteina hidrolasa y metilentetrahidrofolato  deshidrogenasa/
ciclohidrolasa , respectivamente. El segmento helicoidal que contiene el motivo se
muestra en rojo, con los residuos de Cys etiquetados y mostrados como barras. Los
ligandos PLP, NAD y NADP se muestran como esferas y barras, mientras que la
adenosina (en el panel E) y el inhibidor LY345899 (en el panel F) se muestran como
barras de color naranja y magenta, respectivamente.
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Figura 5.16. El motivo CXXXCC en la peroxirredoxina. (A) Estructura de rayos X del
monomero NFS1 humano del complejo con ISCU2 humano, ISD11y E. coli ACP (PDB
ID: SWKP). (B) Estructura de rayos X de la proteina co-migratoria peroxirredoxina de
bacterioferritina del Aeropyrum pernix K1 en la conformacién completamente plegada
(PDB ID: 2CX4). (C) Otra molécula del mismo cristal que en (B) pero en la
conformacién localmente desplegada. La escala en las tres representaciones es la
misma para facilitar la comparacion. (D), (E) y (F) Detalle del motivo CXXXXC en Nfs1
y peroxirredoxina en conformaciones completamente plegadas o localmente
desplegadas, respectivamente. EI segmento helicoidal que contiene el motivo se
muestra en rojo, con los residuos de Cys etiquetados y mostrados como barras. El
ligando PLP se muestra como bolas y palos.
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Estudiaba el comportamiento extraordinario del mate, la respiracion de la yerba
fragantemente levantada por el agua y que con la succion baja hasta posarse sobre si
misma, perdido todo brillo y todo perfume a menos que un chorrito de agua la estimule
de nuevo, pulmon argentino de repuesto para solitarios y tristes.

Julio Cortazar, Rayuela.
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Capitulo 6: Conclusiones y Discusion General

A lo largo de este trabajo de Tesis se han obtenido resultados relevantes
alineados con los objetivos inicialmente planteados. Se ha confirmado la relevancia
estructural del heterodimero ACP-ISD11 dentro del sistema desulfurasa, esencial para
la sintesis de centros ferrosulfurados. Se demostro su estabilidad conformacional
intrinseca a través de simulaciones computacionales de dinamica molecular clasica.
Asi también, mediante experimentos de actividad y estabilidad se establecié que el
hetero dimero ACP-ISD11 induce el correcto plegado de la L-Cys desulfurasa NFS1
para constituir una nueva entidad estructural estable, soluble y cataliticamente activa;
un subcomplejo (NFS1/ACP-ISD11), (o simplemente NIA) (Capitulo 3).

Por otro lado, las simulaciones computacionales de dinamica molecular clasica
realizadas para el super complejo desulfurasa completo (decamérico) que incluye a
FXN y a ISCU (NFS1/ACP-ISD11/ISCU/FXN),, mostraron que FXN actua como un
modulador conformacional de distintos miembros del mismo, especificamente NFS1 e
ISCU2. Los movimientos internos de ambas proteinas disminuyeron en lineas
generales al interactuar con FXN, aunque sobresalen en particular los efectos sobre la
seccion carboxilo terminal de NFS1 (llamada a lo largo de esta tesis CTS segmento por
C-terminal, o en inglés C-terminal stretch). Puntualmente se observo que la presencia
de FXN en el super complejo constituye un ancla conformacional para algunos
aminoacidos de la seccion C-terminal de NFS1. Como consecuencia estructural,
algunos de esos residuos de aminoacidos forman parte de la zona de triple interfase

NFS1-ISCU2-FXN, donde una parte relevante del ciclo catalitico llevado adelante por
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este super complejo multienzimatico tiene lugar. Este fendmeno establecio las bases
para explorar la relevancia catalitica de estos aminoacidos .

Adicionalmente, se observa que el Trp155 de FXN tiene interacciones
especificas y coordinadas con la His137 de ISCU2. Estos dos aminoacidos son de
suma importancia para la actividad enzimatica. La His137 ha sido propuesta por
distintos grupos como responsable de la coordinacion de metales (fundamentalmente
Zn y Fe) en el sitio activo de ISCU2 (Gervason et al. 2019), mientras que la mutacion
del Trp 155 genera una variante que es patogénica de Ataxia de Friedreich y que no
acelera la actividad desulfurasa in vitro (Espeche et al. 2022).

Las conclusiones que se desprenden de las simulaciones computacionales
realizadas en esta tesis indican que la His137 tiene rotameros permitidos que ocupan el
sitio activo de ensamblado de centros Fe-S en la ISCU2 y que la seleccion de esos
rotameros esta coordinada por los rotameros que adopta el Trp155 de FXN. Podriamos
entonces aventurarnos a imaginar un rol especifico para el Trp155 en su relacion con el
sitio de ensamblado de centros Fe-S, y especificamente para la His137 de ISCU2
optimizando la geometria de coordinacién (Capitulo 4).

En cuanto a la actividad enzimatica del complejo Cys desulfurasa, en este
trabajo de tesis se ha propuesto una nueva forma de medir la actividad enzimatica
usando espectros de 1D"-RMN. Esta innovadora aproximacién permite seguir el
transcurso de la reaccion en forma cuantitativa y en tiempo real, facilitando la
determinacidon de parametros cinéticos como una K, aparente y V., asi como analisis

de velocidad inicial en funcién de la concentracion de agentes reductores (en este caso
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DTT). Pudo determinarse fehacientemente que la reduccion del grupo RS-SH es el
paso limitante de la velocidad de la reaccién.

En paralelo, los resultados obtenidos en las simulaciones de la dinamica
molecular en cuanto a la exploracion de la relevancia de los aminoacidos
pertenecientes a la seccion C-terminal de NFS1 (CTS) nos permitieron postular la
hipdtesis de que estos residuos debian estar involucrados en la actividad del super
complejo. Este punto es importante porque permitid poner al descubierto aspectos
centrales de las relaciones entre estructura y funcién en este sistema complejo de
proteinas.

Las distintas variantes de NFS1 con modificaciones en la CTS mostraron estar
afectadas en distintos grados en su actividad L-Cys desulfurasa. Sin embargo, ciertos
residuos como el Trp454 o la His457 (C-terminal) mostraron ser particularmente
criticos: su reemplazo por Ala resultdé en una disminucion significativa de la actividad
(observandol menos del 50% de la actividad de la variante silvestre). Ademas,
estudiamos variantes con modificaciones en el loop catalitico, y una variante de Cys
cercana al sitio activo PLP (Cys158). Los resultados permitieron corroborar que
pequefios cambios introducidos tanto en la longitud como en la movilidad del loop
catalitico tienen un fuerte impacto negativo en la actividad. También se confirmo el rol
de la Cys381, hallado por otros grupos como residuo catalitico por excelencia del que
depende toda la reaccion enzimatica. Curiosamente, la variante de la C158A exhibio
una actividad significativamente mayor en la reaccion de desulfuracion de L-Cys. En
una primera aproximacion, creemos que la razon de este fendmeno podria deberse a

una accesibilidad adicional del agente reductor al sitio activo, debido a perturbaciones
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conformacionales locales. La idea es que estas perturbaciones podrian generar una
mayor exposicion del sitio activo al solvente y eso permitiria un encuentro mas eficiente
de los reactivos (R-S-SH y DTT,.4), en un camino de reacciéon que si bien es mas
rapido, no es el fisiologico (Capitulo 5).

Por otra parte, Martinou y colaboradores han descubierto que la D-Cys es capaz
de reaccionar con la base de Schiff para generar el primer intermediario de reaccion en
el sitio activo PLP, pero no puede transferir el tiol a la Cys 381. Entre las implicaciones
mecanisticas que este hallazgo trae, sobresale el rol que tiene la orientacion de los
grupos reactantes en el seno del sitio activo PLP. (Martinou et al. 2023).

Todos estos resultados nos permiten proponer una serie de perspectivas a las
cuales apuntar en el futuro cercano.

Por un lado, las simulaciones computacionales que incluyen iones metalicos en
ISCU2 podrian darnos valiosa informacion conformacional fina de cédmo se organizan
los rotdmeros en el contexto del sitio activo. Otras simulaciones computacionales
clasicas que utilizan muestreos sesgados apoyados en la diversidad estructural que se
ha ido acumulando, podria revelar el cambio conformacional del loop catalitico en
detalle.

Sera de importancia estudiar modulaciones conformacionales y dinamicas
necesarias que podrian derivar de la presencia del persulfuro en el loop catalitico de
NFS1. Todo esto permitira comprender mejor el mecanismo fino de reaccidn de
ensamblado de centros Fe-S. Queda también la evaluacion de la capacidad de la
variante C158A para ensamblar centros Fe-S, ya que si en esta actividad resulta

también incrementada con respecto a la exhibida por la variante silvestre, estariamos
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frente a un hallazgo relevante y una nueva determinante para la reaccion global

Es importante para nosotros reflexionar sobre los caminos de reaccidn que son
posibles dada la evidencia acumulada en la bibliografia existente. En un estado inicial
probable del sistema, ISCU2 estaria coordinando un atomo de Fe?* en el sitio activo
(Gervason et al. 2019). Una vez realizada la reaccion de desulfuracién, la Cys 381 de
NFS1 pondria en contacto al persulfuro para transferirlo al sitio de ensamblado de
ISCU2. EIl residuo propuesto como receptor en distintos trabajos es la Cys 138 de
ISCU2 aunque otros como la Cys 69 serian también plausibles por su cercania a la
Cys381 de NFS1 que es quien transporta el sulfuro desde el sitio PLP. En lineas
generales es posible plantear la reaccion global:

2Fe®* + 2L-CyS + 1FDX g — [2Fe-2S] + 1FDX, + 2L-Ala (1)
En el centro [2Fe-2S] generado, los estados de oxidacion de los atomos de hierro son
2" y 3. En ese sentido, es obligatorio que sucedan globalmente 2 reacciones redox
correspondientes a la ruptura de 2 enlaces S-S, y en principio, uno de los electrones
necesarios lo brindaria el Fe? unido a la ISCU2 en la condicion inicial y el otro lo
donaria la FDX2, posteriormente. Suponiendo que el ion Fe** en ISCU este coordinado
formando un complejo de geometria tetraédrica, los ligandos probables serian los dos
oxigenos del Asp 71, Cys 95, Cys 138 y la His 137 (Gervason et al. 2019) (Figura 6.1).
Un camino razonable para la reaccidén con el enlace RS-SH es una adicion oxidativa
(AO).

Basicamente la AO consiste en que un complejo de 16 electrones, cuyo metal
tenga un estado de oxidacion relativamente bajo, interacciona con un enlace, en este

caso el RS-SH, induciendo la ruptura del mismo a través de la oxidacién del centro
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metalico y la formaciéon de dos enlaces nuevos. En ocasiones, reacciones de oxidacion
del centro metalico se llevan adelante generando a su paso radicales libres si la

cantidad final de electrones no puede acomodarse de a pares.

Figura 6.1. Complejo de coordinacién de Zn* en la estructura de ISCU2. Se
observa el complejo de Zn** en el contexto de ISCU2. La estructura elegida para la
visualizacion es la del complejo que contiene FXN, PDB:6NZU. Se sefialan los
aminoacidos que forman parte del complejo de coordinacién con Zn?* en el
contexto de esta estructura (Asp71, Cys95 y Cys138) y los que son probables
candidatos a formar parte de un hipotético complejo de coordinacion con el Fe*
(Cys69 e His137).

En nuestro caso seria necesario que alguno de los ligandos iniciales se libere.
Solo entonces el Fe* queda disponible para oxidarse y formar un enlace de
coordinacion nuevo. Al ceder un electrén, lleva adelante una reacciéon que genera un

radical libre, de forma tal que el resultado de la reaccion es la formacion de un enlace
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S-Fe**, liberando a su paso un radical libre del tipo Cys-S%*.

En este escenario el radical libre recién generado podria ser neutralizado por
FDX2. Sin embargo, en este trabajo de tesis nos gustaria proponer una posibilidad
adicional. Se trata del Trp 155 de FXN, que se encuentra llamativamente cerca de este
sitio activo. De hecho en la estructura PDB: 6NZU se puede ver que la distancia entre
este Trp 155 de FXN y el Zn* (que vamos a asumir como el centro del sitio activo
ISCU2) es de 7.2 A (Figura 6.2). La propuesta puntualmente es que el Trp 155 de FXN
podria oxidarse temporalmente para neutralizar el radical recientemente formado
acomodando un radical en sus resonancias aromaticas. Ese evento le daria tiempo a la
Cys 381 de NFS1 a realizar un nuevo ciclo de desulfuracion en el sitio activo PLP y
luego volver a transferir un nuevo persulfuro a la ISCU2 que ahora reaccionar
adicionando al complejo de 17e” recientemente formado. Esta puede ser una reaccion
de sustitucion por ejemplo de tipo SN, (reaccion de sustitucion de ligandos por ataque
nucleofilico al metal), dando como resultado un complejo de 17e con un ligando S™y un
ligando Cys381-S-S (Figura 6.4). Ahora, uno de los electrones en el enlace S-S
recientemente fijado en la posicion del metal puede dar el salto cuantico hacia el Trp
que se encuentra deficiente de electrones. Al romperse el enlace S-S™ se genera un

ligando S™y un nuevo radical S°* que en ultima instancia sera neutralizado por FDX2.
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ISCU

Figura 6.2. El Trp155 de FXN se encuentra ubicado en el sitio de ensamblaje de
centros Fe-S. Imagen tomada de la estructura del complejo completo que contiene
FXN (PDBID: 6NZU). La distancia entre el atomo de Zn y los atomos mas cercanos del
anillo aromatico del Trp155 es de 7A.

Los saltos cuanticos de electrones pueden darse en una gran variedad de
distancias y dependen del contexto y la diferencia de potencial entre centros, de hecho
existen ejemplos que pueden servirnos de referencia. Uno de ellos es el caso del
Complejo | de la cadena respiratoria donde la distancia entre los centros Fe-S que
transportan los electrones del médulo N al médulo Q y protagonizan la cadena de
transporte, es de aproximadamente 14 A (Read et al. 2021). Al mismo tiempo, el Trp
155 de FXN ha sido reportado como un sitio vulnerable a la oxidacion por agentes
radicalarios (Correia et al. 2009). Cuando la FXN fue sometida a agentes de estrés
oxidativo, se observd por espectrometria de masa que el Trp 155 sufre modificaciones

quimicas, indicando su sensibilidad a oxidarse.
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Estos hallazgos van en linea con la posibilidad estructural, por distancia y
reactividad, de que sucedan las dos reacciones que proponemos y abriendo un abanico
de posibles experimentos espectroscépicos y de espectrometria de masa para explorar
el rol del Trp155 en la reacciéon. De hecho, en nuestro grupo ya nos encontramos
discutiendo cuales serian los experimentos mas apropiados para confrontar estas
hipétesis (Figura 6.3).

Por ultimo nos queda proponer un camino para que pueda sumarse el segundo
ion de Fe®. Este podria venir desde el solvente llegando al sitio activo o estar
débilmente asociado a la FXN. En este sentido, nuestro grupo ha logrado determinar
por RMN y mediante experimentos semicuentitativos, la existencia de interacciones
entre Fe* y grupos acidos (Asp/Glu, del “acidic ridge”, en la hélice alfa 1) de la
superficie de la FXN. Igualmente se ha propuesto tanto por Gervason y colaboradores
como por Freibert y colaboradores que ISCU puede dimerizar después de un ciclo de
desulfuracion para convertir dos complejos Fe-S en un [2Fe-2S] a partir de un
encuentro cara a cara desde la cara que une metales y centros Fe-S (Angerer et al.
2014; Freibert etal. 2021; Gervason etal. 2019). Esta hipdtesis aun no ha sido
experimentalmente corroborada, aunque si se han observado formas diméricas y
tetraméricas de ISCU2 in vitro, en el proceso de purificacion y analisis conformacional
de la proteina. Este mecanismo, por su parte, podria ser complejo ya que podria
derivar en dimeros ISCU2:ISCU2 oxidados a través de enlaces disulfuros
intermoleculares, dificiles de reducir en el ambiente mitocondrial, siendo la TRX2 quien
podria tener un rol en esta reaccion de reduccion de los dimeros ISCU2 .

Podriamos congeniar estas ideas con la propuesta que hemos plasmado en esta
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discusion, si el encuentro entre moléculas de ISCU2 ocurre entre una que ha
participado de dos ciclos de desulfuracion, y trae un complejo con dos ligandos S, con
una que aunque no ha participado de ninguna reaccion coordina un i6n metalico Fe*".
En el encuentro tendrian que generarse una serie de rearreglos de coordinacién que
terminen con el traspaso del Fe?* y la generacion de enlaces puente que coordinen con
los S (Figura 6.4).

Entre los experimentos que proponemos para poner a prueba estas hipotesis,
incluimos reacciones en ausencia de reductores y en presencia de sondas de radicales
libres. Teniendo en cuenta los antecedentes de Correia y colaboradores, que mostraron
la posibilidad del Trp155 de la FXN a ser modificado como consecuencia de la
oxidacion por radicales libres, una pérdida de la capacidad moduladora en la
generacion de centros Fe-S como consecuencia de la oxidacion o modificacion del
Trp155 seria indicador de su rol red-ox en la reaccion. Aunque es cierto que el rol
estructural de seleccion de rotameros de residuos criticos del sitio de ensamblado de
ISCU2 también se podria ver afectado por oxidaciones irreversibles de Trp155.

A la vez, si nuestra hipétesis es correcta, la reaccidn deberia consumir un
equivalente reductor por cada centro [2Fe-2S] en presencia de FXN. En ausencia de
FXN, sin embargo, al no establecerse esa estabilizacion del radical intermediario, este
deberia ser neutralizado por FDX2 a través de reacciones paralelas consumiendo mas
equivalentes reductores por ciclo. El estudio de la relacion entre el consumo de
equivalentes reductores (NADH en el contexto de esta reaccion) y la generacién de

Fe-S podria dar alguna luz respecto de los mecanismos involucrados en la reaccion.
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Figura 6.3. Esquema de una secuencia hipotética para la conformacién fisiolégica
del centro [2Fe-2S]. En (1) se muestra la representacién de la situacion inicial, una vez
terminado el primer ciclo de desulfuracion con el hierro conformando un complejo de
coordinacion de 16e. En (2) la oxidacion del hierro permite la adicion de un sulfuro al
complejo de coordinacién al tiempo que la ruptura del enlace genera un radical libre
S*0 en la Cys original (proponemos a la Cys69 de ISCU2 en este modelo). En (3) el
Trp155 de la FXN se oxida para neutralizar al radical libre recién formado, estabilizando
un radical libre en su estructura aromatica, y dejando un grupo tiol con la posibilidad de
ser nuevamente persulfurado. En (4) se cumple un segundo ciclo de desulfuracién y
transferencia de persulfuro, este se adhiere al complejo coordinacién a través de una
reaccion de sustitucion nucleofilica que implica la salida de un ligando, en este caso
proponemos como candidata probable a la His137. En (5) el enlace S-S queda
inmovilizado por la coordinacion con el hierro y por su cercania al Trp155 que se
encuentra deficiente de electrones, se oxida y se rompe para formar un complejo de
coordinacion que incluye 2 ligandos sulfuro. En (6) como ultima instancia la FDX2
interviene en la reaccion para neutralizar el ultimo radical libre mediante el aporte de un
electrén; el complejo de coordinacion recientemente formado puede acomodarse para
incorporar un Fe?* a través de un rearreglo de ligandos.
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Figura 6.4. Propuesta hipotética para la construccion del centro FES dada la
dimerizacion de ISCU2. Una vez que una molécula de ISCU2 termina dos ciclos de
desulfuracion, se separa del super complejo desulfurasa y reacciona con una molécula
de ISCU2 que no ha participado de ninguna reaccion y por lo tanto trae su atomo de
hierro reducido (2*). Como resultado de ese encuentro en configuracion cara a cara
ocurrira un rearreglo de ligandos que permita la construccién de un centro FES en una
de las subunidades.

En conclusion, este trabajo de tesis ofrece una aproximacién para comprender
los caminos moleculares en la maquinaria de sintesis de centros Fe-S. Las
interacciones entre las proteinas protagonistas han demostrado ser inter modulatorias y
determinantes en distintos aspectos del proceso. Queda mucho por aprender de este
sistema para poder entenderlo a cabalidad y es necesario realizar multiples y mas
exhaustivas aproximaciones para resolver el mecanismo de sintesis de centros
ferrosulfurados. De todos modos, y dada la relevancia metabdlica del sistema,

numerosos esfuerzos se llevan adelante alrededor del mundo para resolver los pasos

limitantes de esta reaccion de sintesis.
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