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1. Resumen

La glutamina sintetasa (GS), que cataliza la sintesis ATP-dependiente de L-
glutamina a partir de L-glutamato y amoniaco, es una enzima ubicua y altamente
conservada que juega un rol esencial en el metabolismo del nitrogeno a lo largo de todos
los dominios de la vida. En vertebrados se expresa una tnica isoforma de GS de manera
tejido-especifica; uno de sus principales sitios de expresion es el sistema nervioso central,
donde se localiza en el citosol de astrocitos y su actividad permite sostener el ciclo
glutamato-glutamina en las sinapsis glutamatérgicas, siendo asi esencial para el
mantenimiento de la homeostasis cerebral. De hecho, se han asociado niveles o actividad
de GS disminuidos con enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad de
Alzheimer, atribuyéndose estas alteraciones a la modificacion oxidativa postraduccional
de la proteina. En ese sentido, la principal hip6tesis indica que la nitracion del residuo
tirosina (Tyr) 336 de la GS humana (HsGS), como consecuencia de la produccién
enddgena de peroxinitrito (ONOO"), el producto de la reaccion entre los radicales 6xido
nitrico y superoxido, es responsable de la pérdida de actividad.

En este trabajo de tesis se planted realizar un andlisis profundo de la inactivacion
oxidativa de la HsGS recombinante in vitro por ONOO", con el objetivo de evaluar desde
una perspectiva mas global cdmo las modificaciones oxidativas ocasionan la pérdida de
funcion de la HsGS. Para ello, se expuso HsGS pura a ONOO-, se determind el efecto
sobre la actividad enzimética y se realizaron distintos estudios bioquimicos, analiticos y
protedmicos para caracterizar la modificacion oxidativa de la proteina.

El tratamiento de la HsGS con ONOO™ causé una pérdida de actividad dosis-
dependiente, al tiempo que provocé la modificacidon oxidativa de residuos de cisteina,
metionina, tirosina y triptofano. A través del mapeo peptidico por LC-MS/MS empleando
una digestion con tripsina combinada de las muestras en H2'®0O/H,*®0, se identificaron
hasta 10 sitios de nitracién de Tyr y cinco tipos de entrecruzamientos via uniones
ditirosina. Estudios por LC-MS/MS-MRM permitieron la determinacién de los niveles
relativos de las principales modificaciones, hallandose que los residuos de Tyr 171, 185,
269, 283 y 336 fueron los principales blancos de nitracion; no obstante, mutantes
tirosina—fenilalanina de HsGS revelaron que la nitracion de ninguno de estos por si sola
es responsable de la inactivacion enzimatica. Por otra parte, se encontré que el ONOO-
fue capaz de inducir la agregacion de la HsGS, impactando ain mas en su actividad. La
oxidacidn de cisteinas de la HsGS resulto ser esencial en promover este fendémeno, dado
que logro ser prevenido con la reduccion de tioles de la enzima oxidada y, ademas, pudo
ser inducida por oxidantes mas especificos como el peréxido de hidrégeno y la diamida.

En conjunto, los resultados obtenidos indican que multiples eventos oxidativos en
varios sitios de la proteina son responsables de la inactivacion y agregacion de la HsGS,
lo que sugiere que mecanismos notoriamente mas complejos que los postulados
previamente estarian implicados en la pérdida de funcion de la HsGS observada en el
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas.



2. Introduccién

La glutamina sintetasa es una enzima ancestral, ubicua y altamente conservada a lo largo
de los tres dominios de la vida. Su actividad permite la asimilacion del nitrogeno
inorganico en multiples organismos, lo que la ubica en una posicion central en el ciclo
del nitrégeno en la tierra, al tiempo que también desempefia un rol critico en el
metabolismo del nitrégeno en mamiferos. Por esto, alteraciones en su funcion pueden
tener un gran impacto sobre multiples aspectos metabolicos en el ser humano, como la
regulacién de la concentracion de amonio en sangre y la sinapsis glutamatérgica en el
sistema nervioso central. En ese sentido, la produccidn de oxidantes biologicos derivados
del oxigeno representa un mecanismo capaz de conducir a una pérdida de la actividad de
la glutamina sintetasa in vivo, algo que se ha vinculado con distintos procesos patoldgicos,
como la enfermedad de Alzheimer. En esta seccion, se realizard un repaso acerca de
aspectos fundamentales del ciclo del nitrégeno, el metabolismo del nitrégeno en
mamiferos, el rol de la glutamina y la glutamina sintetasa. Ademas, se mencionaran los
aspectos generales de la produccion de oxidantes bioldgicos, la oxidacion de proteinas, y
su conexion con la pérdida de actividad de la glutamina sintetasa.

2.1. El ciclo del nitrégeno

El nitrogeno (N) es un elemento esencial para la vida; es el cuarto elemento mas
abundante en la biomasa y es requerido en las macromoléculas biolégicas méas esenciales,
incluyendo las proteinas, los acidos nucleicos y las clorofilas. El nitrogeno
bioldgicamente disponible (“nitrogeno fijado”), soluble y utilizable por los organismos,
es habitualmente el principal nutriente limitante en la mayoria de los ambientes
superficiales de la Tierra [1]. Es por esto que la mayoria de los organismos ejercen un
control estricto en el uso de sus compuestos nitrogenados. La fuente méas abundante del
nitrégeno es el aire, compuesto en un 78% de nitrogeno molecular (N2). Las limitantes
existentes respecto a la disponibilidad del N utilizable se deben a que, pese a esto,
relativamente pocas especies pueden convertir el nitrdgeno atmosférico en formas
utilizables por los organismos vivos. En la bidsfera, los procesos metabdlicos de las
diferentes especies actian de forma interdependiente para lograr recuperar y reutilizar el
N bioldégicamente disponible en un amplio ciclo del nitrégeno (Figura 2.1). Dicho ciclo
tiene por primer paso la fijacion del nitrogeno atmosférico por accion de bacterias
fijadoras de nitrégeno para producir amoniaco (NHz) 0 amonio (NH4"). La conversion del
N> en NHs* en condiciones bioldgicas es una reaccién de éxido-reduccion por 8
electrones que conlleva la hidrdlisis de 16 moléculas de adenosin trifosfato (ATP) y es
catalizada por un complejo de proteinas muy conservado denominado complejo de la
nitrogenasa (Ec. 1). La elevada estabilidad del triple enlace N=N hace que en condiciones
bioldgicas la reaccién ocurra a través de un mecanismo complejo y energéticamente muy
COstoso.

Nz + 10H* + 8¢ + 16ATP — 2NH,* + 16ADP + 16P; + H» (Ec.1)

Si bien el amoniaco puede ser utilizado por la mayoria de los organismos vivos, la
mayor parte del NHz que alcanza el suelo es convertido en nitrito (NO2") y nitrato (NO3’)
por accion de bacterias que obtienen su energia de la oxidacion del NHs. No obstante, las
plantas y muchas bacterias son capaces de incorporar y reducir facilmente NO2  y NOz



por accion de nitrito y nitrato reductasas; asi, las plantas obtienen NHz que es incorporado
a los aminoécidos, y los animales utilizan a éstas como fuente de aminoacidos, obteniendo
de este modo el nitrégeno necesario. Cuando los organismos mueren, la degradacion de
sus proteinas por los microorganismos devuelve el NHs al suelo, donde es nuevamente
convertido por las bacterias nitrificantes en NO2" y NOgz". Finalmente, el N puede ser
devuelto al aire a traves del proceso de desnitrificacion, en el cual ciertas bacterias, en
condiciones anaerdbicas, utilizan al NOs como aceptor final de electrones de una cadena
transportadora transmembrana y lo reducen a N2. De este modo, se mantiene un equilibrio
entre el nitrogeno fijado y el nitrégeno atmosférico [2].

Bacterias
desnitrificantes,
arqueas y hongos

Bacterias fijadoras de N; (atmoésfera)

nitrégeno y arqueas Estado de
oxidacion =0

degradacién por
plantasy
Aminoécidos y microorganismos | NH,* (amonio) NOj (nitrato)
Otros compuestos | ———— Estado de Estado de
de nitrégeno- e— . ; idacién =
carbono regducidos sintesis en plantasy |OXidacion = -3 Bacterias anamox Odea+c5lon
microorganismos

NO{(nitrito) Bacterias
Estado de nitrificantes
Bacterias oxidacion =
nitrificantes y +3

arqueas

Figura 2.1. El ciclo del nitrégeno. El ciclo comienza con la conversion del N, atmosférico en NH4* por
bacterias y arqueas fijadoras de nitrégeno y permite que el N adquiera formas asimilables para la mayoria
de los organismos. Las reacciones indicadas con flechas rojas tienen lugar principal o exclusicamente en
ambientes anaerébicos. Adaptado de [2].

En la mayoria de los organismos, el NH4" es la principal forma de N inorganico que
resulta directamente asimilado en compuestos orgéanicos nitrogenados; esto ocurre a
través de reacciones sencillas y ampliamente distribuidas que implican la sintesis de los
aminoacidos glutamina (GIn) y glutamato (Glu), que juegan un rol central en el
metabolismo del nitrdgeno de los seres vivos. La més relevante y conservada de estas
reacciones de asimilacion de NH4* es su incorporacién a una molécula de Glu para
sintetizar GIn (Ec. 2); este proceso, que ocurre en dos pasos, requiere de la hidrdlisis de
una molécula de ATP y es catalizado por la glutamina sintetasa (GS):

Glutamato + NHsz + ATP — Glutamina + ADP + Pi (Ec. 2)

En bacterias y plantas, esta reaccion permite directamente incorporar el nitrégeno
inorganico del ambiente; la GIn asi obtenida, ademas de estar disponible para multiples
funciones, puede en estos organismos convertirse en Glu mediante la reaccion catalizada
por la glutamato sintasa (GOGAT, por glutamina:oxoglutarato aminotransferasa), en la
cual la GlIn actia como dador de nitrogeno para la aminacion reductiva del a-cetoglutarato
(a-CG), un intermediario del ciclo del &cido citrico (Ec. 3):



a-Cetoglutarato + Glutamina + NADPH + H* — 2 Glutamato + NADP* (Ec. 3)

A través de estas dos reacciones, muchos organismos consiguen mantener niveles
suficientes de Glu y GIn para satisfacer sus necesidades de compuestos nitrogenados,
siempre que dispongan de suficiente amonio en el ambiente. La enzima GOGAT no se
encuentra presente en animales, que cuentan con mecanismos diferentes para mantener
las concentraciones de glutamato requeridas [2-4].

2.2. Metabolismo del nitrégeno en mamiferos

Los mamiferos obtienen la mayor parte del nitrégeno necesario a partir de los
amino&cidos derivados de las proteinas de la dieta. Normalmente, las proteinas ingeridas
experimentan una serie de procesos de degradacion complejos que son provocados por
las enzimas hidroliticas originadas en el estbmago, pancreas e intestino delgado. El
resultado de esta actividad proteolitica es una mezcla de aminoécidos, dipéptidos y
tripéptidos que son rapida y eficientemente absorbidos por los enterocitos. Los dipéptidos
y tripéptidos se hidrolizan posteriormente hasta sus aminoacidos constituyentes dentro
del enterocito, pasando finalmente los aminoacidos libres desde el enterocito hasta la
sangre portal, donde serdn conducidos al higado para el metabolismo energético o
biosintético, o bien se distribuiran a otros tejidos para satisfacer necesidades similares
[2,5,6].

2.2.1. Catabolismo de los aminoéacidos

Dependiendo del estado metabdlico del organismo, los aminoécidos absorbidos
provenientes de las proteinas de la dieta podran seguir varios destinos, que incluyen: el
catabolismo de los amino&cidos para su contribucion al metabolismo energético, su aporte
a las reservas de aminodacidos esenciales o su uso directo para la sintesis de proteinas
corporales o diversos compuestos nitrogenados, como neurotransmisores y hormonas.
Similares destinos pueden seguir los aminoécidos libres provenientes de la degradacion
y recambio de las proteinas tisulares, lo cual dependerd nuevamente del estado metabdlico
[6]. La Figura 2.2 resume el panorama general del catabolismo de los aminoacidos en
mamiferos. En los animales, los aminoacidos experimentaran la degradacién oxidativa en
situaciones metabdlicas tales como dietas ricas en proteinas, que proveen mas
aminoacidos de los requeridos, o durante la inanicién, cuando se recurre a los
aminoéacidos de las proteinas enddgenas para obtener energia y/o sintetizar glucosa. En
estas situaciones, los aminoacidos experimentan en primer lugar la pérdida de su grupo
amino (-NH>), para convertirse en sus respectivos a-cetodcidos (el esqueleto carbonado
de los aminoécidos). Estos a-cetodcidos pueden ser oxidados completamente a dioxido
de carbono (CO2) y agua (H20) o proveer unidades de tres o cuatro carbonos que pueden
servir como sustratos para la sintesis de glucosa a través de la gluconeogénesis. El proceso
de degradacion de aminoéacidos, al igual que el de carbohidratos y acidos grasos,
converge en las vias catabolicas centrales, pudiendo los esqueletos carbonados de la
mayoria de los aminodacidos ingresar al ciclo del acido citrico [2].

Durante la degradacion de los amino&cidos de la dieta en el higado, los grupos -NH>
de la mayoria de los aminoacidos son transferidos al a-CG mediante reacciones de
transaminacion (no hay desaminacion neta), formando Glu, el cual podra a continuacion
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entregar su grupo amino para que ingrese en las distintas rutas de metabolizacion. Una
parte de estos grupos amino puede ser reciclado y utilizado en una variedad de procesos
biosintéticos; no obstante, el exceso de grupos -NH- es mayormente convertido en urea y
excretado en la orina. En tejidos extrahepéticos, el exceso de NH4" liberado durante el
catabolismo de aminoécidos es convertido en el grupo amida de la GIn, la cual representa
una forma de transporte inocuo del NH4™ en la sangre para que sea captado por el higado
y metabolizado a urea; el metabolismo de la glutamina serd abordado con mayor detalle
mas adelante. Debido a su rol central en el metabolismo general del nitrégeno en
mamiferos, la GIn y el Glu se encuentran ambos presentes en concentraciones mas
elevadas que el resto de los aminoacidos en la mayoria de los tejidos [2].

Proteina
intracelular

[

Proteina Amino-
de la dieta acidos
NH,* <€ J/ \\ > Esqueletos
3 carbonados
Biosintesis de
aminoacidos,
nucleétidos y
aminas bioldgicas
Carbamil a-Ceto-
fosfato acidos

Desviacion
del aspartato-
arginino-succinato
del ciclo del
acido citrico

Ciclo
del acido
citrico

Ciclo de
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€O, +H,0
+ATP

Urea (producto de Oxalacetato
excrecion del nitrogeno) 1

Glucosa (sintetizada
en la gluconeogénesis)

Figura 2.2. Representacion esquematica del panorama general del catabolismo de los aminoacidos
en mamiferos. El catabolismo de los aminoacidos, tanto endégenos como provenientes de la dieta,
comienza con la remocién del grupo amino de los mismos y la posterior metabolizacién del grupo amino y
los esqueletos carbonados por rutas separadas pero interconectadas. Adaptado de [2].

2.2.2. Excrecidén de los grupos amino: el ciclo de la urea

Una vez que los grupos amino de los aminoacidos catabolizados en el higado han
sido colectados en forma de Glu, deben ser removidos de éste para prepararlos para su
excrecion en forma de urea. Para esto, el Glu es transportado desde el citosol de los
hepatocitos hacia la mitocondria, donde experimentard una reaccion de desaminacion
oxidativa catalizada por la enzima L-glutamato deshidrogenasa; esta enzima es la Gnica
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conocida en mamiferos capaz de emplear tanto nicotinamida adenina dinucleétido
(NAD") como nicotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADP*) como aceptor de los
electrones (Ec. 4):

L-glutamato + NAD(P)" + H20 « a-cetoglutarato + NAD(P)H + NH4s*  (Ec. 4)

El NH." producido, en caso de no requerirse para fines biosintéticos, sera canalizado
hacia la sintesis de urea, el principal producto de excrecion del nitrégeno en mamiferos,
a través de una ruta conocida como el ciclo de la urea. La sintesis de urea ocurre casi
exclusivamente en el higado; la urea sintetizada en los hepatocitos luego pasa a la
circulacion, desde donde llega a los rifiones para su eliminacion en la orina.

El ciclo de la urea comienza en la mitocondria con el ingreso del primer grupo -NH>
al ciclo, el cual es derivado del NH4* de la matriz mitocondrial. Este NH4" se combina en
primer lugar con bicarbonato (HCOz") en una reaccion ATP-dependiente catalizado por
la carbamil fosfato sintetasa I, para formar carbamil fosfato. A continuacién, el carbamil
fosfato cede su grupo carbamilo a la ornitina, formando citrulina, la cual pasa hacia el
citosol. Alli, tendra lugar la siguiente reaccion, en la cual sera incorporado el segundo
grupo amino a ser eliminado en forma de urea, el cual es cedido por el aspartato (Asp).
En dicha reaccion, ocurre una condensacion entre el grupo amino del Asp y el grupo
carbonilo de la citrulina, formandose argininosuccinato y consumiéndose una molécula
de ATP. El argininosuccinato sera luego escindido para producir arginina (Arg) y
fumarato y finalmente, en la Gltima reaccion del ciclo, la Arg es escindida por accion de
la arginasa citosolica para producir urea y ornitina. La ornitina resultante sera transportada
hacia la mitocondria para iniciar una nueva ronda del ciclo de la urea. Globalmente, la
sintesis de una molécula de urea requiere de la energia aportada por la hidrolisis de cuatro
grupos fosfato de alta energia, utilizando en el proceso un NH4* mitocondrial y el grupo
amino de una molécula de Asp, que representan los dos grupos —NH2 que son eliminados
a través de la molécula de urea [2].

2.2.3. Biosintesis de los aminodcidos y compuestos derivados

La biosintesis de los aminoacidos implica la sintesis de los esqueletos carbonados de
los a-cetoacidos correspondientes, que proceden de intermediarios de la glucolisis, del
ciclo del &cido citrico o de la ruta de las pentosas fosfato. El nitrégeno entra en estas rutas
a través de los principales dadores de grupos -NH: anteriormente mencionados: el Glu 'y
la GIn. No obstante, los seres humanos son capaces Unicamente de sintetizar los
esqueletos carbonados de aproximadamente la mitad de estos o-cetoacidos. Los
aminoacidos cuya sintesis no puede ser llevada a cabo enddégenamente se denominan
aminoéacidos esenciales y deben ser aportados por la dieta. Se denominan por el contrario
aminoéacidos no esenciales a aquellos que pueden ser sintetizados a partir de precursores
no aminoacidicos. Existe ademas un pequefio grupo de aminoacidos que no son esenciales
en si dado que se pueden sintetizar, pero a partir de aminoacidos esenciales, como es el
caso de la tirosina (Tyr). Las vias metabolicas que forman los aminoacidos
nutricionalmente esenciales se encuentran en plantas y bacterias y son relativamente
complejas y costosas energéticamente, en comparacion con las vias de biosintesis de
aminoacidos no esenciales; evolutivamente, los mamiferos han encontrado una ventaja
conservando las rutas de sintesis de aminoacidos mas sencillas y perdiendo la capacidad
de sintetizar aquellos que implican procesos mas complejos [2,6].



Ademas de su papel como unidades estructurales de péptidos y proteinas, los
aminoacidos son precursores biosintéticos de una serie de compuestos nitrogenados,
como neurotransmisores, hormonas, mediadores de la inflamacion, moléculas
transportadoras y efectoras [6]. En estos casos, los aminoacidos son directamente
convertidos en compuestos relacionados, que generalmente conservan los grupos amino
de los aminoacidos en su estructura final. Tal es el caso, por ejemplo, de las catecolaminas
(dopamina, noradrenalina y adrenalina), el acido y-aminobutirico (GABA), la serotonina
y la histamina. No obstante, hay otros procesos biosintéticos en los cuales la participacion
de los aminoé&cidos implica su accién como dadores de grupos -NH2, como ocurre en la
sintesis de novo de purinas y pirimidinas. En estos casos, juega un rol clave la Gln
aportando el N de su grupo amida en la construccién de los anillos de purinas o
pirimidinas; el Asp contribuye también con su grupo amino en este proceso (Figura 2.3).
Un ejemplo de esto es el primer paso en la sintesis de las bases de purina: esta reaccion
implica la transferencia de un grupo amino por parte de la GIn al derivado de la ribosa 5-
fosforribosil 1-pirofosfato (PRPP), formando 5-fosforribosilamina y liberando Glu y
pirofosfato (PPi) (Figura 2.3). Un hecho interesante a destacar es que parte de estos
atomos de N incorporados en los nucle6tidos de purina terminan siendo excretados no
como urea sino en forma de acido Urico durante el metabolismo de las purinas ingeridas
y del recambio de nucledtidos de los acidos nucleicos [2].
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Figura 2.3. Participacion de la glutamina en el proceso de sintesis de purinas. El nitrégeno amida de
la glutamina es la fuente de dos de los &tomos de nitrogeno del anillo de las purinas (izquierda). Uno de
ellos es incorporado en el primer paso comprometido de la sintesis, cuando la glutamina actia como dador
de grupo amino en la formacion de 5-fosforribosilamina (derecha). Imagen generada a partir de [2].

2.3. Metabolismo y funciones de la glutamina

En las secciones anteriores, se evidencié el rol central que la GIn desempefia en el
metabolismo del nitrégeno en mamiferos, donde su sintesis no cumple una funcién de
asimilacion de N del ambiente como ocurre en plantas y microorganismos, sino que juega
un rol esencial en el transporte del amonio producido en tejidos extrahepaticos por la
circulacion. A continuacion, se profundizara mas sobre las implicancias bioldgicas de su
sintesis y las distintas funciones que cumple la GIn enddégenamente.



2.3.1. La glutamina en el metabolismo intermediario

La GIn es el o-aminoacido libre més abundante del plasma humano; sus
concentraciones plasméaticas normalmente se encuentran entre 0,5-0,8 mM,
constituyendo entre un 20-25% del total de aminoacidos circulantes. Es también el
aminoacido libre mas abundante a nivel intracelular en muchos tipos celulares,
particularmente en el musculo, donde representa aproximadamente un 40% del pool de
aminoacidos libres [7-9]. La mayoria de los tejidos de mamiferos son capaces de sintetizar
GlIn, pero durante periodos de répido crecimiento o en ciertos estados patologicos, la
demanda celular de GIn (en particular por los rifiones, tracto gastrointestinal y el sistema
inmune) excede la capacidad de sintesis enddgena, por lo se vuelve un aminoacido
esencial (se la suele considerar por lo tanto como un aminoécido “condicionalmente”
esencial). Las células en rapida proliferacion, como las de la mucosa intestinal, los
linfocitos o las células tumorales, presentan una altisima avidez por la Gin, lo que refleja
la gran versatilidad de ésta como nutriente y mediador de otros procesos [9,10].

El mantenimiento de niveles elevados de GIn en la sangre provee de una fuente
facilmente utilizable de carbono y nitrégeno para sostener las necesidades biosintéticas y
energéticas de las células, asi como también al mantenimiento de la homeostasis celular
general. Los destinos metabdlicos de la GIn pueden, en términos generales, dividirse en
reacciones que utilizan la GIn por su nitrégeno v (sintesis de nucledtidos y hexosaminas)
y aquellas que utilizan ya sea su nitrogeno a o su esqueleto carbonado, que en realidad
emplean como sustrato al Glu y no a la GIn [10]. La GIn es captada por las células a traves
de uno de los multiples transportadores (ej: SLC1A5), que podran asi metabolizarla, o
bien, exportarla en intercambio por otros aminoécidos a traves de antiportadores, como
el LAT1 [11]. La Figura 2.4 ilustra las principales funciones de la GIn en el metabolismo
intermediario, entre las que se destacan:

- Produccién de energia. A nivel intracelular, la glutamina puede ser convertida en
Glu y NH4" por accién de las glutaminasas (GLS) mitocondriales (Ec. 5).

L-glutamina + H20 — L-glutamato + NH4* (Ec. 5)

A continuacion, el Glu puede ser convertido en a-CG, el cual puede ingresar al ciclo
del &cido citrico y conducir a la generacion de ATP. Las células en proliferacion,
como enterocitos, linfocitos y fibroblastos suelen metabolizar la GIn de esta manera
como un sustrato productor de energia [9,10].

- Sintesis de aminoacidos no esenciales. El nitrégeno de la glutamina contribuye a
mantener los niveles de aminoacidos en la célula a través de la accion de las
transaminasas. Ademas, el Glu originado a partir de la Gln es utilizado para la sintesis
de prolina (Pro) y Asp, cuyas funciones exceden su uso para la sintesis de proteinas
[9,10].

- Sintesis de nucle6tidos. Como se menciond anteriormente, el N de la GIn contribuye
directamente a la sintesis de novo de los nucleétidos de purinas y pirimidinas,
haciendo de la GIn un nutriente esencial durante la proliferacion celular [10].

- Biosintesis de hexosaminas. Otra de las rutas de biosintesis en las cuales la GIn
actia como dador de grupo amino es la de las hexosaminas, precursores de la sintesis
de varias macromoléeculas estructurales. El paso limitante en la formacion de las
hexosaminas es catalizado por la enzima glucosamina 6-fosfato sintasa, la cual
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transfiere el grupo amida de la Gln a la fructosa 6-fosfato para producir glucosamina
6-fosfato, intermediario fundamental para las reacciones de N- y O-glicosilacion
[10,12].

- Sintesis de glutation y aporte de equivalentes de reduccion. La GIn puede
contribuir en gran medida al mantenimiento del estado redox de las células,
principalmente a través de su contribucion a la sintesis de glutation (GSH) y de la
reduccion del NADP* a NADPH a través de la glutamato deshidrogenasa [9].

- Activacion de vias de sefalizacion. Dada la relevancia de la GIn en el metabolismo
anabdlico, las células han desarrollado mecanismos de control del crecimiento
dependientes de GlIn, que incluyen la modulacién de vias de transduccién de sefiales.
Uno de los ejemplos més estudiados de esto es el de la activacion de la via de
sefializacion de mTOR a través del complejo 1 de mTOR (mTORC1), que lleva a la
estimulacion del metabolismo anabdlico (ej: estimulo de la sintesis de proteinas) y a
la supresion del metabolismo catabolico. Ademas, una variedad de trabajos han
reportado la habilidad de la GIn para modular la expresion génica en cultivos celulares
y promover de este modo la proliferacién celular [10,13].
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Figura 2.4. Resumen de las principales vias del metabolismo intermediario en las cuales la glutamina
puede ser procesada a nivel intracelular. La GIn, tras su ingreso a las células por transportadores
(SLC1AS5), puede o bien ser exportada en intercambio por aminoécidos esenciales o ser metabolizada por
maltiples vias, que podran promover la supervivencia, crecimiento y proliferacion celular. EAA:
aminoacidos esenciales; NEAA: aminoacidos no esenciales; Cys: cisteina; GLS: glutaminasa; o-KG: o-
cetoglutarato; Ciclo TCA: ciclo del 4cido citrico; Mal: malato; OAA: oxalacetato; Cit: citrato; Ac-CoA:
acetil-CoA; ME: enzima malica; Pyr: piruvato; Lac: lactato. Modificado de [10].



2.3.2. La glutamina en la detoxificacion del amonio

Como se mencioné previamente, el catabolismo de los aminoécidos genera como
subproducto NH4", el cual debido a su elevada toxicidad debe ser rapidamente
metabolizado hacia productos no toxicos o de excrecion. La sintesis de urea representa la
principal via de detoxificacion del amonio en mamiferos. No obstante, en maltiples pasos
previos del metabolismo del nitrégeno, la sintesis de GIn por accion de la GS (Ec. 1)
constituye una forma necesaria y transitoria de remover el NH4" y evitar su acumulacién
en el plasma durante las etapas intermedias. El higado desempefia un rol fundamental en
este proceso [2].

El intestino es uno de los principales 6rganos productores de NH4*, no solo debido a
que las células del epitelio intestinal catabolizan gran parte de la Gln ingerida sino
también porque utilizan la GIn plasmatica como su principal nutriente energético. Este
NH4* pasa a la circulacion y es transportado a través de la vena porta hacia el higado, que
sera el encargado de detoxificarlo junto con el NH4" producido por el catabolismo de los
aminoéacidos dentro de los propios hepatocitos. Este proceso es llevado a cabo a través de
dos mecanismos que se relacionan con la expresion diferencial de varias enzimas dentro
de zonas discretas del acino hepético (Figura 2.5). A nivel de los hepatocitos periportales,
la expresion de altos niveles de GLS y de enzimas del ciclo de la urea llevan a que la
mayor parte del NH4" portal sea empleado inicialmente para la sintesis de urea, a través
de una ruta de alta capacidad pero de baja afinidad. Los niveles de expresion de estas
enzimas en los hepatocitos disminuyen progresivamente a medida que la sangre difunde
por el espacio sinusoidal, por lo que esta funcidn se va perdiendo. En contraste, la pequefia
poblacion de hepatocitos que rodean las vénulas terminales (perivenosos) presenta una
alta expresion de GS. La funcion de estos hepatocitos es metabolizar los iones NH4*
remanentes (que no fueron convertidos en urea) por accion de la GS, enzima que presenta
una alta afinidad por el NH4", llevando a la formacion de Gln; la sintesis secuencial de
urea o GIn crea un sistema altamente eficiente para garantizar que los niveles plasmaticos
de NH.* se mantengan en valores no téxicos [8,14,15]. Si bien la sintesis hepatica de urea
representa la principal forma de procesar tanto los NH4* plasmaticos (provenientes del
intestino en gran medida) como los que son transportados desde otros tejidos
principalmente en forma de GIn, la accion detoxificadora de los hepatocitos perivenosos
a través de la reaccion de la GS es de gran relevancia en el balance global. Diversos
estudios en modelos animales donde se modul6 la expresion de la GS hepética por
técnicas de biologia molecular (eliminacion del gen o sobreexpresién) han evidenciado
la importancia de este mecanismo en la homeostasis del amonio a nivel sistémico [16-
18].

2.3.3. La glutamina en el mantenimiento del equilibrio acido-base

El metabolismo en el ser humano es productor de distintos tipos de &cidos, siendo el
CO: el principal de éstos, debido a que es un subproducto mayoritario de la actividad
catabolica celular. Al ser un acido volatil, logra ser excretado rapidamente a través de los
pulmones. Los acidos procedentes de fuentes diferentes al CO2, como el acido lactico, los
cetodcidos (acido acetoacético y B-hidroxibutirico) y algunos &cidos inorganicos
(sulfurico, fosforico) se conocen como acidos no volatiles y deben ser excretados por via
renal. A pesar de la gran cantidad de hidrogeniones que se producen a diario, su
concentracion en plasma se mantiene dentro de un margen muy controlado (pH 7.37-
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7.43), lo cual es esencial para el mantenimiento de la estructura y funcion de la mayoria
de las biomoléculas [6,8].
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Figura 2.5. Organizacion funcional del metabolismo hepéatico del NH4* y la GlIn. La remocion del
amonio a través de la produccién de urea o glutamina esté organizada secuencialmente en el acino hepatico
siguiendo el flujo sanguineo. A nivel de los hepatocitos periportales, el NH4* y la Gln son captados para
sintetizar urea, en un proceso de alta capacidad pero baja afinidad. EI NH4* remanente es captado por los
hepatocitos perivenosos y convertido en Gln por accion de la GS, a través de un mecanismo de alta afinidad
para la remocion de NH,*. Adaptado de [15].

Los rifiones desempefian un rol clave en el mantenimiento de la homeostasis acido-
base por su capacidad de controlar la excrecion de &cido en la orina y la sintesis de HCO3
en plasma; la metabolizacion de la GIn por parte de los rifiones contribuye en esta funcion,
pero es especialmente significativa en situaciones de acidosis metabdlica.
Aproximadamente el 20% de la GIn plasmaética es filtrada por los glomérulos e ingresa
en la luz de la nefrona; a continuacidn, es reabsorbida por las células epiteliales del tabulo
contorneado proximal y la gran mayoria de la misma es devuelta hacia la sangre. Una
pequefa fraccion de esta Gln es utilizada por las propias células, que la metabolizan a
nivel mitocondrial por las vias descritas anteriormente hasta a-CG, produciéndose dos
NH,". Las bajas actividades de la glutaminasa y de los transportadores mitocondriales de
GlIn en condiciones acido-bases normales aseguran que s6lo una fraccion menor de la GIn
sea metabolizada. No obstante, durante la acidosis metabolica, una de las principales
respuestas adaptativas a nivel renal consiste en el incremento de la catabolizacion de la
GIn y el subsecuente aumento de la amoniogénesis y la gluconeogénesis. Para esto, la
direccidon del transporte basolateral de GIn se revierte para lograr que las células de los
tubulos proximales extraigan Gln tanto del filtrado glomerular como de la sangre, al
tiempo que también se activa el transporte de la GlIn hacia las mitocondrias. El objetivo
de esta adaptacion metabodlica es, por un lado, producir NHz para la eliminacién de
protones (H") en la orina como NH.*, y, por otra parte, generar HCOs que sera
transportado hacia la sangre para compensar parcialmente la acidosis.
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En situaciones de acidosis cronica, los rifiones pueden extraer hasta mas de un tercio
de la GIn plasmatica total. Esto se consigue a través de un sistema adaptativo de accion
lenta pero muy eficiente, que implica el aumento en la expresion de los genes de la
glutaminasa mitocondrial, la glutamato deshidrogenasa mitocondrial y la
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa citosdlica en las células del epitelio tubular. Esta
respuesta es una consecuencia directa del descenso sostenido en el pH intracelular que
ocurre en la acidosis metabolica cronica, que ocasiona una estabilizacion de los ARN
mensajeros (ARNm) de la GLS y glutamato deshidrogenasa, al tiempo que incrementa la
transcripcion del gen de la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa. Esta respuesta renal que
implica un uso aumentado de la GIn plasmética se acompafia por una adaptacion del
higado, que pasa de ser un consumidor a un productor neto de glutamina. Parte de esto se
debe a la respuesta diferencial que presentan al descenso en el pH la glutaminasa (menor
actividad) y la glutamina sintetasa (mayor actividad). Si bien como consecuencia de esto
la sintesis de urea se ve disminuida, dado que el nitrégeno de la Gln es utilizado para la
excrecion renal de amonio, la excrecion total de nitrogeno permanece constante [8,19-
21].

2.3.4. La glutamina en el sistema nervioso central

A nivel del sistema nervioso central (SNC) la GIn desempefia un rol central en la
neurotransmision glutamatérgica (y también en la dependiente de GABA), formando una
lanzadera de metabolitos conocida como el ciclo glutamato-glutamina. Este ciclo
funciona como un mecanismo de lograr un manejo correcto del Glu en un contexto
particular como es la sinapsis neurona-neurona, en donde participan células cuyas
habilidades metabdlicas son limitadas [22].

La neurotransmision glutamatérgica ocurre mayormente dentro de los confines de
una sinapsis tripartita, formada por la neurona presinaptica, la neurona postsinaptica y
una célula de la glia, en general, un astrocito (Figura 2.6). El ciclo comienza con la
liberacion del Glu almacenado en vesiculas sinapticas por parte de la neurona presinaptica
hacia la hendidura sinaptica. Luego de su liberacion hacia el espacio extracelular, el Glu
puede unirse tanto a los receptores ionotrépicos (NMDA y AMPA) como metabotrdpicos
(mGIuR1-8) de la membrana plasmatica de la neurona post- y presinaptica y células de la
glia. Tras la unidn, estos receptores inician una serie de respuestas a nivel intracelular,
que incluyen la despolarizacion de la membrana, activacion de cascadas de sefializacion
intracelular, modulacion de la sintesis de proteinas y eventualmente de la expresion
génica. El Glu liberado debe regularse estrechamente para que sus niveles extracelulares
no se mantengan elevados més de lo necesario estimulando la actividad de los receptores;
esta regulacion es esencial para garantizar una neurotransmision dptima y prevenir la
potencial excitotoxicidad. EI mecanismo a través del cual ocurre la remocion del Glu de
la hendidura sinéptica es a través de transportadores de aminoacidos excitatorios de alta
afinidad (EEATS) localizados en las células gliales vecinas. Asi, estas células captan el
Glu y luego lo convierten en GIn a través de la accion de la GS; esta actividad permite
gue se mantengan bajos los niveles de Glu a nivel intracelular para que pueda seguir
siendo captado. La GIn asi sintetizada es luego transportada de vuelta hacia la neuronas
presinapticas, que la hidrolizara a través de la reaccion de la glutaminasa para volver a
obtener Glu, que se almacenard nuevamente en vesiculas, disponibles para iniciar otro
evento de neurotransmision [23]. Este ciclo, ademas de garantizar la rapida remocién del
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Glu extracelular, permite que éste sea reciclado y devuelto de una forma no toxica a las
neuronas, células con una limitada capacidad para sintetizar Glu a partir de glucosa.
Cuando la glutaminasa convierte dentro de la neurona a la GIn en Glu, libera también una
molécula de NH4", la cual debe ser transportada fuera de la neurona y captada por los
astrocitos para que la utilicen en la sintesis de GlIn. De este modo, la reaccion de la GS en
este contexto es esencial para prevenir la excitotoxicidad glutamatérgica, garantizar el
aporte suficiente del precursor del neurotransmisor Glu a las neuronas glutamatérgicas y
evitar que se acumule el NH4" generado por la glutaminasa [22].
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Figura 2. 6. Representaciéon esquematica de una sinapsis glutamatérgica. El neurotransmisor glutamato
(Glu), que se encuentra almacenado en vesiculas intracelulares en la neurona presinaptica, es liberado hacia
la hendidura sindptica durante la neurotransmision. El Glu liberado podra unirse a receptores de membrana
de la neurona pre- y postsinaptica y de células de la glia, induciendo una serie de eventos a nivel intracelular.
La remocién del Glu del espacio extracelular es llevado a cabo por las células de la glia (astrocitos
principalmente), que a nivel intracelular la convierten en glutamina (GIn) por accién de la glutamina
sintetasa. Finalmente, la Gln es liberada y captada por las neuronas presinapticas, que la convertiran en Glu
a través de la glutaminasa, completando asi el ciclo glutamato-glutamina. Editado de [23].

El ciclo glutamato-glutamina tiene una alta actividad, siendo la GIn derivada de los
astrocitos el sustrato cuantitativamente mas importante para el reabastecimiento del pool
de Glu neuronal. Dado que el Glu es tambien empleado para sostener el metabolismo
energético celular, este ciclo no opera de manera estequiométrica. La pérdida oxidativa
del Glu debe corresponderse con una sintesis adecuada de novo de Glu, lo cual ocurre
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principalmente en los astrocitos y requiere de una anaplerosis suficiente para generar un
incremento neto en intermediarios del ciclo del &cido citrico. Asi, la homeostasis neuronal
de Glu se encuentra bajo un estricto control astrocitario. Debido al papel fundamental que
el mantenimiento de la homeostasis celular del Glu desempefia para sostener la funcion
normal del cerebro, cuando los estrictos mecanismos de regulacion del metabolismo del
Glu en la sinapsis glutamatérgica se ven comprometidos, pueden llevar a la patologia del
SNC, como se observa en diversas enfermedades neurodegenerativas [24]. Ciertos
aspectos de esto seran discutidos mas adelante.

2.4. Las glutamina sintetasas

El rol clave de la GS en diversos aspectos del metabolismo del nitrégeno de los seres
vivos se describié en las secciones anteriores, y evidencia el gran interés que ha
despertado su estudio desde la segunda mitad del siglo XX hasta la actualidad. La
biosintesis de Gln a partir de Glu y NH3 fue inicialmente observada en preparados de
tejido animal por Hans A. Krebs en 1935, quien ademas propuso que dicha reaccion
requeria de energia [25]. Durante los afios posteriores, diversos estudios con muestras
bioldgicas aportaron informacion adicional acerca de las caracteristicas de esta reaccion
[26-29], y el desarrollo de métodos para la purificacion de la enzima de cerebro de oveja
permitid profundizar ain més acerca de las propiedades de la GS [30]. En esta seccidn se
describiran las principales caracteristicas bioquimicas de esta enzima, asi como también
se hara mencidn a la evidencia existente sobre la implicancia de su pérdida de funcién en
la patologia del SNC.

2.4.1. La familia de las glutamina sintetasas

Debido a su rol critico en la asimilacion del nitrégeno inorgéanico, las GSs
constituyen una familia de enzimas ubicuas y muy conservadas entre todos los dominios
de seres vivos, desde organismos unicelulares primitivos hasta los vertebrados superiores
[31]. Se ha postulado que los genes que codifican a las GSs constituyen uno de los genes
funcionales mas antiguos en la historia evolutiva [32] y que éstos representan excelentes
“relojes moleculares” que pueden ser usados para la realizacion de estudios filogenéticos
[33]. La superfamilia de las GSs puede categorizarse en tres clases distintas de genes,
llamados GSI, GSIl y GSIlII, cuyas proteinas correspondientes se caracterizan por
diferencias en secuencia, pesos moleculares, nimero de subunidades y ciertos aspectos
funcionales. La distribucion de estas tres clases de GS es variable dentro de los tres
dominios de la vida; las GSI y GSIII se encuentran mayoritariamente en bacterias y
arqueas, mientras que las GSII son caracteristicas de eucariotas. No obstante, se han
encontrado genes GSII en procariotas asi como también genes de GSI y GSlII en ciertos
eucariotas, por lo que se ha propuesto que estas tres superfamilias génicas surgieron antes
de que ocurriera la divergencia entre procariotas y eucariotas [34-37]. En este sentido, se
ha observado en vertebrados que un gen del tipo GSI ha evolucionado en una proteina
cataliticamente inactiva del cristalino del ojo llamada lengsina, cuya funcién especifica
se desconoce pero su secuencia y estructura poseen una similitud importante con las GSI
tipicas de procariotas [38,39].

En la mayoria de los eucariotas existen distintas isoformas de GSII, codificadas por
distintos genes, que presentan distinta localizacion subcelular y patrones de expresion en

14



diferentes tejidos. Asi, en plantas, existen isoformas de GS citosolicas (GS1) y de los
cloroplastos (GS2) que son codificadas por una pequefia familia de genes; por ejemplo,
en Medicago truncatula, se expresan cuatro genes de GSs, dos del tipo GS1 y dos del tipo
GS2 [40]. Por su parte, en Drosophila melanogaster, se expresan dos isozimas de GS,
codificadas por distintos genes (gsl y gsll), que presentan también diferente localizacién
subcelular (mitocondrial o citosolica), tisular y una expresion diferencial segun las etapas
del desarrollo [41,42]. Sin embargo, en la mayoria de los vertebrados, existe una Unica
isoforma de GS, a pesar de que la misma presenta una expresion tejido especifico y puede
localizarse tanto a nivel mitocondrial como citosélico. En este caso, el splicing alternativo
del Unico gen de GS es responsable de la diferente localizacion subcelular al generar un
ARNmM que porta una secuencia que dirigira la importacion de la proteina traducida a la
mitocondria, 0 que carece de la misma y por tanto mantendré la proteina en el citosol.
Asi, el splicing alternativo tejido especifico logra que a nivel hepatico, la GS tenga
localizacion mitocondrial, mientras que a nivel cerebral se localice en el citosol. [43]. En
mamiferos, el gen de la GS tiene aproximadamente 10 kb de largo, se organiza en siete
exones Yy seis intrones y se transcribe en un ARNm de 2.8 o 1.4 kb con extremos 3’
variables [44-46]. En el genoma humano existe un gen funcional de la GS (GLUL)
localizado en el cromosoma 1g25, un pseudogen procesado (GLULP) en el cromosoma
9p13y tres homdblogos no caracterizados (GLULL1, GLULL2 y GLULL3), que se ubican
en los cromosomas 5q33, 11p15y 11q24 [47].

2.4.2. Estructura de las glutamina sintetasas

La estructura tridimensional de las tres clases de glutamina sintetasas se conoce
actualmente [31,48-50]. Todas son proteinas homo-oligoméricas grandes compuestas por
dos anillos cerrados que se asocian a través de una interfaz y se disponen con simetria
dihédrica (Figura 2.7)[31]. En todos los casos, los sitios activos se localizan en la interfaz
entre dos mondmeros de cada anillo [49] y s6lo pueden formarse cuando los mondémeros
se asocian en una estructura cerrada dado que requiere de la disposicion opuesta de los
dominios N- y C-terminal de cada subunidad [31]. El sitio activo presenta una forma de
“doble embudo”, en el cual el ATP y el Glu se unen en extremos opuestos, y contiene tres
sitios para la unién de metales divalentes que estan ocupados por manganeso (Mn?*) o
magnesio (Mg?*), que cumplen roles estructurales y cataliticos [51].

A pesar de estas similitudes en la estructura global, existen ciertas diferencias entre
las estructuras de las tres clases de GS. A nivel de estructura primaria, el largo de la
cadena de cada monomero varia, siendo en promedio las GSI de unos 360 aminoéacidos,
las GSII de 450 aminoé&cidos y las GSIII de 730 aminoécidos. Las GSIII son el tipo méas
divergente en términos estructurales, presentando menos de un 10% de identidad de
secuencia con las GS de clase | y 1. No obstante, a nivel de estructura secundaria y
terciaria, las tres clases de GS comparten arquitecturas y topologias comunes, no solo a
nivel del sitio activo [31]. Las GS de clase I y 111 son oligdbmeros dodecaméricos formados
por dos anillos hexaméricos de subunidades con 12 sitios activos que se localizan entre
los mondmeros. EI dodecamero se mantiene unido principalmente mediante interacciones
hidrofobicas y enlaces de hidrogeno entre los anillos hexaméricos [31,50,51]. Por su
parte, las GS de clase Il se disponen de manera similar pero son en cambio oligdmeros
decaméricos, formados por la interaccién de dos anillos pentaméricos y teniendo de este
modo 10 sitios activos por molécula de enzima [48,49].
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Figura 2.7. Estructura cuaternaria de las tres clases de GS e interfaces involucradas. Se muestran
ejemplos representativos de la estructura cuaternaria de las GS de clase | (S. typhimurium), Il (Z. mays) y
Il (B. fragilis). Los contactos intra-anillo se indican en azul, mientras que los contactos inter-anillo se
muestran en rojo [31].

Las primeras estructuras de GSs de mamiferos (canina y humana) fueron publicadas
en 2008 por Krajewski et al, quienes obtuvieron estructuras para la enzima en ausencia y
presencia de distintos ligandos [49]. Al pertenecer a las GSII, ambos tipos de GS se
disponen en una estructura cuaternaria como la ya descrita (Figura 2.8A-B). La estructura
individual de una cadena polipeptidica consiste de un meandro N-terminal (residuos 3-
24) y dos dominios compactos: la unidad N-terminal (residuos 25-112), conocida como
dominio B-grasp, y el dominio catalitico hacia el lado C-terminal (residuos 113-373). El
meandro N-terminal establece contactos con subunidades vecinas en el nucleo del
pentamero. Entre cada dominio B-grasp se establecen multiples interacciones adicionales,
asi como también con el dominio catalitico de la subunidad vecina mas cercana,
estabilizando ain més el pentdmero. Las interacciones entre los pentameros son mucho
menos extensas e involucran a los loops que componen los residuos 150-156 de cada
subunidad; estas interacciones son principalmente del tipo de van der Waals, con la
excepcién de diez enlaces de hidrégeno que se forman entre los atomos de la cadena
principal de los residuos de fenilalanina (Phe) 154. Cuando la cristalizacion se realizé en
presencia de cloruro de magnesio (MgCly), se encontré un atomo de Mg?* por subunidad
y también iones cloruro (CI) unidos. Por su parte, en presencia de cloruro de manganeso
(MnClz) y ATP, se encontraron cuatro atomos de Mn?* y un CI- por subunidad, asi como
un adenosin difosfato (ADP) y un fosfato (Pi). Cada decAmero de GS posee 10 sitios
activos, localizado cada uno en la interfase de dos subunidades adyacentes en un anillo
pentamérico. El dominio B-grasp N-terminal de una subunidad interacciona con la hoja
plegada B altamente curvada del dominio catalitico C-terminal de la siguiente subunidad,
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formando de este modo un bolsillo en forma de embudo que se orienta hacia afuera del
pentamero.

Figura 2.8. Estructura tridimensional de la GS de mamifero. (A) Estructura tridimensional de un
pentdmero de GS canina en ausencia de sustratos. Para una subunidad, se indica en azul-cian el dominio B-
grasp N-terminal, y el resto (coloreado de verde a rojo) representa el dominio catalitico C-terminal. Se
muestran en esferas magentas los a&tomos de Mg?* en la posicion ni, en las cavidades en forma de embudo
del sitio activo. (B) Decamero de GS canina, vista con un giro de 90° respecto a la estructura en (A), donde
se observan los contactos débiles entre los pentdmeros. Las subunidades en cada pentdmero se muestran
coloreadas de azul a rojo. (C) Estructura del sitio activo de la HsGS uniendo ADP, MSO-P y Mn?*. El
dominio B-grasp N-terminal se muestra en azul, mientras que el dominio catalitico C-terminal se indica en
dorado. Los residuos hidrofébicos conservados que interaccionan con la adenina del ADP se representan
como barras y esferas. Imagenes extraidas de [49].

La estructura cristalografica de la GS humana (HsGS) obtenida en presencia de
MnClz, ATP vy el inhibidor especifico L-metionina sulfoximina (MSO) representa la
imagen mas completa de las interacciones existentes en el sitio activo de las GS de
mamifero (Figura 2.8C). El anillo de adenina del ADP yace en un bolsillo hidrofébico
delimitado por los residuos triptéfano (Trp) 130, Arg262, Tyr336 y Pro208, todos ellos
residuos altamente conservados en las GS eucariotas. Los grupos a- y B-fosfato del ADP
establecen un gran namero de interacciones con las cadenas laterales de la proteina, asi
como también con dos de los tres iones Mn?* del sitio activo. Los aomos polares del
MSO fosforilado (MSO-P), el cual se uniria en la misma posicion que el sustrato Glu,
establecen una o mas interacciones con la proteina, ya sea directamente o a través de
contactos mediados por los tres &tomos de Mn?*. El tinico &tomo de Mg?* que se observo
en la estructura de la apo GS es el que ocupa la posicion n1, la mas dependiente de los
contactos con la proteina, por lo que su unién ocurre aun en ausencia de sustratos. En
cambio, en la estructura de HsGS obtenida en presencia de ligandos, se observaron tres
cationes divalentes (Mn?*), lo que sugiere que estos dos cationes adicionales (posiciones
n2 y n3) se unirian solo cuando el ATP y el Glu ingresan al sitio activo [49].

La comparacién de las estructuras obtenidas en ausencia (GS canina) y presencia de
ligandos (HsGS) permite observar cambios conformacionales que ocurren en las
inmediaciones del sitio activo en respuesta a la union de MNADP/MSO-P. Los mayores
movimientos de la cadena principal involucran los residuos 311-337 del dominio
catalitico, junto con los residuos 63-77 del dominio B-grasp de la subunidad adyacente.
Ademas, las cadenas laterales de los residuos 70-74 adoptan una estructura mas ordenada
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cuando se unen los ligandos. En términos generales, los movimientos involucrados
implican un cierre del sitio activo cuando se une el nucleétido y unos pocos cambios
adicionales cuando ocurre la union del sustrato aminoacidico. No ocurren cambios
alostéricos dentro o entre los pentdmeros en respuesta a la union de los sustratos [49].

2.4.3. Mecanismo catalitico de la glutamina sintetasa

Desde los estudios iniciales sobre la sintesis enzimatica de GlIn a partir de Glu y NH3
se propuso un modelo en dos pasos para el mecanismo de reaccion implicado, el cual
implica un primer paso de formacion del intermediario activado y-glutamilfosfato a través
de la transferencia de un fosforilo desde el ATP, seguido de un segundo paso en el cual
el ataque nucleofilico del NHs sobre este intermediario libera el Pi y produce Glin
[29,51,52].

A partir de estructuras cristalograficas obtenidas para la GS de S. typhimurium en
presencia de distintos ligandos (sustratos y analogos) se logré proponer un modelo
estructural para el mecanismo de reaccion de la GS de clase | [51,53,54]. EI mecanismo
propuesto (Fig. 2.9) comienza con la union secuencial de los sustratos ATP y Glu: es
importante la entrada inicial al sitio activo del ATP ya que su union genera un
desplazamiento del residuo Arg359 que incrementa la afinidad de la GS por unir Glu. A
continuacion, dos de los iones metalicos unidos a la enzima polarizan el grupo y-fosfato
del ATP haciendo el atomo de fosforo més positivo y favoreciendo asi el ataque
nucleofilico del Glu para formar el intermediario y-glutamilfosfato; participa en esta
transferencia de fosforilo también el residuo Arg339. La generacién de ADP por este
proceso induce el movimiento del residuo de Asp50° de la subunidad adyacente para
formar asi el sitio de union del ion amonio. Al unirse amonio a dicho sitio, la cadena
lateral del Asp50’ acepta un proton del ion NH4*, formando asi NHaz, que a continuacion
podra realizar el segundo ataque nucleofilico sobre el carbono 6 del y-glutamilfosfato para
formar un intermediario tetraédrico. Este intermediario es estabilizado mediante
interacciones con el segmento flexible formado por los residuos 324-328, principalmente
a través de la union salina entre el grupo y-amino del intermediario (cargado
positivamente) con la cadena lateral cargada negativamente del residuo Glu327. Esta
unién genera un cierre del sitio activo que bloquea la hidrolisis aberrante del y-
glutamilfosfato y la salida del Glu. Finalmente, ocurre la hidrolisis del intermediario
tetraédrico, generandose la salida del grupo Pi; ademas, el Glu327 acepta un proton del
grupo y-amino del intermediario produciendo asi finalmente el producto GIn. La ausencia
de interacciones entre el producto Gln con el Glu327 libera el segmento flexible 324-328,
lo cual permite que el GIn difunda desde el sitio activo y permitiendo que la enzima pueda
recibir nuevamente sustratos e iniciar otro ciclo catalitico. Debido a la conservacion de la
mayoria de los residuos involucrados en este mecanismo entre organismos muy simples
y complejos, este modelo estructural podria aplicarse también a las GS de clase Il [51].

Mas recientemente, mediante estudios computacionales de dinamica molecular con
una aproximacion mixta de mecanica cuantica y mecanica molecular (QM/MM), se
describid el mecanismo de la reaccion catalizada por la HsGS a partir de las estructuras
cristalogréficas disponibles, obteniéndose asi informacion con nivel de detalle atomico
acerca del mecanismo catalitico de sintesis de GIn por una GS de clase Il [55]. A través
de este enfoque, se confirmd que el mecanismo de catalisis de la HsGS transcurre de
modo similar al descrito en el modelo estructural de la GS de tipo I. Ambos pasos de la
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reaccion pueden describirse como sustituciones nucleofilicas bimoleculares (Sn2), que
implican la transferencia del grupo fosfato del ATP al Glu, que activa a este ultimo para
el segundo ataque nucleofilico, llevado a cabo por el NHs. Para la primera de estas
reacciones, es esencial la interaccion entre el grupo guanidinio de la Arg319 (Arg339 en
GSI) con el fosfato y del ATP, como se habia descrito en el modelo anterior, lo que
permite que la reaccion de transferencia de fosforilo sea exergonica, con un AG de — 8,0
kcal/mol y una pequefia energia de activacion de 5 kcal/mol. En este paso también
contribuye la cadena lateral el Glu136, que mediante su interaccion con el grupo amino
del sustrato Glu, ayuda a posicionarlo en el sitio activo para la reaccion de transferencia
de fosforilo. Ademas, la formacion del intermediario y-glutamilfosfato se ve fuertemente
favorecida por la conformacion totalmente cerrada del bucle flexible del Glu305 (analogo
al segmento 324-328 de la GSI), algo que depende de la interaccion por enlace de
hidrogeno entre el Glu305 y el Asp62’ (Asp50° en GSI).

Figura 2.9. Representacién esquematica del modelo estructural propuesto para la catalisis de la GS.
Se muestran ocho pasos en los que se representa un sitio activo de GS, en forma de doble embudo, con los
dos iones Mn?* indicados como dos esferas grises. La unién de los sustratos, dinamica de los segmentos
flexibles y la catélisis se ilustran en las imagenes consecutivas (a-h). Extraido de [51].

El segundo paso, que consiste en el atague nucleofilico del NH3z sobre el carbono 6
del intermediario, present6 un AG de reaccién de practicamente 0, con una barrera de
energia libre de 19,0 kcal/mol, lo que convierte a este en el paso limitante de la reaccion.
Para que tenga lugar, tienen que ocurrir dos transferencias de H*. En primer lugar, el NH4s*
debe perder un protén y convertirse en NHs, un buen nucleofilo; en este proceso, el fosfato
del intermediario y-glutamilfosfato podria estar implicado en la deprotonacion del NH.",
en lugar del Asp62’, sugerido anteriormente. Ademas, la protonacion de este fosfato lo
transformaria en un mejor grupo saliente para la sustitucion nucleofilica. Luego de
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formado, el ataque nucleofilico del NHz genera el intermediario tetraédrico, que
experimentara la segunda transferencia de H*, desde el grupo —NHs" al grupo carboxilato
del Glul96; esta transferencia indica el final del estado de transicion y determina que la
reaccion progrese hacia la formacion de productos [55].

2.4.4. Requlacion de la glutamina sintetasa

La GS de procariotas se encuentra regulada por diferentes mecanismos que implican
al mismo tiempo la regulacion alostérica y la modificacion covalente de la enzima [56].
La regulacion alostérica es llevada a cabo por multiples productos finales del
metabolismo de la GIn, como histidina (His), Trp, glicina (Gly), alanina (Ala), adenosin
monofosfato (AMP), carbamil fosfato, glucosamina 6-fosfato y NAD™; cada uno de estos
efectores ejerce solamente una inhibicion parcial, pero su accion en conjunto posee un
efecto sinérgico notorio [57,58]. Esta regulacién actla en superposicion con la inhibicién
de la GS por la adenililacién (incorporacion de AMP) reversible de un residuo especifico
de Tyr, conservado entre las GS procariotas. Tanto la reaccion de adenililacion como la
remocion de dicha modificacion son catalizadas por una enzima adenililtransferasa, que
forma parte de una compleja cascada enzimatica que responde a los niveles de GIn, a-
CG, ATP y Pi. La adenililacion de estos tipos de GS la vuelve méas sensible a los
inhibidores alostéricos [2,59-61].

Las GSII de eucariotas no estan sujetas a regulacion por adenililacién (carecen de la
porcion C-terminal que incluye el residuo de Tyr modificado) ni a retroinhibicion
alostérica [62]; la evidencia actual indica que en vertebrados, la regulacién de la GS se
logra principalmente a través del control de los niveles de la proteina. Por un lado, como
sugirieron observaciones tempranas en cultivos celulares [63,64], se encontr6 que los
niveles elevados de GIn promueven la degradacion de la GS eucariota por el proteasoma.
Esto ocurre mediante un mecanismo que implica la acetilacion de los residuos de lisina
(Lys) 11 y 14 de la GS (ubicadas en una porcion N-terminal no presente en GS
bacterianas) por accion de las acetiltransferasas CBP y p300, su reconocimiento por la
proteina cereblon del complejo ubiquitina-ligasa cullin-RING 4 (CRL4) y la posterior
ubiquitinacion de la proteina, que conduce a su degradacién por el proteasoma [65]. En
este proceso, seria esencial ademas la participacion de la proteina VCP/p97, capaz de
remover las subunidades de GS ubiquitinadas del resto del decamero para que las mismas
puedan ser degradadas [66]. No obstante, ain resta definir como las células sensan los
niveles extracelulares de GIn para provocar la acetilacion de las dos Lys; proteinas como
MTOR o la propia GS podria ser responsable de esto.

Por otra parte, los niveles celulares de GS en vertebrados también han demostrado
estar sujetos a regulacion transcripcional por glucocorticoides, algo que fue observado en
diversos cultivos celulares [67-69] y extensamente estudiado en retina de embriones de
pollo, y que estaria relacionado con la expresién temporal y especifica en ciertas células
de la GS [70-73]. La presencia de elementos de respuesta a glucocorticoides en la regién
upstream del gen de la GS permite que su expresion se incremente cuando los receptores
de glucocorticoides se encuentran activos tras unir ligandos como el cortisol [74-76].

2.4.5. La glutamina sintetasa en la patologia del sistema nervioso central

La actividad GS es esencial en el mantenimiento de la funcion de diversos tejidos,
por lo que su correcto funcionamiento es necesario para el mantenimiento de la
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homeostasis del organismo. La evidencia méas contundente de esto lo aportan los escasos
reportes clinicos de mutaciones puntuales deletéreas de GS en pacientes humanos,
causantes de una deficiencia de GIn congénita con malformacion cerebral severa,
convulsiones, disfuncion multiorganica y muerte neonatal [77-81]. Estudios con modelos
animales sometidos a la delecion parcial (tejido-especifico) o total del gen de la GS dan
cuenta también del rol esencial de la proteina para las funciones normales del organismo
y la sobrevida embrionaria y neonatal [16,82-85].

Por otra parte, existen numerosos reportes en la literatura en los cuales se vinculan
cambios en los niveles o actividad de la GS con la patologia del SNC. El rol clave de la
actividad GS en el mantenimiento de la sinapsis glutamatérgica (y en el control de los
niveles de NH4") determina que su afectacion pueda resultar en una disfuncion de la
astroglia, capaz de impactar fuertemente en la supervivencia neuronal, lo que sugiere una
relacién causal en este tipo de reportes [86]. La mayor parte de la evidencia obtenida del
analisis de pacientes humanos y modelos animales apunta a un posible rol de la pérdida
de funcion GS en el SNC en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer. En 1991,
Smith y colaboradores encontraron por primera vez que la actividad GS en cerebros de
pacientes fallecidos con enfermedad de Alzheimer era menor que en los de pacientes
control; a su vez, ambas actividades se veian disminuidas con respecto a muestras de
controles de menor edad, sugiriendo asi que la pérdida de esta actividad ocurriria durante
el envejecimiento normal [87]. Resultados similares fueron obtenidos unos afios después,
en los cuales se encontré una menor actividad GS en las regiones del cerebro de pacientes
con Alzheimer que manifestaban los principales marcadores histopatolégicos de la
enfermedad (ej: depdsitos de placas seniles) respecto a cerebros control [88]. Ademas, Le
Prince y colegas observaron que los niveles de GS en cerebros humanos post mortem
afectados por Alzheimer presentaban una disminucion a medida que ocurria un
incremento en el nimero de placas seniles y depositos de péptido A4 en dichas muestras,
sin verse afectados los niveles de ARNm de la proteina [89]. Estudios de
inmunohistoquimica en cerebros humanos también verificaron la disminucion de la GS
en astrocitos, particularmente en las proximidades de las placas seniles [90,91]. Muchos
de estos hallazgos fueron también recapitulados en estudios con modelos animales de la
enfermedad de Alzheimer, contribuyendo asi a establecer el concepto de que la actividad
GS resulta afectada en dicha patologia [92-95]. Si bien esto no implica necesariamente
un rol de la pérdida de actividad GS en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer,
existe evidencia de que la disrupcién del ciclo glutamato-glutamina en modelos animales,
causada por la inhibicion farmacoldgica de la GS, puede causar alteraciones en el
comportamiento, estado de animo y memoria temporal, perturbaciones en los patrones de
suefio, amnesia, confusién y reduccion de la conciencia, cambios tipicamente observados
en la enfermedad de Alzheimer [90,96-99]. Es posible entonces que los cambios en la
actividad GS observados en cerebros de pacientes y el impacto resultante en la
neurotransmision glutamatérgica se relacione estrechamente con estas manifestaciones
propias de la enfermedad.

En algunos de los trabajos con cerebros de pacientes fallecidos con Alzheimer se
observo, junto las alteraciones en la GS, un incremento en el grado de oxidacion de
proteinas en las mismas regiones del tejido [87,88]. Esto llevd a que se planteara la
hipbtesis de que el dafio oxidativo, consecuencia de la produccién aumentada de
oxidantes en el contexto de la enfermedad, causaria la pérdida de funcion GS observada,
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capaz de impactar posteriormente el correcto funcionamiento de la sinapsis
glutamatérgica y contribuyendo al desarrollo de la enfermedad. En las secciones
posteriores se hard un repaso mas en detalle de la evidencia existente in vitro e in vivo de
modificacion oxidativa de la GS y las principales hipotesis de como esto se relaciona con
la pérdida de actividad enzimatica.

2.5. Especies reactivas del oxigeno en sistemas bioldgicos

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, por su sigla en inglés) son moléculas
reactivas derivadas del oxigeno molecular (O2) que se forman como un subproducto
natural del metabolismo aerobio. El término ROS engloba un amplio rango de especies
quimicas con diferentes propiedades y reactividades, que pueden ser de naturaleza
radicalar o no radicalar y que tienen en comudn el hecho de presentar una mayor
reactividad que el Oz (Tabla 2.1). Esta ampliamente aceptado hoy en dia el rol fisiol6gico
de estas ROS, no solo en estados patoldgicos sino también en la homeostasis celular. Si
bien bajo condiciones normales la concentracion de estas especies se encuentra
estrechamente controlada y mantenida en niveles en los que pueden actuar como
moléculas sefializadoras, bajo ciertas condiciones fisiopatoldgicas puede ocurrir una
produccion excesiva de las mismas y resultar en el dafio de diversas biomoléculas, como
lipidos, proteinas y acidos nucleicos [100,101].

2.5.1. Origen de las ROS: generacion de superdxido (02™)

La produccién de ROS a nivel fisioldgico tiene como punto de partida la formacion
del radical anion superoxido (O27), la cual ocurre a través de la reduccion
monoelectronica del O2. En condiciones basales, esto puede suceder a través de diversas
rutas, siendo las mas relevantes la cadena transportadora de electrones mitocondrial
(complejos 1 y IlI) y las enzimas NADPH oxidasa (NOX) y xantina oxidasa. En
comparacidn con otros radicales bioldgicos, es una especie poco reactiva, capaz de actuar
tanto como un agente reductor o como un agente oxidante. Al ser una especie cargada en
condiciones fisiologicas (pKa = 4,8), no puede atravesar libremente las membranas
bioldgicas, aunque puede hacerlo a través de canales anionicos. A nivel celular, el destino
del O2™ estd determinado principalmente por la actividad de las enzimas superoxido
dismutasas (SODs), que catalizan la dismutacion del O2™ en Oz y peroxido de hidrégeno
(H202) (Ec. 6).

02"+ 02" + 2H" — 02 + H202 (Ec. 6)

Si bien la dismutacion del O2™ puede ocurrir espontaneamente en medio acuoso (k ~
10° M1s1), la accion de las SODs acelera notablemente la reaccion (k = 1-2 x 10° M1s™)
[102]. La principal reaccion alternativa que compite con la dismutacion es la reaccion del
0" con el radical éxido nitrico ("NO), la cual tiene una constante de velocidad ain mayor
(k ~ 1 x 10 M?s) que la catalizada por la SOD, y da lugar a la formacion del anién
peroxinitrito (ONOO") (Ec. 7). El grado de consumo de O™ por esta via dependera del
tejido y la situacion considerada, lo cual determinard la disponibilidad de ‘NO para
reaccionar [103].

‘NO + 02" — ONOO" (Ec. 7)
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Tabla 2.1. Resumen de las principales especies oxidantes presentes en sistemas bioldgicos y aspectos
mas relevantes de su reactividad.

ROS

Formula quimica Reactividad

Radical anién superoxido

Peroxido de hidrogeno

Radical hidroxilo

Peroxinitrito (la mezcla
fisiologica de peroxinitrito,
ONOQO"y su forma protonada
mas reactiva, el acido
peroxinitroso, ONOOH; pK,
6.8)

Radical anién carbonato

Acidos hipohalosos (acido
hipocloroso, hipobromoso)

Oxigeno singulete

Radical diéxido de nitrégeno

0,

H,0,

‘OH

ONOO/ONOOH

COy

HOC1
HOBr

“NO,

Reactividad selectiva, no ataca a la mayoria de las moléculas biologicas
Puede reducir metales de transicion (Fe?*, Cu?%)

Reacciona muy rapidamente con el 6xido nitrico (k; > 10° M-!s'!) para
dar peroxinitrito (O, + ‘NO — ONOO") y con otros radicales para
formar hidroperéxidos (O, + R+ H* — ROOH)

Puede daiiar ciertas enzimas que contienen centros Fe-S

No reactivo con la mayoria de las biomoléculas

Reacciona lentamente con la mayoria de los tioles (ej: £~ 1 M-'s! para
el GSH) pero mas rapidamente con ciertos residuos de Cys proteicos,
particularmente con aquellos de bajo pK,

Reacciona con ciertos metales de transicion para producir ‘*OH

Los blancos principales en medios biologicos son grupos hemo, tioles y
enzimas peroxidasas

Reacciona con CO, para formar peroximonocarbonato (HCQO, ), de
mayor reactividad

Reacciona de manera indiscriminada; reacciona con lo que se encuentre
de manera adyacente a ¢l a velocidades casi controladas por difusion

Reacciona directamente con tioles y metales de transicion con
constantes de hasta 10’M-'s™!; reacciona con CO, para formar
nitrosoperoxicarbonato (ONOQCO,")

Puede oxidar directamente varias biomoléculas mas o generar “OH y
‘NO, a través de su homolisis (ONOOH — "NO, + "OH), aunque una
reaccion mas prominente es su isomerizacion a NO; (ONOOH — NO;
+ H")

La reaccion con CO, también puede dar lugar a radicales oxidantes
(ONOO™+ CO; — ONOOCO;™ — 35% (CO;~+ *NO,) + 65% (CO, +
NO;)

Formado mediante la reaccion del CO, con peroxinitritoy por la
reaccion de HCO; ™ con "OH

Moderadamente reactivo, puede oxidar la guanina en el ADN, cisteina,
tirosina y triptéfano

Oxidantes fuertes, reacciona principalmente con tioles y metioninas
Las reacciones con aminas generan cloraminas/bromaminas
secundarias, las cuales retienen una menor (aunque todavia
considerable) capacidad oxidante

Reaccionan rapido con tiocianato (SCN™), presente en altos niveles en
muchos fluidos corporales, para generar HOSCN, menos reactivo y
altamente especifico para tioles

Estado del O, con una configuracion electrénica singulete que posee
una reactividad mucho mayor que el estado basal del O, triplete Puede
formarse por reacciones de fotosensibilizacion en las cuales moléculas
como las porfirinas, riboflavina, bilirrubina y clorofila absorben luz y
transfieren esta energia al O,; también puede formarse mediante
reacciones quimicas de radicales peroxilo y HOCI

Un importante contaminante atmosférico, se genera también a partir del
peroxinitrito y la oxidacion del nitrito (NO, ) por enzimas peroxidasas
Oxida rapidamente compuestos ricos en electrones (ej: ascorbato y
tioles)

Experimenta reacciones de adicion con radicales derivados de tirosina,
triptofano, lipidos y bases del ADN para generar productos nitrados (ej:
3-nitrotirosina, nitrotriptofanos, nitrolipidos y bases nitradas del ADN)
Algunos productos nitrados tienen funciones sefalizadoras

Existen otras reacciones directas entre el Oz y distintos blancos celulares, que son
capaces de dafiar ciertas biomoléculas; se destaca dentro de estas la reaccion con los
centro ferrosulfurados de enzimas deshidratasas, como la aconitasa, capaz de causar su
inactivacién. A pesar del dafio que puede ocasionar mediante estas reacciones, el principal
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potencial citotoxico del O." yace en su capacidad de dar lugar a otros oxidantes mas
potentes, como el H.O2 y el ONOO™ [104].

2.5.2. Peréxido de hidrogeno (H20>) v especies derivadas

De naturaleza no radicalar y neutro, el H2O2 es un agente oxidante débil de gran
relevancia bioldgica que es capaz de difundir a través de las membranas celulares [105].
A nivel celular, participa en diversas reacciones de oxidacion, siendo la mas relevante de
éstas la oxidacion de los grupos sulfhidrilo o tioles (-SH), tanto de bajo peso molecular
como proteicos, a su respectivo grupo sulfénico (-SOH), capaz de evolucionar
rapidamente a un enlace disulfuro (-S-S-) en presencia de mas grupos -SH [106]. Si bien
este tipo de reacciones suele asociarse al dafio oxidativo de proteinas, a bajos niveles, el
H>0O> podria actuar como un agente sefializador en vias de transduccion de sefiales a través
de la oxidacién de grupos -SH de ciertas proteinas blanco [107].

Los metales de transicién, como el hierro (Fe) y el Mn, en distintos estados de
oxidacidn, son otro de los blancos principales del H2O,. Estas reacciones, ademas de
poder tener un impacto en la funcién de metaloproteinas, tienen la capacidad de generar
especies oxidantes secundarias de mayor reactividad. Por ejemplo, el H.O2 puede oxidar
directamente por dos electrones al hierro férrico (Fe**) de grupos hemo de hemoproteinas,
formando un intermediario oxo-ferrilo (Fe**=0) y un catién radical centrado en la
porfirina, altamente reactivos (Ec. 8) [103].

H20; + Fe*'P — O=Fe*'P"* + H,0 (Ec. 8)

Los intermediarios O=Fe *"P** (como el llamado compuesto | de las peroxidasas) y
sus derivados reducidos por un electron (O=Fe**, analogamente llamados compuesto 11)
constituyen especies altamente reactivas, capaces de oxidar por reacciones de un electrén
una gran variedad de sustratos (ej: acidos grasos poliinsaturados, aminoacidos) que no
pueden ser modificados directamente por el H202 [108,109]. Ademaés, cuando estos
intermediarios son generados en ciertas enzimas peroxidasas propias de las células del
sistema inmune (ej: mieloperoxidasa), pueden llevar a la formacion de oxidantes por dos
electrones secundarios, como el acido hipocloroso (HOCI), que resulta de la oxidacion
del CI" y posee una reactividad considerablemente més elevada que la del H.02[110,111].

Por otra parte, con metales reducidos como el hierro ferroso (Fe?*), el H202 puede
actuar como un oxidante por un electrén, descomponiéndose asi en un ion hidroxilo (OH"
) y un radical hidroxilo ("OH), en una reaccién conocida como reaccién de Fenton (Ec. 9)
[103].

H20, + Fe?*X — "OH + OH + Fe®*X (Ec. 9)

El "OH generado mediante esta reaccion es una especie extremadamente reactiva; se
trata de la molécula méas oxidante presente en sistemas bioldgicos, capaz de reaccionar
con un gran nimero de biomoléculas con constantes de velocidad en el orden de 10°-10°
M-s1, lo que constituye esencialmente una reactividad limitada por difusion. Puede de
este modo oxidar al ADN, lipidos y proteinas, tanto a nivel del esqueleto polipeptidico
como de las cadenas laterales de los aminoacidos [112-114].

Para protegerse de la toxicidad potencial del H.O2, las células cuentan con
numerosos sistemas antioxidantes encargados de descomponerlo, entre los que se
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destacan la catalasa, las peroxirredoxinas (Prx) y las glutation peroxidasas (GPXx).
Mientras que las catalasas catalizan la descomposicion de dos moléculas de H.0; a H20
y O2 sin necesidad de otros sustratos, las Prx y GPx reducen una molécula H20; a H20,
quedando en un estado oxidado y precisando de otros sustratos para reducirse a su estado
inicial [115].

2.5.3. Oxido nitrico ('NO) y oxidantes derivados

El radical "NO es un mensajero intracelular presente en los organismos vertebrados
que participa en diversos procesos fisioldgicos, como la modulacién del flujo sanguineo,
la agregacion plaquetaria, la actividad neuronal y la defensa del huésped frente a
patogenos [116]. Es sintetizado en diversas células y tejidos por tres isoformas de las
oxido nitrico sintasas (NOS): la NOS neuronal (nNOS), la NOS endotelial (eNOS) y la
NOS inducible (iNOS). Estas tres isoformas catalizan la produccion de ‘NO y L-citrulina
a partir de Arg y O, utilizando NADPH como agente reductor. Los principales efectos
sefializadores del "NO se logran a través de la produccion de GMP ciclico (cGMP) por
parte de la guanilato ciclasa, enzima que se activa tras la union del ‘NO al grupo hemo
[117]. A pesar de mediar numerosos procesos fisiologicos, el ‘NO puede actuar también
como molécula citotdxica y mediador patogénico cuando es producido en cantidades
elevadas. Se ha relacionado al ‘NO con diversos estados patoldgicos, como artritis,
ateroesclerosis, enfermedades neurodegenerativas, accidentes cerebrovasculares e infarto
de miocardio, entre otras. Si bien es una especie radicalar, no es en si mismo una especie
de elevada reactividad; més alla de que es capaz de reaccionar directamente con ciertos
blancos intracelulares (ej: metales de transicion de metaloproteinas o radicales lipidicos
0 proteicos), el principal potencial citotdxico del ‘NO yace en su capacidad de dar lugar
a especies considerablemente mas reactivas durante su oxidacion, como el radical dioxido
de nitrégeno (‘'NO2) y el ONOO" (Ec. 7), elementos clave para explicar el rol del ‘NO en
procesos patogénicos [103,116,118-120].

La autoxidacion del ‘NO en presencia de Oz, que en Gltima instancia termina
produciendo NOy", es una via que puede derivar en la formacion de ‘NO. (Ecs. 10-12).
No obstante, la relevancia bioldgica de estas reacciones estaria limitada a condiciones de
produccion excesiva de "NO [121,122].

2’NO+ O2 — 2'NO2 (Ec. 10)
'NO + 'NO2 — N203 (Ec. 11)
N2Os + H,0 — 2NO; + 2H* (Ec. 12)

El NO2> generado como producto de decaimiento del ‘NO podria eventualmente
convertirse en ‘NO> también, particularmente a través de su oxidacion por un electron
mediada por los estados oxidados de ciertas hemoperoxidasas (Ecs. 13-14) [123].

O=Fe*P"" + NO2” — O=Fe*'P + "NO> (Ec. 12)
O=Fe*'P + NO2” — Fe*'P + 'NO; (Ec. 13)

A diferencia del "NO, el 'NOz es una especie capaz de participar en una gran variedad
de reacciones, que incluyen la recombinacion con otras especies radicalares, la adicion a
dobles enlaces, la transferencia electronica y la abstraccion de atomos de hidrdgeno de
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enlaces carbono-hidrogeno de compuestos insaturados, fenoles y -SH. Las reacciones del
‘NO:2 con radicales lipidicos y proteicos son particularmente relevantes dado que llevan a
la formacion de lipidos y proteinas nitradas [121].

2.5.4. Aspectos bioguimicos del peroxinitrito (ONOQ")

El ONOO" es un oxidante fuerte de corta vida que se genera in vivo por la reaccion
controlada por difusion entre los radicales ‘'NO y O>" [124,125]. En condiciones
fisioldgicas, el ONOO" se encuentra en equilibrio con su acido conjugado, el acido
peroxinitroso (ONOOH; pKa = 6,8); ambas especies pueden participar en diversas
reacciones de oxidacion por uno o dos electrones con biomoléculas, como ciertos
aminoacidos o metales de transicion de metaloproteinas [126-128]. Ademas, a través de
maultiples vias, el ONOO" lleva a la formacion de radicales oxidantes secundarios, capaces
de mediar la oxidacién y nitracion de un gran nimero de biomoléculas por reacciones de
un electron, como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, ampliando notablemente la
capacidad oxidante y citotoxica del ONOO [129-135]. Una de las vias principales en que
esto sucede es a traves de la reaccion del ONOO™ con CO», uno de sus principales blancos
a nivel fisioldgico (Ec. 14). Esta reaccion genera el aducto nitrosoperoxicarboxilato
(ONOOCOy), que decae espontaneamente a NO3z™ y CO> con la produccion de radical
carbonato (CO3™) y "NO2 con un rendimiento de aproximadamente 35% [136,137].

ONOO" + CO2 — ONOOCOy (Ec. 14)

La reaccion del ONOO™ con diversos centros metalicos de transicion también lleva a
la generacién de especies oxidantes fuertes por un electron, que incluyen los
intermediarios oxo-ferrilo ya mencionados (O=Fe**P**/O=Fe*'P) y ‘NO, [138-141]. En
ultima instancia, la produccion de radicales a partir del ONOO™ puede ocurrir durante su
decaimiento; el ONOOH es capaz de experimentar la ruptura homolitica del enlace O-O
(homodlisis catalizada por H™ del ONOO") generando con un rendimiento no mayor al 30%
"OH y "NO, decayendo el resto a NOs. Sin embargo, esta reaccion es lenta (k=0,9 s a
37°C y pH 7,4) en comparacion con las reacciones directas del ONOO" con otros blancos
presentes en sistemas biolégicos, por lo que constituye un componente menos relevante
de la reactividad in vivo del ONOO™[122,126,142].

Los grupos -SH, tanto de bajo peso molecular como proteicos, son uno de los blancos
principales del ONOO"™ en condiciones bioldgicas, debido a que la reaccion entre el
ONOOH vy los tiolatos (-S°) puede ser particularmente rapida (ej: peroxirredoxinas) y a la
existencia de altas concentraciones de estos grupos a nivel celular [126]. Esta reaccién
implica un ataque nucleofilico del -S™ sobre el ONOOH, que deriva en la reduccion de
este ultimo por dos electrones a NO2™ y transformando al -SH en su respectivo -SOH.
Considerando la cisteina (Cys), la reaccion entre el ONOO™ y los grupos -SH es
aproximadamente 3 6rdenes de magnitud mas rapida que la del H20-, algo que se cumple
para la mayoria de los -SH, salvo para aquellos de enzimas especializadas en la reduccion
del H202. A diferencia de las anteriores vias mencionadas, la descomposicion del ONOO-
por reaccion con grupos -SH no genera especies oxidantes secundarias, por lo que estas
reacciones representan la mejor estrategia a nivel celular para evitar los efectos
citotoxicos de este oxidante. En ese sentido, las Prx constituyen uno de los principales
sistemas antioxidantes capaces de detoxificar cataliticamente el ONOQO™ debido a su alta
concentracion, las elevadas constantes de reaccion y la amplia distribucion en los distintos
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compartimientos celulares [143]. No obstante, cuando el ONOO™ media la oxidacion de
residuos de Cys criticos de ciertas proteinas, puede llevar a efectos deletéreos en la
funcion de las mismas (como se discutirda més adelante), por lo que estas reacciones
también pueden tener una contribucion importante a los efectos toxicos del ONOO". La
Figura 2.10 esquematiza las principales vias de reaccion del ONOO™ en sistemas
bioldgicos.

La Figura 2.11 resume algunas de las vias de formacion de los oxidantes bioldgicos
mencionados en los parrafos anteriores.

CO:" + °NO, 35%  65% CO,+NO; H*+NOj 70% 30% *NO, + *OH

ONOOCO, “— —> [*'NO, *OH]

A D
co, —— "
ONOO" =——— ONOOH

Me™X —— —— RS

B C
O=Me™1*X + *NO, < » RSOH + NO,

Figura 2.10. Principales destinos del peroxinitrito en sistemas biol6gicos. El anion ONOO" y su forma
acida, el ONOOH (pK, = 6,8), coexisten a valores de pH fisiolégico y pueden experimentar reacciones
directas con diversos blancos. La reaccién del ONOO™ con CO; (A) genera el aducto ONOOCOy, el cual
puede homolizar con hasta un 35% de rendimiento a "NO2 y COs™, decayendo el resto a CO, y NO3. Una
variedad de centros metalicos de transicion (Me"X) pueden reducir al ONOO" por un electron (B),
generando y ‘NO; y un intermediario oxo-ferrilo (O=Me™V*X). Alternativamente, otros metales de
transicion pueden reducir al ONOO/ONOOH por dos electrones produciendo NO, y O=Me™2*X (no
mostrado). Los grupos sulfhidrilo en su forma aniénica (RS") pueden reducir por dos electrones al ONOOH
a NO; (C), oxidandose a su respectivo acido sulfénico (RSOH). Finalmente, el ONOOH puede decaer por
homdlisis (D) a *NO2 y ‘OH con rendimientos maximos de 30%, convirtiéndose el resto en NOs". Las
especies indicadas en rojo corresponden a los oxidantes por un electrén fuertes derivados de las vias A, B
y D, que son responsables de gran parte del dafio oxidativo asociado al ONOO".

2.6. Modificaciones oxidativas postraduccionales de proteinas

En los organismos vivos, el dafio por los distintos oxidantes biologicos de formacion
enddgena o exdgena alcanza a todos sus componentes: acidos nucleicos (ADN, ARN),
lipidos, proteinas, carbohidratos y especies de bajo peso molecular. Las proteinas,
principales componentes de la mayoria de los sistemas bioldgicos (~70% de la masa seca
de células y tejidos), representan el principal blanco de las especies oxidantes ya que
ademas de su elevada concentracion (1-3 mM en plasma, 5-10 mM en células) poseen
altas constantes de velocidad para la reaccion con los distintos oxidantes. Un gran nimero
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de oxidantes por un electron (ej: ‘OH, COs™, ‘NOz, ROO’, RO’, R, etc.) y por dos
electrones (ej: H.02, ONOO", HOCI, ROOH, etc.), asi como también los complejos oxo-
metélicos, pueden modificar las proteinas de manera diversa. Inclusive, ciertos productos
de oxidacion secundarios (como aldehidos y quinonas) pueden promover modificaciones
adicionales. En conjunto, todas estas especies pueden generar una gran variedad de
modificaciones postraduccionales capaces de alterar la composicion, estructura, carga,
hidrofobicidad/hidrofilicidad, plegamiento y funcion de aminoacidos y proteinas
[111,144,145].

\
\

. Espacio
Citosol ‘0 extracelular
.- . A
& Fe**X
3 \ < H,0,
A
Hocl
: sop
NADPH \
L-arginina N M2
0, ‘
. o
NO O, Ac. Urico cf
NS L-citrulina
H,0,

SOD

0. CO;” °NO,
0.*

*NO,
*OH

Fagosoma

Figura 2.11. Principales vias de formacion de especies oxidantes en sistemas biolégicos. La formacion
de ROS en sistemas bioldgicos suele iniciarse a partir de la reduccién monoelectrénica del Oz a O,™, el cual
luego podra participar en la formacion de una serie de oxidantes de mayor reactividad. Alternativamente,
la produccion de ‘“NO por las NOS, que utilizan O2, amplia las especies oxidantes que se pueden generar a
partir del O,™. CTE: cadena transportadora de electrones; SOD: superoxido dismutasa; NOS: dxido nitrico
sintasa; NOX: complejo de la NADPH oxidasa; XO: xantina oxidasa; MPO: mieloperoxidasa. Imagen
creada con BioRender.com.

2.6.1. Aspectos generales de la modificacién oxidativa de proteinas

Si bien las cadenas laterales de los aminoacidos son el principal blanco de las
especies oxidantes, el esqueleto polipeptidico puede también ser atacado por ciertas
especies radicalares. Debido a que en general son mas reactivos, los oxidantes por un
electron suelen ser capaces de producir un mayor namero de modificaciones oxidativas
distintas sobre un mayor nimero de residuos aminoacidicos que los oxidantes por dos
electrones. La mayoria de las reacciones de radicales con las proteinas pueden ocurrir a
través de tres vias: (i) abstracciones de &tomos de H de enlaces C-H, S-H, O-H, o N-H;
(ii) abstraccion de electrones de sitios ricos en electrones; y (iii) adicidn a centros ricos
en electrones (anillos aromaticos y especies sulfuradas) [146]. Las reacciones de la via (i)
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generan radicales centrados en atomos de carbono (R"), de azufre (RS", como el radical
cisteinilo), de nitrogeno (principalmente radicales derivados del Trp) y de oxigeno
(mayormente radicales fenoxilo derivados de la Tyr). La mayoria de los radicales R’,
inclusive los generados por la oxidacion de las cadenas laterales alifaticas, pueden
reaccionar con O; a velocidades practicamente controladas por difusion (k ~ 10° M1s™)
para dar lugar a radicales peroxilo (ROOQO). Alternativamente, y cuando las
concentraciones de R” son lo suficientemente elevadas, su recombinacidn puede originar
la formacion de entrecruzamientos covalentes (R-R). Por su parte, los radicales
aminoacidicos centrados en S, O y N reaccionan con el O> mucho maés lentamente, lo que
favorece que los mismos puedan formar entrecruzamientos [111,145].

Los radicales altamente reactivos, como el “OH, reaccionan con una selectividad muy
baja [147,148], mientras que los menos reactivos pueden presentar una selectividad
notoria. Como la mayoria de los radicales de relevancia bioldgica son electrofilicos,
reaccionan preferencialmente con sitios ricos en electrones, lo que resulta en el dafio sobre
un conjunto especifico de cadenas laterales de aminoacidos. Estos incluyen los
aminoacidos sulfurados Cys, metionina (Met), y cistina (Cys-Cys), los residuos
aromaticos Trp, Tyr y Phe y la His. La especie oxidante considerada y el entorno
particular de cada aminoécido (lo cual afecta su ionizacion), entre otros factores,
determinaran cual tipo de reaccion serd méas favorable que ocurra (ej: abstraccion de
atomo de H o adicion), lo cual dictara también los productos finales que puedan formarse
[111,145]. La Figura 2.12 muestra la estructura quimica de algunos de los productos de
oxidacion de cadenas laterales de aminoécidos mas comunes.

Los oxidantes por dos electrones (no radicalares) presentan generalmente una
selectividad mucho mayor que la mayoria de los radicales, debido a la existencia de
barreras energéticas mayores para muchas de estas reacciones. Por ejemplo, el ONOO" es
capaz de oxidar directamente por dos electrones las cadenas laterales de residuos de Cys,
Met y Trp, generando distintos productos oxigenados [122,145,149,150]. Por su parte, el
HOCI reacciona principalmente con aminoacidos sulfurados generando una mezcla de
especies, aunque también es capaz de hacerlo a menores velocidades con nucledfilos
nitrogenados (His, grupo a-amino y Lys), Trp y Tyr. Finalmente, como ya se comentd, el
H>O2, al igual que otros perdxidos organicos, presentan una baja reactividad, siendo
selectivos para la oxidacion generalmente a bajas velocidades de residuos de Cys y en
menor medida de Met [145,151]. En la Tabla 2.1 fueron presentados algunos de los
principales aspectos referentes a la selectividad de los principales oxidantes biolégicos
respecto a la modificacion oxidativa de proteinas.

Las especies radicalares lo suficientemente oxidantes, como el "OH vy el radical
alcoxilo (RO"), pueden dafiar también el esqueleto polipeptidico de las proteinas,
principalmente a través de la abstraccion de 4tomo de H del carbono a. Las reacciones
subsecuentes del radical R* formado inicialmente en este proceso puede resultar en la
fragmentacion del esqueleto principal del polipéptido [146,152,153].

Como se menciono, el O, puede participar activamente durante el proceso de
oxidacion de proteinas, al ser capaz de reaccionar con distintos radicales proteicos, en
particular los centrados en carbono, llevando a la formacion de ROO®. Cuando estos
radicales son generados en cadenas laterales alifaticas, su capacidad oxidante les permite
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abstraer un atomo de hidrégeno de otros enlaces X-H, convirtiéndose asi en un
hidroperoxido (ROOH) y generando un nuevo radical en otro sitio de la proteina. Los
ROOH son productos relevantes que se forman durante la oxidacion de proteinas por
distintos oxidantes y que pueden eventualmente oxidar por dos electrones residuos de Cys
0 Met. Aunque en menor grado, los ROO" pueden también dimerizar, generando
tetradxidos (ROOOOR) que pueden descomponerse para dar dos radicales RO"y Oa. Los
RO" pueden luego sufrir reacciones de fragmentacion por escision  para producir un
grupo carbonilo y otro radical. Estos procesos son, en parte, responsables de la ocurrencia
de pequefias reacciones en cadena de propagacion de la oxidacion de proteinas y de la
generacion de carbonilos proteicos; los niveles de Oz y la concentracion de proteinas
determinard en gran medida la magnitud de los mismos. Alternativamente, los RO",
altamente oxidantes, pueden abstraer &tomos de hidrégeno de otros enlaces y convertirse
finalmente en alcoholes (ROH) [111,145,146,154].
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Figura 2.12. Estructura quimica de algunos de los principales productos de oxidacion de la cadena
lateral de aminoacidos. Se muestra la estructura de los principales productos resultantes de la oxidacion
de la cadena lateral de cisteinas, metioninas, histidinas, tirosinas, triptéfanos y fenilalaninas, asi como
algunos productos habitualmente formados en maltiples cadenas laterales diferentes. Adaptado de [145].
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2.6.2. Factores que afectan la selectividad de los oxidantes

Muiltiples factores influyen sobre el grado de dafio que un oxidante puede ocasionar,
incluyendo la accesibilidad del oxidante al residuo blanco (ej: los residuos de Trp suelen
estar enterrados dentro de la estructura de las proteinas, con baja accesibilidad al solvente)
y las interacciones electrostaticas con residuos de la superficie. Debido a esto, las especies
neutras pueden causar un mayor dafio que las cargadas, incluso en sitios lejanos de su
lugar de formacidn. Ademas, las especies neutras suelen ser mejores electrofilos y proveer
mejores grupos salientes, como ocurre para los pares acido base ONOOH/ONOO" y
HOCI/'OCI. La ionizacién de las cadenas laterales cuando ceden un H* incrementa su
densidad electronica, lo que aumenta su capacidad para actuar como nucledfilos y
favorece su oxidacion; las cadenas laterales de Cys y Tyr son un claro ejemplo de esto, al
ser mas reactivas en sus formas -S” y tirosinato (TyrO") [122,145].

Los residuos facilmente oxidables, como Tyr, Cys y Trp, pueden experimentar
reacciones de transferencia electrénica de largo alcance y de este modo funcionar como
sumideros de radicales dentro y entre proteinas [155,156]. Asi, la oxidacion inicial en un
sitio de la proteina puede ser rapidamente transferida a otro residuo ubicado a una
distancia considerable. Dado que los residuos de Tyr y Trp tienen similares potenciales
de reduccidn por un electrdn, la formacion de un radical en un residuo puede resultar en
un equilibrio entre ambos residuos. Como consecuencia, las reacciones de terminacion de
los radicales (ej: dimerizacion de dos radicales en Tyr, Trp 0 su recombinacién con ‘NO>
para dar productos nitrados) pueden ocurrir a través del radical mas accesible o reactivo
y no en el sitio inicial de formacion [145].

2.6.3. Nitracion de residuos de tirosina a 3-nitrotirosina

Una de las modificaciones oxidativas de proteinas mas estudiada, y que ha
despertado gran interés tras la identificacion de la formacidn de ‘NO y ONOO" en sistemas
bioldgicos a finales del siglo XX, es la nitracion de residuos de Tyr a 3-nitrotirosina
(NO.Tyr). Esta modificacion implica la sustitucion de un H por un grupo nitro (-NO3) en
uno de los carbonos en posicion orto respecto al grupo -OH del anillo fendlico de la Tyr,
y ha sido ampliamente asociada a procesos patoldgicos tanto agudos como crénicos [157].
En sistemas bioldgicos, ocurre a través de reacciones radicalares en un proceso en dos
pasos: en primer lugar, el anillo fendlico de la Tyr es oxidado por un electrén a su
respectivo radical tirosilo (Tyr"), y a continuacion, ocurre la adicion del radical ‘NO: al
Tyr" formando asi el producto no radicalar NO.Tyr [122,141]. Varias de las especies
radicalares mencionadas anteriormente son capaces de generar Tyr": "OH [158], COs™
[159], "NO2 [160], O=Me(™D*X [109], ROO" [161]; debido a que el ONOO" puede dar
lugar a la formacion de varios de ellos, al tiempo que también genera "NO-, representa el
principal agente nitrante in vivo. Los mecanismos radicalares que llevan a la formacion
de NO2Tyr pueden ademas dar lugar a productos de oxidacion secundarios, siendo los
mas relevantes la 3,3’-ditirosina (DiTyr), formada por la recombinacion de dos Tyr", y la
3-hidroxitirosina (DOPA), que se forma principalmente como consecuencia de la adicion
inicial del "OH sobre la Tyr. La Figura 2.13 esquematiza los mecanismos que llevan a la
formacion de NO2Tyr en condiciones biologicas.

La incorporacion de un grupo -NO- en el carbono 3 del anillo fendlico de la Tyr
produce ciertos cambios en las propiedades fisicoquimicas del aminoacido, lo cual puede
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eventualmente generar un impacto sobre la estructura y/o funcion de la proteina
implicada. Uno de los efectos més notorios de la nitracion es un descenso en el valor del
pKa del grupo -OH fendlico de la Tyr de aproximadamente 3 unidades de pH (desde 10-
10,3enla Tyra7,2-7,5 en la NO2Tyr, puede variar segun el entorno en que se encuentren
en una proteina). De este modo, mientras que el -OH de la Tyr es neutro a pH fisioldgico,
cerca de un 50% de estos grupos estaran ionizados (como fenolato, -O°) en la NO2Tyr
[162-164]. No obstante, cuando se encuentra en su forma protonada, la NO2Tyr es mas
hidrofobica que la Tyr [165-167]. Entonces, segun el entorno, la nitracion podra
incrementar la hidrofobicidad del residuo de Tyr, haciéndolo més propenso a moverse
hacia regiones més hidrofébicas de la proteina, o, por el contrario, podra promover la
disociacion del -OH fendlico, aumentando la hidrofilicidad del residuo y favoreciendo su
exposicion al solvente. Asi, la nitracion puede inducir cambios conformacionales locales
en regiones especificas de una proteina [168]. Ademas, la incorporacion de un grupo -
NO: voluminoso en la cadena lateral del residuo de Tyr puede adicionar restricciones
estéricas [169,170]. El potencial de reduccion estandar para la oxidacién por un electrén
de la Tyr a Tyr’ también es una propiedad que se ve afectada por la nitracién, al volverse
unos 200-300 mV mas positivo y pudiendo asi impedir procesos de transferencia
electronica en proteinas [171]. Estas propiedades particulares determinan que la nitracién
de residuos de Tyr a NO-Tyr en una proteina puede tener ciertas consecuencias
funcionales sobre la misma, como se comentara mas adelante.
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Figura 2.13. Reacciones radicalares implicadas en la oxidacién y nitracion de tirosina. La tirosina
puede ser oxidada por varios oxidantes por un electron (X°) a radical tirosilo (1), el cual puede a
continuacion reaccionar con ‘NO; para producir NO,Tyr (2). Debido a su menor pKg, la NO,Tyr se disocia
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‘NOg, los radiales tirosilo pueden recombinar entre ellos para formar el producto de oxidacion 3,3’-
ditirosina (5). Distintos agentes reductores bioldgicos (RH) pueden reducir a los radicales tirosilo de vuelta
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2.6.4. Consecuencias bioldgicas de la modificacion oxidativa de proteinas

La oxidacién de proteinas genera una alteracion en la composicion quimica de la
misma que puede tener una serie de consecuencias, como: cambios en su estructura
(cambios conformacionales, alteracion en el plegamiento, fragmentacion, agregacion), en
su funcion (en general pérdida, pero ocasionalmente una ganancia de funcién) o en su
recambio (mayor o menor degradacion). La acumulacién de proteina modificadas
oxidativamente se ha asociado directamente al envejecimiento y a distintas patologias,
que incluyen enfermedades neurodegenerativas (ej: Alzheimer, Parkinson, esclerosis
lateral amiotrofica), sepsis, hipertension, dafio por isquemia-reperfusion, dafio renal,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica y artritis reumatoidea, entre
otras. Si bien es probable que en algunos casos esto sea simplemente una asociacion (es
decir, la oxidacion no es causante de la enfermedad sino una consecuencia de otros
procesos nocivos), el dafio oxidativo seria, en algunos casos, un factor contribuyente
[145,172].

La alteracion de la funcién proteica ha sido ampliamente estudiada, existiendo
numerosos ejemplos en los cuales la oxidacion de amino&cidos criticos del sitio activo
deriva en la inactivacién de enzimas. Si bien para muchos de estos ejemplos no existe
informacion detallada sobre los mecanismos moleculares que conectan la oxidacién con
la pérdida de actividad, hay algunos casos especificos donde esta correlacion se ha
logrado establecer in vitro, existiendo ademas evidencias de su ocurrencia in vivo. Un
ejemplo es el de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), cuya actividad se
ve notablemente afectada por la oxidacion de un residuo de Cys del sitio activo (Cys152
en la GAPDH humana) que participa en la catélisis, algo que se ha probado in vitro
[173,174] y ha sido observado en muestras bioldgicas [175-177]. Otro ejemplo es el de la
SOD dependiente de manganeso (MnSOD) humana, cuya inactivacion por ONOO" ocurre
por la nitracién de un residuo de Tyr cercano al sitio activo, Tyr34, tanto in vitro como in
vivo [178,179]. Las restricciones estéricas impuestas por el grupo -NO2, junto con la
disociacién del grupo -OH a la forma fenolato de la Tyr34 que se ve favorecida por la
nitracion y genera repulsion electrostatica, en conjunto, crean una barrera energética
elevada para la entrada del O>™ al sitio activo (Figura 2.14) [180,181]. Si bien, para que
esta inactivacion por nitracion tuviese un impacto biolégico seria necesario que una
fraccion considerable de la MnSOD se hallase modificada en la Tyr34 (mas de un 10%
como minimo), existe evidencia de que esto estaria sucediendo en distintos estados
patoldgicos [179,182-184].

Aunque considerablemente menos frecuente, hay ciertos casos en los que la
modificacion oxidativa de las proteinas conlleva una ganancia de funcion en lugar de una
pérdida. Esto permitiria que una cierta modificacion, aunque sea en rendimientos bajos,
tenga un efecto biolodgico significativo. Un ejemplo muy representativo de esto es el caso
del citocromo ¢ (Cyt c¢), que experimenta un incremento de su actividad peroxidasa por
modificaciones oxidativas, como la nitracion de la Tyr74 [185,186] o la oxidacion de la
Met80 [187], capaces de desplazar a la Met80 de la sexta posicion de coordinacion del
hemo.

En general, las modificaciones oxidativas de proteinas dan lugar a proteoformas
menos termoestables que se caracterizan por la exposicion de aminoacidos hidrofébicos
en su superficie y cambios en el plegamiento. Esto, ademas de impactar sobre la actividad,

33



puede conducir a la agregacion de las proteinas oxidadas, algo que en el contexto del dafio
oxidativo también se ve favorecido por la formacién de entrecruzamientos covalentes. La
agregacion inducida por el dafio oxidativo es una de las principales areas de estudio en el
campo, debido principalmente a su vinculo con diversas patologias y con el
envejecimiento. [172]. Si bien existe una vasta evidencia en la literatura conectando
oxidacion de proteinas con su agregacion, son menos los ejemplos en los cuales se
lograron establecer los mecanismos implicados con claridad. Uno de ellos es el de la SOD
dependiente de cobre y zinc (Cu,Zn-SOD) humana, para la que se demostré que la
modificacion oxidativa del residuo de Trp32 era capaz de inducir la agregacion no-
amiloide de la proteina [188]. Similarmente, se observd que la oxidacion del residuo de
Met46 promovia la agregacion de la GAPDH humana al generar perturbaciones en la
estructura nativa de la enzima [189]. En otros casos, como el de la proteina supresora de
tumores p16'"N¥*A  la modificacion oxidativa (en este caso, formacion de un dimero
disulfuro) ocasiona rearreglos estructurales drasticos, que derivan en la agregacion de la
proteina en forma de fibras amiloides [190].

Figura 2.14. Inactivacién de la MnSOD por nitracién de la tirosina 34. La imagen representa una vista
esquematica del canal de acceso del O, al sitio activo de la MnSOD, donde se ubica el &tomo de manganeso
(Mn®) vy el residuo de tirosina 34 (Tyr34). La superficie de la enzima se muestra en amarillo. En
condiciones normales, el O," puede acceder al Mn®* en el sitio activo a través del canal de acceso
(izquierda). Cuando la Tyr34 se encuentra nitrada a NO.Tyr34, el grupo -NO- bloguea el acceso al canal
(derecha), al tiempo que también favorece la ionizacién del -OH fendlico a pH fisioldgico (no mostrado).
Ambos factores impiden la entrada del O, al sitio activo debido a restricciones estéricas y repulsion
electrostatica. Imagen adaptada de [122].

Las proteinas oxidadas tienden a acumularse a nivel celular si no logran ser
degradadas de manera efectiva; para evitar esto, las células cuentan con sistemas
proteoliticos para llevar a cabo la degradacion de proteinas modificadas oxidativamente
[172]. Desde comienzos de la década de 1980, varios grupos han estudiado la relacion
entre la oxidacion de una proteina y su susceptibilidad a la degradacién proteolitica. Para
la mayoria de las proteinas, la oxidacion suave o moderada estimula la degradacion por
parte de los sistemas proteoliticos intracelulares, mientras que el dafio oxidativo severo
tiende a causar una disminucién en la susceptibilidad a la protedlisis, debido
principalmente a la agregacion y los entrecruzamientos [191-194]. Esta degradacion
selectiva de proteinas oxidadas es llevada a cabo a nivel intracelular principalmente por
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el proteasoma 20S, el cual es capaz de detectar modificaciones estructurales en las
proteinas oxidadas y promover su degradacion [195-199]. Asi, los cambios
conformacionales que suceden a causa de la oxidacion de las proteinas llevan a la
exposicion de residuos hidrofobicos, capaces de ser reconocidos por el proteasoma 20S.
Tras esto, la proteina podrd ser internalizada y degradada de manera ubiquitina-
independiente, evitando la acumulacion de productos de oxidacion no funcionales y que
podrian eventualmente formar agregados proteicos resistentes a la degradacion [200].
Ademas del proteasoma 20S, otro sistema que tendria una relevancia destacada en el
control de los niveles de proteinas oxidadas a nivel mitocondrial es la proteasa ATP-
dependiente Lon, responsable principal del control de calidad y degradacion de las
proteinas en la mitocondria [172,201].

La degradacion de proteinas modificadas oxidativamente constituye un mecanismo
de defensa importante en el control de los niveles de proteinas oxidadas, especialmente
para aquellas proteinas que han sufrido modificaciones irreversibles (ej: carbonilos,
oxidacion de Trp, Tyr, etc.). Sin embargo, gran parte de las modificaciones que
experimentan los residuos de Cys y Met, los mas susceptibles al dafio oxidativo, pueden
ser reparadas por sistemas enzimaticos celulares. Puntualmente, la oxidacion de Cys a
formas -SOH y -S-S- pueden revertirse mediante los sistemas tiorredoxina/tiorredoxina
reductasa y glutarredoxina/glutation/glutation reductasa, a partir del poder reductor del
NADPH. Por su parte, las modificaciones de Cys a &cido sulfinico pueden ser reparadas
mediante la participacion también de las enzimas sulfirredoxinas, enzimas que podrian
también participar en la reparacion de las Cys modificadas por S-nitrosilacion. En el caso
de la oxidacion de Met a su forma sulféxido, tanto en proteinas como en forma libre, la
accion de las metionina sulfoxido reductasas A 'y B se encarga de revertir la modificacion,
utilizando también electrones que provienen del NADPH a traves del sistema
tiorredoxina/tiorredoxina reductasa [172,202].

2.6.5. Inactivacion oxidativa de la glutamina sintetasa

Como se menciond previamente, en ciertos estudios, se observo que la disminucién
en la actividad GS en pacientes con Alzheimer se acompafiaba de un mayor grado de
oxidacion de la proteina, sugiriendo una relacion causal entre ambos fendmenos. En ese
sentido, diversos trabajos han estudiado la inactivacion in vitro de la GS de distintos
organismos por modificaciones postraduccionales oxidativas, en particular, por nitracién
de residuos de Tyr. Inicialmente, estudios con la GS de Escherichia coli evidenciaron que
la nitracién de residuos de Tyr por exposicion de a tetranitrometano se acompafiaba de
alteraciones funcionales en la GS [203]; esto mismo fue observado posteriormente luego
del tratamiento de la enzima con ONOQO™ [204]. Estudios con GS de eucariotas, ademas,
demostraron también que la exposicion de la GS de mamifero [205,206] o la isoforma
GSla de planta [40] a ONOO" causaba una pérdida de actividad enzimatica junto con la
nitracion de residuos de Tyr. Puntualmente, para la GS ovina, se identificé como blanco
de nitracion al residuo de Tyr336, que participa en la union a ATP/ADP, sugiriéndose
gue esto mediaba la inactivacion [206]; simulaciones por dinamica molecular apoyaron
esta hipdtesis [207]. Para el caso de la GSla de la planta Medicago truncatula, sin
embargo, se propuso que la nitracion del residuo de Tyr167 (correspondiente ala Tyrl71
de la GS humana) era responsable de la inactivacion, segun resultaba de estudios por
mutagénesis sitio dirigida. Ademas, otra isoforma del mismo organismo, GS2a, resultd
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también inactivada por ONOQO", pero aparentemente por un mecanismo que implicaba la
modificacion de residuos de Cys [40]. Sin embargo, en estos trabajos no se evalud en
detalle el proceso de inactivacion oxidativa; por ejemplo, no se estudiaron en buena
medida otras modificaciones oxidativas tipicamente ocasionadas por el ONOO" (ej:
oxidacion de Cys, formacién de DiTyr), asi como tampoco se logré un mapeo peptidico
por espectrometria de masa (MS) mas profundo de los residuos modificados. Teniendo
esto en consideracion, no puede descartarse la posibilidad de que sean otras las
modificaciones que estén detrds de la pérdida de actividad enzimatica, algo que resulta
por demas necesario de considerar dado que existen reportes de inactivacion de la GS por
exposicion a otros oxidantes que no tienen la capacidad de nitrar [208-211].

Ademas de estas caracterizaciones parciales realizadas in vitro, existen diversos
estudios en los que se detectd la modificacion oxidativa de la GS en muestras biologicas,
siendo frecuentemente la nitracion una modificacion hallada. A nivel hepatico, se logré
encontrar a la GS nitrada luego de la administracion intraperitoneal de LPS a ratas,
condicion en la cual se registré también una disminucién en su actividad [206]. En un
modelo murino de esclerosis lateral amiotréfica (ALS, por sus siglas en inglés), la GS fue
identificada nitrada en fracciones insolubles de médula espinal; ademas, la cantidad de
GS presente en estas fracciones era considerablemente mayor para los ratones ALS
respecto a los ratones control, lo que podria indicar una predisposicion de la GS a agregar
en dicho contexto patologico [212]. También se encontrdé GS nitrada en corteza cerebral
de rata luego de la exposicion de los animales a condiciones de hipoxia-reoxigenacion
[213]. Por su parte, en sistemas celulares, se observd que la GS resulta nitrada luego del
tratamiento de astrocitos primarios de rata con citoquinas proinflamatorias (TNF-a, INF-
v) [214] o con NH4" [215], donde su actividad también result6 afectada. Finalmente,
numerosos estudios adicionales reportaron la presencia de niveles elevados de GS
oxidada (por formacion de carbonilos) en pacientes humanos [216] o modelos animales
de enfermedad de Alzheimer [217], en cerebros de pacientes con deterioro cognitivo leve
[218] e incluso en cerebros de rata a las cuales se les inyecto péptido 3-amiloide por via
intracerebral [219]. Esta evidencia indica que en determinadas condiciones
fisiopatoldgicas, tipicamente asociadas a estrés oxidativo (inflamacion, isquemia-
reperfusion, enfermedades neurodegenerativas, etc), la GS, tanto a nivel hepatico como
del SNC, resulta nitrada y oxidada, lo que mediaria la pérdida de actividad enzimatica y
podria generar consecuencias como hiperamonemia o excitotoxicidad glutamatérgica.
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3. Hipotesis de trabajo

La evidencia existente indica que existe una pérdida de funcién de la GS en
enfermedades neurodegenerativas y durante el envejecimiento; si bien se desconoce las
bases moleculares de esta perdida, se la ha asociado a la elevada produccion de oxidantes
asociada a estos estados. En ese sentido, nuestra hipotesis de trabajo postula que la
modificacion oxidativa postraduccional de aminoacidos de la proteina podria ocasionar
cambios a nivel de la estructura y funcién de la proteina, lo que explicaria las
observaciones mencionadas. Ademas, se plantea que esta pérdida de actividad enzimatica
ocurriria no a través de la modificacion de un unico residuo critico, sino a través de la
oxidacion de varios sitios de la proteina.

4. Objetivos

Obijetivo general

Elucidar los mecanismos moleculares de inactivacion oxidativa de la glutamina
sintetasa humana (HsGS) desde un enfoque bioquimico detallado, incluyendo
herramientas analiticas, proteémicas y de biologia estructural, a efectos de entender el
proceso mediante el cual esta enzima resulta afectada en sistemas bioldgicos en
condiciones de estres nitro-oxidativo.

Obijetivos especificos

1) Caracterizar la inactivacion oxidativa de la HsGS recombinante por peroxinitrito in
vitro, analizado desde un punto de vista cuantitativo y semi-cuantitativo los
aminoacidos que resultan modificados

2) ldentificar y analizar la formacién de entrecruzamientos covalentes entre subunidades
de HsGS como parte del dafio oxidativo

3) Estudiar los procesos de agregacién proteica de la HsGS inducidos por
modificaciones oxidativas
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5. Materiales y metodos

5.1. Reactivos

Todos los reactivos y soluciones fueron obtenidos en Sigma-Aldrich (Merck) a
menos que se indique lo contrario. El plasmido pNIC28-Bsa4 conteniendo la secuencia
correspondiente a los aminoacidos 5-365 de la HSGS y un péptido N-terminal de 22
aminoéacidos, conteniendo un tag de 6 His y un sitio de reconocimiento para la proteasa
TEV (ID de la construccion GLULA-c004), fue provisto por el Structural Genomics
Consortium (SGC) [49]. Las variantes mutantes Tyr—Phe de la HsGS fueron generados
por mutagénesis sitio dirigida a partir del plasmido GLULA-c004 por la empresa de
biotecnologia GenScript. EI ONOO" fue sintetizado a partir de nitrito de sodio (NaNO>)
y H20, (Mallinckrodt Chemicals) en medio acido, seguida de la inmediata alcalinizacién
con hidroxido de sodio (NaOH) concentrado, como fue descrito previamente [220,221].
Los stocks de ONOO" fueron almacenados en NaOH concentrado a — 80°C,
determinandose su concentracion antes de su uso mediante medidas de absorbancia a 302
nm (e = 1670 Mcm) [222].

5.2. Expresion de HsGS

Células BL21 (DE3) star de Escherichia coli fueron transformadas con el plasmido
pPNIC28-Bsa4 a través de la técnica de shock térmico [223,224]. Las células
transformadas fueron seleccionadas mediante su cultivo en placas conteniendo medio
Luria-Bertani (LB)-agar suplementadas con 50 pg/mL de kanamicina (AppliChem).
Luego, se inocularon pre-cultivos de medio LB (25 mL) conteniendo 100 pg/mL de
kanamicina con colonias de bacterias transformadas y los mismos fueron incubados
overnight a 37°C bajo agitacion (220 rpm) en una incubadora MaxQ 6000 (Thermo
Scientific). A continuacion, los pre-cultivos fueron transferidos a 1 L de medio de cultivo
Terrific Broth (TB) conteniendo 100 pug/mL de kanamicina e incubados a 37°C bajo
agitacion hasta alcanzar una densidad Optica de 2 (aproximadamente 4 hs). La expresion
de la HsSGS en dichos cultivos se indujo posteriormente mediante el agregado de
isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG, bioWORLD) 0,5 mM e incubando overnight a 18°C.
Tras esto, las células fueron recolectadas (centrifugacion a 4500 g, 15 min) a 4°C y los
pellets se resuspendieron en buffer A, compuesto por fosfato de sodio (NaPi) 50 mM pH
7,5 conteniendo cloruro de sodio (NaCl) 0,5 M, tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato
(TCEP) 0,5 mM vy glicerol 10% (v/v), suplementado en este caso también con imidazol
10 mM vy fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Las suspensiones celulares asi
obtenidas fueron luego lisadas por sonicacion (Branson Sonifier 450) y clarificadas por
centrifugacion (40 min, 15000 g, 4°C); los sobrenadantes se recolectaron y fueron
empleados para la purificacion de la HsGS.

5.3. Purificacion de HsGS

Los sobrenadantes de los lisados celulares fueron filtrados (filtros de acetato de
celulosa de 0,2 pm) y luego pasados a través de una columna HisTrap™ HP (GE
Healthcare) de 5 mL cargada con sulfato de niquel (NiSO4) previamente equilibrada con
buffer A conteniendo imidazol 10 mM. A continuacion, la columna fue lavada
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sucesivamente con soluciones de buffer A conteniendo: imidazol 10 mM (50 mL),
imidazol 25 mM (50 mL), imidazol 50 mM (40 mL) e imidazol 100 mM (25 mL). Durante
todo el proceso se colectaron alicuotas (lisado celular, fraccién no unida y lavados
sucesivos con imidazol) para realizar el seguimiento del proceso de purificacion.
Finalmente, la HsGS recombinante fue eluida mediante el pasaje por la columna de buffer
A conteniendo imidazol 500 mM; durante el proceso de elucién, se tomaron alicuotas de
1 mL y la concentracion de proteinas de cada una de ellas fue estimada a través de su
absorbancia a 280 nm. Aquellas alicuotas con una absorbancia a 280 nm mayor a 0,5
fueron sometidas a un procedimiento de cambio de buffer a una solucion de buffer B
(hepes 30 mM pH 7,5 conteniendo NaCl 0,3 M, TCEP 2 mM vy glicerol 10%) utilizando
una columna HiTrap™ desalting (GE Healthcare) conectada a un equipo AKTA start
(Cytiva). Las muestras de HsGS asi obtenidas en buffer B fueron concentradas en
conjunto utilizando filtros de centrifugacion Amicon Ultra (Merck Millipore) con un
corte de 100 kDa y por ultimo almacenadas a -80°C en alicuotas de 200 pL (concentracién
final ~ 10 mg/mL).

5.4. Medidas de actividad HsGS

La actividad GS fue determinada a través del ensayo de la reaccion y-
glutamiltransferasa, que se basa en la sintesis de y-glutamilhidroxamato (GInNHOH) a
partir de GIn e hidroxilamina (NH2OH) catalizada por la GS en presencia de Mn?",
arsenato de sodio (Na2zHAsO4) y ADP, como se describio previamente [206,225]:

_ ADP, Mn%, HAsO4> -
L-glutamina + NH.OH » y-glutamilhidroxamato + NH3
GS

Tipicamente, el ensayo fue realizado como sigue: se incubd HsGS (concentracién 10
nM de decdmero) durante 15 minutos a 37°C con L-glutamina 60 mM, NH20H 30 mM,
NazHAsO4 20 mM, ADP 0,4 mM y MnClz 1,5 mM en buffer imidazol 60 mM pH 6,8
(volumen final total de 250 pL). Para facilitar la realizacion de los ensayos, se prepararon
previo a la realizacién de las reacciones mezclas de los sustratos con una concentracion
10/9X de forma de agregar 225 pL de dicha mezcla a cada tubo y completando el restante
volumen (25 pL) con la cantidad de enzima a usar y H2O. La reaccion fue terminada
mediante el agregado de un volumen equivalente de solucion de terminacion/revelado,
que consistio en cloruro férrico (FeCls) 0,37 M y &cido tricloroacético (TCA) 0,2 M en
acido clorhidrico (HCI) 0,67 M. La cantidad de producto (GInNNHOH) formada fue
determinada espectrofotométricamente a 500 nm (absorbancia correspondiente al
complejo [Fe**-GINNHOH]) en un lector de placas de 96 pocillos (Varioskan Flash,
Thermo Scientific) y su concentracién calculada a través de una curva de calibracion
elaborada con GINNHOH puro. Las condiciones ideales para la realizacion del ensayo
descritas (tiempo de incubacion, concentracion de enzima) fueron puestas a punto
mediante la realizacién de cursos temporales de formacion de producto, para garantizar
las condiciones de velocidad inicial dado que se trata de un ensayo a punto final.

De manera complementaria, para verificar la identidad y estado de la proteina
purificada, se realizaron medidas de la actividad biosintética de la GS (Ec. 2),
determinando la cantidad de fosfato inorganico liberado luego de la incubacion de HsGS

39



con sus sustratos fisiologicos, como fuera reportado previamente [226]. En este caso, se
incubaron distintas concentraciones de HsSGS (10-200 nM decamero) durante 10-30
minutos a 37°C en un volumen final de 100 pL con L-glutamato 50 mM, cloruro de
amonio (NH4CI) 40 mM, ATP 10 mM y MnCl2 5 mM en buffer imidazol 100 mM pH
6,8. Para finalizar la reaccién a los tiempos indicados, se tomaron 50 pL de la mezcla de
reaccion y se mezclaron con 150 pL de la solucion de terminacion/revelado (mezcla 1:2
de molibdato de amonio y &cido ascérbico en HCI) en una placa de 96 pocillos. Luego de
5 minutos de incubacion para el desarrollo de color en los pocillos, se agregaron 150 pL
de una solucién de 2% citrato de sodio tribasico y 2% &cido acético para detener el
desarrollo de color. Finalmente, luego de dejar equilibrar por 15 minutos, se cuantificé el
fosfato liberado por la reaccién a través de la deteccion del complejo fosfomolibdato
reducido (azul de molibdeno) generado mediante medidas de absorbancia a 655 nm,
utilizando una curva de calibracion elaborada con fosfato de potasio dibasico (K2HPOs).

Finalmente, para la realizacion de ciertos controles, la actividad fue determinada por
un tercer ensayo que combina ciertas caracteristicas de los anteriores [227]. Dicho ensayo
es una variacion de la reaccion fisioldgica de la GS (Ec. 2) en la cual se sustituye el NH3
por NH20H, lo que lleva a que se genere como producto GInNNHOH, el cual puede ser
cuantificado espectrofotométricamente a 500 nm al formar un complejo de coordinacion
con Fe*, como se menciono antes:

L-glutamato + NH.OH + ATP +22> y-glutamihidroxamato + ADP + Pi

En este caso, el ensayo se llevé a cabo incubando HsGS (10-200 nM decamero) por
10-30 minutos a 37°C con Glu 50 mM, NH20OH 125 mM, 10 mM ATP y 5 mM MnCl; en
buffer imidazol 100 mM pH 6,8 (volumen final de 250 pL). Luego de transcurrido el
tiempo de la reaccion, la misma fue terminada utilizando la solucion de terminacion
descrita anteriormente (FeCl3 0,37 My TCA 0,2 M en HCI 0,67 M) y el producto formado
fue determinado a 500 nm.

5.5. Exposicion de HsGS a ONOO" y otros oxidantes

Antes de realizar las reacciones de oxidacion, las alicuotas de HsGS a utilizar
(almacenadas en buffer B a -80°C) fueron incubadas con 1,4-ditiotreitol (DTT) 10 mM
durante 30 minutos en hielo y luego desaladas a través de una columna HiTrap™
desalting a un buffer fosfato de potasio (KPi) 100 mM pH 7,3 conteniendo cloruro de
potasio (KCI) 0,1 M y &cido dietilentriaminopentaacético (DTPA) 0,1 mM. Este
procedimiento permitié reducir eventuales oxidaciones reducibles que se pudieran haber
originado durante los pasos previos y obtener la HsGS pura en un buffer adecuado para
realizar las reacciones. Luego de realizado el cambio de buffer, la concentracion de
proteina fue determinada utilizando el ensayo del &cido bicinconinico (BCA, Sigma)
[228]. Tipicamente, la exposicion de la HsSGS a ONOO" fue realizada en muestras de 200
pL conteniendo 0,2 mg/mL de HsGS (4,62 UM concentracion de mondmero) en buffer
KPi 100 mM pH 7,3 conteniendo 0,1 M KCl y 0,1 mM DTPA. Diferentes concentraciones
de ONOO" fueron agregadas en un volumen de 5 pL a temperatura ambiente (bajo
agitacion en vortex) y luego de una incubacion de 5 minutos se tomaron alicuotas para
llevar a cabo los distintos analisis. Luego de la adicion del ONOO", se determind el pH
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de las muestras para verificar que los cambios fueran minimos (< 0,1 unidades de pH).
Como un control adicional en estos experimentos, con la finalidad de validar que los
efectos observados fueran debidos al ONOO™ en si mismo y no debido a sus productos de
descomposicion (principalmente NO3") o cantidades remanentes de los precursores de su
sintesis (NO2" y H20>) se realizé la adicion reversa (AR) del ONOO'". Este control se llevo
adelante permitiendo que el ONOO" se descomponga en buffer KPi previo al agregado de
la HsGS a las muestras de reaccidn (es decir, se prepararon los tubos agregando el buffer,
luego el ONOO" y tras incubar 5 minutos a temperatura ambiente, se agrego la proteina).
En algunos experimentos, con la finalidad de inhibir las reacciones de oxidacion por
especies radicalares, se agregd desferrioxamina (DF) 1 mM a las muestras de reaccion
previo al agregado del ONOO". Para evaluar el efecto el CO, en las reacciones de
oxidacion mediadas por ONOO:, las reacciones fueron realizadas como se describid
previamente, pero en buffer KPi 100 mM pH 7,3 conteniendo 0,1 M KCI, 0,1 mM DTPA
y 25 mM bicarbonato de sodio (NaHCO3). Para estudiar la dependencia de las reacciones
con el pH, la HsGS fue desalada previo a realizar las reacciones a 0,1 M KCI y luego
expuesta a 500 UM ONOO" en buffers KPi 100 mM de valores de pH en el rango 6,1-8,3
conteniendo 0,1 M KCl y 0,1 mM DTPA.

La oxidacion de la proteina por H20> se realizé incubando HsGS a concentracion 0,2
mg/mL con distintas concentraciones de H202 en buffer KPi 100 mM pH 7,3 conteniendo
0,1 M KCly0,1 mM DTPA por 1 hora a 37°C; las reacciones fueron terminadas mediante
el agregado de 10 nM catalasa (Fluka BioChemika) y se tomaron distintas alicuotas para
los andlisis posteriores. Por otra parte, la oxidacion de la proteina por radicales peroxilo
implico la incubacion en condiciones similares de HsGS con el dador termolébil de ROO*
2,2’-azobis (2-amidinopropano) dihidrocloruro (ABAP, Wako) en una concentracion 10
mM a 37°C durante 120 minutos (flujo de radicales peroxilo de 0,3 puM/min [161]),
toméandose alicuotas a diferentes tiempos para el anélisis. Finalmente, la oxidacién por
diamida fue realizada mediante la exposiciéon de HsGS 0,2 mg/mL a diferentes
concentraciones de diamida (25-1000 uM) en buffer KPi 100 mM pH 7,3 conteniendo
0,1 M KCl y 0,1 mM DTPA a 37°C durante 1 hora.

5.6. Andlisis por SDS-PAGE, western- y dot-blot

La caracterizacion electroforética de las muestras de HsGS expuestas a ONOO" y
otros oxidantes se realizé utilizando geles SDS-PAGE 10% en ausencia o presencia de p-
mercaptoetanol (B-ME); las proteinas fueron tefiidas utilizando azul Coomassie. Para los
analisis por western-blot, se transfirieron las muestras separadas por SDS-PAGE a una
membrana de nitrocelulosa (Odyssey, Li-Cor Biosciences) utilizando un equipo de
electrotransferencia semi-seca Hoefer TE 70 (Amersham Biosciences). Luego de esto, la
membrana fue bloqueada con leche 5% en PBS por 1 hora a temperatura ambiente, lavada
con PBS conteniendo Tween 0,1% Yy posteriormente incubada con anticuerpos
monoclonales anti-NO,Tyr (Invitrogen, numero de clona HM11, dilucion 1/1000) o
anticuerpos monoclonales anti-DiTyr (JalCA, numero de clona 1C3, dilucion 1/1000).
Tras esto, la membrana fue lavada nuevamente e incubada con anticuerpos policlonales
anti-GS (Abcam, 1/2000). Finalmente, y tras otro ciclo de lavado, se agregaron
anticuerpos secundarios anti-mouse y anti-rabbit conjugados con sondas de emisién
IR680 e IR800 (Li-Cor Biosciences) y la membrana fue revelada en un scanner de
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fluorescencia Odyssey Li-Cor. Complementariamente, los analisis por dot-blot fueron
realizados de manera anéaloga luego de la adicion directa de 2,5 puL de cada muestra en
una membrana de nitrocelulosa; luego de revelar la imagen, las sefiales fueron
cuantificadas por densitometria y las intensidades de las sefiales correspondientes a
NO>Tyr y DiTyr fueron normalizadas a su correspondiente sefial de inmunoreactividad
anti-GS (relaciones de intensidad NO>Tyr/GS o DiTyr/GS) y expresadas como relativas
al control sin tratar. Todas las adquisiciones y procesamiento de las imégenes fueron
realizadas utilizando el software Image Studio (Li-Cor).

5.7. Cuantificacion de tioles proteicos y NO2Tyr por espectrofotometria

La concentracion de -SH en las muestras de HsGS fue determinada por medidas de
espectrofotometria mediante reaccion con 5,5’-ditiobis-(&cido 2-nitrobenzoico) (DTNB).
Para esto, la HsGS expuesta a oxidantes fue precipitada mediante el agregado de 5
volumenes de acetona fria e incubacion por 20 minutos a -20°C. Luego de centrifugar las
muestras (18000 g, 30 minutos, 4°C), los pellets fueron disueltos en cloruro de guanidinio
6 M preparado en buffer tris 20 mM pH 7,2 y se agregd a continuacion DTNB 1 mM a
partir de un stock 20 mM preparado en etanol. Tras una incubacion de 30 minutos a
temperatura ambiente (en oscuridad), los niveles de -SH fueron cuantificados a traves de
medidas de absorbancia a 412 nm (¢ = 13880 MZcm™) [229]. Las concentraciones
absolutas de NO>Tyr fueron determinadas para ciertas condiciones experimentales
siguiendo un procedimiento similar. Brevemente, tras el tratamiento de la HsGS con
ONOQO:, la proteina fue precipitada y redisuelta en un volumen de cloruro de guanidinio
correspondiente a un 20% del volumen original (para concentrar las muestras en un factor
de 5). Una vez disueltos los pellets, el pH de las muestras fue ajustado a 10 utilizando
NaOH y el contenido de NO2Tyr fue determinado a 430 nm (e = 4100 M-tcm™)[230].

5.8. Cuantificacion de aminoacidos en hidrolizados totales de HsGS por
cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC)

El contenido aminoacidico de HsGS nativa y tratada por ONOO" fue determinado a
través de la hidrdlisis total de la proteina con acido metanosulfénico (MSA) seguido de
la separacion y cuantificacion por UHPLC de los aminoacidos resultantes marcados,
como fuera reportado previamente [144,231]. Para esto, las muestras de HsGS tratadas
(200 pg en viales de hidrolisis de vidrio) fueron precipitadas con TCA 10%, los pellets
lavados dos veces con acetona fria y resuspendidos en MSA 4 M conteniendo triptamina
0,2% (w/v). A continuacién, los viales fueron colocados en tubos de hidroélisis Pico-Tag,
se removio el oxigeno mediante la aplicacion de 3 ciclos de vacio/N2 y se los incubd bajo
vacio overnight a 110°C. Tras la incubacién, las muestras se dejaron enfriar, se
neutralizaron con NaOH, fueron filtradas a través de filtros de 0,2 um Pall Nanosep y se
diluyeron 10 y 100 veces con H2O. El analisis de los aminoacidos fue finalmente llevado
a cabo en un sistema de UHPLC Shimadzu Nexera realizando la derivatizacion pre-
columna de los amino&cidos con la sonda fluorescente o-ftalaldialdehido (OPA) y la
separacion de los aminoacidos en una columna de fase reversa C18 (Phenomenex Kinetex
2.6 um EVO 150 x 3 mm, 40°C), con la deteccion fluorescente de los aminoacidos
marcados usando Aex 340 nm y Aem 440 nm [231]. Para la identificacion y cuantificacion
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de los picos, se utilizd una mezcla comercial de estandares de aminoacidos (Sigma). La
concentracion de cada aminodcido fue corregida por los distintos pasos de dilucion para
obtener los valores de concentracion presentes en los tubos de reaccion.

5.9. ldentificacion de las modificaciones nitro-oxidativas en la HsGS por
espectrometria de masa

Para identificar los residuos de la HsGS que resultan modificados por ONOO", se
utilizaron diferentes aproximaciones experimentales basadas en espectrometria de masa
que permitieron la obtencién de informacién complementaria y semi-cuantitativa.

5.9.1. Identificacién de péptidos conteniendo NO>Tyr por HPLC-MS/MS en equipo
QTRAP 4500

La identificacion especifica de los residuos de Tyr que resultan nitrados en la HsGS
tras su exposicién a ONOO" fue realizada empleando un espectrometro de masas de tipo
triple cuadrupolo con trampa lineal de iones QTRAP 4500 (ABSciex) acoplado a un
sistema de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) Infinity 1260 (Agilent). Esta
aproximacion se basé en la deteccion del ion imonio derivado de los residuos de NO2Tyr
(m/z 181) y la posterior fragmentacion de los iones precursores, como se describid
previamente [232,233]. Para este andlisis, se realizé la digestion de 40 pg de HsGS tratada
con ONOO" incubandola con tripsina (Sigma) a 37°C overnight siguiendo protocolos
estandar para la digestion de proteinas en solucion, que incluyen la reduccion (con DTT)
y alquilacién (con iodoacetamida, IAA) de los residuos de Cys [234]. Luego de realizada
la digestion, la mezcla de péptidos resultante fue liofilizada, disuelta en H20 nanopura
para alcanzar una concentracion final correspondiente a 9,24 UM y sometida a analisis
por HPLC-MS/MS. La separacion de los péptidos por cromatografia fue realizada en una
columna GRACE Vydac 218TP C18, 5 , 2,1 x 150 mm a 25°C, con un flujo de 250
pL/min (volumen de inyeccion muestra = 5 pL); la fase movil A fue &cido férmico 0,1%
en H20 y la fase B acido formico 0,1% en acetonitrilo y el gradiente empleado fue el
siguiente: 0-5 min, 2% B; 5-95 min, 2-45% B; 95-100 min, 45% B; 30 min re-equilibrado
con 2% B. Los datos adquiridos fueron analizados utilizando el servidor web Mascot
(Matrix Science) para la identificacion de la secuencia de los péptidos (MS/MS lons
Search) con los siguientes pardmetros: Database: SwissProt (AA)(Taxonomy - All
entries) + contaminants (AA); Enzyme: Trypsin, Allow up to 1 missed cleavages;
Variable modifications: Carbamidomethyl (C), Oxidation (M), Oxidation (HW), Nitro
(W), Nitro (Y); Peptide tolerance: 1.2 Da; MS/MS tolerance: 0.6 Da; Peptide charge: 1+,
2+, 3+.

5.9.2. Identificacién de sitios de modificacidon oxidativa y entrecruzamiento por nLC-
MS/MS en equipo Orbitrap Fusion

Un analisis méas profundo por MS/MS de la caracterizacion de las modificaciones
oxidativas de la HsGS fue realizado a través de un escaneo completo y espectrometria de
masa en tandem data-dependiente en un analizador de masa Orbitrap, de acuerdo al
procedimiento descrito por Mariotti et al [235]. Dicho protocolo conllevo la realizacion
de la digestion con tripsina de las muestras de HsGS tratadas con ONOO" en soluciones
de H2'®0 y H»*0, para permitir la identificacion de los entrecruzamientos covalentes no
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reducibles que pudieran formarse durante los eventos oxidativos [231,235]. Brevemente,
luego de su tratamiento con ONOO", las muestras de HsGS (20 ug) fueron secadas en
vacio en un equipo Speedvac (Thermo Scientific) y posteriormente redisueltas en 20 pL
de urea 8 M en Tris-HCI 50 mM pH 8,0; a continuacion fueron reducidas con DTT y
alquiladas con IAA. Tras esto, las muestras de proteina alquilada fueron divididas en dos
fracciones para realizar la digestion con tripsina en soluciones de bicarbonato de amonio
(NHsHCO3) preparadas tanto en Ho'®0 como en H280; ambas digestiones fueron
realizadas agregando tripsina (Promega) en una relacion 50:1 (proteina:tripsina) e
incubando a 37°C overnight (muestras en H2'%0) o por 24 hs (muestras en H2'20). Los
péptidos resultantes luego de la digestion fueron sometidos a extraccion en fase sélida
empleando discos de fase reversa C18 empaquetados en tips de pipeta (StageTip) como
se describio previamente [235-237]. Luego de que los péptidos fueron eluidos, se los seco
en Speedvac y finalmente se los resuspendio en 10 puL de H2'®0 y H2'®, respectivamente.
Finalmente, los péptidos fueron mezclados en una relaciéon 1:1 inmediatamente antes de
su separacion y analisis en un equipo de nano-cromatografia EASY-nLC 1000 acoplado
a un espectrometro de masas Orbitrap Fusion (Thermo Scientific). La separacion fue
realizada en una columna EASY -Spray (Pepmap Thermo Fisher Scientific; 3 um, C18 15
X 75 um) a un flujo de 250 nL/min y un gradiente de solventes A (acido formico 0,1%) y
B (acetonitrilo 80% y acido férmico 0,1%). La adquisicidn de datos en el equipo Orbitrap
Fusion fue realizada utilizando tres métodos complementarios para lograr tanto la
identificacion de las modificaciones oxidativas de aminoacidos como la de los sitios de
entrecruzamiento, como se detalla en la referencia [235].

Para la identificacion de los péptidos no entrecruzados tanto en su forma nativa como
modificada, los datos crudos (.raw) obtenidos mediante el método de adquisicion
universal por nLC-MS/MS fueron analizados utilizando el software MaxQuant 1.6.1.0
[238]. Los parametros de busqueda empleados fueron los siguientes: First search peptide
tolerance: 20 ppm; Main search peptide tolerance: 4.5 ppm; Digestion: Trypsin/P with 2
Max. missed cleavages; Fixed modifications: Carbamidomethyl (C); Variable
modifications; Oxidation (M), Acetyl (Protein N-term), Nitration (Y, W), Oxidation (Y,
H); PSM FDR: 0.01, Protein FDR: 0.01; Database: recombinant HsGS fasta sequence,
contaminants included. Luego de realizado el analisis de identificacion, se estimo el grado
de modificacién de cada uno de los péptidos que fuera encontrado modificado
oxidativamente, los resultados obtenidos del andlisis en MaxQuant, junto con los datos
crudos, fueron reanalizados utilizando el software Skyline 4.1.0 [239]. A través de este
software se aplico un método de MS1-filtering que permitié identificar los picos de MS1
correspondientes a cada péptido identificado y realizar una cuantificacion relativa a partir
de las areas de dichos picos. A partir de estas areas, se estimd el porcentaje de
modificacion de cada sitio en los péptidos, determinando la relacion entre el area del
péptido modificado y la suma de las areas de todas las formas halladas (nativa y
modificada) para dicho péptido.

La identificacion de los sitios de entrecruzamiento en la HsGS expuesta a ONOO-
fue realizada a través de las aproximaciones descritas en la referencia [235], basandose
en la deteccién de las diferencias de masa de + 8 Da que se observan en los péptidos
entrecruzados debido al marcaje isotdpico con 80 durante la digestion en H2*0. Esta
identificacion fue realizada a partir de los datos adquiridos a través de métodos de MS/MS
dirigidos en el cual se seleccionaron los grupos de sefiales que presentaron diferencias de
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masa de 4, 6 y 8 Da, y una vez realizada la validacion manual de los espectros (ej:
confirmacion de la presencia de las diferencias de + 8 Da en los precursores), su
confirmacion por métodos dirigidos para la fragmentacion de dichos precursores. Se
utilizaron en este procedimiento de identificacion y validacion los softwares MassAl
(University of Southern Denmark) y Proteome Discoverer 2.0 (Thermo Fisher Scientific).
Para maximizar la capacidad de identificar los entrecruzamientos, cuyo rendimiento de
formacion suele ser bajo, ademas de realizarse el analisis de las muestras de digeridas en
solucién como se describié méas arriba, se realiz la digestion también de muestras
idénticas pero previamente separadas en una columna de gel filtracidbn Superose 6
Increase 10/300 GL (Cytiva). Dicho paso implicé el fraccionamiento de la HsGS tratada
con ONOO' en una fase movil NaPi 50 mM pH 7,4 con 150 mM NaCl conteniendo 0,1%
SDS, para separar las subunidades entrecruzadas de forma covalente (y no reducible) de
los monémeros no entrecruzados. Asi, la digestion de las fracciones de mayor peso
molecular que el mondémero permitio obtener muestras enriquecidas en los péptidos
entrecruzados para complementar el analisis e incrementar la posibilidad de su deteccion
por MS/MS.

5.9.3. Cuantificacion relativa de péptidos modificados por Multiple Reaction Monitoring
(MRM)

A partir de los datos de fragmentacién MS/MS obtenidos para los distintos péptidos
identificados mediante los métodos descritos anteriormente, se disefio un método dirigido
de Multiple Reaction Monitoring (MRM) para detectar especificamente los péptidos
nativos y modificados mas relevantes. Este método permitio realizar la estimacion
mediante otra aproximacion de los porcentajes de modificacién de cada péptido, en
diversas condiciones experimentales, utilizando el espectrdmetro de triple cuadrupolo
QTRAP 4500. La deteccion de cada péptido fue realizada mediante el seguimiento
simultaneo de tres transiciones distintas (Q1: ion precursor; Q3: tres iones y 0 b
seleccionados, los cuales presentaron sefiales intensas y preferentemente contenian los
residuos que sufren la oxidacién); las areas de los picos de los péptidos nativos y
modificados se obtuvieron mediante el software Analyst (Sciex) y las mismas fueron
utilizadas para la estimacién del porcentaje de modificacion de cada residuo. Las muestras
de HsGS utilizadas para este analisis fueron digeridas con tripsina siguiendo el
procedimiento descrito en el punto anterior (sin incluir H2!0), los péptidos extraidos
mediante el protocolo de StageTips, secados, resuspendidos en &cido férmico 0,1% y
separados en HPLC mediante idéntico procedimiento al descrito en el punto 5.9.1, para
ser finalmente analizados en el espectrometro acoplado usando el método de MRM
disefiado.

5.10. Estudios de agregacion de la HsGS

La agregacion de la HsGS inducida por la exposicion a oxidantes fue seguida a través
de medidas de turbidez en el tiempo como se describid previamente [189]. Tipicamente,
muestras de HsGS (0,2 mg/mL, 200 pL) expuestas a oxidantes (como se explicd
anteriormente) fueron seguidamente transferidas a una placa de 96 pocillos. Tras esto, las
muestras fueron cubiertas con 80 pL de aceite mineral y finalmente se realizaron medidas
de absorbancia a 405 nm cada 5 minutos durante 12 hs a 37°C utilizando un lector de
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placas Varioskan Flash (Thermo Scientific). Este procedimiento se repitio para la
realizacion de los estudios de agregacion de HsGS bajo distintas condiciones (ej: efecto
de reductores, CO, pH, etc). Para estudiar si la HsGS agregada era capaz de inducir la
agregacion de la proteina nativa no tratada, se tratd inicialmente HsGS con 500 pM
ONOO, se la dejo agregar a 37°C por 90 minutos y luego se mezclaron diferentes
cantidades de este material agregado (0, 5, 10 y 20 pg) con HsGS nativa (0,2 mg/mL, 200
pL); la agregacion de estas mezclas se estudio a continuacion siguiendo el método
anteriormente descrito.

5.11. Separacion de las fracciones insolubles y solubles de HsGS oxidada

La separacion de la HsGS agregada insoluble de la proteina soluble fue realizada
luego de la exposicion de HsGS (0,5 mg/mL) a 500 uM ONOO- en buffer KPi a
temperatura ambiente. Tras el tratamiento, las muestras fueron incubadas a 37°C por 30
minutos para permitir que ocurra la agregacion. Luego de esto, las muestras fueron
centrifugadas por 30 minutos a 18500 g (a 4°C) para remover el material insoluble.
Finalmente, los sobrenadantes fueron recolectados y la proteina remanente cuantificada
por el ensayo del BCA. La actividad especifica de la HsGS fue medida en los
sobrenadantes (fraccion soluble, 30 minutos) y comparada con la de las mezclas de
proteina soluble e insoluble inmediatamente (0 minutos) y 30 minutos luego de la
exposicion a ONOO". Para el analisis por HPLC-MS/MS-MRM, los pellets fueron
disueltos en urea 8 M preparada en buffer tris 50 mM pH 8,0 y digeridos con tripsina
como se describié mas arriba; por su parte, los sobrenadantes fueron en primer lugar
secados en Speedvac y luego sometidos a un procedimiento idéntico.

5.12. Estudios de desnaturalizacién térmica

La estabilidad de la HsGS fue estudiada siguiendo la fluorescencia del Trp (Aex 295
nm, Xem 335 nm) en un espectrofluorimetro Jasco. Brevemente, se incubd HsGS (0,2
mg/mL) en presencia o en ausencia de los ligandos MgCl> 20 mM, MnCl2 20 MM y ATP
10 mM, o luego de su exposicion a 50 uM ONOO", en un volumen final de 500 uL, y la
fluorescencia fue medida a lo largo del rango de temperaturas 15-65°C (con un
incremento de temperatura de 1,5°C/min). Los datos obtenidos fueron ajustados a una
ecuacion correspondiente a una curva de desnaturalizacion térmica considerando lineas
de base no lineales para obtener los valores de las temperaturas de melting aparentes (Tm)
[240].

5.13. Estudios de gel filtracion

El estudio del estado de oligomerizacion de la HsGS, asi como la influencia que tiene
sobre éste la unién de MgATP, fue llevada a cabo en una columna de gel filtracion
Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). Como fase mavil, se usé buffer NaPi 20 mM
pH 7,4 conteniendo 0,1 M KCI, 0,1 mM DTPA y 1 mM B-ME; para evaluar el efecto del
MgATP, el buffer fue suplementado con 5 mM ATP y 20 mM MgCl,. Para cada corrida,
se inyectaron 100 pL de HsGS 4 mg/mL preparada en el buffer usado como fase movil
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(con o sin MgATP) vy se la eluy6 en un equipo HPLC Gilson a un flujo de 0,4 mL/min
durante 75 minutos con un registro continuo de la absorbancia a 280 nm. La calibracién
de pesos moleculares de la columna se llevé a cabo utilizando un kit comercial de
marcadores de peso molecular (Merck) en el rango 12-200 kDa, con la inclusién ademas
de ferritina (PM 440 kDa); para la determinacion del volumen muerto se utilizé azul
dextrano.

5.14. Andlisis estadistico

Los resultados presentados estan expresados como promedio + desvio estandar (SD)
de al menos tres experimentos independientes. Los gréficos y el anélisis estadistico fueron
realizados utilizando el software GraphPad Prism 8. Las comparaciones estadisticas entre
dos grupos se hicieron mediante el analisis por test t no pareado, mientras que las
comparaciones entre mas de dos sets de datos fueron hechas a través de un test ANOVA
de una via con un andlisis post-hoc de Tukey; para ambos casos, se considerd un p < 0,05
como estadisticamente significativo.
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6. Resultados

6.1. Expresion y purificacion de la HsGS

El primer paso, y esencial para el desarrollo del presente trabajo, consistio en la
expresion y purificacion de la HsGS recombinante. Esta etapa comenzd con la
transformacion de bacterias BL21 (DE3) star de E. coli con el plasmido GLULA-c004
(Fig. 6.1A), construccién que posee los aminoacidos 5-365 de la HsGS junto con una cola
N-terminal de 6 His para su purificacion y un sitio de corte para la proteasa TEV, disefiado
para realizar el clivaje del tag N-terminal luego de la purificacion [241,242]. Siguiendo
un procedimiento de transformacion por shock térmico, se logré la transformacion de las
bacterias, las cuales fueron seleccionadas por su resistencia adquirida a kanamicina. Una
vez obtenidas las bacterias transformadas, se realizaron cultivos de las mismas en medio
TB para lograr la induccidn de la expresion de la HsGS. Los lisados bacterianos obtenidos
de estos cultivos fueron sometidos al procedimiento de purificacién descrito en la seccién
Materiales y Métodos, que se basa en la cromatografia de afinidad a metales
inmovilizados (IMAC). Luego de pasar el lisado por la columna pre-cargada con iones
Ni%* y realizar lavados sucesivos con buffers conteniendo concentraciones crecientes de
imidazol (10-100 mM), la proteina fue eluida mediante el pasaje de buffer A con 500 mM
imidazol. El andlisis del proceso de purificacion por SDS-PAGE y western blot mostro la
obtencion de una banda de gran intensidad con altisimo nivel de pureza, de un peso
molecular acorde al esperado para las subunidades de la HsGS recombinante (43306 Da)
en condiciones desnaturalizantes y que ademdas presentd reactividad contra los
anticuerpos policlonales anti-GS (Fig. 6.1B). Ademas, el andlisis por espectrometria de
masas de la proteina purificada entera (en equipo QTRAP 4500) confirmd el peso
molecular esperado (Fig. 6.1C). Luego de validada la identidad de la proteina obtenida,
se realizaron ensayos de actividad para confirmar su estado nativo (ver mas abajo) y
finalmente la HsGS pura fue almacenada a -80°C en alicuotas de 200 pL (~ 10 mg/mL
proteina) en buffer B. En estas condiciones de almacenamiento, la proteina se mantuvo
activa y utilizable por un periodo de al menos dos meses. Como paso final luego del
proceso de purificacion, se intentd realizar el corte del tag N-terminal utilizando proteasa
TEV recombinante pura disponible. No obstante, los ensayos realizados no lograron una
remocion apreciable del tag, por lo que dicha porcién aminoacidica fue mantenida en la
proteina utilizada a lo largo del trabajo. Es importante mencionar que en el trabajo original
en el cudl se purifico la HsGS a partir del plasmido aqui usado, que derivo en la
elucidacion de su estructura tridimensional [49], tampoco se logré remover dicho tag.

6.2. Puesta a punto de los ensayos de actividad

Como confirmacion final del correcto estado de la HsGS purificada, se realizaron
distintos ensayos de actividad GS (y-glutamil transferasa, biosintético y biosintético con
NH20H en lugar de NHz3) con las fracciones purificadas. Dado que estos ensayos son a
punto final y no se puede realizar un registro continuo de la formacion de producto o
desaparicion de sustrato, se determind en primera instancia la generacion de producto a
lo largo de una incubacion de 5-60° cortando la reaccion a distintos tiempos para los tres
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ensayos, de modo de establecer ademas las condiciones Optimas para la realizacion de los
ensayos en los experimentos posteriores (Fig. 6.2).

A B
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c004, SGC)
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Figura 6.1. Purificacion y caracterizacién de la HsGS recombinante. (A) Secuencia de aminoacidos del
constructo de HsGS recombinante utilizado (el tag N-terminal se muestra resaltado en negrita). (B) Analisis
por SDS-PAGE en condiciones reductoras (arriba) y western blot (abajo) del proceso de purificacién de
HsGS recombinante. 1: lisado bacteriano; 2: fraccién no unida (flow-through); 3-4: lavados con 10 mM
imidazol; 5: lavado con 25 mM imidazol; 6: lavado con 50 mM imidazol; 7: lavado con 100 mM imidazol,
8-9: fraccion eluida con 500 mM imidazol (5 y 10 pg); 10: marcador de peso molecular. (C) Caracterizacién
por MS de la proteina purificada entera para la determinacién del peso molecular.

El ensayo y-glutamil transferasa mostro una velocidad de formacién de GInNHOH
constante durante largos periodos de tiempo (20-60 min) para todo el rango de
concentraciones de enzima empleadas (1-20 nM decdmero), presentando valores de
actividad especifica de (77 + 11) U/mg (Fig. 6.2A). Sin embargo, la formacion de
GInNHOH mediante la version modificada del ensayo biosintético present6 en general
condiciones de velocidad inicial por periodos de tiempo menores (5-60 min segin la
concentracion de GS) y llevo a una formacién de producto considerablemente menor,
pese a utilizarse 10 veces mas enzima, como refleja su actividad especifica de (3,7 £ 0,2)
U/mg (Fig. 6.2B). Por su parte, el ensayo de actividad biosintético (fisiologico) presentd
similitudes respecto a este ultimo, con cursos temporales de formacion de Pi lineales en
la mayoria de los casos hasta 20-30 min y valores de actividad especifica de (2,3 £ 0,3)
U/mg (Fig. 6.2C). Teniendo en cuenta estos resultados, se decidié emplear el ensayo de
actividad y-glutamil transferasa en los estudios posteriores (el ensayo de actividad méas
ampliamente utilizado en la bibliografia) debido a su mayor actividad especifica, a que
presenta formacion de producto constante durante mayores tiempos y no requiere el uso
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de altas concentraciones de ATP como reactivo en el ensayo. De cualquier modo, se
realizaron controles utilizando el ensayo biosintético con NH>OH para verificar los
resultados de inactivacion oxidativa, como se vera méas adelante. Si bien dicho ensayo, al
depender de una reaccion practicamente anéloga a la fisiol6gica, representaria una mayor
relevancia biologica, su aplicacion en los estudios de inactivacion oxidativa de la HsGS
no es viable pues esta actividad se ve notoriamente inhibida por las altas concentraciones
de fosfato (datos no mostrados) que se arrastran del buffer en el cual se realizaron las
reacciones. De modo similar, la aplicacion del ensayo de actividad fisiol6gica basado en
la determinacion de Pi es inviable pues el fosfato arrastrado del buffer donde se realizan
las reacciones supera la cantidad que pudiera formarse en el ensayo de actividad. Como
un ultimo control de la proteina purificada, se observo que la actividad y-glutamil
transferasa es susceptible a inhibicion por el inhibidor especifico de la GS MSO [243,244]
(Fig. 6.2D). En funcion de estos resultados, se establecieron como condiciones
experimentales para la determinacion de la actividad GS en los experimentos de
inactivacién oxidativa el uso de 10 nM de decdmero de HsGS y la incubacion con los
sustratos durante 15 min a 37°C.
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Figura 6.2. Caracterizacion y puesta a punto de tres ensayos de actividad GS e inhibiciéon por MSO.
Para establecer las condiciones ideales para la realizacion de los tres ensayos a punto final para la medida
de actividad GS, se realizaron cursos temporales de formacion de producto: (A) ensayo y-glutamil
transferasa; (B) reaccion ATP-dependiente de sintesis de GINNHOH a partir de Glu y NH,OH; (C) ensayo
fisiologico de sintesis de GIn. (D) Inhibicién de la actividad y-glutamil transferasa de la HsGS por el
inhibidor especifico MSO. Los datos se muestran como promedio + SD (n = 3).

6.3. Inactivacién de la HsGS por ONOO" y andlisis de las modificaciones nitro-
oxidativas de aminoacidos

Habiendo caracterizado la HsGS obtenida mediante el proceso de purificacion, asi
como puesto a punto las condiciones para realizar las medidas de actividad, se
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comenzaron a realizar los estudios de inactivacion oxidativa de la proteina por ONOO",
Se expuso entonces 0,2 mg/mL HsGS (4,62 UM mondmero) a ONOO" (50-1000 uM,
agregado como un bolo Unico) a temperatura ambiente (21°C) y tras una incubacion de 5
minutos se tomaron alicuotas de las muestras para realizar las determinaciones de
actividad remanente y analisis de las modificaciones de la proteina por diversas técnicas
bioguimicas (Fig. 6.3). El tratamiento con ONOQO" caus6 una pérdida de actividad HsGS
dosis-dependiente, detectdndose una pérdida de actividad de ~60% para el tratamiento
con 1000 uM ONOO" (Fig. 6.3A). Como control, también se evaludé la pérdida de
actividad luego del tratamiento con ONOO™ mediante el ensayo de sintesis ATP-
dependiente de GINNHOH a partir de Glu y NH2OH, obteniéndose resultados similares
(Anexo, Fig. 1). El anélisis por SDS-PAGE de las muestras reveld que el tratamiento con
ONOO" a concentraciones de 10 uM y mayores indujo a la formacion tanto de
entrecruzamientos covalentes reducibles (uniones disulfuro) como no reducibles (uniones
no-disulfuro) correspondientes a dimeros, trimeros y especies de mayor peso molecular,
resultando en una disminucion notoria de la cantidad de proteina monomeérica (banda a
43 kDa) (Fig. 6.3B). La cuantificacion por densitometria de las bandas de los geles
reductores permite observar con mayor claridad como, a medida que aumenta la
concentracion de ONOO", disminuye el porcentaje de proteina que aparece como
monomero y por el contrario incrementa la cantidad de las demas especies, predominando
dimeros y trimeros a bajas concentraciones de ONOO" y las especies de mayor tamafio a
concentraciones mas elevadas (Anexo, Fig. 2).

Mediante el uso de anticuerpos monoclonales especificos, se evalu6 de manera
inicial la modificacion de residuos de Tyr de la HSGS a NO2Tyr y DiTyr luego del
tratamiento (Fig. 6.3C-F). El analisis por western blot mostré una inmunoreactividad anti-
NO-Tyr intensa a nivel de la banda correspondiente al mondmero pero también de las
bandas correspondientes a especies entrecruzadas, especialmente a altas concentraciones
de ONOO" (Fig. 6.3C). La cuantificacion de las sefiales de obtenidas mediante el anélisis
por dot blot mostro como el contenido total de NO.Tyr incrementd casi 40 veces en
términos relativos para el tratamiento con 1000 uM ONOQO' respecto al control no tratado
(Fig. 6.3D). Por su parte, se evidencié la formacion mediante western blot de DiTyr (Fig.
6.3E); tanto las bandas correspondientes al monomero como las de las especies
entrecruzadas (en particular la de los trimeros) presentaron inmunoreactividad anti-
DiTyr. Estos resultados sugieren que estaria ocurriendo la formacion de DiTyr tanto a
nivel intramondmero como entre distintas subunidades, siendo posiblemente estos
enlaces los responsables de la generacion de las especies entrecruzadas mediante uniones
covalentes no reducibles. Tanto en el western blot como en la cuantificacion del dot blot
anti-DiTyr correspondiente (Fig. 6.3F) se aprecia que el incremento que ocurre en los
niveles de esta modificacién es considerablemente menor que el observado para la
formacion de NO,Tyr.

El anélisis por SDS-PAGE de las muestras de HsGS tratadas con ONOO" revel¢ la
formacion de entrecruzamientos tanto reducibles como no reducibles; la formacion de
uniones de tipo disulfuro indica que los residuos de Cys de la proteina resultan oxidados
por el tratamiento. Para evaluar en mayor profundidad esta modificacidn, se determinaron
los niveles de grupos -SH en la HsGS mediante reaccion con DTNB. La exposicion a
distintas concentraciones de ONOO" causé un consumo importante de grupos -SH de la
HsGS (la proteina contiene 11 Cys/monomero), perdiéndose ~ 10 puM -SH (2
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Cys/monomero HsGS) tras el agregado de 50 uM ONOO- y ~ 28 uM -SH (6
Cys/monémero HsGS) luego de adicionar 1000 uM ONOO" (Fig. 6.3G). En conjunto, la
exposicion de la HsGS a distintos excesos de ONOO™ (de ~ 10:1 a 200:1 ONOO"
:mondémero de HsGS) ocasiond una pérdida de actividad HsGS dosis-dependiente, lo que
se acompafio con la modificacion nitro-oxidativa de residuos de Tyr y Cys.
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Figura 6.3. Inactivacion de la HsGS por ONOO-" y analisis de las principales modificaciones
oxidativas. Se expuso HsGS (0,2 mg/mL, 4,62 uM monémero) a 50-1000 uM ONOO" en buffer KPi pH
7,3 conteniendo KCI 0,1 My DTPA 0,1 mM. A continuacion, se tomaron alicuotas de las muestras para la
caracterizacion mediante distintos estudios. (A) Actividad HsGS relativa, expresada como % de la muestra
sin tratar (100% actividad = 61,4 U/mg) (n = 18). (B) Andlisis por SDS-PAGE bajo condiciones reductoras
y no reductoras. M: monémero; D: dimero; T: trimero; HMW: especies de mayor peso molecular. (C)
Deteccion de NO,Tyr mediante western blot (+ B-ME); la reactividad anti-NO,Tyr se muestra en verde, la
anti-GS en rojo. (D) Niveles de NO.Tyr relativos, determinados a través de la cuantificacion densitométrica
de los dot blots anti-NO,Tyr. La relacion anti-NO,Tyr/anti-GS para cada muestra se expresa en relacion al
control sin tratar (n = 9). (E) Deteccidn de DiTyr por western blot (+ B-ME); la reactividad anti-DiTyr se
muestra en verde, la anti-GS en rojo. (F) Niveles de DiTyr relativos determinados por dot-blot (n= 6). (G)
Cuantificacion de tioles mediante reaccion con DTNB (n = 9). En los paneles A, D, F y G, los cuadrados
abiertos representan la adicion reversa (AR) de ONOO'. (H) Cuantificacion de aminoacidos en hidrolizados
totales de HsGS (0,4 mg/mL) expuestos a ONOO (500-1000 uM) a través de la deteccion por fluorescencia
de conjugados de aminoacido-OPA por UHPLC (n = 3). Los datos estan representados como promedio +
SD. *, p < 0,05 mediante ANOVA de una via con andlisis post hoc de Tukey.
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Bajo las condiciones experimentales empleadas, el ONOO™ es capaz de oxidar
maltiples residuos aminoacidicos tanto a través de reacciones directas como a traves de
sus radicales derivados (ver Introduccion). Por lo tanto, para obtener un panorama mas
amplio acerca de las modificaciones que el ONOQO™ ocasiona en la HsGS, se realiz6 la
hidrélisis total en medio &cido de muestras de proteina tratada y posteriormente se
cuantificaron los aminoécidos constituyentes de la proteina por UHPLC. El método
empleado permite la deteccion y cuantificacion de la mayoria de los aminoacidos a través
de su conjugacion con el reactivo OPA, permitiendo ademés detectar el aminoécido
MetSO, principal producto de oxidacion de Met. Luego de tratar HsGS (0,4 mg/mL) con
500 y 1000 pM ONOO', se observé una disminucion significativa de residuos de Tyr, Trp
y Met, sin detectarse cambios significativos en los niveles de ninguno de los restantes
aminoacidos nativos analizados; en paralelo con esto, se encontr6 un aumento
significativo en la formacién de MetSO (Fig. 6.3G y Anexo, Fig. 3). Estos resultados, en
conjunto con las observaciones anteriores, indican que Tyr, Trp, Met y Cys son los
principales aminoacidos que resultan modificados de manera cuantitativamente relevante
luego de que la HsGS es expuesta a ONOO".

Para caracterizar de manera méas profunda las modificaciones oxidativas sobre estos
aminoacidos, se realizo la digestion con tripsina de muestras de HsGS tratadas con
ONOO" (100 y 500 uM) y los péptidos resultantes fueron analizados por nLC-MS/MS en
un sistema Orbitrap Fusion para realizar el mapeo peptidico, siguiendo el procedimiento
descrito en Materiales y Métodos (Seccion 5.9.2). Para todas las muestras analizadas, se
obtuvo una cobertura de secuencia mayor a 80%, identificAndose una gran cantidad de
péptidos de la HsGS tanto en forma nativa como modificada oxidativamente (Anexo,
Tabla I). De los aminoécidos que se encontraron como blancos principales de los
oxidantes, el mapeo peptidico logro los siguientes porcentajes de cobertura: un 80% de
los residuos de Tyr (12/15), un 71% de los residuos de Trp (5/7), un 69% de los residuos
de Met (9/13) y un 91% de los residuos de Cys (10/11, alquilados con IAA). Los sitios
no cubiertos por este andlisis posiblemente sean a causa de que se localizan en posiciones
en que la digestidn con tripsina hace que sean contenidos en péptidos muy cortos 0 muy
largos que no logran ser correctamente identificados. Con respecto a las modificaciones
postraduccionales oxidativas, diversos residuos de Tyr fueron detectados nitrados y
oxidados (a DOPA), junto con varios residuos de Met oxidados y un numero limitado de
residuos de Trp nitrados.

Para tener una primera aproximacion a los niveles relativos de cada una de estas
modificaciones detectadas, los resultados obtenidos del mapeo fueron reanalizados junto
con los datos crudos mediante una aproximacion de MS1-filtering en el software Skyline
[239], que permitio la deteccion e integracion de los picos de MS1 correspondientes a los
péptidos identificados (Figura 6.4 y Anexo Fig. 4). En total, se encontraron nitrados nueve
residuos de Tyr en las muestras de HsGS expuestas a ONOO™ (mas la Tyr del tag N-
terminal), cinco de los cuales se hallaron también oxidados. De estos residuos, los
mayores niveles de nitracion (> 30% para 500 M ONOQO") se detectaron para los residuos
Tyrl85, Tyr269, Tyr288 y Tyr336. Ademas, tres residuos de Trp se encontraron nitrados,
pero sus niveles fueron menores que para la mayoria de los residuos de Tyr. Siete residuos
de Met se detectaron como MetSO; para la mayoria de ellas, los niveles de modificacion
fueron elevados, pero una buena parte de esta oxidacién pudo haber ocurrido durante el
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procesamiento de las muestras dado que también se detectaron niveles significativos de
estas modificaciones en el control, a diferencia de las otras modificaciones. Estos
resultados indican que residuos de Tyr, Trp y Met localizados en multiples sitios dentro
de la HsGS pueden ser modificados por el ONOO", y que la modificacion no se localiza
en sitios o regiones especificas de la estructura de la proteina.
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Figura 6.4. Estimacion de los niveles de modificacion relativa de residuos especificos mediante
aproximacion MS1-filtering. Analisis por el método MS1-filtering empleando el software Skyline a partir
de los datos crudos obtenidos del analisis por nLC-MS/MS de las muestras de HsGS tratadas y de la lista
de péptidos identificados a través del software MaxQuant. Se obtuvo en el programa el area de los picos
correspondientes a las formas nativas y modificadas de cada péptido y las mismas fueron usadas para
estimar el porcentaje de modificacion de cada residuo. Los datos se muestran como promedio + SD (n =
3).

6.4. Modificaciones por nitracion y dimerizacion de los residuos de Tyr en la HsGS
por ONOO-

Teniendo en cuenta que los residuos de Tyr fueron identificados como uno de los
principales blancos de oxidacion por ONOO™ y que, ademas, las principales hipotesis
existentes en la bibliografia acerca de la inactivacién oxidativa de la GS postulan a la
nitracion de Tyr como la modificacion responsable de la pérdida de funcion [40,205-207],
se realizaron a continuacion una serie de estudios para caracterizar en profundidad la
modificacion de estos residuos. En primer lugar, para obtener datos cuantitativos de los
niveles totales de NO>Tyr formados, se expuso HsGS a mayores concentraciones de
ONOO" (0,1 - 5,0 mM) y luego de medir la actividad enzimatica remanente se realizé la
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cuantificacion de NO>Tyr por espectrofotometria a 430 nm. Frente al tratamiento con
elevadas concentraciones de ONOO™ de 5 mM, se obtuvo una inactivacion completa de
la HsGS (Fig. 6.5A), lo que se acompafid de un incremento en las concentraciones de
NO>Tyr desde ~ 3 UM (para 0,1 mM ONOO") hasta ~ 22 uM (para 5 mM ONOO), que
equivaldria a la presencia de ~ 5 residuos de NO,Tyr por monomero de HsGS (Fig. 6.5B).
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Figura 6. 5. Analisis cuantitativo de la nitracion de residuos de Tyr en la HsGS por ONOOQO". Se expuso
HsGS (0,2 mg/mL) a ONOO" (0,1-5,0 mM) en buffer KPi y se evalu6 la inactivacién y concentracién de
NO,Tyr. (A) Medidas de actividad relativa en las muestras tratadas (100% = 61,5 U/mg). (B) Cuantificacion
de NO,Tyr por espectrofotometria a 430 nm, luego de precipitar y resuspender las muestras en cloruro de
guanidinio 6 M (1/5 del volumen original) y ajustar el pH a > 10. Los datos se muestran como promedio +
SD (n=9).

Para complementar el analisis por MS/MS presentado anteriormente, se realizé un
analisis por HPLC-MS/MS dirigido especificamente a la deteccion e identificacion de
péptidos conteniendo NO-Tyr a través de la deteccion del ion imonio de la NO,Tyr [233]
(ver Materiales y Métodos, seccion 5.9.1). Este analisis se llevo a cabo a partir de
muestras de HsGS expuestas a ONOO™ (50-1000 M), digeridas con tripsina y sometidas
al método de HPLC-MS/MS mencionado, y llevo a la identificacion de varios de los sitios
de nitracion vistos con el analisis anterior, asi como también permitié encontrar como
sitio de nitracion a la Tyrl71, no detectada como nitrada mediante el andlisis previo
(Anexo, Tabla Il). Entonces, a partir de las dos aproximaciones de espectrometria de
masa, se identificaron en total 10 residuos de Tyr de la HSGS en forma de NO2Tyr,
ademas de los otros residuos (Trp, Met) encontrados como blanco de modificaciones
nitro-oxidativas.

Con el objetivo de poder lograr una mejor caracterizacion los eventos de nitracion
de Tyr, se elaboro, a partir de los resultados obtenidos mediante los experimentos de
MS/MS comentados anteriormente, un método de analisis MRM por HPLC-MS/MS para
poder evaluar desde un punto de vista semicuantitativo los niveles de las principales
modificaciones oxidativas bajo distintas condiciones experimentales en el espectrometro
QTRAP 4500 disponible en nuestro laboratorio (ver Materiales y Métodos, seccion
5.9.3). Dicho método se elabor6 a partir de los espectros obtenidos para los péptidos
modificados (y sus formas nativas) hallados previamente, seleccionando para cada
péptido tres transiciones ion parental (Q1) — ion hijo (Q3), eligiendo para este fin tres
iones (y o b) que presentaron buena intensidad y, preferentemente, retuvieron el sitio de
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modificacion (Anexo, Tabla II1). Al aplicar este analisis a muestras de HsGS expuestas a
ONOO" (Fig. 6.6) se observaron resultados similares a los obtenidos mediante el analisis
por MS1-filtering: ciertos residuos de Tyr fueron los principales blancos de nitracion,
siendo Tyrl71 el principal sitio de nitracion en la HsGS junto con Tyr283. Por el
contrario, este método revelé que Tyr288 no resulta nitrado en cantidades tan elevadas
como sugirio el andlisis anterior. En conjunto, esta aproximacion indica que los
principales blancos de nitracion en la HsGS son Tyrl71, Tyrl85, Tyr269, Tyr283 y
Tyr336, siendo los niveles de nitracion en estos residuos lo suficientemente elevados
como para tener un impacto cuantitativamente relevante sobre la actividad. El residuo
Tyrl04 también presentd niveles elevados de nitracion, pero el hecho de que se haya
detectado nitrado en niveles considerables en la condicion control e incluso més en la
adicion reversa hacen que este valor sea poco confiable. Cabe mencionar que los valores
de porcentaje de modificacion obtenidos a través de esta aproximacion representan una
estimacion y los valores especificos deben tomarse con cuidado, dado que las
intensidades con las cuales se detecta cada péptido varian considerablemente, en especial
para los iones de menor intensidad. También es importante considerar la posibilidad de
que los péptidos nativos y sus formas modificadas se ionicen con diferentes eficiencias,
lo que podria sesgar los resultados. Mas alla de estas consideraciones, esta estrategia
experimental representa una herramienta de gran utilidad para lograr distinguir los sitios
de nitracion principales (ej: Tyrl71, Tyr336) de los menores (ej: Tyrl7, Tyr180).
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Figura 6.6. Andlisis semicuantitativo de la nitracion de residuos de Tyr de la HsGS por ONOO".
Luego de exponer HsGS (0,2 mg/mL) a ONOO~ 100 o 500 pM, se realizo la digestion con tripsina de la
proteina y los productos resultantes fueron analizados por MRM-HPLC-MS/MS para la deteccion dirigida
de ciertos péptidos especificos (nativos y modificados). Los niveles relativos de la modificacion de cada
residuo fueron estimados a partir de las areas de los picos de la transicion mas intensa detectada para cada
especie. Los datos se muestran como promedio + SD (n = 3). *, p < 0,05 vs 0 uM ONOO", #, p < 0,05 vs
100 uM ONOQO", *, p < 0,05 vs AR, mediante ANOVA de una via con andlisis post hoc de Tukey. El grupo
Trp60/Tyr78 Nitro indica que la transicion detectada para el péptido nitrado que contiene los residuos Trp60
y Tyr78 no posee informacion suficiente de la secuencia para discriminar entre las dos posibilidades de
nitracion.
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Ademaés de su conversion en NO2Tyr y DOPA, el anélisis por western y dot blot
reveld que los residuos de Tyr de la HsGS también son oxidados a DiTyr, lo que conduce
a la formacion de entrecruzamientos covalentes entre subunidades de la HsGS. La
identificacion de los residuos involucrados en la formacion de entrecruzamientos
covalentes por espectrometria de masa representa un desafio metodologico considerable,
dificultad que ademaés se acentla en este caso por los bajos rendimientos de formacion.
En ese sentido, la estrategia mas ampliamente utilizada para lograr la secuenciacién de
péptidos entrecruzados es la del marcaje isotopico con 80 de los grupos carboxilo C-
terminales que se originan cuando la digestion con tripsina de la proteina se realiza en
H'80 [231,235,245-249]. Las proteasas de serina como la tripsina tienen la capacidad de
incorporar dos atomos de 80 al nuevo extremo C-terminal que surge al catalizar la
hidrdlisis de un enlace peptidico, generando asi un péptido con una diferencia de + 4 Da
respecto a la masa que tendria al ser digerido en H2!*0. En cambio, cuando ocurre la
digestion en H,0 de un péptido entrecruzado, al poseer dos extremos C-terminales, se
generara una diferencia de masa de + 8 Da con respecto a la masa originada al realizar su
digestion en H20. De este modo, la diferencia de + 8 Da puede ser utilizada como una
marca caracteristica para la identificacion y caracterizacion de péptidos entrecruzados.
Ademas, el fraccionamiento previo de las muestras por técnicas separativas como gel
filtracion o SDS-PAGE puede llevar al enriquecimiento de las especies entrecruzadas y
favorecer asi su deteccion a través de la estrategia mencionada anteriormente.

En funcion de lo explicado, se opt6 por la estrategia de marcaje isotopico con 80
para intentar mapear los sitios de entrecruzamiento no reducibles (a través de DiTyr, en
principio) que se forman en la HsGS frente al tratamiento con ONOO". Para aumentar las
posibilidades de detectar estas especies, ademas de realizar la digestion en H'%0
directamente (digestion en solucion) de las muestras, también se realizd el
fraccionamiento de las muestras por gel filtracién en condiciones desnaturalizantes (SDS
0,1% en buffer fosfato) previo a su digestion para purificar distintos tipos de especies
entrecruzadas. Para este paso previo, luego del tratamiento de la HsGS con ONOO", se
realizd la reduccion y alquilacion de las muestras (20 pg proteina) en presencia de SDS
1% y se las sometio a separacion por gel filtracion en una columna Superose 6 Increase
10/300 GL con registro continuo de absorbancia a 280 nm. Para el caso de la HsGS sin
tratar, se obtuvo un unico pico con un volumen de elucion de ~ 15,5 mL (elucién del
monomero de HsGS); por su parte, para las muestras tratadas con 100 y 500 uM, se
observaron ademas dos picos adicionales con voliumenes de elucion de ~ 13y 14 mL (Fig.
6.7A) que corresponderian a especies de mayor peso molecular formadas por uniones
covalentes no-disulfuro de mondémeros de HsGS. Para caracterizar mejor las fracciones
colectadas de los distintos picos, se realiz6 su analisis por electroforesis SDS-PAGE 10%);
se confirmo asi que la fraccién 15 (pico mayoritario) corresponde al monémero, mientras
que las fracciones 11-13 se componen de dimeros y trimeros y las 9-10 de tetrameros y
pentameros covalentes (Fig. 6.7B). De este modo, la digestion con tripsina de las
fracciones conteniendo especies de mayor peso molecular libres de mondmero
representan muestras enriquecidas en entrecruzamientos y podrian favorecer su
identificacion por MS/MS. Por este motivo, para los experimentos de nLC-MS/MS con
marcaje con 80 se utilizaron tanto las muestras no fraccionadas (digestion en solucion
directa) y distintas fracciones obtenidas de la separacién por gel filtracion (F12-13 y F15).

57



A B
B [ONOO] 0 100 S00 0 100 100 100 100 500 500 500

] F15 w Fraccion - - - 15 9 10 12 15 11 12 13
_ 404 N > — 0 \ ] \ )
S 100
£ 304 500
€ F11-F13 - oo
g 207 4 | ]
v}
N
2 104 F9-F10
< | “a p Y

&--—- S -
0~ - -
0 5 10 15 20 25

Vol (mL)

Figura 6.7. Fraccionamiento por gel filtracién en condiciones reductoras de muestras de HsGS
tratadas con ONOO'. (A) Luego de exponer HsGS (0,2 mg/mL) a ONOO" (100-500 pM), las muestras
reducidas, alquiladas y desnaturalizadas fueron separadas en una columna Superose 6 Increase 10/300 GL
en NaPi 50 mM pH 7,4 con 150 mM NaCl y 0,1% SDS a un flujo de 0,5 mL/min con deteccion continua a
280 nm. Las flechas indican las principales fracciones colectadas. (B) Analisis por SDS-PAGE 10% en
condiciones reductoras de las fracciones obtenidas de la separacion de las muestras por gel filtracion. Se
muestra la tincion con Coomassie. La concentracion de ONOO" se indica en uM.

A través del analisis descrito anteriormente de las muestras digeridas en Hz*%0 y
H,'®0 se lograron detectar un total de cinco entrecruzamientos diferentes a través de
uniones DiTyr, que involucran a seis residuos distintos de Tyr (Tabla 6.1): Tyr288-
Tyr269, Tyr269-Tyr269, Tyr288-Tyr283, Tyr336-Tyr336 y Tyr30-Tyr180. Todos estos
tipos de entrecruzamiento fueron hallados en muestras de HsGS tratadas con 100 pM
ONOO:, por lo menos en tres réplicas de las muestras digeridas en solucién y en algunos
casos también en fracciones obtenidas de la separacion por gel filtracion. Su
identificacion fue evaluada y validada manualmente a partir de los datos obtenidos por
los distintos métodos de analisis por MS/MS (adquisicion y dirigido), empleando distintos
modos de fragmentacion de los precursores (HCD y EThcD), evaluando la presencia de
los marcajes isotopicos y analizando especificamente los iones generados a partir de los
posibles precursores de especies entrecruzadas (ej: iones hijos que retengan los sitios de
entrecruzamiento aumentan la confiabilidad de la identificacion) (Fig. 6.8, Anexo, Fig.
5). Un hecho que ademas aporta confiabilidad a la identidad de los entrecruzamientos
encontrados es que todos los residuos de Tyr implicados en los mismos fueron también
detectados como NO,Tyr, modificacion que, al igual que la dimerizacion, ocurre a traves
de la formacién transitoria del intermediario Tyr". No se identificaron entrecruzamientos
de ningun otro tipo (Tyr-Trp, Trp-Trp, Lys-Tyr, Lys-His o His-His) en las muestras.

6.5. La inactivacion de la HsGS por ONOO" estd mediada por oxidantes de un
electron

En los experimentos descritos hasta aqui, las reacciones de modificacion de la HsGS
por ONOQO" caracterizadas pueden ocurrir tanto a causa de las reacciones de oxidacion
directas por dos electrones del par ONOO/ONOOH como debido a las reacciones de
oxidacion por un electron mediadas por los radicales derivados del ONOO™ (en este caso,
‘NO2 y "OH resultantes de la homdlisis del ONOOH). Teniendo en cuenta los principales
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blancos de modificacion detectados, las reacciones directas podrian contribuir a la
oxidacion de residuos de Cys, Met y Trp, mientras que las oxidaciones por un electron
podrian mediar la oxidacion de Cys, Met, Trp y Tyr.

Tabla 6.1. Identificacion de entrecruzamientos DiTyr en muestras de HsGS expuestas a 100 uM
ONOO:'. Se muestran los cinco tipos diferentes de entrecruzamientos hallados a través del analisis por nLC-
MS/MS empleando marcaje isotépico con 0. Muestra en la cual se identific hace referencia al tipo de
muestra analizada en la cual se encontr6é la especie (digestion del total en solucién o fracciones de
separacion por gel filtracion).

Residuos Secuencia del Masa Masa Masa Masa Emror Muestra en la cual
involucrados entrecruzamiento péptido a  péptido b tedrica experimental (ppm) se identificé
Tyr288, Tyr269 AY®SDPK- Y?®IEEAIEK 592,2857 9935018 1583.7716 1583,7632 421 Solucion
Tyr269 Y2IEEAIEK-Y2®*TEEATEK 993,5018 993,5018 1984,9877 1984,9834 4,178  Solucion, F12,F13
Tyr288, Tyr283 AYSDPK-RHQY?$*HIR 592,2857 1008,5366 1598,8064 1598,7954 5,33 Solucion, F15
Tyr33e GY¥SFEDR-GY**FEDR 785,3344 785,3344 1568,6529 1568,6438 5.8 Solucién, F12,F13
Tyr30, Tyr180 VQAMYWIDGTGEGLR- 1823,888 1879,924  3701,7961 3701,79 3,213 Solucién, F15
DIVEAHY®¥'RACLYAGVK
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Figura 6.8. Espectro MS/MS asignado al entrecruzamiento entre Tyr288-Tyr283. Se muestra el
espectro obtenido mediante fragmentacion EThcD asignado al entrecruzamiento Tyr288-Tyr283, donde se
indican las sefiales asignadas. Se especifican ademas las sefiales asignadas a fragmentos que retienen el
sitio de entrecruzamiento.

Para examinar cual de estas rutas de modificacion oxidativa de la proteina es la
principal responsable de su inactivacion, se realizé en primer lugar el tratamiento de la
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HsGS con ONOO" en ausencia o presencia de 1 mM DF, un quelante de Fe y atrapador
de especies radicalares [250-252]. De este modo, es de esperar que la DF, presente en
elevadas concentraciones, reaccione con las especies ‘NO2 y ‘OH evitando que éstas
modifiquen oxidativamente a la HsGS, sin impedir las reacciones directas del ONOO"
sobre la proteina (Fig. 2.10). La inactivacion de la HsGS por ONOO" fue ampliamente
prevenida por la presencia de DF (Fig. 6.9A), lo que se vio acompafiado por un importante
descenso en los niveles de entrecruzamientos covalentes no-reducibles (DiTyr) pero solo
por una modesta disminucion en la formacion de entrecruzamientos de tipo disulfuro (Fig.
6.9B). Ademas, los anélisis por western y dot blot mostraron que la DF causd una
inhibicion completa de la nitracién de Tyr mediada por ONOO" (Figs. 6.9C-D); sin
embargo, no se observé ningun efecto de la DF en la oxidacion de residuos de Cys (Fig.
6.9E). Estos resultados sugieren que la inactivacion de la HsGS mediada por ONOO"
ocurre principalmente a través de mecanismos que involucran reacciones de oxidacion y
modificacion por un electron dependientes de "NO. y "OH, mas que por las reacciones de
oxidacidn directa del par ONOO/ONOOH con la HsGS.
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Figura 6.9. Efecto de la desferrioxamina en la inactivaciéon y modificacién oxidativa de la HsGS por
ONOO:'. Se expuso HsGS (0,2 mg/mL) a ONOO" (50-500 uM) en buffer KPi pH 7,3 tanto en ausencia (-
DF) como en presencia (+ DF) de 1 mM desferrioxamina. Luego del tratamiento, se tomaron alicuotas para
realizar la caracterizacion de las muestras. (A) Medidas de actividad enzimatica (n = 9), expresada como
relativa a cada control (100% = 59,9 U/mg y 55,0 U/mg, - DF y + DF, respectivamente). (B) Analisis por
SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. (C) Deteccién de NO,Tyr por western blot. (D)
Determinacion de niveles relativos de NO,Tyr por dot blot; la relaciéon de intensidades anti-NO,Tyr
(verde)/anti-GS (rojo) para cada muestra se expresan como relativas al respectivo control sin tratar (n = 9).
(E) Cuantificacion de tioles en la HsGS mediante ensayo con DTNB (n = 6). Los datos se muestran como
promedio + SD. *, p < 0,05 (- DF vs + DF) mediante analisis por test t no pareado.
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Para obtener mayor informacion acerca del rol de las reacciones mediadas por
radicales en la inactivacion de la HsGS, se realizo el tratamiento de la proteina con
ONOO" en presencia de 25 mM NaHCOs, en equilibrio con ~ 1,2 mM COg, que debido a
su capacidad de reaccionar con el ONOO" (k = 3 x 10* M1s?, 25°C [136]) competira con
las reacciones directas del ONOO" con la proteina al tiempo que también modulara la
produccion de radicales derivados de la descomposicion del ONOO", aumentando el
rendimiento de produccion de radicales e incrementando su selectividad (por la
produccion de COs™ en lugar de "OH) [122] (Fig. 2.10). En presencia de CO-, se observé
una mayor inactivacion de la HsGS frente al tratamiento con ONOO" (Fig. 6.10A), lo que
fue acompafiado de un incremento en la formacion de entrecruzamientos no reducibles
(Fig. 6.10B), de NO.Tyr (Fig.6.10C-D) y de DiTyr (Fig. 6.10E). No se vieron diferencias
significativas en el grado de oxidacion de residuos de Cys de la HsGS por la presencia
del CO- (Fig. 6.10F), sugiriendo que su oxidacion estaria ocurriendo tanto a través de la
reaccion directa como a través de los radicales derivados del ONOO". En conjunto, los
datos obtenidos tanto a través de la inhibicion (uso de DF) como de la estimulacién (uso
de CO») de las vias radicalares indican que modificaciones oxidativas como la nitracion
y dimerizacion de Tyr estarian mediando la pérdida de actividad, mientras que la
oxidacidn de residuos de Cys no tendria un impacto directo en la actividad enzimatica.
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Figura 6.10. El CO: incrementa la inactivacién oxidativa de la HsGS mediada por ONOO". Para
determinar el efecto del CO,, se expuso HsGS (0,2 mg/mL) a ONOO" (50-500 uM) en buffer KPi pH 7,3
en ausencia (- COy) o presencia (+ CO) de NaHCO3 25 mM y luego del tratamiento se caracterizaron las
muestras. (A) Medidas de actividad enzimatica (n = 9), expresada como relativa a cada control (100% =
51,3 U/mg y 50,0 U/mg, - CO; y + COy). (B) Analisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras. Se
muestra la tinciéon con Coomassie. (C) Deteccion de NO,Tyr por western blot en muestras tratadas. (D)
Determinacion de NO,Tyr por dot blot (n = 6); se expresan las intensidades NO,Tyr normalizadas como
relativas a cada control. (E) Deteccién de niveles de DiTyr por dot blot (n = 9), expresados relativos a cada
control. (F) Cuantificacion de tioles de la HsGS mediante reaccion con DTNB (n = 6). Los datos se
representan como promedio + SD. *, p < 0,05 (- CO; vs + CO,) mediante andlisis por test t no pareado.
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Como una tercera aproximacion para profundizar en los mecanismos y reacciones
que ocasionan la pérdida de actividad HsGS por ONOO", se evalud el efecto del pH en
dichos procesos. La quimica del ONOO™ y su reactividad (directa o indirecta) con
proteinas son altamente sensibles a los cambios de pH, tanto por su propia naturaleza
acido-base como por la de varios de los blancos aminoacidicos
[122,126,127,149,253,254]. De este modo, a través de los cambios de pH se consigue
modular en cierto grado los patrones de modificacion de la HsGS por ONOO", variando
los rendimientos de las principales modificaciones caracterizadas y evaluando cuél o
cudles de ellas se correlacionan con una mayor pérdida de actividad. Se realiz6 entonces
la exposicion de HsGS a un bolo unico de 500 pM ONOO" en buffers KPi como los
utilizados siempre pero con valores de pH en el rango 6,2-8,5. Luego del agregado de
ONOOr, se tomaron alicuotas para realizar las distintas mediciones; en ese sentido, todas
las medidas de actividad fueron realizadas en iguales condiciones de pH (6,8 aportado
por el buffer de la mezcla de reactivos) y ademas se realizaron controles sin tratar a cada
valor de pH para asegurar que la sola incubacion de la enzima a distintos valores de pH
(por mas que sean tiempos cortos) no sea un factor que afecte la actividad. Efectivamente,
la actividad especifica de las muestras no tratadas (- ONOO") no se vio afectada por la
incubacidn de la proteina en el rango de pH 6,2-8,5 (Fig. 6.11A).

La pérdida de actividad de la HsGS luego de la exposicion a 500 uM ONOO", que
mostrd una variacién minima en el rango de 6,5-7,4, tendié a ser considerablemente
mayor a valores de pH > 7,4 (Fig. 6.11B). A su vez, el andlisis por SDS-PAGE de las
muestras tratadas reveldé que la formacién de entrecruzamientos covalentes,
especialmente los no reducibles, aumentd de manera importante a valores de pH mayores
(Fig. 6.11D). Con respecto a la modificacion oxidativa de los residuos de Tyr, se
observaron niveles méaximos de formacion de NO>Tyr a pH ~ 7,4 con un descenso de los
mismos tanto a valores de pH mas &cidos como mas alcalinos (Fig. 6.11C); la formacion
de DiTyr determinada por dot blot no varié mucho en el rango de pH 6,2-7,4 pero presento
un incremento muy notorio a valores de pH > 7,4 (Fig. 6.11E). El grado de oxidacion de
residuos de Cys también presentd un aumento relevante a valores de pH mas elevados
(Fig. 6.11F). Finalmente, se determinaron los niveles relativos de nitracion de los distintos
residuos de Tyr mediante MRM-MS/MS a tres valores diferentes de pH (6,2, 7,4 y 8,6),
para evaluar si ademas de los cambios globales observados, hay algun tipo de variacion
mas notoria en algun residuo puntual al cambiar el pH. Para la mayoria de los residuos,
la nitracién fue significativamente mayor a pH 7,4 que a pH 6,2 (aproximadamente el
doble 0 més), pero no presentd diferencias significativas entre los valores de pH 7,4 y 8,6
a excepcion del residuo Tyr180, el cuél es de todos modos un blanco muy minoritario
(Fig. 6.11G).

En conjunto, estos resultados indican que la inactivacion oxidativa de la HsGS es un
proceso complejo que no puede explicarse por un unico tipo de modificacion oxidativa
sobre un unico residuo. El hecho de que las mayores pérdidas de actividad por ONOO"
fueron detectadas a valores de pH en que la nitracion de Tyr no fue maxima sugiere que
estos dos procesos no se relacionan directamente de modo causal. Por el contrario, la
formacion de DiTyr y la oxidacion de Cys fueron maximas a valores de pH en los cuales
la inactivacién también fue la mayor, sugiriendo la posibilidad de que estas
modificaciones estén mas relacionadas con la pérdida de actividad mediada por ONOO".
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Figura 6.11. Efecto del pH en la inactivacion por ONOO" de la HsGS. Se expuso HsGS (0,2 mg/mL) a
un bolo de 500 uM ONOO" en buffer KPi de valores de pH en el rango 6,2-8,5 y se caracterizé la
inactivacion y modificacion de la proteina. (A) Actividad especifica de HsGS tratada y sin tratar a diferentes
valores de pH (n = 12). (B) Actividad relativa de las muestras tratadas para los distintos pH, expresada
como % del respectivo control de pH (ver panel A) (n = 12). (C) Cuantificacion de NO,Tyr por
espectrofotometria en muestras expuestas a ONOO" a distinto pH (n = 9). (D) Anélisis por SDS-PAGE bajo
condiciones reductoras y no reductoras de HsGS tratada con ONOO" en el rango de pH 6,2-8,5. (E)
Determinacion de la formacion de DiTyr a los distintos valores de pH; los valores se expresan como
relativos a cada control (n = 3). (F) Cuantificacion de tioles a los diferentes valores de pH para muestras de
HsGS tratadas o no tratadas con ONOO" (n = 6). (G) Cuantificacidn relativa del grado de modificacion de
residuos de Tyr por ONOO- mediante MRM-HPLC-MS/MS a tres valores de pH seleccionados (n = 3).
Los datos se muestran como promedio + SD. *, p < 0,05 mediante ANOVA de una via con analisis post
hoc de Tukey.

6.6. Estudios de la inactivacion de cinco mutantes Tyr—Phe de HsGS por ONOO-

Los resultados obtenidos hasta aqui no permiten establecer una relacion directa entre
la pérdida de funcién HsGS y la modificacion oxidativa de algin residuo particular, a
diferencia de lo que se habia planteado previamente en donde se atribuia la inactivacion
por ONOO" a la nitracion de la Tyr336 [206,207]. Si bien se hall6 que la HsGS resulta
nitrada en residuos de Tyr de manera cuantitativamente relevante, y que la Tyr336 es uno
de los principales blancos de nitracién, hubo otros residuos de Tyr que fueron nitrados en
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igual o mayor medida. Ademas de esto, se encontraron mas modificaciones oxidativas
inducidas por el ONOO™ en la HsGS que la nitracién de Tyr, siendo necesario considerar
multiples posibilidades para explicar la pérdida de funcion. En ese sentido, para lograr
discriminar mas en detalle el rol que juegan las modificaciones de los residuos de Tyr
(sea por nitracidn o por oxidacion), se generaron una serie de variantes mutantes de HsGS
en residuos de Tyr seleccionados, que fueron sustituidos por residuos de Phe (ver
Materiales y Métodos). Los residuos de Tyr elegidos para el disefio de los mutantes fueron
aquellos que presentaron altos niveles de nitracion y/o fueron identificados como
participantes en la formacion de entrecruzamientos DiTyr. De este modo, se adquirieron
los siguientes mutantes Tyr(Y)—Phe(F): Y171F, Y185F, Y269F, Y288F y Y336F. Para
la expresion y purificacion de las proteinas mutantes en bacterias BL21, se siguieron los
mismos protocolos empleados para la enzima WT. En general, se obtuvieron
rendimientos de purificacién comparables con la HsGS WT, a excepcién del mutante
Y 185F que fue el que se obtuvo en menores cantidades; la pureza de las fracciones fue
en todos los casos similar, lo que permitio el desarrollo de los experimentos de manera
analoga a lo hecho con la proteina salvaje.

En primer lugar, una vez purificados los mutantes, se realizaron medidas de actividad
especifica de las proteinas y se estudio su susceptibilidad a la inactivacion por ONOO"
(Fig. 6.12). En ausencia de tratamiento con ONOO-, los mutantes Y171F, Y185F y Y336F
presentaron actividades especificas comparables a las de la enzima WT. Por su parte, el
mutante Y269F present6 una actividad especifica levemente menor que el WT, mientras
que el mutante Y288F presentd valores considerablemente menores (disminucién de ~
80% de la actividad especifica respecto al WT). Todos los mutantes mostraron una
disminucion en su actividad especifica luego de su exposicion a ONOO-,
independientemente de los valores en condiciones control, presentando en la mayoria de
los casos perdidas de actividad mayores que el WT (Fig. 6.12).
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Figura 6.12. Medidas de actividad especifica de los cinco mutantes Tyr—Phe de la HsGS. Luego de
su purificacion, se realizaron medidas de actividad especifica de los cinco mutantes y de la HsGS WT en
condiciones control (0 uM) o tratadas con ONOO- (50-500 uM). En todos los casos, se utilizd una
concentracion de HsGS de 0,2 mg/mL y se la expuso a ONOO- en buffer KPi 100 mM pH 7,3 con 0,1 M
KCly 0,1 mM DTPA. Los datos se muestran como promedio = SD (n = 6). *, p < 0,05 mediante ANOVA
de una via con analisis post hoc de Tukey (comparacién vs WT).
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Para evaluar mejor el distinto grado de susceptibilidad a la inactivacion por ONOO-
de los mutantes, se compararon las pérdidas relativas de actividad de cada variante con
respecto al WT (normalizadas a cada control); ademds, se analizdé la modificacion
oxidativa de manera general de cada mutante en comparacion con la proteina WT para
identificar posibles correlaciones entre ambos procesos. La pérdida de actividad HsGS
para el mutante Y171F, que carece del principal blanco de nitracion, fue
significativamente mayor que para la HsGS WT, indicando una mayor susceptibilidad a
la inactivacion por ONOO" (Fig. 6.13A). El analisis por SDS-PAGE tanto en condiciones
no reductoras como reductoras no evidencio grandes diferencias en la formacion de
entrecruzamientos covalentes (Fig. 6.13B). Si bien, por un lado, la cantidad de
entrecruzamientos detectados parece mayor en el WT, la banda del mondémero presento
un descenso mayor para la HsGS Y171F; esto podria sugerir que en realidad la falta de
Tyrl71 favorece la formacion de entrecruzamientos, generando especies de peso
molecular mas elevado que no ingresan al gel y por lo tanto no logran ser detectados. Los
niveles de nitracion, detectados mediante dot (Fig. 6.13C) y western blot (Fig. 6.13D)
fueron levemente menores para la HsGS Y171F con respecto a la WT, lo que en principio
era esperable dado que carece del residuo que es mas preferentemente nitrado. No se
observaron diferencias significativas con respecto a la formacion de DiTyr (Fig. 6.13E)
0 a la oxidacién de residuos de Cys (Fig. 6.13F) luego del tratamiento con ONOO".
Entonces, la mayor pérdida de actividad observada para el mutante Y171F con respecto
al WT no se correlaciond con un incremento en ninguna de las modificaciones oxidativas
en residuos de Tyr y Cys, al tiempo que también sugiere que la modificacion de la Tyr171
no es un determinante principal de la inactivacion de la enzima.

La variante mutante Y185F de la HsGS result6 inactivada en igual grado que la
HsGS WT (Fig. 6.14A); a su vez, no se observaron diferencias importantes en el analisis
por SDS-PAGE entre las dos formas de proteina (Fig. 6.14B) ni se hallaron diferencias
significativas en los niveles relativos de NO.Tyr (Fig. 6.14C) o DiTyr (Fig. 6.14D)
formados luego de exponer la HsGS WT e Y185F a ONOO". De manera similar, la
inactivacion del mutante de HsGS Y269F no presentd diferencias significativas con
respecto a la de la enzima WT (Fig. 6.15A); tampoco se observaron diferencias en el
analisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras, aungue en condiciones no reductoras
la pérdida de mondémero en el mutante fue mas pronunciada (Fig. 6.15B). El analisis de
la nitracion de residuos de Tyr presentd resultados un poco contradictorios: por un lado,
mediante western blot, el mutante Y269F presentd niveles de reactividad anti-NO,Tyr
entre similares a levemente menores que la HsSGS WT (Fig. 6.15C), mientras que a través
de dot blot la HsGS Y269F mostrd niveles relativos de NO,Tyr significativamente
mayores que la WT (Fig. 6.15D). Finalmente, los niveles de DiTyr analizados por dot
blot (Fig. 6.15E) y el consumo de grupos -SH (Fig. 6.15F) no presentaron diferencias
significativas entre la HsSGS WT y la Y269F.
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Figura 6.13. Inactivacién por ONOO" del mutante de HsGS Y171F. Se expuso en paralelo a ONOO" la
HsGS Y171F y WT (0,2 mg/mL) en buffer KPi pH 7,3 y a continuacion se realizaron distintos estudios
bioguimicos. (A) Medidas de actividad relativa en muestras tratadas (n = 6). (B) Analisis por SDS-PAGE
en condiciones reductoras y no reductoras. (C) Determinacién de niveles relativos de NO,Tyr por dot blot
(n = 3). (D) Andlisis de la formacion de NO,Tyr por western blot. (E) Determinacion de niveles de DiTyr
relativos por dot blot (n = 3). (F) Cuantificacion de tioles en las muestras por reaccion con DTNB (n = 6).
Los datos se representan como promedio = SD. *, p < 0,05 (WT vs Y171F) mediante analisis por test t no
pareado.

El mutante de HsGS Y288F, como se describid previamente (Fig. 6.12), presentaba
una actividad especifica basal considerablemente mas baja que el WT;
independientemente de eso, se evalud su inactivacion relativa y modificacion por ONOO-
de manera comparativa con el WT. Normalizando los valores de actividad respecto a cada
control, no se observaron diferencias significativas en la pérdida de actividad de la HsGS
Y288F respecto a la WT luego del tratamiento con ONOO™ (Fig. 6.16A). El andlisis
comparativo por SDS-PAGE de las muestras tratadas mostro en condiciones reductoras
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una menor formacion de entrecruzamientos covalentes (dimeros y trimeros
principalmente) para el mutante Y288F respecto al WT, si bien la pérdida de intensidad
del mondmero fue relativamente similar (Fig. 6.16B). Bajo condiciones no reductoras, no
obstante, el mutante presentd una desaparicion del mondémero mayor que el WT,
sugiriendo una mayor formacion de uniones de tipo disulfuro (Fig. 6.16B). Respecto a la
formacion de NO2Tyr y DiTyr luego del tratamiento con ONOO", no se observaron
diferencias significativas entre la HSGS WT y la Y288F (Fig. 6.16C-D). En correlacion
con lo visto en el andlisis por SDS-PAGE en condiciones no reductoras, el consumo de
Cys fue mayor para la HsGS Y288F que para el WT (Fig. 6.16E).
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Figura 6.14. Estudio comparativo de la inactivacién de la HsGS Y185F por ONOO". Tras exponer
HsGS WT y mutante Y185F (0,2 mg/mL) a ONOO" en buffer KPi pH 7,3 se tomaron alicuotas para
caracterizar la inactivacién y modificacion oxidativa de las dos proteinas. (A) Medidas de actividad relativa,
normalizadas a cada control. (B) Andlisis por SDS-PAGE de las muestras tratadas, en condiciones
reductoras y no reductoras. (C) Determinacion de los niveles relativos de NO,Tyr mediante dot blot. (D)
Evaluacion por dot blot de la formacion de DiTyr. Los datos se representan como promedio + SD (n = 3).
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Figura 6.15. Estudio de la inactivacion por ONOO" del mutante de HsGS Y269F. Se evalud el proceso
de inactivacion oxidativa por ONOO" de la HsGS Y269F en comparacion con el WT mediante: (A) medidas
de actividad relativa (n =6); (B) andlisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras; (C)
formacidn de NO,Tyr por western blot; (D) determinacién de los niveles relativos de NO,Tyr y (E) DiTyr
por dot blot (n = 3); (F) determinacion de la oxidacion de Cys por espectrofotometria (n = 3). Los datos se
representan como promedio + SD. *, p < 0,05 (WT vs Y269F) mediante analisis por test t no pareado.

68



A B

SDS-PAGE (Coomassie) [ONOO] (kM)
0 50 250 500 0 50 250 500 0 50 250 500 0 50 250 500
1004 = WT WT WT WT  wr Y288F Y288F Y288F Y288F WT  WT WT  WwrT Y288F Y288F Y288F Y288F
2 =3 Y288F D e N ——— - 3 = 5 S S 8 £
& 754 :
g 200 kDa.
8 150408
s 50 9, : 200 kDa
'.3 _‘:.:‘ 2 150k0a
< 3
25 Tk — -
04 . 50kDa : s0kDa
Q S © N — — — — ——— s sokoa
) 3 & " 10k08 - -
s0kDa
[ONOOT (uM) °  # B-mercaptoetanol o - B-mercaptoetanol
- i y - -
Dot-blot anti-NO,Tyr (verde)/anti-GS (rojo) Dot-blot anti-DiTyr (verde)/anti-GS (rojo)
[ONOOT] (uM) [ONOO7] (uM)
C 0 50 250 500 O 50 250 500 D 0 50 250 500 0 50 250 500 E

WT  WT WT WT Y288F Y288F Y288F Y288F WT WT WT WT Y288F Y288F Y288F Y288F

B3 WT =3 Y288F
200 Em WT =3 Y288F 404
2 g B WT =3 Y2868F _ 7 d
< 1504 g & = 30- - o *
; : : .
. 100 o > 5 204 o o
g 5 ﬁ
504 104
0 ol T T
N ‘)Q ,\?Q ‘JQQ N ‘)Q ‘L"Q "QQ A\ ‘)Q “&Q OPQ
[ONOOT (M) [ONOOT (M) [ONOOT (M)

Figura 6.16. Inactivacion por ONOO" del mutante de HsGS Y288F. Se expuso HsGS WT e Y288F a
ONOO" (50-500 uM) y luego del tratamiento se realizaron distintos ensayos para caracterizar el proceso.
(A) Medidas de actividad enzimética relativa a cada control (n = 6). (B) Estudio por SDS-PAGE en
condiciones reductoras y no reductoras de las muestras tratadas. (C) Analisis de los niveles relativos de
NO_;Tyr por dot blot (n = 6). (D) Niveles relativos de DiTyr determinados mediante dot blot (n = 3). (E)
Cuantificacion de grupos -SH en las muestras expuestas a ONOO" (n = 6). Los datos se representan como
promedio + SD. *, p < 0,05 (WT vs Y288F) mediante anlisis por test t no pareado.

Por Gltimo, se estudid la inactivacion del mutante Y336F por ONOO™ en
comparacion con la enzima WT (Fig. 6.17). Como se observé con el mutante que carecia
de la Tyrl71, la variante Y336F resulto inactivada por ONOO™ en mayor medida que la
HsGS WT (Fig. 6.17A). La formacidn de entrecruzamientos covalentes no reducibles no
presento grandes diferencias, mas alla de que la cantidad de entrecruzamientos parece ser
mayor para Y 336F tratada con 50 y 250 uM ONOO" (Fig. 6.17B). El analisis por western
blot revelé un menor grado de formacion de NO,Tyr para la HsGS Y336F respecto a la
WT (Fig. 6.17C), aunque mediante cuantificacion por espectrofotometria no se vieron
diferencias significativas (Fig. 6.17D). Tampoco se observaron diferencias entre la
susceptibilidad a la oxidacion de residuos de Cys entre ambas formas de HsGS (Fig.
6.17E). Para evaluar la posibilidad de que la falta del residuo Tyr336, uno de los
principales blancos de nitracion, genere una redireccion de los radicales oxidantes que
incremente el grado de oxidacion de otros blancos, se determinaron los niveles de
modificacion de los principales residuos por MRM luego del tratamiento con ONOO"™ de
ambas proteinas. Efectivamente, el tratamiento con 500 pM ONOO" del mutante Y336F
Ilevd a un incremento en el grado de nitracion de los residuos Tyr269, Tyr283 y Tyr288,
con respecto a la HsGS WT (Fig. 6.17F). De este modo, la ausencia de Tyr336 produjo
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una mayor nitracion en otros residuos; dado que dicho mutante resulté inactivado en
mayor medida que el WT, existe la posibilidad que la nitracion en alguno de estos sitios
se correlacione con la pérdida de funcion por modificaciones oxidativas, como se
discutird mas adelante.
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Figura 6. 17. Estudio comparativo de la inactivacion oxidativa de la HsGS Y336F por ONOO". Luego
de exponer HsGS WT e Y336F a ONOO-, se estudié la inactivacion y modificacion oxidativa de ambas
proteinas. (A) Medidas de actividad enzimatica, relativas a cada control (n = 6). (B) Estudio de la formacién
de entrecruzamientos covalentes no reducibles por SDS-PAGE. (C) Deteccién de NO,Tyr en muestras
tratadas con ONOO- mediante western blot. (D) Determinacion cuantitativa de los niveles de NO,Tyr por
espectrofotometria. (E) Cuantificacion de grupos -SH libres mediante reacciéon con DTNB. (F) Evaluacion
del grado de modificacion de los principales residuos mediante HPLC-MS/MS-MRM, luego de la digestion
con tripsina de HsSGS WT e Y336F expuesta a ONOQO". Los datos se representan como promedio + SD. *,
p < 0,05 (WT vs Y336F) mediante analisis por test t no pareado.
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6.7. Agregacion de la HsGS inducida por ONOO-

Los anélisis por electroforesis SDS-PAGE de muestras de HsGS tratadas con
ONOO" revelaron la formacion de entrecruzamientos covalentes de tipo reducibles
(disulfuro) y no reducibles (DiTyr); estas uniones dieron lugar mayormente a formas
covalentemente unidas con pesos moleculares mayores al monémero pero menores al
esperado para el decamero nativo. Sin embargo, en la mayoria de los casos, se observo
también la formacion de especies de peso molecular mas elevado, que no lograron
ingresar a los geles empleados, principalmente cuando éstos se hicieron en condiciones
no reductoras. Ademas, en muchos casos, se observd que las soluciones de HsGS
oxidadas con ONOO" se volvian turbias aproximadamente una hora luego del tratamiento,
algo que ademas fue méas apreciable cuando se hicieron pruebas utilizando
concentraciones de enzima maés elevadas (1,0 mg/mL). Todas estas observaciones
sugerian que la oxidacion de la HsGS por ONOO" estaba induciendo la agregacion e
insolubilizacion de la proteina, mas alla de generar los entrecruzamientos observados. Por
lo tanto, se examind en detalle la susceptibilidad de la HsSGS a sufrir un proceso de
agregacion macromolecular luego de resultar oxidada por ONOO" y la relevancia que
tiene este proceso en la inactivacion oxidativa de la proteina.

En primer lugar, se realizaron medidas de actividad HsGS durante un periodo de 2
horas luego de su exposicion a un bolo Unico de ONOO", de modo de evaluar si las
pérdidas de actividad ya caracterizadas se veian acentuadas con el paso del tiempo.
Entones, se agregd ONOO" (50-500 uM) a HsGS (0,2 mg/mL) en buffer KPi pH 7,3 a
temperatura ambiente y 5 minutos después (para asegurar la total descomposicion del
ONOO) se incubaron las muestras a 37°C bajo agitacion suave, removiéndose alicuotas
a distintos tiempos para realizar medidas de actividad enzimética. Si bien la pérdida de
actividad HsGS a los 5 minutos fue comparable con los valores reportados anteriormente
(ej: Fig. 6.3A), se detectd6 para todas las muestras tratadas un descenso adicional
significativo de la actividad a tiempos de incubacion mayores (Fig. 6.18A). Por ejemplo,
tras la adicion de 50 uM ONOO, la pérdida de actividad a los 5 minutos fue de s6lo un
10%, pero luego de las 2 horas de incubacion se incremento a ~ 40%. Estas disminuciones
en la actividad HsGS fueron incluso mayores durante las incubaciones por 2 hs para las
muestras tratadas con 250 y 500 uM ONOO". Dado que el ONOO" se descompone
completamente en cuestion de segundos bajo las condiciones experimentales empleadas
(buffer pH 7,3), la pérdida de actividad HsGS observada durante la incubacion a 37°C por
2 hs se deberia a procesos secundarios lentos que son consecuencia de las modificaciones
oxidativas inducidas por el ONOO", ya sea directamente o indirectamente (a través de sus
radicales derivados) durante su descomposicion. La explicacion méas probable de esta
observacién seria la agregacion no covalente de la HsGS oxidada. Para examinar esta
posibilidad en mayor profundidad, se estudié la formacién de agregados a través de
medidas de turbidez a 405 nm. Para ello, se expuso HsGS a un bolo tnico de ONOO™ bajo
las condiciones experimentales habituales, se transfirieron las muestras a una placa de 96
pocillos y se las incub6 a 37°C por 12 hs realizdndose medidas de turbidez durante el
proceso (Fig. 6.18B). Tras el tratamiento de HsGS (0,2 mg/mL) con distintas
concentraciones de ONOO" (50-1000 M), se observé una fase inicial de latencia de 15-
20 minutos, la cual fue seguida por un incremento significativo en la turbidez a lo largo
de los 30-60 minutos. A esto le siguio un incremento mucho menos pronunciado de la
turbidez durante los 60 minutos siguientes hasta alcanzar finalmente una meseta. Tanto
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la pendiente inicial como la amplitud de las curvas fueron mayores al aumentar la
concentracion de ONOO" agregada. Cuando se realizé el agregado de una concentracion
fija de ONOO™ (500 uM) a concentraciones crecientes de HsGS (0,05-1,0 mg/mL), se
obtuvieron curvas similares (Fig. 6.18C); en este caso, la pendiente del tramo inicial y la
amplitud tendieron a aumentar a mayores concentraciones de proteina, pero de manera
parcialmente diferente a lo observado en el caso anterior. Estos resultados indican que el
ONOO" es capaz de promover la agregacion de la HsGS a través de su modificacion
oxidativa inicial, mas alla de causar una inactivacion de la misma, siendo este proceso
dependiente del tiempo responsable de pérdidas considerables de funcién de la HsGS
luego de su exposicion a ONOO".
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Figura 6.18. Agregacion de la HsGS inducida por ONOO'. (A) Pérdida de actividad HsGS en funcion
del tiempo luego de exponer la proteina (0,2 mg/mL) a un bolo Gnico de ONOO" (50-500 uM) e incubarla
durante 120 minutos a 37°C. Se tomaron alicuotas a los tiempos indicados para realizar medidas de
actividad; los valores se expresan como relativos al control sin tratar a tiempo 0 (100% = 58,7 U/mg, n =
6). (B) La agregacion de la HsGS (0,2 mg/mL) luego de su tratamiento con ONOO-~ (50-1000 uM) fue
seguida mediante medidas de turbidez (absorbancia a 405 nm) por un periodo de 12 hs (n = 3). (C)
Agregacion de la HsGS (0,05-1,0 mg/mL) por 12 hs tras su exposicién a 500 uM ONOO" (n = 3). Los datos
se representan como promedio * SD.

6.8. La oxidacion de tioles media la agregacion inducida por oxidantes de la HsGS

Estudios previos realizados con la GS de cerebro de oveja habian reportado que la
proteina era propensa a agregar bajo ciertas condiciones experimentales, entre ellas, la
exposicion a agentes alquilantes de tioles (ej: N-etilmaleimida, NEM) [227,255]. Por este
motivo, se examind la posibilidad de que la modificacion de residuos de Cys de la HsGS
estuviera siendo responsable de inducir la agregacion de la proteina luego de su
exposicion a ONOOQO'. Para probar esto, se expuso HsGS a un bolo tnico de ONOO"™ (50-
500 uM), luego de incubar 1 minuto a temperatura ambiente (para permitir la completa
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descomposicion del ONOO" y sus radicales derivados) se agregd DTT 10 mM para
reducir los tioles que resultaron oxidados por el tratamiento y finalmente se incubd la
proteina a 37°C por 2 hs bajo agitacion suave. Se tomaron alicuotas a distintos tiempos
para realizar medidas de actividad y evaluar los cambios en el tiempo luego de su
tratamiento inicial con el oxidante. Nuevamente, se observé una pérdida considerable de
actividad HsGS durante el periodo de incubacion tras la adicion de ONOO"; sin embargo,
esta pérdida se logro prevenir de manera significativa cuando la enzima fue tratada con
DTT luego de su oxidacion inicial por ONOO" (Fig. 6.19A-B). Un resultado similar se
obtuvo cuando se emple6 GSH en lugar de DTT como el agente reductor de -SH; sin
embargo, no se observo tal efecto al sustituir el DTT por ascorbato (AscH), un reductor
por un electron (Fig. 6.19B). En linea con estos resultados, la agregacion de la HsGS se
logré prevenir de manera muy notoria cuando, luego de la exposicion de la HsGS a
ONOQO, se incubo la proteina a 37°C en presencia de DTT (Fig. 6.19C). Estos datos
sugieren que la oxidacion de residuos de Cys inducida por el ONOO™ puede mediar la
agregacion de la HsGS, causando asi una pérdida adicional de actividad enzimatica, por
encima de la que ocasionan las modificaciones oxidativas rapidas, causadas por los
radicales derivados del ONOO", sobre amino&cidos clave.
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Figura 6.19. Inhibicion de la agregacion de la HsGS causada por ONOO™ mediante la reduccién de
los tioles oxidados. (A) Se expuso HsGS (0,2 mg/mL) a ONOO" en buffer KPi y tras 1 minuto a temperatura
ambiente se agregé DTT 10 mM para reducir los tioles oxidados. Luego, se incubo la proteina a 37°C por
2 hs 'y se tomaron alicuotas a distintos tiempos para realizar medidas de actividad (100% = 62,2 U/mg). (B)
Igual que A pero tras agregar 500 UM ONOO" y con la inclusion de glutation (GSH) y &cido ascérbico
(AscH) como reductores. (C) De manera alternativa, tras la reduccion de los tioles oxidados con DTT, se
colocaron las muestras de HsGS en una placa de 96-pocillos y se incub6 a 37°C por 12 hs para realizar
medidas de turbidez. Los datos se representan como promedio + SD (n = 3). *, p < 0,05 (vs + ONOO" solo)
mediante analisis por test t no pareado.

Para examinar esta posibilidad con mayor profundidad, se evalu6 la capacidad del
H20- y la diamida, dos oxidantes alternativos por dos electrones que tienen como blanco
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principal los residuos de Cys, para promover la agregacion de la HsGS. La incubacion de
la HsGS con H20- (0,1-5 mM) en buffer KPi pH 7,3 durante 1 hora a 37°C provocé una
pérdida importante de actividad enziméatica de manera dosis-dependiente (Fig. 6.20A),
aungue no tan marcada como la ocasionada por el ONOO". Esta pérdida de actividad se
acompafié de una disminucion considerable del contenido de -SH de la proteina (Fig.
6.20C) y de la formacién de entrecruzamientos covalentes reducibles y agregados de alto
peso molecular (Fig. 6.20B), s6lo detectados en condiciones no reductoras. Ademas,
mediante medidas de turbidez en el tiempo, se observo que la incubacién de la HsGS con
H>0O> produjo su agregacion (Fig. 6.20D).
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Figura 6.20. Pérdida de funcién HsGS por H202 mediada por la oxidacion de tioles y agregacion
proteica. Se realizé la oxidacion de la HsGS (0,2 mg/mL) incubandola con H,0; (0,1-5 mM) durante 1
hora a 37°C en buffer KPi 100 mM pH 7,3 con KCI 0,1 M y 0,1 mM DTPA. Las reacciones fueron luego
terminadas mediante el agregado de catalasa 50 nM y se tomaron alicuotas para: (A) medidas de actividad
enzimatica (100% = 64,5 U/mg, n = 9); (B) analisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras y no
reductoras; y (C) cuantificacion de tioles por espectrofotometria (n = 3). (D) La agregacion de la proteina
fue estudiada incubando directamente 0,2 mg/mL HsGS con las cantidades indicadas de H,O- en una placa
de 96 pocillos durante 12 hs a 37°C, realizandose medidas de turbidez cada 5 minutos (n = 3). Los datos se
representan como promedio £ SD.

Si bien estos resultados estdn de acuerdo con la hipdtesis de que la oxidacion de
residuos de Cys estaria promoviendo la agregacion de la HsGS, dado que el H2O> es capaz
también de oxidar los residuos de Met a menores velocidades [111], no puede descartarse
la posibilidad de que esas modificaciones participen también en el proceso de agregacion.
Por lo tanto, para confirmar el rol de la oxidacidn de Cys como evento desencadenante
de la agregacion de la HsGS, se realizo el tratamiento de la enzima con el oxidante
especifico de -SH diamida [256]. La incubacién de la HsGS con diamida provocé una
disminucion muy marcada de la actividad enzimaética, al tiempo que también causo la
oxidacion de residuos de Cys e indujo la agregacion de la proteina de manera dosis
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dependiente (Fig. 6.21). En conjunto, estos resultados indican que la oxidacion de Cys es
suficiente para inducir la agregacion de la HsGS, lo que lleva asociado una pérdida de
actividad enzimaética.
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Figura 6.21. Oxidacion de la HsGS por diamida. Se incubé HsGS (0,2 mg/mL) con diamida (25-1000
M) a 37°C por 1 hora en buffer fosfato pH 7,3. Luego de la incubacion, se tomaron alicuotas de cada
muestra para realizar: (A) determinaciones de actividad enzimatica (100% = 72,6 U/mg), (B) SDS-PAGE
en condiciones reductoras y no reductoras y (C) cuantificacién de tioles. (D) La agregacion de la HsGS
inducida por diamida se evalu6 a través de medidas de turbidez a 405 nm por 12 hs a 37°C en una placa de
96 pocillos. Los datos se representan como promedio + SD (n = 3).

6.9. Estudio de distintos factores asociados a la agregacién de la HsGS inducida por
oxidantes

Con la finalidad de obtener mas informacion respecto a los mecanismos involucrados
en la agregacién de la HsGS por oxidantes, se evaluo la capacidad de oxidantes
alternativos por un electron de inducir dicho proceso. En ese sentido, se expuso HsGS a
un flujo de radicales ROO" mediante la incubacion de la proteina con el dador ABAP a
37°C por 2 hs. En estas condiciones, se observo una pérdida completa de actividad HsGS
luego de 120 minutos de incubacion, junto con la formacion de entrecruzamientos
covalentes no reducibles y un rapido y marcado aumento en la turbidez de la solucion
(Fig. 6.22). La cinética de agregacion presento una buena correlacion con la dependencia
temporal de la pérdida de actividad, apoyando asi la conexion entre ambos procesos. La
inclusion de DF (1 mM) en la mezcla de reaccion generd un retraso tanto en la
inactivacion como en la agregacion de la HsGS inducida por ABAP (Fig. 6.22). Por su
parte, el agregado de NO- al sistema de reaccion, el cual podria ser oxidado por los
radicales peroxilo para producir ‘NO2 y causar la nitracion de residuos de Tyr, solo tuvo
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efectos menores, los cuales consistieron en un pequefio retraso en la agregacion y pérdida
de actividad (Fig. 6.22). Por lo tanto, en estas condiciones de oxidacion mediada por
ROQ’, la nitracion de Tyr, que se detecto tras 120 minutos de incubacién (Fig. 6.22C), no
incrementd ni la pérdida de actividad ni la agregacion de la HsGS. Entonces, la
agregacion de la HsGS puede ser inducida por la oxidacion de Cys a través de reacciones
de oxidacion por un electron, en un contexto en el cual ademas la ocurrencia de otras
modificaciones puede tener un impacto sobre este proceso, ya sea aumentando (ej: DiTyr)
o disminuyendo (ej: NO2Tyr) la agregacion.
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Figura 6.22. Efectos de la oxidacion de la HsGS por el dador de radicales peroxilo ABAP. Se incubd
HsGS (0,2 mg/mL) con ABAP 10 mM a 37°C en buffer KPi 100 mM pH 7,3 conteniendo 0,1 M KCl y 0,1
mM DTPA por 2 horas; alternativamente, se agregé a la mezcla 1 mM DF o 20 mM NaNO,. Se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos y se las analizé mediante: (A) medidas de actividad (100% = 66,2 U/mg);
(B) SDS-PAGE en condiciones reductoras; y (C) western-blot anti-NO,Tyr. (D) La agregacion de la HsGS
inducida por ABAP se siguié mediante medidas de turbidez luego de la incubacidn de la enzima con ABAP
10 mM a 37°C por 12 hs; se incluyé ademas en algunas condiciones DF 0 NaNO,. Los datos se muestran
como promedio + SD (n = 3).

Para seguir profundizando en el estudio de este proceso, se evaluo también el efecto
de la presencia de CO sobre la agregacion de la HsGS inducida por ONOO".
Anteriormente, se habia visto que el CO llevaba a una mayor inactivacion de la HsGS
por ONOO-, aumentando ademas la formacion de NO>Tyr y DiTyr, pero sin modificar de
manera significativa la oxidacion de Cys (Fig. 6.10). Cuando la HsGS fue tratada con
ONOO" en presencia de CO2, se observo una mayor agregacion de la proteina, con un
incremento de la turbidez mas pronto, con una pendiente mayor y alcanzando una
amplitud mas elevada (Fig. 6.23A). En funcién de la caracterizacion anterior realizada,
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estos resultados sugieren entonces que si bien la oxidacion de Cys es un evento clave para
la agregacion de la HsGS, otras modificaciones oxidativas en otros aminoécidos podrian
también contribuir en dicho proceso. Ahora bien, las diferencias observadas podrian
deberse también a una diferencia cualitativa en la oxidacion de Cys entre ambas
condiciones, dado que en ausencia de CO2 podria ocurrir principalmente por reaccion
directa mientras que en presencia de CO> seria por reacciones mediadas por radicales
derivados, alcanzando blancos diferentes. Ademas del efecto del CO», se estudio también
la agregacion de la HsGS inducida por ONOO" a diferentes valores de pH, anadlogamente
a como se realizé anteriormente para el estudio de la inactivacion oxidativa (Fig. 6.11).
Asi, se expuso HsGS a 500 uM ONOO-" a distintos valores de pH y se evalué la agregacion
de la proteina mediante medidas de turbidez. La HsGS presenté una mayor tendencia a
agregar luego de que la adicion del ONOO" se hiciera a pH &cido con respecto a pH
fisioldgico; esta tendencia fue incluso mayor cuando se la expuso a ONOO™ a pH alcalino
(Fig. 6.23B). La incubacion de la HsGS a pH 8,6 en ausencia de ONOO" fue suficiente
para provocar un aumento significativo de la turbidez en el tiempo (Fig. 6.23C),
sugiriendo entonces que condiciones de pH no-6ptimas pueden afectar la estabilidad de
la proteina de manera de causar su agregacion.
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Figura 6.23. Estudio del efecto del CO: y el pH en la agregacion de la HsGS inducida por ONOO".
(A) Comparacién de la agregacion de la HsGS tras el agregado de ONOO- 250 uM en ausencia o presencia
de COs.. (B) Agregacion de la HsGS luego del agregado de ONOO- 500 UM a distintos valores de pH. (C)
Controles correspondientes a las condiciones del gréafico (B), en los cuales no se agreg6 ONOO" a las
muestras de HsGS. Los datos se muestran como promedio + SD (n = 3).

La agregacion por ONOO" de los distintos mutantes Tyr—Phe de HSGS también fue
estudiada en comparacion con la proteina WT, para evaluar si la modificacion de los
residuos mutados podria estar influyendo de alguna forma en dicho proceso (Fig. 6.24A-
E). Las medidas de turbidez en el tiempo mostraron una tendencia a agregar luego del
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tratamiento con ONOO" similar a la de la proteina WT para la variante Y171F (Fig.
6.24A), levemente menor para la mutante Y269F (Fig. 6.24C) y ligeramente aumentada
para la variante Y185F (Fig. 6.24B) y la Y336F (Fig. 6.24E). La situacion mas particular
fue la presentada por el mutante Y288F, que presentd una tendencia a agregar tras el
agregado de ONOO" considerablemente mayor que laWT e incluso mostr6 un incremento
en la turbidez muy significativo en ausencia de tratamiento con oxidante, comparable a
la que presento la proteina WT expuesta a 500 pM ONOO" (Fig. 6.24D). Este resultado
apoya la idea de que el residuo Tyr288 tiene un rol esencial en el mantenimiento de la
estructura de la HsGS (su actividad especifica basal fue de menos de un 20% de la del
WT), por lo que su nitracion, si bien es menor en términos cuantitativos, podria tener un
impacto relevante en la funcion de la proteina.
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Figura 6.24. Agregacion de los mutantes Tyr—Phe de HsGS por ONOO" y evaluacion de la
agregacion inducida por proteina pre-agregada. Se expuso HsGS (0,2 mg/mL) WT o mutante a ONOO"
500 uM y se incubd en placa de 96 pocillos a 37°C durante 12 hs realizandose medidas de turbidez cada 5
min. (A) Y171F; (B) Y185F; (C) Y269F; (D) Y288F; (E) Y336F. (F) Se incub6 HsGS (0,2 mg/mL) con
diferentes cantidades de HsGS pre-agregada (0-20 pg) y se evaluo la agregacion por medidas de turbidez
como anteriormente. Los datos se muestran como promedio = SD (n = 3).

Los resultados obtenidos hasta ahora sugieren que la oxidacion de residuos de Cys
induce la agregacion de la HsGS y que unicamente la enzima modificada experimenta
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dicho proceso, sin promover la agregacion de la HsGS no modificada (ver Fig. 6.18B, la
amplitud de las curvas depende de la cantidad de oxidante empleado). Para validar esta
observacion, se examino la posibilidad de que HsGS ya agregada sea capaz de inducir la
agregacion de HsGS nativa siguiendo el procedimiento descrito en Materiales y métodos
(5.10). La adicion de distintas cantidades de HsGS agregada por tratamiento con ONOO"
(0-20 pg) fue incapaz de inducir la agregacién de HsGS nativa sin tratar (Fig. 6.24F); por
lo tanto, Unicamente la fraccidén de moléculas de HsGS que han experimentado oxidacion
de Cys estaria formando agregados.

Finalmente, para verificar que la pérdida de actividad dependiente del tiempo
observada es efectivamente debido a la agregacion de la HsGS modificada y pérdida de
proteina soluble, se realizaron medidas de actividad especifica antes y después de la
remocion del material insoluble. Para esto, se expuso HsGS (0,5 mg/mL) a ONOO" (500
pUM), se tomaron alicuotas inmediatamente para realizar medidas de actividad y a
continuacion se incubd la proteina a 37°C por 30 minutos. Luego de este tiempo, se midio
nuevamente la actividad en la mezcla (conteniendo tanto proteina soluble como insoluble)
y a continuacién las muestras fueron centrifugadas para remover la HsGS precipitada. La
proteina remanente en el sobrenadante fue cuantificada y se determiné la actividad de
dicha HsGS soluble. Luego de la exposicion inicial a ONOO" (t = 0 min, total), no se
detectd una pérdida significativa de HsGS con respecto a la muestra control; sin embargo,
30 minutos despues (t = 30 min, total), la actividad especifica de la muestra tratada
presentd un descenso significativo con respecto al control sin tratar (Fig. 6.25A). Luego
de laremocion de la proteina insoluble, la actividad especifica de la muestra tratada volvid
a ser similar a la del control (t = 30 min, soluble), al igual que se habia observado
inmediatamente después de la exposicion de la proteina a ONOO"™ (Fig. 6.25A). Esto
confirma entonces que la pérdida de actividad HsGS observada a medida que pasa el
tiempo luego de su exposicion a un bolo uUnico de ONOO"™ es consecuencia de la
precipitacion de la proteina agregada. Para obtener mas informacion acerca de los factores
que determinan este proceso, se sometieron tanto los pellets como los sobrenadantes a
digestion con tripsina y posterior analisis por HPLC-MS/MS para determinar los niveles
relativos de modificacion de residuos de Tyr, como se hizo anteriormente. No se
observaron diferencias significativas respecto al grado de modificacion de los residuos de
Tyr entre las fracciones soluble e insoluble, sugiriendo que su modificacién no es un
factor principal en la promocién de la agregacién de la HsGS bajo estas condiciones (Fig.
6.25B).

6.10. Efecto de la union de MgATP en la estabilidad de la HsGS y su agregacién
inducida por oxidantes

Los datos obtenidos hasta aqui sugieren que la agregacién de la HsGS es
consecuencia de una pérdida global de la estabilidad de la proteina que puede resultar
como consecuencia de la exposicion a oxidantes (mediada posiblemente por la oxidacién
de Cys), valores de pH lejanos del fisioldgico o la presencia de mutaciones puntuales en
sitios criticos (ej: Y288F). Estudios previos reportaron que ciertos ligandos, como el
Mg?*, Mn?* y los nucleétidos de adenina pueden ayudar a mantener la estabilidad de la
GS y promover el ensamble de su estructura decamérica [255,257,258]. Ademas, se
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observo que la incubacion de la GS de mamifero con Mg?* y ATP puede prevenir la
pérdida de actividad ocasionada por agentes alquilantes de -SH [258,259].
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Figura 6.25. Caracterizacion de la proteina soluble e insoluble luego del tratamiento con ONOO". Se
expuso HsGS (0,5 mg/mL) a un bolo Unico de ONOO" (500 uM) y se la incub6 30 minutos a 37°C; luego
de esto, se separd la proteina insoluble por centrifugacion a 18.500 g por 30 minutos. Los sobrenadantes se
colectaron y la proteina remanente fue cuantificada. (A) Determinacion de actividad especifica en las
muestras inmediatamente después de la adicion del ONOO™ (0’ total), luego de incubar 30 minutos a 37°C
(30’ total) y en los sobrenadantes correspondientes, luego de remover la proteina insoluble (30’ soluble).
(B) Analisis por MRM-MS/MS de los productos de digestién con tripsina de la HsGS soluble e insoluble
tratada con ONOO" e incubada a 37°C por 30 minutos. Los datos se muestran como promedio = SD (n =
3). *, p < 0,05 (- ONOO" vs + ONOO") mediante analisis por test t no pareado.

Para evaluar los efectos de la union de los ligandos mencionados en el contexto de
pérdida de funcion por dafio oxidativo, se estudié la oxidacion, pérdida de actividad y
agregacion de la HsGS inducida por H202 en ausencia o presencia de MgATP. La
incubacion de la HsGS con H202 (0,1-1 mM) por 1 hora a 37°C causé una disminucion
significativa de la actividad enzimatica y del contenido de -SH, llevando también a la
formacion de entrecruzamientos reducibles de subunidades de HsGS, como se observé
anteriormente. Sin embargo, estos efectos fueron atenuados por la presencia de MgATP
en la solucion (Fig. 6.26A-C), siendo muy destacable la inhibicion observada de la
agregacion de la HsGS por H20- en presencia de MgATP (Fig. 6.26D). El hecho de que
la oxidacién de Cys (visto tanto por cuantificacién espectrofotométrica como por SDS-
PAGE) haya sido menor en presencia de MgATP sugiere que el efecto observado sobre
la pérdida de actividad y la agregacion se debe a que la union del ligando promueve
cambios conformacionales en la proteina que de algin modo protegen a ciertas Cys clave
de ser oxidadas. No obstante, parte del efecto podria deberse a un aumento en la
estabilidad global de la proteina tras la unién del MgATP, lo cual disminuiria la tendencia
de la HsGS oxidada a agregar. Para evaluar esta Gltima posibilidad, se realizaron estudios
de desnaturalizacion térmica de la HsGS mediante medidas de fluorescencia de los
residuos de Trp de la proteina a lo largo del intervalo de 15 a 65°C, tanto para la proteina
sola como en presencia de ligandos. En presencia de MgATP, la curva de
desnaturalizacion (curva de melting) presentd un corrimiento muy marcado hacia la
derecha, incrementandose el valor de Tm de (52,7 £ 0,1) °C para la HsGS sola a (60,8 +
1,3) °C para la proteina unida a MgATP (Fig. 6.26E). Cuando el estudio se hizo en
presencia Unicamente de Mg?*, se observo igualmente un aumento en la estabilidad de la
proteina respecto a la condicion en ausencia de ligandos, pero menos importante que en
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presencia de MgATP, siendo el valor de Tm de (55,0 + 0,2) °C. Por lo tanto, la union de
ligandos, ademas de proteger ciertas Cys criticas de la oxidacidn, proporciona un aumento
considerable de la estabilidad de la HsGS, lo que en conjunto la hace mas resistente a la
agregacion inducida por oxidantes. En contraste a esto Gltimo, la exposicion de la HsSGS
a ONOO" provoco un cambio en la forma de la curva de desnaturalizacion, sugiriendo
que la proteina modificada oxidativamente, portadora posiblemente de alteraciones
conformacionales, adopté un mecanismo de desnaturalizacion diferente. Ademas, se
obtuvo un valor levemente disminuido de Tm de (50,3 = 1,2) °C, consistente con una
proteoforma menos estable con predisposicion a agregar en comparacion a la HsGS no
tratada (Fig. 6.26E).
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Figura 6.26. Efecto de la union de MgATP en la agregacion de la HsGS por H202y en la estabilidad
proteica. Se incubd HsGS (0,2 mg/mL) con H,0, (0,1-1,0 mM) durante 1 hora a 37°C tanto en ausencia
como presencia de ATP 10 mM y MgCl, 20 mM. Luego de detener las reacciones con catalasa, se tomaron
alicuotas para: (A) medidas de actividad (100% = 63,4 y 48,7 U/mg, - y + MgATP); (B) cuantificacion de
tioles, y (C) andlisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras y no reductoras. (D) Estudio de la
agregacion de la HsGS por H,O; en ausencia y presencia de MgATP mediante medidas de turbidez. (E) La
desnaturalizacion térmica de la HsGS sola, unida a MgATP o Mg?*, o tratada con ONOO", fue evaluada
siguiendo la disminucidn de la fluorescencia del Trp al incrementar la temperatura. Los datos se muestran
como promedio = SD (n = 3). *, p < 0,05 (- MgATP vs + MgATP) mediante andlisis por test t no pareado.
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Estas observaciones respecto a los efectos de la union del MgATP en la oxidacion,
agregacion y estabilidad térmica de la proteina podrian deberse a que la unién de dicho
ligando favorezca el ensamblaje de la estructura decamérica de la HsGS, como se
comentd anteriormente. Para evaluar esta posibilidad, se llevaron a cabo estudios de gel
filtracién en ausencia o presencia de MgATP para determinar si el peso molecular
aparente de la HsGS se veia afectado. La HsGS nativa en buffer fosfato eluyo
principalmente como un Unico pico a ~ 16 mL, con una fraccion minoritariaa ~ 14,5 mL;
este perfil de elucion no se vio alterado por la presencia de MgATP (Fig. 6.27), sugiriendo
que su unién no esta induciendo la oligomerizacién de la proteina en las condiciones
experimentales empleadas. Por lo tanto, los efectos observados del MgATP no se

explicarian por un cambio en el estado de oligomerizacion de la proteina, si no por los
motivos explicados anteriormente.
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Figura 6.27. Estudio del efecto de la unién del MgATP en el estado de oligomerizacion de la HsGS
mediante gel filtracién. El estado de oligomerizacion de la HsGS (4,0 mg/mL) fue estudiado en una
columna de exclusiéon molecular Superdex 200 10/300 GL tanto en ausencia (- MgATP) como en presencia
(+ MgATP) de ATP 5 mM y MgCl, 10 mM (izquierda). Para la estimacién del peso molecular (MW), se
emplearon estdndares de proteinas comerciales, junto con azul dextrano para la determinacién del volumen
muerto (Vo), se construyd el grafico de logMW vs Ve/Vq y se realizd la regresion lineal del mismo
(derecha). Las proteinas utilizadas para la calibracion de MW fueron: a, ferritina (440 kDa); b, B-amilasa

(200 kDa); c, alcohol deshidrogenasa (150 kDa); d, albumina bovina (66 kDa); e, anhidrasa carbdnica (29
kDa); f, citocromo ¢ (12 kDa).
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7. Discusion

Mediante la aplicacién combinada de técnicas analiticas, bioquimicas, moleculares
y protedmicas, se obtuvo una cantidad relevante de evidencia experimental que ayuda a
comprender los mecanismos implicados en la inactivacion oxidativa de la HsGS. Si bien
numerosos trabajos previos habian ya demostrado la susceptibilidad de la GS de distintas
especies a la inactivacion por oxidantes, los mecanismos involucrados no habian logrado
establecerse con claridad, en gran medida debido a la falta de una caracterizacion
profunda de las modificaciones postraduccionales oxidativas que ocasionaba la
exposicion a oxidantes. La principal hipotesis existente indicaba que la nitracion del
residuo de Tyr336 de la HsGS ocasionaba la pérdida de actividad, cuando ésta se
encontraba en su estado ionizado, al impedir la correcta interaccion con los nucledtidos
de ATP/ADP en el sitio activo [207]. Los resultados obtenidos en este trabajo, no
obstante, sugieren que los mecanismos involucrados en la inactivacion oxidativa de la
HsGS son notoriamente mas complejos.

7.1. Modificacion oxidativa de la HsGS por ONOO" y su vinculo con la inactivacion

En primer lugar, se observo que el tratamiento de la HsGS con ONOO", ademas de
ocasionar una marcada disminucion en la actividad, llevo a la modificacion significativa
de residuos de Cys, Met, Tyr y Trp (Fig. 6.3 y Anexo Fig. 3). Los principales productos
de oxidacion identificados, tanto mediante enfoques bioquimicos como proteémicos,
fueron disulfuros de Cys (evidenciado por la formacion de entrecruzamientos reducibles
en SDS-PAGE, podrian haberse formado otros productos), MetSO, NO,Tyr, DiTyr y
NO-Trp (posiblemente productos de oxidacion de Trp también, pero debido a su gran
diversidad no se incluyeron sus variantes en las bases de datos de analisis por MS/MS)
(Fig. 6.3-6.4, Anexo Tabla I). Esto ya establece que, a diferencia de lo que la mayoria de
los trabajos anteriores habian probado, la exposicion de la HsSGS a ONOO" induce otras
modificaciones oxidativas aparte de la nitracion de residuos de Tyr. EI mapeo peptidico
realizado por MS/MS permiti6 identificar los sitios en los que ocurrieron las mencionadas
modificaciones (Anexo, Tabla I-1l), y a través de distintos enfoques (MS1-filtering
usando el software Skyline, experimentos de MRM) se estimaron los porcentajes de
dichas modificaciones (Fig. 6.4 y 6.6). Por tanto, se encontrd no solo que distintos tipos
de residuos son modificados por ONOO-, sino que ademas, en varios sitios de la proteina.
La Figura 7.1 muestra, a modo de resumen, la ubicacion en la estructura de la proteina de
los principales residuos modificados identificados por MS/MS, indicandose segun el
color el porcentaje estimado de modificacién de cada uno de ellos.

El antecedente de identificacién por MS/MS de los residuos de GS que resultan
modificados por ONOO" habia identificado Gnicamente a la Tyr336 como blanco de
nitracion [206]. Aqui, se identificaron un total de 10 residuos de Tyr como sitios de
nitracion, siendo los principales blancos Tyrl71, Tyr185, Tyr269, Tyr283 y Tyr336 (no
se incluy6 como blanco principal al residuo Tyrl04 ya que se detectaron niveles
significativos de nitracion en dicho sitio en el control, e incluso mayores en la adicion
reversa del ONOO"). Todos ellos presentaron porcentajes de modificacion de entre 20-
50% tras el tratamiento de la enzima con 500 UM ONOQO", lo que representa valores
suficientemente elevados como para generar un impacto en la actividad enzimatica. Si
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bien estos porcentajes constituyen estimados, si se los utiliza para realizar célculos
absolutos de NO,Tyr a los que corresponderian (tomando en cuenta que para cada residuo
el 100% es la concentracion de enzima usada, 4,62 uM), se obtienen valores totales de
NO-Tyr formados para HsGS tratada con 500 uM ONOO" que son consistentes con los
valores determinados de NO2Tyr por espectrofotometria. Asi, la aproximacion empleada
por MRM para la estimacion de los niveles de modificacion de los distintos residuos
representa una técnica de gran utilidad para identificar los blancos preferenciales y
menores de nitracion, algo que resulta clave en la busqueda de explicar la inactivacion
por dicha modificacion.

Modificacion (%)

50-100
25-50
12,5-25
5-12,5
0-5

J »

Figura 7.1. Mapeo estructural de los principales residuos modificados oxidativamente en la HsGS
tratada con ONOO:-". Se indica la ubicacion en la estructura de la HsGS (se muestra un sitio activo entre
dos mondmeros) los residuos de Tyr, Trp y Met que se identificaron modificados, asi como el grado de
modificacion de los mismos, indicado por el color, segin su estimacion a través de los analisis por MS1-
filtering 0 MRM. Los residuos de Cys, que también fueron blanco de oxidacion, no se incluyen dado que
los mismos no fueron mapeados en el andlisis por MS. La imagen tridimensional de la HsGS con Mn y
ADP unidos fue creada utilizando el software VMD 1.9.3 a partir de la estructura PDB ID 2QCS8.

Ademas de la modificacion por nitracion, se evidencié la dimerizacion de residuos
de Tyr a DiTyr (Fig. 6.3 y Fig. 6.8). El analisis por MS permitio identificar la formacion
de cinco tipos diferentes de entrecruzamientos Tyr-Tyr que involucran seis residuos
diferentes de Tyr. El hecho de que estos residuos hayan sido también identificados como
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NO-Tyr apoya las identificaciones realizadas, dado que ambas modificaciones requieren
de la formacion de un Tyr® intermediario. De cualquier manera, es necesario realizar un
analisis estructural de la HsGS, considerando las restricciones estéricas asociadas a la
formacion de DiTyr, para determinar la factibilidad de que estas uniones se logren dar;
esta clase de analisis también permitiria definir si los entrecruzamientos formados son de
tipo intramoleculares (entre residuos de Tyr de un mismo monémero) o intermoleculares
(entre residuos de Tyr de diferentes mondmeros, ya sean de un mismo o de diferentes
decameros) (Fig. 7.2). Por ejemplo, los entrecruzamientos Tyr269-Tyr269 y Tyr336-
Tyr336 son necesariamente intermoleculares entre diferentes decameros, dado que no se
encuentran lo suficientemente cerca dentro de un mismo decdmero (Fig. 7.2A-B); este
tipo de uniones podria cumplir algun rol en los procesos de agregacion de la proteina. El
entrecruzamiento Tyr283-Tyr288 posiblemente sea de tipo intramolecular debido a la
cercania espacial existente entre las cadenas laterales de estos residuos dentro de un
mismo mondmero (Fig. 7.2C). Ademas, esta union fue identificada en las muestras
correspondientes a las fracciones separadas por gel filtracion correspondientes a
monomeros (Fig. 6.7, Tabla 6.1). Por su parte, el entrecruzamiento Tyr269-Tyr288 es mas
complicado de explicar (Fig. 7.2A); dentro de un mismo polipéptido, estos residuos se
encuentran demasiado distantes (> 20 A) como para asumir que se trata de una union
intramolecular. Tampoco es probable que se trate de una union intermolecular dentro de
un mismo decamero dado que sus distancias entre diferentes subunidades son todavia méas
elevadas. No obstante, dado que el residuo Tyr288 tiene una localizacion bastante interior
dentro de la estructura proteica, tampoco seria sencillo clasificar el entrecruzamiento
como intermolecular entre diferentes decameros. Posiblemente, la formacion de esta
unién sea secundaria a la modificacion previa de ciertos aminoacidos que ocasionan
alteraciones en la estructura de la proteina. Finalmente, el entrecruzamiento Tyr30-
Tyr180 podria ser de tipo intermolecular dentro de un mismo decdmero, dado que ambos
residuos se encuentran demasiado enterrados en la estructura como para interaccionar con
sus contrapartes en otro decameros, pero la distancia entre Tyr30 y Tyr180 de mondémeros
adyacentes en un mismo anillo pentamérico es de ~ 10 A (Fig. 7.2A). Sin embargo, este
entrecruzamiento se identific también en fracciones de separacion por gel filtracion
correspondientes a mondmero, sugiriendo que pueda ser de tipo intramolecular. Esto
ultimo parece poco probable teniendo en cuenta los ~ 30 A que los separan dentro de un
mismo monomero. La formacion de cualquiera de estos tipos de entrecruzamientos via
DiTyr podria tener algun impacto sobre la estructura y dinamica de la proteina,
contribuyendo también a la pérdida de actividad enzimatica. De cualquier manera, es de
esperar que cuantitativamente estos productos de oxidacion solo representen una fraccién
menor de la modificacidn total de residuos de Tyr, como se evidencia en los analisis por
SDS-PAGE reductor (comparar intensidad de las bandas entrecruzadas con la del
monomero). Son necesarios estudios posteriores para determinar la relevancia de estos
entrecruzamientos DiTyr en el proceso de inactivacion oxidativa de la HsGS.

A partir de la informacion obtenida acerca de los residuos de Tyr que resultaban
preferencialmente nitrados o participaban en la formacion de entrecruzamientos DiTyr
tras la exposicion a ONOO", se disefiaron y adquirieron cinco variantes mutantes de HsGS
en las cuales se sustituyo uno de éstos residuos de Tyr relevantes por Phe. Estos mutantes
fueron Y171F, Y185F, Y269F, Y288F e Y336F. La sustitucion del residuo de Tyr por
Phe representa una estrategia de gran utilidad para estudiar el impacto que tiene la
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modificacion del residuo de Tyr sustituido, debido a que la Phe presenta una reactividad
hacia los oxidantes que es considerablemente menor y por ende no generara los productos
de oxidacion que suceden sobre el residuo original. Asi, cuando la modificacion de un
residuo de Tyr, por ejemplo, por nitracion, es responsable de la pérdida o ganancia de
funcion de una enzima, la sustitucion de dicho residuo por Phe suele hacer a la proteina
resistente a experimentar dicho efecto [260-262].

A

Figura 7.2. Analisis estructural de ciertos residuos de Tyr que son blanco de oxidacion por los
radicales derivados del ONOO". (A) Estructura global de un anillo pentamérico de HsGS, mostrando la
ubicacion dentro de una subunidad de los seis residuos de Tyr que se identificaron formando
entrecruzamientos DiTyr. (B) Localizacion especifica dentro de un monémero de los residuos de Tyr 269
y 336, ambos hallados como NO,Tyr y DiTyr. Se muestra también el ADP y los iones Mn?* en el sitio
activo. (C) Vista de la estructura que rodea al residuo Tyr288, incluyendo la Tyr283 y los residuos de Cys
252, 346 y 359. (D) Andlisis de los principales aminoécidos redox-activos localizados en las cercanias de
Tyrl71, los cuéles podrian participar en reacciones de transferencia electronica. Se muestran también los
ligandos ADP, MSO y Mn?* en el sitio activo. En (C) y (D), las lineas punteadas indican las distancias entre
los 4tomos, que se expresan en A. Las estructuras fueron generadas en el software VMD 1.9.3 a partir de
la estructura PDB ID 2QCS8.

Dado que los cinco mutantes Tyr—Phe de la HsGS utilizados fueron susceptibles a
la inactivacion por ONOO" (Fig. 6.12), la nitracién de ninguno de estos residuos por si
sola seria responsable de la inactivacidn de la enzima observada. De cualquier manera, la
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caracterizacion del proceso de inactivacion y modificacion postraduccional por ONOO-
de los distintos mutantes en comparacion con la HsGS WT puede aportar informacion
adicional que ayude en la comprension de los mecanismos implicados.

El mutante de HsGS Y171F resulté inactivado por ONOO™ en mayor medida que la
enzima WT (Fig. 6.13), sugiriendo que la nitracion de Tyrl71 (principal sitio de
nitracion), en lugar de ser un evento relevante en la inactivacion de la HsGS, seria mas
bien una reaccién capaz de proteger a la enzima al desviar los oxidantes de los blancos
criticos. La alta exposicion al solvente de la Tyrl71 podria facilitar su modificacion
oxidativa, algo que ademas estaria favorecido por la presencia de varias cadenas laterales
redox-activas en las proximidades, que podrian estabilizar el radical sobre Tyrl71 (Fig.
7.2D). Esto podria explicar los elevados niveles de nitracion hallados para este residuo:
facilmente accesible a los oxidantes por un electron y generacion de un Tyr® que podria
verse estabilizado mediante la interaccion con los residuos cercanos, aumentando su vida
media y por tanto las probabilidades de reaccionar con ‘NO>. Por otra parte, la oxidacion
inicial de la Tyrl71 podria representar una via de oxidar los mencionados residuos
sitiados en las proximidades a través de reacciones de transferencia electrénica [263]. De
ocurrir, este proceso podria eventualmente conducir a la oxidacion de la Tyr162 del sitio
activo, o a la formacion de una union -S-S- intermolecular entre los residuos Cys163 y
Cys42’ (Fig. 7.2D). Es interesante mencionar que el resultado obtenido para este mutante
contrasta con resultados previos obtenidos para la GSla de M. truncatula [40], para la
que se habia propuesto que la nitracion de Tyrl67, correspondiente por alineacion de
secuencias a la Tyr171 de la HsGS, era responsable de la pérdida de actividad enzimatica
tras exposicion a ONOO". No obstante, dicha conclusion se tomd basandose Unicamente
en el hecho de que el cambio del residuo Tyr167 por Phe hizo a la proteina mucho mas
resistente a la inactivacion por tetranitrometano, un agente nitrante sintético. En ningun
momento del trabajo se verificd por MS que en efecto el residuo Tyr167 resultaba nitrado,
asi como tampoco se verificd que la sustitucion de dicho residuo por Phe hacia también
a la enzima resistente a la inactivacion por ONOO".

Un caso interesante de analizar es el del mutante Y288F, dado que esta variante
presento en condiciones basales una actividad especifica muy baja con respecto a la HsGS
WT; esto sugiere que las alteraciones que ocurran en este sitio podrian tener un gran
impacto sobre la estructura y funcién de la HsGS. El analisis estructural muestra que la
Tyr288 es un residuo con una localizacién interior en la estructura proteica que presenta
un grupo —OH fendlico rodeado por diversas cadenas laterales cargadas (residuos de His,
Arg y Asp) (Fig. 7.2C). Es posible entonces que tanto la pérdida de dicho grupo —OH
cuando el residuo es sustituido por Phe, asi como los cambios impuestos por la
incorporacion de un grupo —NO2 cuando el residuo se nitra, puedan romper las
interacciones que probablemente se establecen alrededor del —OH fendlico, ocasionando
asi alteraciones alteraciones estructurales. Esto significaria que la nitracion de la Tyr288
seria un factor contribuyente a la inactivacion oxidativa de la HsGS bajo las condiciones
experimentales empleadas, aunque cuantitativamente menor debido a los bajos
rendimientos de nitracion en este sitio. La baja exposicion al solvente de este residuo
explicaria la baja nitracion de este residuo, si bien sus niveles de modificacién no fueron
tan bajos como para otros residuos poco expuestos (ej: Tyrl80). En ese sentido, la
modificacion oxidativa de este residuo de baja accesibilidad podria verse facilitada por la
oxidacion de Tyr283 (que se encuentra a 9,6 A de distancia), residuo que presenta una
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alta exposicion al solvente y se encontré como uno de los blancos principales de nitracion.
Entonces, la formacion de un Tyr"en la posicion 283 podria representar una posible via
para oxidar al residuo Tyr288; esta posibilidad resulta méas factible si se toma en cuenta
que se identificé un entrecruzamiento DiTyr entre los residuos Tyr283-Tyr288. Otro
aspecto interesante respeto a la Tyr288 es su proximidad a dos residuos de Cys, que son,
Cys346 y Cys359 (Fig. 7.2C); esto abre la posibilidad a que la presencia de un Tyr"en la
posicion 288 pueda ser reparada por cualquiera de estos residuos de Cys. Ademas, si a
través de este mecanismo se formara un radical cisteinilo sobre Cys346, las reacciones de
transferencia electronica en cadena podrian también incluir al residuo de Cys252, ubicado
a~4 A,y eventualmente llevar a la formacion de una union -S-S- entre estas dos Cys.

7.2. Andlisis del rol de la nitracion de Tyr336 en la inactivacion de la HsGS

La principal hipétesis existente con relacion a la inactivacion oxidativa de la GS de
mamifero implica la nitracion de Tyr336, un residuo conservado entre las GS eucariotas
que interacciona con los nucleétidos de adenina en el sitio activo [49]. Esta hipotesis
surgio a partir de experimentos in vitro en los cuales la GS ovina resultd inactivada por
ONOO, siendo la Tyr336 el Gnico residuo identificado como nitrado por MS [206].
Posteriormente, simulaciones de dindmica molecular [207] hechos sobre la HsGS dieron
apoyo a esta idea al proponer un mecanismo de inactivacion, en el cual la NO,>Tyr336
desprotonada (cargada negativamente), pero no la forma neutra, dificulta la union del
ATP. Esto fue validado parcialmente por experimentos realizados a pH 4,0 (al cual la
NO-Tyr336 estaria en forma neutra), que mostraron una minima pérdida de actividad
enzimatica para la enzima nitrada por ONOO™ en comparaciéon con la inactivacion
observada a pH 7. No obstante, en este Gltimo caso, no se comprobd que de hecho el
residuo Tyr336 resultaba nitrado por el tratamiento, al tiempo de que multiples factores
podrian estar explicando los hallazgos cuando se comparan las actividades enzimaticas a
dos valores de pH tan distantes. En este trabajo, se detecté a la Tyr336 como un sitio
principal de nitracién, lo que permitiria a priori atribuirle a este residuo un rol en la
pérdida de funcion HsGS como consecuencia de la exposicion a ONOO". Sin embargo,
los resultados obtenidos sugieren un escenario mucho mas complejo en el cual la nitracion
de Tyr336 seria solo uno de los multiples eventos oxidativos que llevan a la pérdida de
actividad HsGS por dafio oxidativo. De hecho, si la nitracion de la Tyr336 fuera el Gnico
factor clave responsable de la inactivacion de la HsGS por ONOO", el mutante Y336F
deberia de haber sido mas resistente a la inactivacién que la enzima WT, cuando en
realidad se observo justamente lo contrario (Fig. 6.17). Esto no significa necesariamente
que la nitracion de Tyr336 no esta involucrada en la pérdida de actividad HsGS, dado que
la ausencia de Tyr336 podria resultar en la oxidacion de otros blancos (Fig. 6.17F) cuya
modificacion tiene un impacto mayor sobre la actividad.

Es importante igualmente considerar que existen diferencias experimentales notorias
entre el presente estudio y los trabajos de Gorg et al [206] y Frieg et al [207]. Estos
estudios emplearon una concentracién de GS en los experimentos in vitro de 5 pg/mL (~
0,115 pM GS mondmero), la cual fue expuesta a excesos de ONOO" en el rango de 4 a
400:1, mientras que en el presente trabajo, la concentracion de HsGS utilizada fue
generalmente 40 veces mayor (200 pg/mL, ~ 4,6 uM mondmero) y se la tratd con excesos
de ONOO" de ~ 10 a 200:1. Estas diferencias pueden generar que la quimica observada

88



durante las reacciones sea diferente en cada caso por dos razones: primero, la relacion
entre reacciones directas versus indirectas del ONOO™ pueden variar, favoreciéndose las
oxidaciones por dos electrones bajo condiciones de alta concentracion de proteina;
segundo, el estado de oligomerizacion de la GS puede ser diferente, dado que la
concentracion de proteina es un factor determinante en este equilibrio [257]. Asi, es
posible que en las condiciones experimentales aqui empleadas, las reacciones directas de
oxidacion del ONOO" sobre, por ejemplo, Cys, se vean favorecidas respecto a las
mencionadas referencias. Ademas, la formacion de entrecruzamientos observada aqui
puede no ser tan factible en soluciones muy diluidas de GS. Si el estado de
oligomerizacién fuera diferente entre los estudios (por ejemplo, alta proporcion de
monomero en los otros estudios), el patrén de modificacion oxidativa podria también ser
considerablemente distinto. Finalmente, es importante considerar el efecto que la elevada
concentracion proteica y el hacinamiento molecular pueden tener en la modulacion de
procesos accesorios al dafio oxidativo como la ocurrencia de cadenas de propagacion
radicalares dependientes de O y la agregacion proteica [154,264,265]. De cualquier
manera, se realizaron también experimentos de inactivacion comparativa de la HsSGS WT
y la Y336F bajo las condiciones experimentales utilizadas por los otros autores,
obteniéndose un resultado similar al anterior, es decir, la proteina Y336F se inactiva en
mayor medida que la WT (Anexo, Fig.6). Por lo tanto, las diferencias en las
concentraciones empleadas no seria un factor que lleve a mecanismos de inactivacion por
ONOO" distintos.

En el trabajo realizado por Frieg et al [207], la actividad GS fue determinada
mediante un ensayo acoplado que se basa en la reaccion fisioldgica de la GS, a diferencia
del ensayo empleado mayoritariamente en este trabajo. Es posible que dicho ensayo, que
utiliza ATP durante la catélisis, sea mas sensible a la inactivacion que el ensayo -
glutamiltransferasa, que usa en cambio cantidades cataliticas de ADP. De acuerdo a la
hipétesis propuesta por estos autores la nitracion de Tyr336 afectaria la union del ATP;
la Tyr336 participa en esta unidn a traves de interacciones de stacking entre el anillo
fenolico y el anillo de la adenina del nucleétido, por lo que seria esperable que la union
de ADP también se viera modificada y el uso de ensayos diferentes no represente un
factor critico. De hecho, los controles realizados al comienzo de este trabajo no mostraron
diferencias importantes entre la inactivacion de la HsGS medida a través del ensayo -
glutamiltransferasa y uno que utiliza ATP (Anexo, Fig. 1), por lo que dificilmente esto
sea un elemento relevante en los resultados obtenidos. En conjunto, los resultados
obtenidos en este trabajo no apoyan la hipotesis de que la nitracion de la Tyr336 es la
principal causa de inactivacion de la HsGS por ONOO".

7.3. Agregacion de la HsGS inducida por oxidantes: rol de la oxidacion de Cys

Durante el establecimiento inicial de las condiciones experimentales en las cuales
realizar el tratamiento de la HsGS con ONOQO-, se observd que en ciertas situaciones,
como el uso de concentraciones elevadas de proteina (1,0 mg/mL) o el agregado de
ONOO" como infusion lenta, la proteina precipitaba en el tubo. Esto llevé a que se
utilizara en los experimentos una concentracién de HsGS de 0,2 mg/mL y que fuera
necesario analizar las muestras en los minutos inmediatos al agregado del bolo ONOO"
para los estudios de inactivacion de la enzima. No obstante, esa observacion se volvio en
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si misma un tema interesante a abordar, dado que parecia ser una consecuencia directa de
la exposicion al oxidante y podria representar un proceso biolégicamente relevante. De
hecho, estudios previos habian reportado efectos similares bajo una variedad de
condiciones, incluyendo la exposicién a agentes alquilantes de —SH, iones de metales
divalentes, altas concentraciones y congelado de la proteina liofilizada
[227,255,257,258]. Para la GS procariota, ademas, se observdé mediante microscopia
electronica que la proteina de E. coli agregaba en forma de manojos de tubos ordenados
frente al agregado de MnCl; [266]. Estas observaciones indican que la GS presenta una
tendencia a agregar bajo distintas condiciones, siendo posible entonces que el dafio
oxidativo represente otro evento disparador.

Mediante medidas de turbidez, se evidencié la agregacion de la HsGS tras su
exposicion a ONOO" en un proceso que ocurre con relativa rapidez, en su mayoria dentro
de las primeras dos horas luego del agregado del bolo Unico de ONOO" y que lleva a que
ocurra una pérdida de actividad enzimatica a lo largo del tiempo (Fig. 6.18). Dado que
esto ocurrid luego del agregado de un oxidante de corta vida media que lleva a la rapida
oxidacion de la proteina y se descompone en cuestion de segundos, estos cambios no
serian a causa de eventos oxidativos que se den a lo largo del tiempo sino que
evidenciarian cambios que sufre la proteina luego de ser oxidada. Mediante distintas
aproximaciones, que incluyeron el uso del agente reductor de -SH DTT (Fig. 6.19), asi
como de oxidantes mas especificos para residuos de Cys (H20: y diamida) (Fig. 6.20-21),
se comprobd que la oxidacion de ciertos residuos de Cys criticos de la HsGS estaria
induciendo la agregacion de la proteina. Estos hallazgos sugieren que existen residuos de
Cys esenciales para el mantenimiento de la estructura nativa de la proteina y que su
modificacion quimica, ya sea por oxidacion o por alquilacién (como se reportd
previamente [227,255]), altera la estructura nativa de la HsGS y lleva a su agregacion. De
cualquier manera, los resultados sugieren que existen otros factores que influyen también
sobre la agregacion de la HsGS, como surge del hecho de que la proteina sin tratar agrego
a valores de pH no optimos (Fig. 6.23), o de que la mutante Y288F agregd
considerablemente en ausencia de oxidante (Fig. 6.24). Es posible que si bien la oxidacién
de Cys sea necesaria para desencadenar la agregacion, el grado de otras modificaciones
oxidativas (como la formacion de entrecruzamientos DiTyr) pueda también facilitarla; los
experimentos realizados con CO> sugieren esto, dado que la agregacion de la HsGS por
ONOO" fue mayor en presencia de CO (Fig. 6.23) pese a que la oxidacion de Cys no
presento diferencias (Fig. 6.10). La Figura 7.3 esquematiza las principales consecuencias
del tratamiento de la HsGS con ONOO" respecto a la modificacion oxidativa de la
proteina, su inactivacion y agregacion.

Como se muestra en este trabajo, la agregacion de la HsGS inducida por la oxidacion
de —SH es cuantitativamente relevante en términos de la pérdida global de actividad
enzimatica ocasionada por la oxidacion. Ademas, representa una via de perdida de
funcién GS asociada a la produccion de oxidantes en sistemas bioldgicos que no se limita
a la produccion de ONOO". Mas alla de la evidencia in vitro de agregacion de la GS,
existe cierta evidencia in vivo que sugiere que esto podria también estar ocurriendo bajo
ciertas condiciones. Por ejemplo, en un modelo murino de ALS, se encontrd a la GS en
fracciones insolubles de médula espinal en niveles considerablemente mayores que en los
animales control. Asimismo, la GS se encontrd también nitrada, sugiriendo que el estrés
oxidativo asociado con la ALS puede promover tanto la modificacion oxidativa como la
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agregacion de la proteina [212]. Por otra parte, en cultivos de levadura, se observo que la
GS tenia una tendencia a formar focos de agregacion citosolicos y aparecia enriquecida
en fracciones insolubles de lisados celulares bajo condiciones de estrés nutricional y
térmico [267]. Estos ejemplos podrian conectarse con los hallazgos mostrados en este
trabajo, siendo la oxidacion de Cys de la proteina la causa que ocasione la agregacion e
insolubilizacion de la GS en sistemas biol6gicos bajo condiciones de estrés. Los
mecanismos especificos que conectan la oxidacion de Cys con la agregacion restan aun
ser definidos; en ese sentido, la identificacion de los residuos de Cys involucrados
constituye un factor clave para lograr una mayor comprension del proceso de agregacion
de la HsGS.

ONOO/ONOOH
*OH, CO;", *NO,

\4

NO, W&

HsGS nativa HsGS modificada oxidativamente
Menor actividad

HsGS con oxidacién de Cys
Agregada, no activa

HsGS modificada oxidativamente

Sin oxidacién de Cys
Soluble, menor actividad

Figura 7.3. Resumen de la modificacion oxidativa de la HsGS por ONOO- y sus oxidantes derivados
y sus principales consecuencias. El tratamiento de la HsGS con ONOO" genera, tanto por reacciones
directas como a través de los radicales derivados, la modificacion oxidativa de la proteina. Se genera asi
una mezcla de especies que portan distintas oxidaciones, como nitracion de Tyr y Trp (-NO.), oxidacion de
Met (-S=0), formacion de DiTyr (-Y-Y-) y oxidacion de Cys (-SOH, -S-S-), junto con HsGS no modificada,
que presenta globalmente una actividad disminuida. Con el paso del tiempo, las formas de HsGS que han
sufrido la modificacion oxidativa de Cys (posiblemente a —S-S-) tienden a formar agregados insolubles que
carecen de actividad. Las formas restantes pueden permanecer en solucion y presentardn una actividad
menor a la HsGS nativa a causa de las diversas modificaciones oxidativas que poseen. Imagen creada con
BioRender.com.

7.4. Efectos de la unién de ligandos sobre la agregacion de la HsGS

Un hecho a destacar dentro de los estudios realizados fue la capacidad de la union de
MgATP para prevenir la agregacion de la HsGS tras su incubacion con H20: (Fig. 6.26).
Los estudios por SDS-PAGE (Fig. 6.26C) y de cuantificacion con DTNB (Fig. 6.26B)
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sugieren que la HsGS unida a MgATP se ve protegida de sufrir la oxidacion de los
residuos de Cys que inducen la agregacion de la proteina. Ademas, la estabilidad térmica
de la HsGS unida a MgATP fue significativamente mayor que la de la enzima sin ligandos
(Fig. 6.26E), lo que podria también explicar la proteccion a la agregacion aportada por
los ligandos. No se pudo evidenciar un efecto del MgATP sobre el estado de
oligomerizaciéon de la HsGS (Fig. 6.27), por lo que en estas condiciones no estaria
ejerciendo un rol en la estructura cuaternaria de la proteina, algo que en teoria también
podria ser un factor determinante de la tendencia de la proteina a agregar. Resultados
similares habian sido reportados previamente en una variedad de trabajos, en los cuales
se observo que la unién de ligandos (especialmente nucleétidos de adenina y Mn?*/Mg?*)
incrementaba la estabilidad de la proteina y prevenia su agregacion por diversos estimulos
[30,49,227,255,259]. Por lo tanto, existe evidencia fuerte de que la unién de MgATP, el
primer sustrato que ingresa al sitio activo durante la catalisis, promueve la adopcion de
una estructura proteica de mayor estabilidad, que se encuentra protegida de la
modificacion quimica de ciertos residuos de Cys y por lo tanto es significativamente méas
resistente a la agregacion.

En virtud de lo anterior, la caracterizacion detallada de cémo la union del MgATP
afecta la estructura y estabilidad de la HsSGS constituye un elemento esencial para
comprender la conexidn entre la oxidacion de Cys y los mecanismos de agregacion de la
proteina. El estudio en que se obtuvo por primera vez la estructura cristalografica de la
GS de mamifero aporta cierta informacion al respecto, dado que dentro de las estructuras
obtenidas se encuentra la de la GS canina en ausencia de ligandos y la de la HsGS en
presencia de ligandos [49]. A través de la superposicion de las estructuras, se observan
cambios conformacionales especificos que ocasionan mayormente un cierre del sitio
activo en respuesta a la union del nucledtido, junto con algunos cambios adicionales (Fig.
7.4). Pese a lo discreto de estos movimientos, el efecto que tiene sobre la susceptibilidad
de la HsGS a agregar por modificacién oxidativa de los residuos de Cys es muy marcado.
El analisis de cdmo estos cambios influyen sobre la exposicion de los residuos de Cys al
solvente, o sobre las distancias entre distintos residuos de Cys, puede proveer una primera
aproximacion para comprender tanto como ocurre la agregacion de la HsGS asi como el
efecto protector de la union de los ligandos.

Asi como la union del MgATP ofreci6 proteccion frente a la agregacion inducida por
oxidantes, es posible que pueda actuar también como un agente protector respecto a la
inactivacion oxidativa causada por el ONOO". No obstante, debido a la capacidad de los
nucleétidos de adenina para reaccionar con los radicales derivados del ONOQO", esto no
pudo ser evaluado. De hacerse el experimento de agregado de ONOO™ a la HsGS en
presencia de concentraciones de ATP como las empleadas, es de esperar que todo efecto
de los oxidantes se vea inhibido producto de que el ATP (el no unido a la enzima
preferentemente) actia como un atrapador de radicales. Por tanto, no podria obtenerse
informacion util para poder concluir si la presencia de ATP o ADP en el sitio activo
previene, ademas de la agregacion, la inactivacion oxidativa. Lo que se evalud igualmente
fue la capacidad del MgATP de prevenir la agregacion de la HsGS luego de que la misma
fuera tratada con ONOO" (es decir, se agreg6 primero el oxidante y luego de un minuto
el MgATP), no observandose en ese caso ninguna proteccion a la agregacion (datos no
mostrados). Por lo tanto, la eventual unién de MgATP una vez de que los residuos de Cys
han sido modificados no es suficiente para prevenir la agregacion.
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Figura 7.4. Cambios conformacionales en las proximidades del sitio activo de la GS de mamifero tras
unién de ligandos. Se muestran superpuestas las estructuras (esqueleto principal) de la
HsGS/MnADP/MSO-P (en rojo) y la GS canina sin ligandos (en azul). Las estructuras representan una
porcién del dominio catalitico de una subunidad junto con parte del dominio “p-grasp” de la subunidad
contigua (formando el sitio activo entre ambas). Se muestran en el sitio activo los ligandos MSO-P y ADP
de la HsGS, al igual que los &tomos de Mn?* de ambas como esferas magenta.

Evidentemente, el efecto tan marcado de la union del MgATP sobre la
susceptibilidad de la HsGS a agregar determina que, en condiciones bioldgicas normales,
la proteina podria hallarse relativamente protegida de sufrir la oxidacion de residuos de
Cys criticos para desencadenar dicho proceso. Teniendo en cuenta que las
concentraciones intracelulares de ATP tipicamente se encuentran entre 1-10 mM [268-
271] y que el valor de Kn, para el ATP es de entre 2-3 mM [272], es de esperar que una
fraccion importante de la HsGS se encuentre con ATP unido. De este modo, la fraccion
de HsGS que no se encuentre uniendo ATP seria mas susceptible a sufrir la agregacion
producto de la oxidacion de Cys, mientras que ambas formas podrian, en principio, verse
afectadas por la modificacion oxidativa por oxidantes de un electrén que lleven a una
pérdida de actividad. La evidencia in vivo presentada mas arriba da cuenta de que, pese a
estas consideraciones, ambos procesos estarian ocurriendo en sistemas bioldgicos,
particularmente en condiciones fisiopatologicas.

7.5. Relevancia bioldgica de la modificacion oxidativa de la HsGS

La enfermedad de Alzheimer es la causa mas comdn de demencia, dando cuenta de
un 60-70% de los casos a nivel mundial. Se estima que un 10% de las personas mayores
a 65 afios tienen Alzheimer, aumentando este estimado a un 32% al considerar los
individuos mayores de 85 afios. Los pacientes con esta enfermedad presentan una pérdida
gradual de la memoria y las funciones cognitivas. Los marcadores patoldgicos
caracteristicos del Alzheimer a nivel cerebral son las placas de péptidos B-amiloide (AB)
y la presencia de ovillos neurofibrilares de la proteina tau hiperfosforilada. En funcion de
la aparicion temporal de las patologias amiloide y tau, asi como de evidencia de que la
sobreproduccion de AP conduce a la enfermedad de Alzheimer, se ha propuesto la
hipétesis de la cascada amiloide explicar el desarrollo de la enfermedad. Dicha hipotesis
postula que la acumulacion de AP, principalmente a nivel de la corteza cerebral e
hipocampo, es el evento inicial que lleva a una cascada de efectos posteriores que en
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ultima instancia resultan en el dafio neuronal. No obstante, existe una evidencia cada vez
mayor de que esta hipotesis por si sola no es capaz de explicar muchos aspectos de la
patogénesis del Alzheimer, lo que sugiere que otros procesos patoldgicos también estan
implicados. En los ultimos afios, diversos estudios han planteado que la
neuroinflamacion, es decir, la respuesta inflamatoria dentro del SNC, estaria
desempefiando un rol vital en la patogenia de la enfermedad de Alzheimer [273].

Si bien aun hay muchos aspectos que no se comprenden plenamente, esta bien
establecido que los astrocitos y la microglia son reguladores importantes de la respuesta
inflamatoria del SNC. Por este motivo, al considerarse un rol de la neuroinflamacion en
la patogénesis del Alzheimer, se ha planteado que estos tipos celulares estan directamente
implicados en el proceso. El hecho de que en analisis de cerebros post-mortem de
pacientes con Alzheimer o en modelos animales de la enfermedad se encuentren
habitualmente ambos tipos celulares en areas con elevada patologia AP o tau aporta méas
evidencia a esto, al sugerir una relacion directa entre la produccion de AB y le
neuroinflamacion [274-276]. Si bien en condiciones fisioldgicas tanto astrocitos como
microglia participan en la homeostasis del AB, degradando tanto péptidos solubles como
formas oligoméricas y agregados (a través de su fagocitosis) evitando asi su acumulacion,
se ha demostrado también que ciertas especies de AB pueden inducir la activacion de estas
células, llevandolas a adoptar un fenotipo proinflamatorio con potencial neurotdxico. Este
efecto tendria lugar cuando distintas especies de AP (en particular los oligdbmeros
pequefios) son reconocidos a traves de receptores de reconocimiento de patron, tales como
los receptores de tipo Toll (ej: TLR1, TLR2, TLR4 y TLR6), CD14, CD47, integrina
a6B1 y receptores scavenger. El reconocimiento a través de estos receptores conduce a la
activacion de las vias moleculares que inducen los cambios fenotipicos en microglia y
astrocitos, al tiempo que llevan a la produccion por parte de estas células de citoquinas
proinflamatorias (ej: IL-1B, IL-6, IL-8 y TNF-a), la citoquina antiinflamatoria TGFp,
quimioquinas (ej: MCP1), varias moléculas de adhesién celular, ‘"NO (mediante induccién
de [aiNOS) y ROS (mediante activacion de las NOX), todos mediadores capaces de llevar
a la disfuncion y muerte neuronal. Ademas, las citoquinas proinflamatorias asi producidas
pueden propagar la sefial, conduciendo a la activacion de mas células, estableciendo asi
un ambiente inflamatorio a nivel del SNC, que en el contexto de la enfermedad de
Alzheimer no logra ser resuelto, volviéndose un proceso inflamatorio cronico que seria
un factor determinante en el desarrollo de la enfermedad [273,276-278].

Entonces, durante las etapas tempranas de la enfermedad de Alzheimer, la activacion
de microglia y astrocitos a causa de la produccion elevada de AP generaria un contexto
neuroinflamatorio que se caracterizaria, entre otros factores, por una elevada produccion
de especies oxidantes a causa de la activacion de las NOX y la induccidn de la iNOS. En
esas condiciones los distintos componentes celulares del SNC, incluyendo los astrocitos,
se verian expuestos a un flujo continuo y significativo de oxidantes tales como H20; y
ONOOQO:, lo que podria resultar en la modificacion oxidativa de multiples componentes,
entre ellos, la GS. De este modo, los mecanismos de inactivacién y agregacion inducida
por oxidantes de la GS estudiados en este trabajo podrian estar ocurriendo durante etapas
tempranas de la enfermedad, derivando en una deficiencia funcional de los astrocitos
respecto a su rol como sostén de las sinapsis glutamatérgicas. Las consecuencias directas
de esta disfuncidn serian un aumento en los niveles de Glu extracelular, lo que promoveria
la excitotoxicidad neuronal, asi como un menor reciclaje del neurotransmisor (mediante
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su conversion a Gln) pudiendo ocasionar un déficit del mismo a nivel de las neuronas
presindpticas (ver Fig. 2.6). Estas alteraciones en la neurotransmision glutamatérgica,
principal sinapsis excitatoria del SNC, puede entonces generar un impacto en diversos
procesos cognitivos, como se comentd anteriormente (Introduccién, seccion 2.4.5),
contribuyendo al desarrollo de las manifestaciones clinicas propias de la enfermedad,
incluso en etapas tempranas, previo a que ocurra una muerte neuronal considerable (Fig.
7.5).

8. Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se estudio la inactivacion oxidativa de la HsGS por ONOO™ mediante
una combinacion de técnicas bioquimicas, analiticas, moleculares, estructurales y
protedmicas. A diferencia de los estudios anteriores, se observd que la inactivacion
causada por exposicion a ONOO™ se acompafia de multiples modificaciones oxidativas en
diversos residuos de Cys, Met, Trp y Tyr. En el caso puntual de los residuos de Tyr, se
encontr6 la nitracion a NO2Tyr de 10 residuos (de un total de 15), hallandose niveles de
modificacion cuantitativamente relevantes para varios de ellos. No obstante, mediante
estudios usando mutantes Tyr—Phe de gran parte de estos residuos, no se logré encontrar
una correlacion directa entre su modificacion y la inactivacién. Ademas, se encontrd que
el tratamiento con ONOO" induce la formacion de entrecruzamientos covalentes mediante
DiTyr, logrando identificarse 5 tipos de uniones DiTyr que involucraron 6 residuos
diferentes de Tyr. Al igual que para los residuos de Tyr, la oxidacion de Cys (a disulfuros
posiblemente) y de Met (a MetSO) fueron significativas desde un punto de vista
cuantitativo; no obstante, en ninguno de los casos se logro establecer un vinculo directo
con la inactivacion. Por otra parte, se observé que la oxidacién de Cys por ONOO" y otros
oxidantes induce la agregacion de la HsGS en el tiempo, lo cual genera un impacto aun
mayor sobre la funcionalidad de la proteina.

En conclusién, los resultados obtenidos en este trabajo indican que la inactivacion
oxidativa de la HsGS es un proceso complejo y multifacético, que ocurre principalmente
a través de la modificacion preferentemente por reacciones radicalares de diversos
aminoacidos, alteraciones en la estabilidad de la proteina y agregacion dependiente de la
oxidacién de Cys. Los datos obtenidos aqui contribuyen a comprender los mecanismos
bioguimicos implicados en la inactivacion y agregacion de la HsGS que se observa en
enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento, revisando el concepto de que una
unica modificacion oxidativa, tal como la nitracion de Tyr, da cuenta de la pérdida de
funcion.
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Figura 7.5. Modificacion oxidativa de la GS en el contexto de la enfermedad de Alzheimer y
consecuencias funcionales. La acumulacion de péptido B-amiloide (AB) a nivel extracelular favorece su
oligomerizacion y agregacion, formando eventualmente fibras insolubles que son el componente principal
de las placas seniles. Varias especies agregadas de AP, principalmente oligbmeros pequefios, pueden ser
reconocidas por receptores de reconocimiento de patrén de astrocitos y microglia, 1o que conduce a la
activacion de estas células y la adopcion de un fenotipo proinflamatorio que deriva en la secrecion de
citoquinas proinflamatorias (que podran activar mas células) y la produccion de especies oxidantes. Estos
oxidantes podran finalmente mediar la modificacidn oxidativa de la GS astrocitaria, llevando a una pérdida
de su funcidn. La falta de GS activa conlleva una incapacidad funcional de estos astrocitos, que no seran
capaces de sostener apropiadamente la sinapsis glutamatérgica, pudiendo presentarse entonces alteraciones
cognitivas a causas de una neurotransmision por Glu afectada. APP: proteina precursora amiloidea; iNOS:
oxido nitrico sintasa inducible; NOX: NADPH oxidasa; GS: glutamina sintetasa; Glu: glutamato; Gln:
glutamina; NMDAR/AMPAR: receptores ionotropicos de Glu; mGlul/2/5: receptores metabotropicos de

Glu. Imagen creada con BioRender.com.
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Para profundizar mas en la elucidacion de los mecanismos moleculares que llevan a
la inactivacion y agregacién de la HsGS, asi como también a su ocurrencia in vivo, es
necesaria la realizacion de una serie adicional de estudios. Continuando la linea de este
trabajo, resta aun evaluar la inactivacion por ONOO™ de nuevos mutantes Tyr—Phe en
los cuales se sustituyan residuos potencialmente relevantes no probados actualmente,
tales como Tyr283 y Tyr104. Ambos residuos (principalmente Tyr283) presentaron una
modificacion significativa, por lo que su contribucion en el proceso de inactivacion
oxidativa amerita su estudio. Asimismo, tanto para estos nuevos mutantes como para
algunos de los ya disponibles, el andlisis de los niveles de modificacién por MRM (tal
como se hizo para el mutante Y336F) puede arrojar nueva informacion relevante acerca
de las modificaciones que se relacionan con una mayor pérdida de actividad. Una de las
principales interrogantes que quedd por responder es cuéles son los residuos de Cys
involucrados en la agregacion de la HsGS. Para ello, es necesario realizar experimentos
de MS/MS especificos disefiados para identificar las Cys que son blanco de oxidacion;
luego, utilizando mutantes en que se sustituyan dichas Cys, se podria evaluar el rol de la
oxidacion de cada una de ellas en la agregacion. Conocer los mecanismos que conectan
la oxidacion de Cys con la agregacion representa un factor clave en el entendimiento de
la pérdida de funcion por dafio oxidativo de la HsGS.

Otro aspecto clave para continuar el analisis de la inactivacion oxidativa de la GS es
evaluar su ocurrencia en sistemas celulares. En ese sentido, el paso inicial seria estudiar
la pérdida de actividad GS en cultivos de astrocitos sometidos a oxidantes exdgenos o
enddgenos (estimulando su produccion por ejemplo mediante el agregado de citoquinas
proinflamatorias). Si bien existen estudios donde ya se ha comprobado la inactivacion y
nitracion de la GS en cultivos de astrocitos, no existe mucha informacion al respecto.
Estudiar si la modificacion oxidativa de la GS en cultivos ocurre de manera similar a lo
observado para la HsGS pura en este trabajo, y especialmente, si la agregacion tiene lugar,
constituyen elementos clave para comprender la relevancia bioldgica de los resultados
obtenidos hasta ahora.

Los resultados principales de este trabajo se encuentran publicados en la siguiente
referencia:

- Campolo, N., Mastrogiovanni, M., Mariotti, M., Issoglio, F.M., Estrin, D., H&gglund,
P., Grune, T., Davies, M.J., Bartesaghi, S., and Radi, R. (2023) Multiple oxidative
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Figura 1. Comparacion de la inactivacion de la HsGS por ONOO™ mediante dos ensayos de actividad
diferentes. Se expuso HsGS (0,5 mg/mL) a 125-1250 puM ONOO" en buffer KPi pH 7,3 a temperatura
ambiente y tras una incubacién no mayor a 5 minutos se tomaron alicuotas para realizar medidas de
actividad. Para el ensayo y-glutamil transferasa, se incub6 HsGS 10 nM decdmero con la mezcla de
sustratos durante 15 minutos a 37°C; para el ensayo biosintético con NH,OH, se empled en cambio una
concentracion de HsGS de 50 nM decamero, y se la incubé por 30 minutos a 37°C con la mezcla de sustratos
correspondiente. (A) Actividad especifica medida a través de cada ensayo. (B) Actividad relativa expresada
como % del control (0 uM ONOOQO") para cada ensayo. Los datos se representan como promedio * desvio
estandar (n = 3). *, p < 0,05 mediante analisis por prueba t no pareada.
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Figura 2. Cuantificacion densitométrica del analisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras de
muestras de HsGS expuestas a ONOO". La intensidad de cada una de las diferentes especies presentes en
el analisis por SDS-PAGE en condiciones reductoras (Fig. 6.3B) fue medida por densitometria a partir de
la imagen escaneada del gel utilizando el software Image Studio (LiCor). Los valores de intensidad fueron
normalizados con respecto a la intensidad de la banda del monémero de la muestra control (0 uM ONOO-
) y expresada como % de la misma. Las intensidades relativas de las bandas del monémero se grafican en
el eje Y de la izquierda; las intensidades relativas de las bandas de dimeros (D), trimeros (T) y especies de
mayor peso molecular (HMW) se grafican en el eje Y de la derecha. Los datos se muestran como promedio
+ desvio estandar (n = 3).
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Figura 3. Analisis de amino&cidos en hidrolizados de HsGS por UHPLC. (A) Cromatogramas
representativos de hidrolizados de HsGS control y tratada con ONOQ", junto con un mix de estandares de
aminodcidos. (B) Concentraciones de aminoacidos obtenidas para todas las especies detectadas. Los datos

se presentan como promedio + desvio estandar (n = 3). *, p < 0,05 mediante ANOVA de una via con analisis
post hoc de Tukey.

121



1) Analisis en MaxQuant de HsGS + 500 uM ONOO-
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Pico MS1 asignado a las especies identificadas mediante el
analisis por MS/MS en MaxQuant (se indican los tiempos
de retencion a los cuales fue hallado). Se muestran los
picos extraidos para tres isotopos del precursor (M, M+1
y M+2); l1a comparacion de sus areas con la distribucion
isotopica teorica permite una mayor validacion.

Figura 4. Resumen del procedimiento bioinformético empleado para procesar los datos de nLC-
MS/MS y obtener los niveles relativos de modificaciones oxidativas de aminoacidos. En primer lugar,
los datos crudos adquiridos en el equipo Orbitrap Fusion fueron analizados mediante MaxQuant para lograr
la identificacion de los distintos peptidos tripticos. Posteriormente, dicha informacion (junto con el archivo
crudo) fue insertada en el software Skyline para realizar la extraccion de las corrientes idnicas asociadas al
precursor (MS1) de cada especie identificada. Los picos MS1 de cada especie fueron integrados y a partir
de las areas se estimaron los porcentajes de modificacion en los distintos sitios de la proteina.
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Figura 5. Identificacién de entrecruzamientos DiTyr en muestras de HsGS expuesta a ONOO". Se
muestran espectros de MS/MS de los cinco entrecruzamientos covalentes DiTyr identificados mediante el
analisis por nLC-MS/MS con marcaje con *%0 en productos de digestion con tripsina de HsGS expuesta a

ONOO-.
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Figura 6. Inactivacion comparativa de la HsGS WT y la mutante Y336F por ONOO" bajo las
condiciones experimentales empleadas por Gorg et al [206]. Con el objetivo de evaluar si las distintas
condiciones experimentales bajo las que se expuso la GS a ONOO" podrian llevar a diferentes resultados,
se estudi6 también la inactivacion por ONOO" de la HsGS WT y la Y336F en las condiciones usadas por
Gorg et al [206]. Asi, se expuso HsGS WT y mutante Y336F (5 ug/mL) a ONOO" (5-50 uM) a temperatura
ambiente y tras una incubacién no mayor a 5 minutos se realizaron medidas de actividad y-glutamil
transferasa. Los datos se representan como promedio + desvio estandar (n = 6). *, p < 0,05 mediante analisis
por prueba t no pareada.
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Tabla I. Identificacion de péptidos nativos y modificados en muestras de HsGS digeridas con tripsina
tras su exposicion a ONOO". Luego de tratar HsGS con ONOO-, se realiz6 la digestion con tripsina de la
proteina y la mezcla de péptidos se analiz6 mediante nLC-MS/MS utilizando un espectrometro de masa
Orbitrap Fusion (Thermo Scientific). Los datos .raw obtenidos fueron analizados utilizando el software
MaxQuant de acuerdo a lo indicado en Materiales y Métodos. La tabla indica los péptidos identificados
para una muestra de 0,2 mg/mL HsGS tratada con 500 uM ONOO". Los aminoacidos modificados
oxidativamente se indican en negrita y con la variacion de masa indicada entre corchetes. PEP Score:
probabilidad de error posterior de la asignacion del péptido; Modif.: modificacion.

PEP Error Res.
Secuencia del péptido m/z Carga Score (ppm) Modif. Modif.
0,00070 0,1663
AC[+57]LYAGVK 441,2311 +2 3 7
0,01474 0,1376
AC[+57]LY[+16]AGVK 449,2285 +2 7 6 Ox (Y) Tyrl85
0,00087 0,2771  Nitro
AC[+57]LY[+45]AGVK 463,7236 +2 5 5 (Y)  Tyri85
2,91E- -
AMREENGLKYIEEAIEK 675,0103 +3 12 0,3414
2,06E- - Met26
AM[+16]REENGLKY[+16]IEEAIEK 685,6736 +3 11 0,5626 Ox 1
17 (M);  Tyr269
Oox (Y
9,35E- 0,3665 Ox Met26
AM[+16]REENGLKY[+45]IEEAIEK 695,3370 +3 25 1 (M); 1
04 Nitro  Tyr269
)
1,07E- 0,0283 Met26
AM[+16]REENGLKY IEEAIEK 680,3420 +3 08 1 Ox (M) 1
8,44E- -
AMREENGLKY[+16]IEEAIEK 680,3420 +3 18 0,1871 Ox(Y) Tyr269
2,33E- - Nitro
AMREENGLKY[+45]IEEAIEK 690,0054 +3 25 0,065  (Y)  Tyr269
1,39E- -
AYDPKGGLDNAR 426,2142 +3 07 0,1210
0,01987 0,0496
AY[+16]DPKGGLDNAR 431,5458 +3 4 0 Ox (Y) Tyr288
4,54E- - Nitro
AY[+45]DPKGGLDNAR 441,2092 +3 07 0,1943  (Y)  Tyr288
3,09E- 0,0808
AYGRDIVEAHYR 483,9126 +3 17 4
1,54E-
AY[+16]GRDIVEAHYR 489,2443 +3 07 NaN  Ox(Y) Tyrl71
8,31E- 0,0426
C[+57]VEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDMYLVPAAMFR 1289,571 +3 12 6
0,02814
C[+57]VEELPEW[+45]NFDGSSTLQSEGSNSDM[+16]YLVPAA  1309,898 +3 1 0,7026  Nitro  Trp60;
MFR (W);  Met77
Ox (M)
0,00021 0,2001
1304,566 +3 0 3 Nitro
C[+57]VEELPEW[+45]NFDGSSTLQSEGSNSDMYLVPAAMFR (W) Trp60
0,02862 0,4343
C[+57]VEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM[+16]Y[+16]LVPAA  1305,566 +3 8 6 20x  Met77,
M[+16]FR (M);  Tyr7s;
Ox (Y) Met84
0,00597 - 2 Ox
C[+57]VEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM[+16]Y[+45]LVPAA  1315,229 +3 4 0,2228 (M);  Met77,
M[+16]FR Nitro ~ Tyr78;
Y) Met84
0,02012 0,2074 Ox
C[+57]VEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM[+16]Y[+45]LVPAA  1309,898 +3 1 2 (M);  Met77,
MFR Nitro  Tyr78
00)
0,01303 10,3280
1294,903 +3 5 5 Met77
C[+57]VEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM[+16]YLVPAAMFR Ox (M)
1,19E- 0,3031
DIVEAHYR 501,7538 +2 09 6
1,65E- 0,2267
DIVEAHY[+16]R 509,7513 +2 06 6 Ox (Y) Tyr180
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6,00E- - Nitro
DIVEAHY[+45]R 524,2463 +2 10 0,2631 (Y) Tyr180
0,00549 -
DPFRKDPNK 372,8647 +3 0 1,4222
4,82E- -
DPNKLVLC[+57]EVFK 731,3921 +2 45 0,2899
3,78E- -
DPNKLVLC[+57]EVFKY[+16]NR 637,6646 +3 25 0,3319 Ox(Y) Tyrl04
2,17E- - Nitro
DPNKLVLC[+57]EVFKY[+45]NR 647,3280 +3 06 0,4611 (Y) Tyrl04
3,91E- 10,9571
EENGLKYIEEAIEK 555,6174 +3 09 9
3,87E-
EENGLKY[+16]IEEAIEK 560,9491 +3 45 0,2086 Ox(Y) Tyr269
1,28E- 10,4640 Nitro
EENGLKY[+45]IEEAIEK 570,6125 +3 72 2 (Y) Tyr269
8,95E- 0,1040
GGLDNAR 351,6801 +2 06 9
7,16E-
GIKQVYMSLPQGEK 526,6167 +3 05 1,1708
4,40E- -
GIKQVYMI+16]SLPQGEK 531,9484 +3 05 0,0762 Ox (M) Metl8
0,00051 0,0980
GYFEDR 393,6745 +2 4 9
0,00075
GY[+16]FEDR 401,6719 +2 2 0,289 Ox(Y) Tyr336
6,60E- Nitro
GY[+45]FEDR 416,1670 +2 06 NaN (Y) Tyr336
1,18E- -
GYFEDRRPSANCI[+57]DPFSVTEALIR 675,8263 +4 60 0,4379
6,89E- -
GY[+16]FEDRRPSANC[+57]DPFSVTEALIR 679,8251 +4 08 0,3226 Ox (Y) Tyr336
1,07E- - Nitro
GY[+45]FEDRRPSANC[+57]DPFSVTEALIR 687,0726 +4 25 0,3532 (Y) Tyr336
4,82E- - Nitro
HQY[+45]HIR 449,7176 +2 06 0,5286 (Y) Tyr283
0,03891 - Tyr283
HQY[+45]HIRAY[+45]DPK 380,1775 +4 5 0,1261 2 Nitro ;
(Y)  Tyr288
1,32E- -
IAGTNAEVMPAQWEFQIGPC[+57]EGISMGDHLWVAR 1224,246 +3 61 1,0364
0,00792 Ox Met19
IAGTNAEVM[+16]PAQWI[+45]EFQIGPC[+57]EGISMGDHLWYV 1244573 +3 2 2,0206 (M); 8;
AR Nitro ~ Trp202
W)
Trp202
1,97E- - ;
IAGTNAEVMPAQWI[+45]EFQIGPC[+57]EGISM[+16]GDHLWV  1244,573 +3 05 0,3507 Nitro  Met21
AR (W); 4
Ox (M
Met19
2,08E- - 8;
IAGTNAEVM[+16]PAQWEFQIGPC[+57]EGISM[+16]GDHLWV  1234,909 +3 06 15988 20x Met2l
AR (M) 4
8,63E- - Met19
1229,578 +3 09 0,3553 8
IAGTNAEVM[+16]PAQWEFQIGPC[+57]EGISMGDHLWVAR Ox (M)
7,49E- 0,0910 Met21
1229,578 +3 14 6 4
IAGTNAEVMPAQWEFQIGPC[+57]EGISM[+16]GDHLWVAR Ox (M)
IAGTNAEVMPAQWI[+45]EFQIGPC[+57]EGISMGDHLWVAR 1239,241 +3 0,00020 2,4693 Nitro  Trp202
(W)
1,91E-
KDPNKLVLC[+57]EVFK 530,6288 +3 12 NaN
5,61E- -
KGYFEDR 457,7220 +2 14 0,2725
0,00042 -
KGY[+16]FEDR 465,7194 +2 3 0,8553 Ox (Y) Tyr336
2,57E- - Nitro
KGY[+45]FEDR 480,2145 +2 15 0,2701 (YY) Tyr336
4,74E- -
LTGFHETSNINDFSAGVANR 717,3469 +3 35 1,3329
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3,10E-

LVLC[+57]EVFK 504,2833 +2 06 NaN
9,75E- -
LVLC[+57]EVFKYNR 480,9271 +3 05 0,1442
7,94E- 0,6907
LVLC[+57]EVFKY[+16]NR 486,2588 +3 24 8 Ox (Y) Tyrl04
5,89E- 10,4254  Nitro
LVLC[+57]EVFKY[+45]NR 743,3796 +2 17 1 (Y)  Tyrl04
0,01695 -
MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMASSHLNK 860,3955 +4 8 1,9138
7,29E- -
872,3917 +4 14 0,2838 2 Ox N-
MI[+16]HHHHHHSSGVDLGTENLY[+16]FQSM[+16]ASSHLNK (M);  termin
Oox (Y) altag
1,64E- - 2 Ox
879,6393 +4 38 0,6170 (M), N-
M[+16]HHHHHHSSGVDLGTENLY[+45]FQSM[+16]ASSHLNK Nitro  termin
Y) al tag
Ox
3,19E- - (M); N-
M[+16]JHHHHHHSSGVDLGTENLY[+45]FQSMASSHLNK 875,6405 +4 47 0,2274  Nitro  termin
(Y) al tag
Ox
0,01455 - (M); N-
MHHHHHHSSGVDLGTENLY[+45]FQSM[+16]ASSHLNK 700,7139 +5 1 2,2961 Nitro  termin
(Y) al tag
1,65E- - N-
M[+16]HHHHHHSSGVDLGTENLYFQSM[+16]ASSHLNK 868,3930 +4 26 0,3832 20x termin
(M) al tag
2,53E- - N-
M[+16]HHHHHHSSGVDLGTENLYFQSMASSHLNK 864,3943 +4 14 0,3935 termin
Ox (M) altag
4,37E- - N-
MHHHHHHSSGVDLGTENLYFQSM[+16]ASSHLNK 864,3943 +4 08 2,3395 termin
Ox (M) altag
5,18E-
QVYMSLPQGEK 640,3212 +2 12 NaN
1,01E-
QVY[+16]M[+16]SLPQGEK 656,3161 +2 07 NaN Tyrl7,
Ox (Y); Met18
Ox (M)
4,39E- 10,1120 Nitro  Tyrl7;
QVY[+45]M[+16]SLPQGEK 670,8112 +2 11 6 (Y); Ox Met18
M)
1,77E- 0,5761 Nitro
QVY[+45]MSLPQGEK 662,8137 +2 16 1 Y) Tyrl7
3,73E- -
QVYM[+16]SLPQGEK 648,3186 +2 12 0,6729 Ox(Y) Tyrl7
0,03323 -
QVYMSLPQGEKVQAMYIWIDGTGEGLR 1023,844 +3 1 0,1229
0,00634 -
QVY[+16]MSLPQGEKVQAMYIWIDGTGEGLR 1029,176 +3 3 0,3588 Ox(Y) Tyrl7
0,00082 Nitro
RHQY[+45]HIR 352,1812 +3 2 NaN (Y)  Tyr283
1,89E- -
RLTGFHETSNINDFSAGVANR 769,3806 +3 58 0,4991
2,34E- -
RPAETNLR 478,7672 +2 10 0,6156
6,84E-
RPSANC[+57]DPFSVTEALIR 644,9914 +3 20 NaN
1,27E- 0,2572
RPSANC[+57]DPFSVTEALIRTC[+57]LLNETG 941,1251 +3 05 5
3,36E- 0,1082
SASIRIPR 450,2747 +2 10 7
0,00037 -
TC[+57]LLNETG 907,4190 +1 9 0,5614
0,00321 -
TLDSEPK 395,2031 +2 6 0,3038
VC[+57]EDFGVIATFDPKPIPGNWNGAGC[+57]JHTNFSTK 884,9145 +4 7,65E-  3,46E-
28 01
0,01864 -
896,1608 +4 3 0,6004 Nitro  Trp247
VC[+57]EDFGVIATFDPKPIPGNW[+45]NGAGC[+57]HTNFSTK (W)
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3,02E- 2,59E-
VQAMYIWIDGTGEGLR 904,9536 +2 34 01
8,05E- Ox Met29;
VQAM[+16]Y[+16]IW[+45]IDGTGEGLR 943,4411 +2 11 6,74E- (M);  Tyr30;
01 ox (Y); Trp32
Nitro
w)
2,90E-
VQAM[+16]Y[+16]IWIDGTGEGLR 920,9485 +2 25 8,06E- Ox Met29;
01 (™M); Tyr30
ox (Y
Ox
3,37E- (M);  Met29;
VQAMI[+16]Y[+45]IW[+45]IDGTGEGLR 957,9362  +2 07  144E- Nitro  Tyr30;
01 Y); Trp32
Nitro
(W)
4,09E- - Ox
VQAMI[+16]Y[+45]IWIDGTGEGLR 9354436  +2 25 06285 (M), Met29;
Nitro  Tyr30
(Y)
5,98E- - Ox
VQAM[+16]Y IW[+45]IDGTGEGLR 935,4436 +2 18 0,6533 (M);  Met29;
Nitro ~ Trp32
(W)
492E- 4,53E-
VQAM[+16]YIWIDGTGEGLR 912,9511 +2 25 01 Ox (M) Met29
247E-  791E-
VQAMY[+16]IWIDGTGEGLR 9129511  +2 11 01  Ox(Y) Tyr30
1,79E- Nitro
VQAMY/[+45]IW[+45]IDGTGEGLR 949,9387  +2 07  1,7239  (Y);  Tyr3o;
Nitro  Trp32
(W)
3,09E- 0,3714 Nitro
VQAMY[+45]IWIDGTGEGLR 0274462  +2 25 8 (Y)  Tyr30
6,01E- Nitro
VQAMY IW[+45]IDGTGEGLR 9274462  +2 19 09716 (W)  Trp32
0,00034 -
YIEEAIEK 497,7582 +2 3 0,0177
0,00772
Y[+16]IEEAIEK 505,7557 +2 5 0,0088 Ox (Y) Tyr269
3,83E- -
Y[+45]IEEAIEK 520,2508  +2 06  223E- Nitro Tyr269
01 (Y)
YIEEAIEKLSK 661,8637 +2 0,00028 0,2512
Y[+45]IEEAIEKLSK 684,3563 +2 167E- 1,29E- Nitro Tyr269
11 01 )
8,64E-
YNRRPAETNLR 463,9164 +3 24 -0,690
9,91E- Nitro
Y[+45]NRRPAETNLR 4789114  +3 08  -0640 (YY) Tyrl04
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Tabla I1. Identificacion de péptidos conteniendo 3-nitrotirosina en muestras de HsGS tratadas con
ONOO'. Muestras de proteina expuesta a 50-1000 uM ONOO- fueron digeridas con tripsina y analizadas
mediante HPLC-MS/MS a través de la identificacion del ion precursor de iones imonio de la NO,Tyr en
un espectrometro de masa QTRAP 4500 (ABSciex).

Secuencia del péptido m/z  Carga Delta m/z Score Modificaciones Residuo
modificado

MTTSASSHLNK 588,42 +2  -0,7309 4
QVYMSLPQGEK 640,35 +2 0,0645 48

Oxidacién (M); Tyrl7;
QVYMSLPQGEK 670,86  +2 0,0992 20 Nitro () Met18
QVYMSLPQGEKVQAMYIWIDG
TGEGLR 102399 +3 0,4458 39
QVYMSLPQGEKVQAMYIWIDG Met18;
TGEGLR 103429 +3  -0,6471 14 2 Oxidacion (M)  Met29
VQAMYIWIDGTGEGLR 905,04 +2 0,1781 66
TLDSEPK 789,48 +1 0,0859 20
LVLCEVFKYNR 476,94 +3 00624 41 Nitro (Y) Tyr104
AYGRDIVEAHYR 483,94 +3 0,0735 31
AYGRDIVEAHYR 498,92  +3 0,0242 37 Nitro () Tyrl71
DIVEAHYR 52425 42 0,0149 19 Nitro () Tyr180
ACLYAGVK 412,73  +2 0,0152 65
ACLYAGVK 435,25  +2 0,0652 65 Nitro () Tyrl85
IAGTNAEVMPAQWEFQIGPCEG
ISMGDHLWVAR 1210,73 +3 0,488 20  Oxidacidn (M)
VCEDFGVIATFDPKPIPGNWNG
AGCHTNFSTK 1160,68 +3 0,4204 20
VCEDFGVIATFDPKPIPGNWNG
AGCHTNFSTK 114690 +3 0,1044 16  Oxidacion (W) Trp247
EENGLKYIEEAIEK 555,73 +3 0,3321 29
EENGLKYIEEAIEK 570,66 +3 0,1308 12 Nitro (YY) Tyr269
YIEEAIEK 520,27 42 0,0455 42 Nitro () Tyr269
YIEEAIEKLSK 456,58  +3 0,0315 28 Nitro () Tyr269
AYDPKGGLDNAR 441,22  +3 0,0544 49 Nitro () Tyr288
RLTGFHETSNINDFSAGVANR 769,46  +3 0,2462 58
LTGFHETSNINDFSAGVANR 717,45  +3 0,3037 64
GYFEDRRPSANCDPFSVTEALIR 900,81 +3 0,1338 14
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Tabla Ill. Transiciones disefiadas para la deteccién de péptidos seleccionados mediante Multiple
Reaction Monitoring (MRM)-HPLC-MS/MS. A partir de los datos de mapeo peptidico obtenidos a través
del analisis por MS/MS en el equipo Orbitrap Fusion y en el QTRAP 4500, se desarrollé6 un método de
MRM para la deteccién de péptidos seleccionados de la HsGS (que fueron encontrados modificados
oxidativamente) por analisis por HPLC-MS/MS-MRM en el espectrometro de masa QTRAP 4500
(ABSciex). Prec/Frag: indica si la especie es un precursor (precursor ion) o fragmento (product ion).

"""" Prec lon Prod lon  Carga Serie Secuencia N° residuo
Prec/Frag m/z m/z modificado
Precursor

lon 640,3120 2+ QVYMSLPQGEK
Product
lon 640,3120 558,2900 1+ y5 PQGEK
Product
lon 640,3120 391,2000 1+ b3 QVvY
Product
lon 640,3120 1052,5100 1+ y9 YMSLPQGEK
Precursor
lon 662,8137 2+ QVY (+45)MSLPQGEK Y17 Nitro
Product
lon 662,8137 558,2900 1+ y5 PQGEK Y17 Nitro
Product
lon 662,8137 436,1800 1+ b3 QVY(+45) Y17 Nitro
Product
lon 662,8137 1097,4900 1+ y9 Y (+45)MSLPQGEK Y17 Nitro
Precursor
lon 648,3186 2+ QVYM(+16)SLPQGEK M18 Ox
Product
lon 648,3186 558,2900 1+ y5 PQGEK M18 Ox
Product
lon 648,3186 391,2000 1+ b3 QVvY M18 Ox
Product
lon 648,3186 1068,5000 1+ y9 YM(+16)SLPQGEK M18 Ox
Precursor
lon 670,8112 2+ QVY (+45)M(+16)SLPQGEK Y17 Nitro, M18 Ox
Product
lon 670,8112 558,2900 1+ y5 PQGEK Y17 Nitro, M18 Ox
Product
lon 670,8112 436,1800 1+ b3 QVY(+45) Y17 Nitro, M18 Ox
Product
lon 670,8112 1113,4900 1+ y9 Y (+45)M(+16)SLPQGEK Y17 Nitro, M18 Ox
Precursor
lon 904,9536 2+ VQAMYIWIDGTGEGLR
Product
lon 904,9536 689,3600 1+ y7 GTGEGLR
Product
lon 904,9536 593,2800 1+ b5 VQAMY
Product
lon 904,9536 1379,7000 1+ y12 YIWIDGTGEGLR
Precursor
lon 912,9511 2+ VQAM(+16)YIWIDGTGEGLR M29 Ox
Product
lon 912,9511 689,3600 1+ y7 GTGEGLR M29 Ox
Product
lon 912,9511 609,2700 1+ b5 VQAM(+16)Y M29 Ox
Product
lon 912,9511 1379,7000 1+ y12 YIWIDGTGEGLR M29 Ox
Precursor
lon 927,4462 2+ VQAMY (+45)IWIDGTGEGLR Y30 Nitro
Product
lon 927,4462 689,3600 1+ y7 GTGEGLR Y30 Nitro
Product
lon 927,4462 638,2600 1+ b5 VQAMY (+45) Y30 Nitro
Product
lon 927,4462 1424,6800 1+ y12 Y (+45)IWIDGTGEGLR Y30 Nitro
Precursor
lon 912,9511 2+ VQAMY (+16)IWIDGTGEGLR Y30 Ox
Product
lon 912,9511 689,3600 1+ y7 GTGEGLR Y30 Ox
Product
lon 912,9511 609,2700 1+ b5 VQAMY (+16) Y30 Ox
Product
lon 912,9511 1395,6900 1+ y12 Y(+16)IWIDGTGEGLR Y30 Ox
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Precursor

lon 927,4462 2+ VQAMY IW(+45)IDGTGEGLR W32 Nitro
Product
lon 927,4462 689,3600 1+ y7 GTGEGLR W32 Nitro
Product
lon 927,4462 593,2800 1+ b5 VQAMY W32 Nitro
Product
lon 927,4462 1424,6800 1+ y12 YIW(+45)IDGTGEGLR W32 Nitro
Précursor
lon 935,4436 2+ VQAM(+16)Y (+45)IWIDGTGEGLR M29 Ox/Y30 Nitro
Product
lon 935,4436 689,3600 1+ y7 GTGEGLR M29 Ox/Y30 Nitro
Product
lon 935,4436 654,2600 1+ b5 VQAM(+16)Y (+45) M29 Ox/Y30 Nitro
Product
lon 935,4436 1424,6800 1+ yl12 Y (+45)IWIDGTGEGLR M29 Ox/Y30 Nitro
Precursor
lon 920,9485 2+ VQAM(+16)Y(+16)IWIDGTGEGLR M29 Ox/Y30 Ox
Product
lon 920,9485 689,3600 1+ y7 GTGEGLR M29 Ox/Y30 Ox
Product
lon 920,9485 625,2700 1+ b5 VQAM(+16)Y(+16) M29 Ox/Y30 Ox
Product
lon 920,9485 1424,6800 1+ y10 WIDGTGEGLR M29 Ox/Y30 Ox
Precursor CVEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDMY
lon 1289,5709 3+ LVPAAMFR
Product
lon 1289,5709 692,3500 1+ y6 PAAMFR
Product
lon 1289,5709  1043,4500 1+ b8 CVEELPEW
Product
lon 1289,5709  1198,6100 1+ y10 MYLVPAAMFR
Precursor CVEELPEW/(+45)NFDGSSTLQSEGSNS
lon 1304,5660 3+ DMYLVPAAMFR W60 Nitro
Product
lon 1304,5660 692,3500 1+ y6 PAAMFR W60 Nitro
Product
lon 1304,5660 675,2800 2+ b10 CVEELPEW(+45)NF W60 Nitro
Product
lon 1304,5660  1198,6100 1+ y10 MYLVPAAMFR W60 Nitro
Precursor CVEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM(+
lon 1294,9026 3+ 16)YLVPAAMFR M77 Ox
Product
lon 1294,9026 692,3500 1+ y6 PAAMFR M77 Ox
Product
lon 1294,9026 631,2800 1+ b5 CVEEL M77 Ox
Product
lon 1294,9026  1067,5700 1+ y9 YLVPAAMFR M77 Ox
Precursor CVEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM(+
lon 1309,8976 3+ 16)Y (+45)LVPAAMFR M77 Ox/Y78 Nitro
Product
lon 1309,8976 692,3500 1+ y6 PAAMFR M77 Ox/Y78 Nitro
Product
lon 1309,8976  1374,6200 1+ yll DM(+16)Y (+45)LVPAAMFR M77 Ox/Y78 Nitro
Product
lon 1309,8976 11125600 1+ y9 Y (+45)LVPAAMFR M77 Ox/Y78 Nitro
Precursor CVEELPEWNFDGSSTLQSEGSNSDM(+ M77 Ox/Y78
lon 1315,2292 3+ 16)Y(+45)LVPAAM(+16)FR Nitro/M84 Ox
Product M77 Ox/Y78
lon 1315,2292 708,3500 1+ y6 PAAM(+16)FR Nitro/M84 Ox
Product M77 Ox/Y78
lon 1315,2292  1043,4500 1+ b8 CVEELPEW Nitro/M84 Ox
Product M77 Ox/Y78
lon 1315,2292  1275,5900 1+ y10 M(+16)Y (+45)LVPAAM(+16)FR Nitro/M84 Ox
Precursor
lon 480,9271 3+ LVLCEVFKYNR
Product
lon 480,9271 727,3900 1+ y5 FKYNR
Product
lon 480,9271 213,1600 1+ b2 Lv
Product
lon 480,9271 1115,5300 1+ y8 CEVFKYNR
Precursor
lon 743,3796 2+ LVLCEVFKY (+45)NR Y104 Nitro
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Product

lon 743,3796 772,3700 1+ y5 FKY (+45)NR Y104 Nitro
Product

lon 743,3796 213,1600 1+ b2 Lv Y104 Nitro
Product

lon 743,3796 1160,5200 1+ y8 CEVFKY (+45)NR Y104 Nitro
Precursor

lon 486,2587 3+ LVLCEVFKY (+16)NR Y104 Ox
Product

lon 486,2587 743,3800 1+ y5 FKY(+16)NR Y104 Ox
Product

lon 486,2587 213,1600 1+ b2 Lv Y104 Ox
Product

lon 486,2587 1131,5300 1+ y8 CEVFKY (+16)NR Y104 Ox
Precursor

lon 463,9164 3+ YNRRPAETNLR
Product

lon 463,9164 800,4300 1+ y7 PAETNLR
Product

lon 463,9164 1102,5400 1+ b9 YNRRPAETN
Product

lon 463,9164 590,3200 1+ b4 YNRR
Precursor

lon 4789114 3+ Y (+45)NRRPAETNLR Y104 Nitro
Product

lon 478,9114 800,4300 1+ y7 PAETNLR Y104 Nitro
Product

lon 478,9114 1147,5200 1+ b9 Y (+45)NRRPAETN Y104 Nitro
Product

lon 478,9114 635,3000 1+ b4 Y (+45)NRR Y104 Nitro
Precursor

lon 501,7538 2+ DIVEAHYR
Product

lon 501,7538 774,3900 1+ y6 VEAHYR
Product

lon 501,7538 675,3200 1+ y5 EAHYR
Product

lon 501,7538 328,1900 1+ b3 DIV
Precursor

lon 524,2463 2+ DIVEAHY (+45)R Y180 Nitro
Product

lon 524,2463 819,3700 1+ y6 VEAHY (+45)R Y180 Nitro
Product

lon 524,2463 720,3100 1+ y5 EAHY (+45)R Y180 Nitro
Product

lon 524,2463 328,1900 1+ b3 DIV Y180 Nitro
Precursor

lon 509,7513 2+ DIVEAHY (+16)R Y180 Ox
Product

lon 509,7513 790,3800 1+ y6 VEAHY (+16)R Y180 Ox
Product

lon 509,7513 691,3200 1+ y5 EAHY(+16)R Y180 Ox
Product

lon 509,7513 328,1900 1+ b3 DIV Y180 Ox
Precursor

lon 441,2311 2+ ACLYAGVK
Product

lon 441,2311 650,3900 1+ y6 LYAGVK
Product

lon 441,2311 537,3000 1+ y5 YAGVK
Product

lon 441,2311 508,2200 1+ b4 ACLY
Precursor

lon 463,7237 2+ ACLY (+45)AGVK Y185 Nitro
Product

lon 463,7237 695,3700 1+ y6 LY (+45)AGVK Y185 Nitro
Product

lon 463,7237 582,2900 1+ y5 Y (+45)AGVK Y185 Nitro
Product

lon 463,7237 553,2100 1+ b4 ACLY (+45) Y185 Nitro
Precursor

lon 449,2286 2+ ACLY (+16)AGVK Y185 Ox
Product

lon 449,2286 666,3800 1+ y6 LY (+16)AGVK Y185 Ox
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Product

lon 449,2286 553,3000 1+ y5 Y (+16)AGVK Y185 Ox
Product
lon 449,2286 232,0800 1+ b2 AC Y185 Ox
Precursor IAGTNAEVMPAQWEFQIGPCEGISMGD
lon 1224,2462 3+ HLWVAR
Product
lon 1224,2462  1171,5700 1+ y10 SMGDHLWVAR
Product
lon 1224,2462 887,4000 1+ b9 IAGTNAEVM
Product
lon 1224,2462 1369,6600 1+ b13 IAGTNAEVMPAQW
Precursor IAGTNAEVMPAQWEFQIGPCEGISMGD
lon 918,4364 4+ HLWVAR
Product
lon 918,4364 1171,5700 1+ y10 SMGDHLWVAR
Product
lon 918,4364 887,4000 1+ b9 IAGTNAEVM
Product
lon 918,4364 1369,6600 1+ b13 IAGTNAEVMPAQW
Precursor IAGTNAEVM(+16)PAQWEFQIGPCEGIS
lon 1229,5778 3+ MGDHLWVAR M198 Ox
Product
lon 1229,5778 1171,6000 1+ y10 SMGDHLWVAR M198 Ox
Product
lon 1229,5778 903,4200 1+ b9 IAGTNAEVM(+16) M198 Ox
Product
lon 1229,5778 781,4500 1+ V6 HLWVAR M198 Ox
Precursor IAGTNAEVM(+16)PAQWEFQIGPCEGIS
lon 922,4352 4+ MGDHLWVAR M198 Ox
Product
lon 922,4352 1171,6000 1+ y10 SMGDHLWVAR M198 Ox
Product
lon 922,4352 903,4200 1+ b9 IAGTNAEVM(+16) M198 Ox
Product
lon 922,4352 1385,6500 1+ b13 IAGTNAEVM(+16)PAQW M198 Ox
Precursor IAGTNAEVMPAQW!/(+45)EFQIGPCEGIS
lon 1239,2412 3+ MGDHLWVAR W202 Nitro
Product
lon 1239,2412 1171,5700 1+ y10 SMGDHLWVAR W202 Nitro
Product
lon 1239,2412 903,4200 2+ b5 IAG W202 Nitro
Product
lon 1239,2412 781,4500 1+ y6 HLWVAR W202 Nitro
Precursor IAGTNAEVMPAQWEFQIGPCEGISM(+1
lon 922,4352 4+ 6)GDHLWVAR M214 Ox
Product
lon 922,4352 1187,5600 1+ y10 SM(+16)GDHLWVAR M214 Ox
Product
lon 922,4352 887,4000 1+ b9 IAGTNAEVM M214 Ox
Product
lon 922,4352 1369,6600 1+ b13 IAGTNAEVMPAQW M214 Ox
Precursor IAGTNAEVM(+16)PAQWEFQIGPCEGIS M198 Ox/M214
lon 1234,9094 3+ M(+16)GDHLWVAR Ox
Product M198 Ox/M214
lon 1234,9094 1187,5600 1+ y10 SM(+16)GDHLWVAR Ox
Product M198 Ox/M214
lon 1234,9094 903,4200 1+ b9 IAGTNAEVM(+16) Ox
Product M198 Ox/M214
lon 1234,9094 1385,6500 1+ b13 IAGTNAEVM(+16)PAQW Ox
Precursor VCEDFGVIATFDPKPIPGNWNGAGCHT
lon 884,9145 4+ NFSTK
Product
lon 884,9145 834,4100 1+ y7 HTNFSTK
Product
lon 884,9145 1479,6400 1+ y13 WNGAGCHTNFSTK
Product
lon 884,9145 708,2700 1+ b6 VCEDFG
Precursor VCEDFGVIATFDPKPIPGNWNGAGCHT
lon 1179,5502 3+ NFSTK
Product
lon 1179,5502 834,4100 1+ y7 HTNFSTK
Product
lon 1179,5502 1479,6400 1+ y13 WNGAGCHTNFSTK
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Product

lon 1179,5502 708,2700 1+ b6 VCEDFG
Precursor VCEDFGVIATFDPKPIPGNW/(+45)NGA

lon 896,1608 4+ GCHTNFSTK W247 Nitro
Product

lon 896,1608 834,4100 1+ y7 HTNFSTK W247 Nitro
Product

lon 896,1608 1179,5200 1+ yl1l GAGCHTNFSTK W247 Nitro

--Product

lon 896,1608 708,2700 1+ b6 VCEDFG W247 Nitro
Precursor VCEDFGVIATFDPKPIPGNW(+45)NGA

lon 1194,5453 3+ GCHTNFSTK W247 Nitro
Product

lon 1194,5453 834,4100 1+ y7 HTNFSTK W247 Nitro
Product

lon 1194,5453  1001,9400 2+ y18 PIPGNW(+45)NGAGCHTNFSTK W247 Nitro
Product

lon 1194,5453 708,2700 1+ b6 VCEDFG W247 Nitro
Precursor

lon 675,0103 3+ AMREENGLKYIEEAIEK
Product

lon 675,0103 901,4200 1+ b8 AMREENGL
Product

lon 675,0103 994,5100 1+ y8 YIEEAIEK
Product

lon 675,0103 1122,6000 1+ y9 KYIEEAIEK
Precursor

lon 680,3420 3+ AM(+16)REENGLKY IEEAIEK M261 Ox
Product

lon 680,3420 917,4100 1+ b8 AM(+16)REENGL M261 Ox
Product

lon 680,3420 994,5100 1+ y8 YIEEAIEK M261 Ox
Product

lon 680,3420 1122,6000 1+ y9 KYIEEAIEK M261 Ox
Precursor

lon 690,0054 3+ AMREENGLKY (+45)IEEAIEK Y269 Nitro
Product

lon 690,0054 901,4200 1+ b8 AMREENGL Y269 Nitro
Product

lon 690,0054 1039,4900 1+ y8 Y (+45)IEEAIEK Y269 Nitro
Product

lon 690,0054 1167,5900 1+ y9 KY (+45)IEEAIEK Y269 Nitro
Precursor

lon 680,3420 3+ AMREENGLKY (+16)IEEAIEK Y269 Ox
Product

lon 680,3420 901,4200 1+ b8 AMREENGL Y269 Ox
Product

lon 680,3420 1010,5000 1+ y8 Y(+16)IEEAIEK Y269 Ox
Product

lon 680,3420 1138,6000 1+ y9 KY (+16)IEEAIEK Y269 Ox
Precursor M261 Ox/Y269

lon 695,3370 3+ AM(+16)REENGLKY (+45)IEEAIEK Nitro
Product M261 Ox/Y269

lon 695,3370 917,4100 1+ b8 AM(+16)REENGL Nitro
Product M261 Ox/Y269

lon 695,3370 1039,4900 1+ y8 Y (+45)IEEAIEK Nitro
Product M261 Ox/Y269

lon 695,3370 1167,5900 1+ y9 KY (+45)IEEAIEK Nitro
Precursor

lon 685,6736 3+ AM(+16)REENGLKY (+16)IEEAIEK M261 Ox/Y269 Ox
Product

lon 685,6736 917,4100 1+ b8 AM(+16)REENGL M261 Ox/Y269 Ox
Product

lon 685,6736 1010,5000 1+ y8 Y(+16)IEEAIEK M261 Ox/Y269 Ox
Product

lon 685,6736 1138,6000 1+ y9 KY(+16)IEEAIEK M261 Ox/Y269 Ox
Precursor

lon 497,7582 2+ YIEEAIEK
Product

lon 497,7582 718,3600 1+ y6 EEAIEK
Product

lon 497,7582 406,2000 1+ b3 YIE
Product

lon 497,7582 535,2400 1+ b4 YIEE
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Precursor

lon 520,2508 2+ Y (+45)IEEAIEK Y269 Nitro
Product

lon 520,2508 718,3600 1+ y6 EEAIEK Y269 Nitro
Product

lon 520,2508 451,1800 1+ b3 Y (+45)IE Y269 Nitro
Product

lon 520,2508 580,2200 1+ b4 Y (+45)IEE Y269 Nitro
Precursor

lon 505,7557 2+ Y(+16)IEEAIEK Y269 Ox
Product

lon 505,7557 718,3600 1+ y6 EEAIEK Y269 Ox
Product

lon 505,7557 589,3200 1+ y5 EAIEK Y269 Ox
Product

lon 505,7557 460,2800 1+ v4 AIEK Y269 Ox
Precursor

lon 427,2250 2+ HQYHIR
Product

lon 427,2250 716,4000 1+ y5 QYHIR
Product

lon 427,2250 588,3000 1+ y4 YHIR
Product

lon 427,2250 429,2000 1+ b3 HQY
Precursor

lon 449,7175 2+ HQY (+45)HIR Y283 Nitro
Product

lon 449,7175 761,3700 1+ y5 QY (+45)HIR Y283 Nitro
Product

lon 449,7175 633,3100 1+ y4 Y (+45)HIR Y283 Nitro
Product

lon 4497175 474,1700 1+ b3 HQY (+45) Y283 Nitro
Precursor

lon 426,2142 3+ AYDPKGGLDNAR
Product

lon 426,2142 702,3500 1+ y7 GGLDNAR
Product

lon 426,2142 830,4500 1+ y8 KGGLDNAR
Product

lon 426,2142 235,1100 1+ b2 AY
Precursor

lon 441,2092 3+ AY (+45)DPKGGLDNAR Y288 Nitro
Product

lon 441,2092 702,3500 1+ y7 GGLDNAR Y288 Nitro
Product

lon 441,2092 645,3300 1+ y6 GLDNAR Y288 Nitro
Product

lon 441,2092 280,0900 1+ b2 AY (+45) Y288 Nitro
Precursor

lon 457,7220 2+ KGYFEDR
Product

lon 457,7220 786,3400 1+ y6 GYFEDR
Product

lon 457,7220 729,3200 1+ y5 YFEDR
Product

lon 457,7220 349,1900 1+ b3 KGY
Precursor

lon 480,2145 2+ KGY (+45)FEDR Y336 Nitro
Product

lon 480,2145 831,3300 1+ y6 GY(+45)FEDR Y336 Nitro
Product

lon 480,2145 774,3100 1+ y5 Y (+45)FEDR Y336 Nitro
Product

lon 480,2145 394,1700 1+ b3 KGY (+45) Y336 Nitro
Precursor

lon 465,7194 2+ KGY (+16)FEDR Y336 Ox
Product

lon 465,7194 802,3400 1+ y6 GY(+16)FEDR Y336 Ox
Product

lon 465,7194 745,3200 1+ y5 Y(+16)FEDR Y336 Ox
Product

lon 465,7194 365,1800 1+ b3 KGY(+16) Y336 Ox
Precursor

lon 393,6745 2+ GYFEDR

135



Product

lon 393,6745 566,2600 1+ y4 FEDR
Product

lon 393,6745 419,1900 1+ y3 EDR
Product

lon 393,6745 221,0900 1+ b2 GY
Precursor

lon 416,1670 2+ GY(+45)FEDR Y336 Nitro
Product

lon 416,1670 566,2600 1+ v4 FEDR Y336 Nitro
Product

lon 416,1670 419,1900 1+ y3 EDR Y336 Nitro
Product

lon 416,1670 266,0800 1+ b2 GY (+45) Y336 Nitro
Precursor

lon 465,7194 2+ GY(+16)FEDR Y336 Ox
Product

lon 465,7194 566,2600 1+ y4 FEDR Y336 Ox
Product

lon 465,7194 419,1900 1+ y3 EDR Y336 Ox
Product

lon 465,7194 237,0900 1+ b2 GY(+16) Y336 Ox
Precursor

lon 675,8263 4+ GYFEDRRPSANCDPFSVTEALIR
Product

lon 675,8263 702,4100 1+ y6 TEALIR
Product

lon 675,8263 1293,6000 1+ b1l GYFEDRRPSAN
Product

lon 675,8263 1453,6300 1+ b12 GYFEDRRPSANC
Precursor

lon 687,0726 4+ GY (+45)FEDRRPSANCDPFSVTEALIR Y336 Nitro
Product

lon 687,0726 702,4100 1+ y6 TEALIR Y336 Nitro
Product

lon 687,0726 1338,5800 1+ b1l GY(+45)FEDRRPSAN Y336 Nitro
Product

lon 687,0726 1498,6100 1+ b12 GY (+45)FEDRRPSANC Y336 Nitro
Precursor

lon 679,8251 4+ GY(+16)FEDRRPSANCDPFSVTEALIR Y336 Ox
Product

lon 679,8251 702,4100 1+ y6 TEALIR Y336 Ox
Product

lon 679,8251 1309,5900 1+ b1l GY(+16)FEDRRPSAN Y336 Ox
Product

lon 679,8251 1469,6200 1+ b12 GY(+16)FEDRRPSANC Y336 Ox
Precursor

lon 483,9337 3+ AYGRDIVEAHYR
Product

lon 483,9337 675,4114 1+ y5 EAHYR
Product

lon 483,9337 563,2800 1+ b5 AYGRD
Product

lon 483,9337 676,3200 1+ b6 AYGRDI
Precursor

lon 498,9337 3+ AY (+45)GRDIVEAHYR Y171 Nitro
Product

lon 498,9337 675,4114 1+ y5 EAHYR Y171 Nitro
Product

lon 498,9337 608,2800 1+ b5 AY (+45)GRD Y171 Nitro
Product

lon 498,9337 721,3200 1+ b6 AY (+45)GRDI Y171 Nitro
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