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1 RESUMEN

Estudios previos han reportado que algunas enzintependientes de
adenosilcobalamina sufren inactivacion durantealalisis debido a la oxidacion de la
cobalamina. Ademas, la proteccién o reactivaciorsule actividades cataliticas por
proteinas llamadas “protectasas” o reactivasasidta descrita en bacterias. En este
estudio, determinamos la influencia de la protéimamana MMAA en la cinética de la
reaccion catalizada por la enzima metilmalonil-CoAitasa (MCM) mediante un
ensayo in vitro utilizando ambas proteinas recombinantes purifisadNuestros
resultados mostraron que MMAA juega un papel dodheactividad de MCM. Cuando
la proteina MMAA se agrega al inicio de la reaccidmmeviene la inactivacion
protegiendo a MCM. Después de 60 minutos de reaccitando MCM es inactiva, la
adicion de MMAA incrementa la actividad enzimatioadiante la hidrélisis de GTP,
sugiriendo la reactivacion de MCM por intercambéb cbfactor dafiado. La interaccion
entre MCM y MMAA in vitro se confirmdin vivo por ensayo de doble hibrido en

levadura.



ABSTRACT

Previous studies have reported that some adentsnnin-dependent enzymes suffer
inactivation during catalysis due to the oxidatioh cobalamin. In addition, the
protection or reactivation of their catalytic adies by proteins called “protectases” or
reactivases is well known in bacteria. In this gtudle examined the influence of
human MMAA protein on the kinetics of the reactmatalyzed by methylmalonyl-CoA
mutase (MCM) by testing both purified recombinambtginsin vitro. Our results
showed that MMAA plays dual roles in MCM activitfwhen it was added at the
beginning of the reaction, it prevents inactivatlmnguarding MCM. After 60 min of
reaction, when MCM is inactive, the addition of MMAincreases the enzymatic
activity through GTP hydrolysis, indicating reaetion of MCM by exchange of the
damaged cofactor. The interaction between MCM arMAM observedin vitro was

confirmedin vivo by yeast two-hybrid system.



2 ABREVIATURAS
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AdoChbl
AdoH
AMM
Amp
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CoA
Dmb
DOC
FR
GMPPNP
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IMAC
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ND-PAGE
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3 ANTECEDENTES

3.1 EL COFACTOR ADENOSILCOBALAMINA

3.1.1 HISTORIA

La importancia del estudio de la vitaming Be hace evidente a partir de 1824
cuando aparecieron los primeros casos de anemialobédstica. Aflos mas tarde,
alrededor de 1860, Flint hace la primera relacidineeesta enfermedad y deficiencias
digestivas. En 1849, Thomas Addison describe pongia vez las caracteristicas
clinico-patolégicas de la enfermedad y fue en 18d@ndo Anton Biermer nombré a
esta enfermedad como “anemia perniciosa”, la aaaineurable y progresiva con dafio
a nivel hematolégico, digestivo e incluso a nive sistema nervioso en etapas
avanzadas. Después, en 1925, Whipple describerpoena vez el factor anti-anemia
perniciosa realizando sus estudios en perros eposhente George Minot y William
Murphy en 1926 realizan un estudio en el cual semet 45 pacientes a dieta
suplementada con higado y carne, los cuales después 6 meses bajo este régimen
alimenticio revierten la enfermedad. En 1957, Hodky cols. obtuvieron la estructura
cristalografica de la vitamina ;B evidenciando su naturaleza organometalica y
describiendo la naturaleza del ligando de corijh&8]. En 1958, un afio después de la
cristalizacion, Barker y su grupo de trabajo déseron la necesidad de la presencia de
un compuesto derivado de la vitaming,Ba adenosilcobalamina (AdoCbl), para la
actividad de la enzima glutamato mutasa, evidegeerevela su papel como cofactor
enzimético [4]. Cuatro aflos més tarde en 1962stBueols. descubren otro derivado
de la vitamina B, la metilcobalamina, que funciona como cofactorlaleenzima
metionina sintasa [5]. Ambos cofactores enzimatsmslas dos formas biologicamente

activas de la vitaminaB

3.1.2 CARACTERISTICAS Y DERIVADOS DE COBALAMINA

La cobalamina esta formada por 4 anillos pirroli¢tesrapirrol) coordinados
ecuatorialmente a un cobalto central mediante digarcon nitrégenos donados por los
pirroles formando un anillo de corrina (Fig. 1,rejo). El sustituyente unido al cobalto
en la parte superior del anillo de corrina se denarigando axial superior 6 ligange
axial. Por la parte de abajo del anillo de corseaencuentra el ligando axial inferior 0
ligandoa-axial. Existe diversidad en las moléculas que ponestupar estos ligandos; a

esto se debe la existencia de los derivados ddarpiveas, presentandose la mayor
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diversidad en el ligando axial superior. Cuanddeaeposicion del ligand@-axial se
encuentra un grupo ciano entonces el corrinoidéeedd nombre de cianocobalamina 6
vitamina B, la cual es relativamente inerte y no tiene niagparticipacion como
cofactor. La AdoCbl o coenzima Biene una molécula de 5’-desoxi-5-adenosina (Fig.
1 en azul) como ligandd-axial mientras que, otro derivado es la MeCblual ¢iene un
grupo metilo en este lugar. En cuanto al ligand@lainferior generalmente se
encuentra en esta posicion una molécula de 5,6ttherzimidazol (Dmb) como base
nucleotidica (Fig. 1, en color verde) [6].

En condiciones fisioldgicas, los derivados de landina B, se encuentran en
tres estados de oxidacion: Co(lll), Co(ll) 6 Co{Uds procesos de reduccidén-oxidacion
de estos derivados son de importancia clave ereliones enzimaticas en las que
participan como cofactores. Como regla, el numeroligandos axiales decrece en
paralelo con el estado de oxidacién del cobaltogdessr, si el centro de cobalto es
Co(lll) entonces dos ligandos axiales estan un&éste; si es Co(ll) entonces sblo un

ligando axial esta unido y si es Co(l) ambos ligenaxiales estan ausentes [7].

— Ligandof-axial

— Anillo de corrina

Ligandoa-axial

Fig. 1 Férmula estructural de la AdoCbl, modificatio
Marsh, 2001 [60].



3.2 ENZIMAS DEPENDIENTES DE VITAMINA B ;,

3.2.1 CLASIFICACION DE ENZIMAS DEPENDIENTES DE AdoC bl

Los derivados de la vitamina;Bparticipan como cofactores de una gran
variedad de enzimas, por lo que todas ellas intelgréamilia de enzimas dependientes
de vitamina B.

Esta familia se divide en 3 subfamilias:

1) la subfamilia de isomerasas dependientes de AdoCbl

2) la subfamilia de metiltransferasas dependientddeaiebl

3) la subfamilia de deshalogenasas reductoras
La subfamilia de isomerasas dependientes de Ad@€ldivide a su vez en tres

clases:

a) Clase 1. formada por aquellas que catalizan rdagelg esqueletos de carbono.
A esta clase pertenecen las enzimas glutamato ajuBametileneglutarato
mutasa, metilmalonil-CoA mutasa e isobutiril-CoAtasa.

b) Clase 2: pertenecen a este grupo enzimas que lleveabo reacciones de
eliminacion de heteroatomos tales como diol deatagn, glicerol deshidratasa,
etanolamino amonio liasa y ribonucledtido reductasa

c) Clase 3: conformada por enzimas que catalizan maras intramoleculares de
grupos amino. A esta clase pertenecen la lisina®j@omutasa y D-ornitina

4 5-aminomutasa.

Existe otra clasificacion de la subfamilia de igvasas en relacién a su modo de
union al cofactor, especificamente a la posicidnligando axial inferior 6 Dmb (Fig.
2). En la clase I, llamada Dmb-off/His-on, el cdaéacocupa su sitio en el dominio
enzimatico y el ligando Dmb es desplazado por wp@rimidazol donado por una
histidina del sitio activo. A esta clase pertenetan enzimas que llevan a cabo
rearreglos de carbono. En la clase Il, llamada Dmbiis-off, el ligando permanece
coordinado al nucleo metalico, a esta clase par&gnequellas que llevan a cabo

rearreglo de heteroatomos [8].
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Dmib-on Dmb-off His-on

Fig. 2 Tipos de unién entre la enzima y el cofaétdoChl,
modificado de Banerjee, 2003 [59].

En la figura 3 se muestra un resumen de la clasifia de las enzimas descritas
previamente.

Glutamato Mutasa
. Rearreglo de esqueletos de carborfo 5 petileneglutarato Mutasa

A —1 Metilmalonil-CoA Mutasa
Isobutiril-CoA Mutasa

I. Isomerasas L ) Diol Deshidratasa
dependientes de AdoCh Il. Eliminacion de Heteroatomos __| Glicerol Deshidratasa
A Etanolamino Amonio Liasa
Ribonucleétido Reductasa
Enzimas _
dependientes de_] II. I\/Iet_lltransferasas ) » Lisina 5,6-aminomutasa
Vitamina B 15 dependientes de MeCh} !ll. Migracion Intramolecular de. = D-Ornitina 4,5-aminomutasa

grupos Amino

Familia
Ill. Deshalogenasas Subfamilia
| Reductoras Clase

Dmb-off/His-on
Dmb-on/His-off

>rEEN

Fig. 3 Clasificacion general de las enzimas deenés de AdoChl.



3.3 CATALISIS ENZIMATICA MEDIADA POR RADICALES

Las isomerasas dependientes de AdoCbl utilizaftdareactividad de radicales
libres para catalizar sus reacciones. Los radiczdéaliticos pueden originarse de los
cofactores o de proteinas. Las reacciones catabzatkediante radicales tienen una
caracteristica en comun: los sustratos de estasn@&mzno estdn activados por un
mecanismo acido-base. En este caso los sustratamgerten en activos a través de la
sustraccion de un atomo de hidrégeno por algunacespadical en el sitio activo.
Podemos definir que laatélisis enzimatica mediada por radicales el mecanismo
mediante el cual las enzimas realizan reacciona@sicamente dificiles utilizando la
alta reactividad de radicales libres. Lo que hammpiicadas a estas reacciones es la
energia extremadamente alta del estado de tram$&;id.0].

Las enzimas de esta subfamilia hacen re-arregipendliientes de AdoCbl los
cuales involucran la migracion de un atomo de lgiend de un carbono del sustrato a
un atomo de carbén adyacente intercambiando pagrupo X que se mueve en la
direccion opuesta. Al mecanismo general de reagade denomineuleta de radicales
(Fig. 4). Estas reacciones son iniciadas por laauson de un atomo de hidrogeno del
sustrato con un radical adenosilo que es formadlesitio activo a través del
rompimiento homolitico del enlace cobalto-carbor®@o-C) de la coenzima. La
homolisis de este enlace es considerada un pag® xleomun en todas las reacciones

enzimaticas dependientes de AdoCbl [11].

¥ ¥
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Fig. 4 Ruleta de radicales, modificado de Baneg863 [59].



3.4 DISTRIBUCION DE LA PROTEINA MCM EN LOS
ORGANISMOS

La enzima metilmalonil-CoA mutasa (MCM) lleva aboala reaccién de
isomerizacion reversible entre metilmalonil-CoAucsinil-CoA. Requiere de AdoCbl
para poder llevar a cabo su funcion participandautas metabdlicas esenciales en
distintos organismos. Es una proteina ampliameastghilida en los tres dominios de la
vida, presentandose en arqueas, bacterias y eniegridia sido empleada como modelo
de estudio de enzimas dependientes de AdoCbl prgaracion de su secuencia de
aminoacidos entre diferentes organismos ha mostiedo alta conservacion entre

dominios.

3.4.1 FUNCION DE MCM EN BACTERIAS

Los primeros estudios de la proteina MCM en bagdueron desarrollados en
Propionibacterium freudenreichii var. shermaniia purificacion de la proteina MCM
de P. freudenreichiipermitié determinar su estructura, la cual es eterodimerax/f3
con una masa molecular de 150 KDa, 80 KDa de laraaly 70 KDa de la cadera
[12]. La clonacion y el andlisis de la secuencidDiA de los genes estructurales que
codifican para ambas subunidades en este mismaisngarevelo el arreglo operdnico
de los genemutA y mutB siendo pioneros en reportar la secuencia de oticts y de
aminoacidos de una enzima dependiente ge/1B]. La cristalizacion de la enzima
generd grandes avances en el estudio de su estrugtmecanismo de reaccion.
Derivado de esta cristalizacion se determinaronddosinios principales presentes en la
subunidada: un dominio amino terminal de 8 hebifd& en forma de barril (TIM-
barrel), que corresponde al dominio de union aatesy un domino carboxilo terminal
a/3 con 5 hebrag-plegadas 6 dominio de unién al cofactor. Preceftiesd dominio
amino se encuentra una region que envuelve adasatsunidad y ambos dominios se
encuentran unidos por una region a la que denoamndmker”. En cuanto a la
subunidad3, ésta es menos ordenada que la anterior y eselfean perdido residuos
importantes tanto para la union del cofactor comu@ g union a sustrato, por lo que se
considera inactiva y sin ninguna funcion obvia [14]

Se ha realizado un intenso estudio de la enzimaM@ la bacteria Gram
positiva Saccharopolyspora erythraealebido a su importante papel a nivel
biotecnolégico debido a que la actividad de MCMaésvolucrada en la produccion del
intermediario metilmalonil-CoA para la elaboracidel antibiético eritromicina en el
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metabolismo fermentativo a partir de compuestosatbono [15]. Al igual que eR.
freudenreichij la enzima MCM es un heterodimero formado por sutaunidad mayor
(a) y una subunidad mendB)( Reeves y colaboradores estudiaron como una mntac
(polar knockout) en los genes que codifican par@MV afectan la produccion de
eritromicina y como se asocia la produccién condaposicion del medio de cultivo,
ya sea basado en aceite o en carbohidratos, laatewh la direccion en la reaccion
efectuada por MCM [16].

Estudios erk. coli mostraron la presencia de MCM dentro de un opdsd
genes cuyas proteinas no tenian asignado ninglel ipayvo debido a la carencia de
un promotor funcional [17, 18]. Sin embargo, estadinas recientes demostraron la
expresion enddgena de esta enzima manifestandapglign la conversion de succinato
a propionato en presencia de AdoCbl suplementada eredio de cultivo [17], pero
esta funcién ha sido considerada de baja impodapuaes la sobrevivencia de la
bacteria no depende de su funcion aunado a su ipilpted de sintetizade novoal
cofactor.

Contrario a lo encontrado én coli es el caso de la bacteNgethylobacterium
extorquens metilotrofo facultativo en el cual la enzima MQbarticipa en el ciclo de

regeneracion de glioxalato, elemento esencial eme&bolismo metilotrofico [19].

3.4.2 FUNCION DE MCM EN MAMIFEROS

En mamiferos se conocen solo dos enzimas depé¢eslide vitamina B, la
metionina sintasa, una enzima citoplasmica qudizatk transferencia de un grupo
metilo a la homocisteina a partir de metiltetrabiidiato para la formacién de
metionina, y la MCM, la cual es una enzima de rpatritocondrial que participa en el
catabolismo de los aminoacidos metionina, treonuadina e isoleucina, de acidos
grasos de cadena impar y de la cadena laterabtidterol, permitiendo finalmente su
incorporacion como un intermediario del ciclo de &zidos tricarboxilicos [20].

Los primeros estudios sobre la ruta de carboXitaalel propionil-CoA a
metilmalonil-CoA fueron realizados en tejidos deazdn de cerdo, rifion de ovejas y
en higados de rata entre los afios 50’s y 60’s22]L,

Posteriormente a partir de extractos de higadovegolograron purificar la
enzima a homogeneidad e hicieron una estimaci@udeasa molecular aproximada y
la determinacion de algunos parametros cinéticosdé,, Vmax actividad especifica y

pH 6ptimo de actividad [23].
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Uno de los primeros reportes del estudio de MCMw@nanos fue realizado por
el grupo de Kolhouse y colaboradores quienes lograurificar y describir las
propiedades de la enzima obtenida a partir de pladeumana [24]. Posteriormente
Fenton y sus colaboradores realizaron un estud® detallado a partir de la enzima
purificada de higado humano, confirmando su madaaular (77.5 KDa), el espectro
de absorcion del cofactor AdoCbl, ensayos de ditatide la enzima a diferentes
valores de pH (entre 6.5 y 8) describiendo tambpi@metros cinéticos coma,kpor
metilmalonil-CoA (1.5 mM) y actividad especifica2(14 umol SucCoA/min/mg) [25].
Este mismo grupo demostré que la enzima es siatitizomo péptido inmaduro e
inactivo, teniendo una secuencia lider de aproxamahte 3 KDa que le permite ser
translocada a matriz mitocondrial en donde es gam= para dar lugar a la enzima
madura activa [26].

Las investigaciones en la MCM humana continuaranlaaclonacion del gen a
partir de una biblioteca de cDNAs [27] y su postesecuenciacion a partir de la cual
se predijo la secuencia de 750 aminoacidos conregian lider mitocondrial de 32
aminodacidos caracteristica de enzimas de matriacoridrial [28]. Mediante técnicas
de hibridacion se logré determinar que la enzima esdificada por un gen Unico
denominadaMUT el cual esta localizado en el cromosoma 6pl12p-2ic@nformado
por 13 exones contenidos en una region de 35 Kp [29enzima MCM humana fue
producida heter6logamente tanto ®sccharomyces cerevisif@&)] como erk. coli de
la cual se llevo a cabo la expresién y purificacfgara re-definir los parametros
cinéticos de K Y Vimax
3.4.2.1 ACIDEMIA METILMALONICA

Una de las principales razones por las que etliestie la enzima MCM cobro
gran importancia es debido a que mutaciones erreMiT, que codifica para esta
proteina generan una enfermedad metabdlica autcadetesiva denominada acidemia
metilmalénica (AMM).

Los primeros individuos reportados con padecimentue involucran el
metabolismo de propionato datan de 1967 [31]. Deb&d la inconsistencia y
heterogeneidad de los datos clinicos y bioquimitmofos pacientes con padecimientos
relacionados con la ruta de la vitaming Bie necesaria su clasificacion en grupos
genéticamente definidos. Cuestiones como la seackrite la enfermedad o si los
pacientes responden o no al tratamiento con vi@minson explicadas por mutaciones

en diferentes genes que, mediante un abordajengbisia de complementacion, pueden
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ser identificados. Actualmente existen 8 gruposa@plementacionnuty cblA-cblG
los cuales tienen bloqueada la produccion y utii@ade MeCbl y/o AdoCbl [32].

Los pacientes que pertenecen al grupo de complaméntmut presentan
mutaciones en este gen provocandoles AMM aisladeaieRtes con esta enfermedad
usualmente requieren de atencion médica en el praifie de vida presentando altos
niveles de acido metilmalénico en suero y orinagwll puede llegar a ser 50 y hasta
1000 veces mayor al normal, letargia, retraso eteshrrollo, deterioro en el intelecto,
hipotonia, vémitos constantes y deshidratacionalgunos casos pueden padecer crisis
por acidosis metabdlica debido a cambios en la dieénfermedades infecciosas que
ponen en riesgo la vida del paciente.

El desordenmut ha sido subdividido en dos grupaswf, cuya actividad
enzimatica no es detectable ni es estimulada padieion de OHCbI al cultivo de
fibroblastos, ymuf con proteina inmunolégicamente reactiva y cuyavideid se
incrementa en cultivo de fibroblastos suplementactos OHCbI. Los pacientes con
acidemia de tipanuf generalmente estan afectados de manera mas spwer®s
pacientes tiponuf y son mas susceptibles a la muerte [33].

La verdadera incidencia de esta enfermedad haldido de establecer debido a
la dificultad de diagnosticar a los pacientes mpie. Algunos estudios mencionan una
incidencia de aproximadamente 1:140,000 en Auatrf@#], 1:115,000 en Italia y
1:169,000 en Alemania [35].

3.5 MECANISMOS CONTRA INACTIVACION EN ENZIMAS
DEPENDIENTES DE AdoCbl

Anteriormente hemos mencionado el mecanismo medincual las enzimas
dependientes de AdoCbl llevan a cabo sus reaccidflesofactor juega un papel
fundamental durante la reaccién ya que, sin la &@ién de las especies radicales en el
sitio activo de la enzima, ésta no podria ser efeta. La presencia de dichos radicales
provenientes del cofactor hacen que las enzimaseqy#ean este mecanismo sean
susceptibles a inactivacion debido a que los réicaueden ser interceptados por
oxigeno u otros nucledfilos presentes en el madiamdante.

En algunos miembros de esta subfamilia se hamittedistintas estrategias que
permiten minimizar y controlar reacciones colaesahadvertidas que podrian generar
inactivacion enziméatica. A continuacion se descrilb@s mecanismos mediante los

cuales puede prevenirse la inactivacién controldodaadicales generados durante la
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catalisis, ya sea por disefio estructural de laepraté mediante metalochaperonas que

confieren proteccion y reactivacion, permitiendoupgerar su actividad.

3.5.1 AMINOACIDOS INVOLUCRADOS EN PROTECCION CONTRA
INACTIVACION

Mediante el estudio de la estructura cristalogeafie la enzima MCM de la
bacteriaP. freudenreichiise ha determinado el papel que juega la estructeréa
proteina en la proteccion contra el ataque extdenlms radicales intermediarios. Estas
investigaciones han mostrado como tienen lugardemreglos de radicales en el sitio
activo, el cual esta formado por las asas en etmxt carboxilo de las hebr@sdel
dominio en forma de barriB(a)s, completamente inaccesible al solvente, excepto a
largo del eje del barril, en cuya cavidad se unsuskrato. De esta manera, el sitio
activo que se encuentra profundamente enterradege@ los radicales intermediarios
altamente reactivos de reacciones colaterales seadas, de manera similar a lo
observado en otras enzimas que usan radicaleS7B6,

El papel que juegan ciertos aminoacidos paradgepcion de la enzima ha sido
abordado mediante el estudio de mutaciones esgEsiin ciertos aminoacidos de la
enzima. Una mutacion hecha en el aminoacido tieosimla posicion 89 de la MCM de
P. freudenreichii (mutante Y89F) mostrd6 que este aminoacido juegapapel
importante en la homdlisis del enlace Co-C ya queractia con el carboxilato del
sustrato. Una pérdida en esta interaccion, comel esso de la mutante estudiada,
afecta la estabilidad de los radicales intermeasareflejada en una disminucion en la
velocidad de la interconversién del sustrato a petalradical [38].

Se ha demostrado que la histidina en posicion 84dportante ya que su grupo
imidazol obstruye el paso de oxigeno en el sitivacLa mutante en este aminoacido
(H244A) tiene una acumulacion del intermediaricctined hidroxicobalamina [39].

Un estudio de espectroscopia UV-Visible realizado l& mutante R207Q
demostré que la enzima es inactiva debido a la aaaidn del cofactor OHCDbI
ejemplificando el importante papel que puede jugarsolo residuo, pues pequeiias
modificaciones en aminoacidos con multiples inteiaes en un entorno altamente
regulado pueden generar reacciones colateraleseseadas favoreciendo catélisis

negativas [40].
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3.5.2 FACTORES REACTIVANTES

Debido a que las enzimas que llevan a cabo datéfisdiada por radicales
tienden a sufrir inactivacion por extincion de sadicales intermediarios, el estudio de
como éstas impiden su inactivacion ha cobrado gmgportancia. Ademas de la
proteccion intrinseca debido a su estructura, @xish mecanismo denominado
“reactivacion” que consiste en devolver la actidida la enzima por remocion del
cofactor inactivo generado por el rompimiento ieesible de su enlace Co-C.

El mecanismo de reactivacion ha sido descrito ylamente estudiado en las
enzimas dependientes de AdoCbl, diol deshidratdisarol deshidratasa y etanolamino
amonio liasa, las cuales sufren inactivacién deraot catalisis. Asimismo, para cada
una de ellas se ha descrito el mecanismo de raaidiv efectuado por las proteinas
denominadas “factores reactivantes” 0 “reactivasas”

El fendmeno de reactivacion fue descrito por pranegz para la enzima diol
deshidratasa por Toraya y sus colaboradores medemsayosin situ en células
permeabilizadas con tolueno utilizando una cepé.dmli que contenia en un plasmido
los genes que codifican para la enzima diol deatada junto con sus regiones
flanqueantes [41]. Dichas células con la holoenzimaativa sufren rapida reactivacion
en presencia de AdoCbl, ATP y KigPor el contrario, las células que contenian sélo
los genes de diol deshidratasa sin sus regionaguigantes no eran susceptibles de
reactivacion. Este tipo de ensayos permitio idieatiflos genes responsables de la
reactivacion enzimatica y fueron nombrados caldoAB (por sus siglas en inglés diol
deshidratase reactivating factor). Estudios sim#grermitieron la identificacion de los
genes que codifican para los factores reactivatdaglicerol deshidratasgdrAB) y de
etanolamino amonio liasatA [41-44].

Cuando la holoenzima sufre inactivacion durantecd#lisis o por @ en
ausencia de sustrato, la coenzima unida a la eraende la molécula de adenina de su
ligando axial superior por un rompimiento irrevblsidel enlace Co-C. Los factores
reactivantes median el intercambio del cofactoradafipor cofactor intacto. Este
intercambio involucra la degradacion de ATP quegduein papel dual durante la

reaccion (Fig. 5).
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Fig. 5 Mecanismo de reactivacion, tomado de
Kajiura, 2001 [43].

El complejo inactivo puede ser reactivado debidgua el Factor Reactivante
(FR) se une a ATP, lo hidroliza y forma un complaPP-FR que induce un cambio
conformacional del factor, de una forma de bajaiddid a una forma de alta afinidad.
Este complejo ADP-FR se une a la holoenzima inactiberando la coenzima
modificada (AdoH + Cbl) debido a que la apoenzintmsigue mas estabilidad
energética con el complejo ADP-FR que con coenzigwentes de adenina. El
resultado es la formacion de otro complejo, apemea#R-ADP que es inactivo aun en
presencia de AdoCbl. Nuevamente la presencia de Am@uce cambios
conformacionales en el FR, el cual vuelve a su #du baja afinidad generando la
disociacion del complejo que resulta en apoenziona i FR-ATP.

La estructura cristalografica del factor reactiearde la enzima glicerol
deshidratasa mostré por primera vez las caragtaxdsestructurales de estas proteinas.
El factor es un heterotetramero A2B2. La subunidadomprende el dominio de
ATPasa, el dominio de insercién, el dominio de onio un dominio denominado
“giratorio” que en conjunto confieren caracteriaicestructurales similares a las
chaperonas moleculares de la familia GroEL y Hsp@0subunidad B es mas pequefia
y de forma globular y su plegamiento se asemepedl subunidad de la enzima
glicerol deshidratasa excepto porque carece deeel@s de union a cofactor. Con base
en estos descubrimientos estructurales se ha mimpua mecanismo de remocion de
cofactor dafiado de la holoenzima por un mecanisentintercambio de subunidades”
[45].
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3.5.3 METALOCHAPERONAS INVOLUCRADAS EN PROTECCION

Tanto procariontes como eucariontes metabolizapignil-CoA mediante una
ruta dependiente de;B estando presente en ambos casos la MCM como ¢aresta
via metabdlica. Este hecho ha permitido extrapetindios realizados en bacterias a
humanos, principalmente enfocados al descubrimidatgenes blanco de mutaciones
que puedan generar AMM o cualquier otro desorder@tgm del metabolismo de la
vitamina B En este sentido, una de las formas de abordnel fue mediante el
analisis de arreglos de genes procariontes basadaspremisa de que genes agrupados
o que forman parte de un operon tienen una funeactionada. De esta manera, el
conocimiento de la funcién de alguno de los gemstepecientes al arreglo permitiria
inferir que el resto participan en el mismo procesabdlico. Es asi como, utilizando
por primera vez este tipo de aproximacion, detemmila participacion de la enzima
metilmalonil-CoA racemasa y descubren la existedeian gen cercano a los genes de
MCM de funcién desconocida e infieren su participaccomo proteina accesoria
necesaria para su actividad [46].

Investigaciones en la bacteia extorquensonfirman la participacion de este
gen en la ruta de propionil-CoA, dandole el nomibeeaneaB También demuestran
coémo las mutantes en este gen pierden la capadaladnvertir metilmalonil-CoA en
succinil-CoA. Referenciando el modelo de reactidaalescrito para otros miembros de
esta subfamilia, especulan sobre su posible gaatigdn en la reactivacion de MCM ya
que la proteina tiene un dominio de GTP/ATPasap per logran definir su funcion
[19].

Con el objetivo de revelar el papel seaB este mismo grupo logré clonar el
gen para expresar y purificar la proteina, demodtran vitro que ésta tiene actividad
de GTPasa y que es capaz de unirse a MCM formandoomplejo que puede ser
detectado en ND-PAGE. Ademas demuestran que lamanMCM aumenta su
actividad de 1.4 a 3.9 U/mg en presencia de MeaBP & Md¢*. Una de las
caracteristicas de los factores reactivantes (BR) ®rmacion del complejo FR-enzima
inactiva en presencia de ADP vy la disociacion de &n presencia de ATP. La
asociacion de MeaB con MCM no se vio favorecidgomsencia de GTP 0 GDP ni
tampoco hubo una liberacion de cofactor inactivéesrcondiciones probadas. Por otro
lado, Marsh y cols. demuestran que la enzima MCMP d&reudenreichiise disocia
progresivamente en sus dos subunidades estableaianequilibrio monémero-dimero

[47]; esta disociacion expone al cofactor unidewel puede ser atacado poy @por
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agua generando la forma inactiva de la enzima.di ®entido, los autores proponen
gue la proteina MeaB podria estar involucrada esstabilizacion del dimero de MCM
0 podria unirse a ella para protegerla de la imacitbn por la oxidacion del cofactor
durante la catalisis [48].

La familia G3E de GTPasas P-loop esta formadalpeG, HypB, CooC y
MeaB y se ha descrito que actian como chaperonalsesisamblaje de metaloenzimas
blanco, sin embargo el mecanismo mediante el at@égha aln se desconoce [49].

Experimentos de espectrofotometria UV-Vis de lagima MCM de la bacteria
M. extorquengpermitieron monitorear la acumulacién del cofadt@ctivo OHCbI a
partir de Cob(ll)alamina en el dominio de union afactor de la proteina MCM
ocasionando la pérdida gradual de su actividaghresencia de MeaB con GTP, GDP 6
GMPPNP (analogo no hidrolizable) confiere un efgmtotector evitando la oxidacion
del cofactor de manera independiente de la hidsolde nucledtido y debido
principalmente a un efecto conformacional [50].

La cristalizacion de la metalochaperona MeaBMleextorquensproporciono
datos importantes a nivel estructural cuyos motigosfirman su pertenencia a la
familia G3E, las cuales tipicamente actian coméck@s moleculares con regiones que
sufren cambios conformacionales durante la hidsdlile GTP para comunicar una
seflal. Los miembros de esta familia se caractenqmanpresentar baja actividad de
GTPasa y cuatro motivos conservados caracteristetosiotivo P-loop en la forma
GVPGVGKS (motivo Walker A), que coordina la molécudle fosfato del nucleotido de
guanina, el motivo asa de especificidad de base DKp@ara guanina), las regiones
switch | y Il (Walker B) que interacttian con el fedtido y el Mgd* en el sitio activo.
Esta proteina es un homodimero y cada monomertaquanforma esta compuesto de
3 regiones principales: un G-dominio central formadr 7 hebraf plegadas paralelas
gue albergan el sitio activo de GTPasa y extensiof®lice en ambos extremos Ny C
terminal que la diferencian de otras metalochaerate la familia. Particularmente la
extension C terminal d&70 aminoacidos, juega un papel importante en ladoron de
homodimeros independientes de nucledtido como ajmentie de lo observado en los
otros miembros que carecen de extensiones peraidanedle manera dependiente de
nucleodtido. La extension N terminal @80 aminoacidos, aparentemente participa en la

interaccién con MCM [51].
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Utilizando la técnica de analisis de arreglos deegegorocariontes previamente
descrita, Dobson y sus colaboradores obtienenmaing@aBy buscan su homadlogo en el
genoma humano. Como producto de su busqueda, ebtiengen al que denominaron
MMAA (cuyo nombre en inglés denotaethyimalonic acidemia linked to thecblA
complementation group). Al secuenciar este gelogipacientes con AMM del grupo
cblA demuestran que la enfermedad es ocasionada paciongs en este gen.
Determinan que el geMMAA esté codificado en el cromosoma 4, tiene un mREA d
1,437 pb que codifica para una secuencia de 41B8cétidos predicha a partir de su
secuencia de nucleotidos y utilizando un prograenprddiccion denotan una secuencia
lider mitocondrial de 65 aminoacidos, quedando pr@eina madura de 39 KDa
aproximadamente [52]. Esta proteina tiene unaidigthtde 47% con MeaB de bacterias
y 67% de similitud (Fig. 6).
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Fig. 6 Alineamiento entre las proteinas MMAA de o y MeaB de la bacterl. extorquens
MMAA y MeaB tiene 46 % de identidad (asterisco§Apo de similitud (;). Sombreado en gris se muestra
la probable secuencia lider mitocondrial de MMAAmMbreado en color se muestran los motivos de la
familia G3E de GTPasas P-loop; amarillo: P-loop (k& A); rojo: Switch | (Wposicionamiento de
molécula de agua para ataque nucleofilico); azmitc8 Il (Walker B, ® interaccién con Mg)
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Inicialmente, se especulaba que su papel podria cegno proteina
transportadora del cofactor al interior de la notwdria [52] y por extrapolacion de los
estudios realizados en su homoélogo en bacteripgstaba su papel como reactivasa o

en la proteccion de MCM, sin embargo el papel dertdeina MMAA aln no ha sido
revelado.
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4 JUSTIFICACION

Existe una familia de proteinas que utilizan AdoCGdoho cofactor para llevar a
cabo reacciones quimicamente complicadas. El aofaes empleado como un
generador de radicales creados por la hidrélidi#nlance Co-C en el sitio activo. La
regeneracion de este enlace después de cada atel@tico es un punto critico para
mantener la actividad de la enzima, sin embargaeuerse afectada debido a la
intercepcion de estos radicales por oxigeno present el medio, generando la
inactivacion de la enzima.

MCM es una isomerasa dependiente de AdoCbl y ha swdtudiada
ampliamente en bacterias en las que se ha demwmsiael sufre inactivacion por
oxidacion del cofactor. Estudios &h extorquenglemostraron que la proteina MeaB
forma un complejo con MCM probablemente para ejenoemecanismo de proteccion
contra una posible inactivacion, sin embargo lacifim exacta de esta proteina
accesoria aun no ha sido dilucidada. Para algurasipas AdoCbl-dependientes que
sufren inactivacion se ha descrito otro tipo deanexno que involucra la participacion
de chaperonas que pueden restaurar la actividach&iza perdida durante la catélisis
intercambiando el cofactor inactivo por cofactaiagto de manera dependiente de la
hidrdlisis de ATP.

En humanos se han descrito varios genes involusradola ruta metabdlica
intracelular de la vitamina B cuyas mutaciones se asocian a una enfermedad
metabolica llamada acidemia metilmalonica (AMM)y smbargo a la mayoria de estos
genes no se les ha asignado una funcion definel®CM humana esta codificada por
el genMUT y su funcidn es importante para la degradacionnliea@acidos y acidos
grasos de cadena impar. Mutaciones en este geagaioAMM.

Por otro lado, se han descrito mutaciones en @nollgmaddvIMAA las cuales
también generan AMM, pero el papel que juega ea esta metabdlica aun se
desconoce. Analisis bioinformaticos han revelad® da proteina MMAA tiene
identidad con MeaB de bacterias.

Aln no se ha comprobado que la proteina MCM de honsafra inactivacion
suicida ni se ha demostrado su asociacion con obrage que lleven a cabo

mecanismos de proteccion o reactivacion enzimatica.
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5 HIPOTESIS

La proteina humana MMAA esta involucrada en un miscao de proteccion o

reactivacion de la enzima MCM.
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6 OBJETIVO GENERAL

Demostrar que la proteina MMAA humana interactia leoenzima MCM para
ejercer un efecto protector o reactivador sobeetavidad de ésta durante la reaccion de

isomerizacion.

6.1 OBJETIVOS PARTICULARES
Expresion de genes.
* Clonacion del cDNA correspondiente al gdMAA de humano en un vector de
expresion.
* Clonacion del cDNA correspondiente al gdiUT de humano en un vector de
expresion.
* Expresion de ambos genesktercoli.
Purificacion de las proteinas MMAA y MCM.
* Medicidn de la actividad de GTPasa de la proteilvdAM.
* Medicién de la actividad de isomerasa de la prattCM.
Interaccion entre las proteinas MMAA y MCM.
* In vitro: Medicion de la Actividad de MCM en presencia gencia de MMAA.

* In viva Interaccion entre ambas proteinas mediante usyerde doble hibrido

en levadura.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 CEPAS UTILIZADAS

Para la propagacion y purificacion de los plasmipBkieScript SK, pRSETA y

construcciones realizadas en éstos:

« Escherichia coli TOP10F" (F’ {lacl%, Tnl0(Tef)} mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcmBC) ®80acZAM15 AlacX74 recAl dedR araD 139 A(ara-leu)7697 galu
galK rpsL (StrY) endAl nupG; Invitrogen).

Para la expresion de las proteinas MMAA y MCM:

 E. coli BL21(DE3)pLysS (F ompl' hsdSg (rsmg’) gal dcm (DE3) pLysS
(Canf); Invitrogen).

* E. coli BL21(DE3)Rosetta (Fompl hsdSs (rs" mg’) gal decm (DE3) pRARE
(Canf); Novagen).

« E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL (FompT hsdSs (15" mg) demi™ Tef® gal
MDE3) endA Hte (argU ileY leuw (Canf); Stratagen).

Para el ensayo de Doble Hibrido:

e Saccharomyces cerevisia?€2HGold (MATa, trp1-901, leu2-3, 112,ura3-52,
his3-200, galdA, gal80A, LY 2::GALLyas-Galltara-His3, GAL2yas-Gal2rata-
Ade2, URA3::MEL1jas-Mellrata, AURL-C, MEL1; Clontech)

7.2 MEDIOS DE CULTIVO

Para la conservacion de cepasHlecoli a -70C se empled LB con glicerol
(triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NAGIg/L y glicerol 200 mL/L).

Para la propagacion y purificacion de plasmidasstfiamados en la cefia coli
TOP10F se utilizé el medio LB. Cuando se requs® adicionaron 10Qg/mL de
ampicilina (Amp).

Para la estandarizacién de condiciones de exmpres& probaron las cepas de
expresion dé. colien medio LB y en SOB (triptona 20g/L, extractdeleadura 5 g/L,
NaCl 0.5 g/L, KCI 186 mg/L y MgGl2.03 g/L). Cuando se requirio, se les adicion0
ampicilina (Amp, 10Qug/mL) y cloranfenicol (Cm, 3pig/mL 6 50ug/mL, de acuerdo
a la cepa empleada).

Las cepas de levadura utilizadas y derivadas ashy® de doble hibrido se

almacenaron y propagaron en los medios de cultielidos y sugeridos en el sistema
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Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid Syst@itontech) siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

7.3 CLONACION DEL cDNA CORRESPONDIENTE AL GEN
MMAA EN EL VECTOR DE EXPRESION pRSETA

7.3.1 AISLAMIENTO DE RNA A PARTIR DE LEUCOCITOS

La extracciéon de leucocitos se llevo a cabo ampdetilO mL de sangre fresca de
individuos sanos mediante un gradiente de lympho@gis-Shield).

La pastilla de leucocitos obtenida a partir de 10d®a sangre se resuspendié en
5 mL de RNArotect Bacteria ReagenQIAGEN) para mantener la integridad del
RNA. A partir de la suspension de leucocitos seagxtel RNA total con el sistema
RNeasy mini kilQIAGEN) utilizando el protocolo para la extracciémpartir de células

animales descrito por el fabricante.

7.3.2 DISENO DE INICIADORES
En la tabla 1 se muestra el nombre, la secuenigiagscripcion de cada uno de

los iniciadores utilizados para hacer el cDNA y afigar el genMMAA

Nombre Secuencia (5’-3") Descripcién

Disefiado para insertar el sitio de restriccdgamnHl|
al inicio del gen MMAA con secuencia lider
MMAAcom-For | aataaaggatetgcccatgctgctacca ) o .
mitocondrial. (Las bases subrayadas indican & siti

de restriccion).

Disefiado para insertar el sitio de restricdgamHl|

=

MMAAwI-For cttaaagagaggatégtgtacaaaca | al inicio del gerlMMAA y eliminar la secuencia lide
mitocondrial.

Disefiado para insertar el sitio de restricdiaR| al

MMAA-Rev tatacaggatgaggaattagtctctgct
99a%9 9 g final del genMMAA.

Iniciador sentido interno del geMMAA disefiado
MMAAInt-For agcccaggtgcttgttcaga para secuenciar a partir del nucleétido 439 de la

secuencia referencia (NM_172250).

Iniciador antisentido interno del gétMAA disefiado
_ para secuenciar a partir del nucleétido 1011| en
MMAAiInt-Rev tgcactcacatattccgcttg ) . ) ) ) )
direccion antisentido de la secuencia referencia

(NM_172250).

Tabla 1. Iniciadores utilizados para la clonaciéhaDNA del gerMMAA.
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7.3.3 OBTENCION DEL cDNA DE MMAA POR RT-PCR

El cDNA correspondiente al g&viMAA y su amplificacion por PCR se realiz6
utilizando el sistem®ne Step RT-PCROmMniScript).

Para determinar la temperatura de alineamientcosleniciadores, se llevo a
cabo una curva de temperaturas que abarcé un emg® 48 y 65C utilizando los
iniciadores MMAAcom-For y MMAA-Rev disefiados parétener la secuencia
correspondiente al ggiMAA completo, el cual tiene un tamafio esperado de7 pB5
Una vez determinada la temperatura de alineam{@&if€) se repitio el procedimiento
con los mismos iniciadores empleando las condisi@@scritas en el anexo 1 (seccidn
12.1.1).

El producto obtenido a partir del RT-PCR se somat&ectroforesis en gel de
agarosa 0.8% (w/v) en amortiguador TAE (0.4 M de-&cetato y 1 mM de EDTA, pH
8.3) corriendo a 100 volts constante y tifiendo boymuro de etidio (Jug/mL). El
amplicén del tamafio esperado se purificd del getando el sistem&el purification
mini Kit (QIAGEN). La purificacion del amplicon se verifigor electroforesis en un

gel de agarosa en las mismas condiciones.

7.3.4 CLONACION DEL cDNA DE MMAA CON SECUENCIA LIDER EN EL
PLASMIDO DE PROPAGACION pBlueScript SK *

7.3.4.1 DIGESTIONES CON LAS ENZIMABanHI Y EcoRl

Una vez obtenido el amplicon completo purificadarespondiente al gen
MMAA, se llevo a cabo una doble digestion con las eamide restriccioBanmH| y
EcaRl (Invitrogen) segun las especificaciones delitante. Asimismo, se llevo a cabo
la digestion del plasmido de propagacion pBlue$@i¢ con las mismas enzimas de
restriccion.

Ambos digeridos se sometieron a electroforesis @ndg agarosa bajo las
condiciones descritas previamente. Los insertosridigs obtenidos se recortaron y
purificaron del gel utilizando el sister@el purification mini Kit(QIAGEN).

7.3.4.2 LIGACION DEL PLASMIDO pBlueScript SKCON MMAA

La ligacién se llevd a cabo mezclando 12 ng denpis pBlueScript SK
digerido con las enzimd@anHl| y Ecarl, 6 ng del amplicon correspondient&MAA
digerido con las mismas enzimas y 1U de ligasalivit(ogen), de acuerdo con las
especificaciones del fabricante.
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7.3.4.3 TRANSFORMACION DE LA MEZCLA DE LIGACION pRieScript SK-
MMAAEN LA CEPA DE PROPAGACIONE. coli TOP10F’

Se obtuvieron células competenteskdecoli TOP10F' mediante el método de
cloruro de rubidio [53], las cuales se transformapor el método de choque térmico
con la mezcla de ligacion descrita en la secci@42. siguiendo el protocolo de
Invitrogen. La seleccién de clonas positivas seblle cabo en cajas de LB con Amp
(100pg/mL), IPTG (140uM) y X-gal (120ug/mL).

7.3.4.4 PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES PARTIR DE
E. coli TOP10F

Se llevé a cabo la purificacion de plasmido de rdas positivas utilizando el
sistema de purificaciOBNA isolation kit(Promega). A estos plasmidos se les nombro
como pSK-MMAA-1 a 4 y se les sometio a una dobggeslion con las enzim&@anH|
y EcaRl para verificar la liberacion del inserto del &fio esperado, las cuales se
sometieron a electroforesis en gel de agarosa 6dBf6 previamente se describio.

7.3.5 SUB-CLONACION DE MMAA SIN SECUENCIA LIDER EN EL
PLASMIDO DE EXPRESION pRSETA

7.3.5.1 OBTENCION DBMIMAA SIN SECUENCIA LIDER MITOCONDRIAL POR
AMPLIFICACION

Para obtener la secuenciaMMAA sin la probable region lider mitocondrial se
llevd a cabo la amplificacion por PCR utilizandammo templado el plasmido pSK-
MMAA-1 con los iniciadores MMAAwI-For y MMAA-Rev (&bla 1) empleando la
enzimaPlatinum PCR SuperMix High Fidelitf§invitrogen) utilizando las condiciones
descritas en el anexo 1 (seccién 12.1.2).

El producto de reaccion se sometié a electroforesigel de agarosa bajo las
condiciones descritas previamente. El ampliconrobteque tiene el tamafio esperado
para el gen sin secuencia lider (1,062 pb) se tegopurificé del gel utilizando el
sistemaGel purification mini Kit(QIAGEN).

7.3.5.2 DIGESTIONES CON LAS ENZIMABanH!I Y EcadRl
Una vez obtenido el amplicon sin secuencia lidetocondrial purificado

correspondiente al gdiMAA, se llevé a cabo una doble digestién con las eaxide
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restriccionBanmH| y EcdRlI (Invitrogen) segun las especificaciones del itamte. Se
realizd también la digestién del plasmido de exprepRSETA (Invitrogen) con las
mismas enzimas de restriccion.

Ambos digeridos se sometieron a electroforesis eh dg agarosa como
previamente se describid. Los insertos digeriddsrothos se recortaron y purificaron

del gel utilizando el sistenf@el purification mini Kit(QIAGEN).

7.3.5.3 LIGACION DEL PLASMIDO pRSETA COWMMAASIN LIDER

La ligacion se llevo a cabo mezclando 50 ng dempido pRSETAdigerido con
las enzimasBanHl y EcoRl, 15 ng del amplicon correspondiente MMAA sin
secuencia lider digerido con las mismas enzimat) yé ligasa T4 (Invitrogen), de

acuerdo con las especificaciones del fabricante.

7.3.5.4 TRANSFORMACION DE LA MEZCLA DE LIGACION pRSTA-MMAA
SIN LIDER EN LA CEPA DE PROPAGACION. coli TOP10F’

Se obtuvieron células competenteskidecoli TOP10F mediante el método de
cloruro de rubidio [53] las cuales se transformgyonel método de choque térmico con
la mezcla de ligacion de la seccion 7.3.5.3 sigloerl protocolo descrito por
Invitrogen. La seleccién de clonas positivas seblle cabo en cajas de LB con Amp
(100 pg/mL).

7.3.5.5 PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES PARTIR DE
E. coli TOP10F

Se llevo a cabo la purificacion de plasmido dekbmias positivas utilizando el
sistema de purificaciOBNA isolation kit(Promega). A estos plasmidos se les nombro
como pMMAAwWI-1 a 4 y se les sometié a una doblesdign con las enzim&anH| y
EcaRl para verificar la liberacion del inserto del &fin esperado. Estas se sometieron a
electroforesis en gel de agarosa 0.8% como seduaittbepreviamente.

7.3.5.6 SECUENCIACION DEL PLASMIDO pMMAAwI-1

Para verificar que la secuencia clonada no tuwarabios con respecto a la
secuencia referencia reportada en la base de dtd@enBank (NM_172250), se hizo
la secuenciacion completa del inserto clonado enMpKwlI-1 utilizando los
iniciadores universale§7 promoter primery T7 Reverse primefjunto con los
iniciadores internos indicados en la tabla 1. Spletnel sistemd@ig Dye Terminator

Cycle Sequencing Ready Reactioersion 3.1 (Applied Biosystems) utilizando un

27



secuenciador automatico ABI-PRISM 310 (Perkin E)mele acuerdo a

recomendaciones del fabricante.

7.4 CLONACION DEL cDNA CORRESPONDIENTE AL GEN MUT
EN EL VECTOR DE EXPRESION pRSETA

7.4.1 DISENO DE INICIADORES
En la tabla 2 se muestra el nombre, la secuenigiagscripcion de cada uno de

los iniciadores utilizados para obtener el cDNAmpéficar el genMUT.

las

can

0]
v

o)
o)

e la

Nombre Secuencia (5'-3) Descripcion
Disefiado para insertar el sitio de restriccad
al inicio del genMUT vy eliminar la secuenci
Mutwl-For tacagcaacgagdiacaccag
lider mitocondrial. (Las bases subrayadas indi
el sitio de restriccién).
Disefiado para insertar el sitio de restricdioo
Mut-Rev _ccatgfatacagattgctgcttct ol final del gerMUT.
Iniciador sentido interno del geMUT disefiado
Mutint-579 ggaccatccgccagtatgct para secuenciar a partir del nucleétido 579 d
secuencia referencia (NM_000255).
Iniciador sentido interno del geMUT disefiado
Mutint-966 ctccagaaccatccatga para secuenciar a partir del nucleétido 966 d
secuencia referencia (NM_000255).
Iniciador sentido interno del geMUT disefiado
Mutint-1335 cacttactgagcaggatcccta para secuenciar a partir del nucleétido 1335 d
secuencia referencia (NM_000255).
Iniciador sentido interno del geMUT disefiado
Mutint-1784 aatacttcagtgcgaaacaggc | para secuenciar a partir del nucleétido 1784 d

secuencia referencia (NM_000255).

e la

Tabla 2. Iniciadores utilizados para la clonaciéhaDNA del gerMUT.

7.4.2 SUB-CLONACION DE MUT SIN SECUENCIA LIDER EN EL PLASMIDO
DE EXPRESION pRSETA

7.4.2.1 OBTENCION DEMUT SIN SECUENCIA LIDER MITOCONDRIAL POR
AMPLIFICACION

Para obtener la region del gbtUT sin la region lider mitocondrial se llevd a

cabo la amplificacion por PCR utilizando como teadiol el plasmido pmMUT (donado

amablemente por el Dr. W. Fenton [54]), el cualtieme el cDNA correspondiente al
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gen completo. La determinacion de la temperatur@ideamiento de los iniciadores, se
obtuvo mediante la elaboracion de una curva deedeatyras que abarcé un rango entre
50 y 6XC, utlizando los iniciadores Mutwl-For y Mut-Revgbla 2). Una vez
determinada la temperatura de alineamient8@»2e repitié el procedimiento con los
mismos iniciadores para obtener el amplicon comegignte al geMUT sin secuencia
lider mitocondrial, el cual tiene un tamafio apradm de 2,154 pb, empleando
Platinum PCR SuperMix High Fidelit§lnvitrogen) y siguiendo las condiciones
descritas en el anexo 1 (seccién 12.1.3).

El producto de la reaccion se sometié a electreferen gel de agarosa en
condiciones descritas previamente. El amplicdn rotieecon el tamafio esperado, se

recortd y purifico del gel utilizando el sistei@al purification mini Kit(QIAGEN).

7.4.2.2 DIGESTIONES CON LAS ENZIMASad Y Ncd

Una vez obtenido el amplicon purificado correspentt al genMUT sin
secuencia lider mitocondrial, se llevé a cabo uolleddigestion con las enzimas de
restriccion Sad y Ncd (Invitrogen) segun las especificaciones del faote.
Asimismo, se llevo a cabo la digestion del plasnddaxpresion pRSETA (Invitrogen)
con las mismas enzimas de restriccion.

Ambos elementos digeridos se sometieron a elecésifoen gel de agarosa bajo
las condiciones descritas previamente. El insertel yplasmido se recortaron y
purificaron del gel utilizando el sister@el purification mini Kit(QIAGEN).

7.4.2.3 LIGACION DEL PLASMIDO pRSETA CONIUT SIN LIDER

La ligacion se llevé a cabo mezclando 150 ng desmido pRSETAligerido
con las enzimaSad y Ncd, 300 ng del amplicon correspondient®ldT sin secuencia
lider digerido con las mismas enzimas y 1 U deshg®4 (Invitrogen), de acuerdo con
las especificaciones del fabricante.

7.4.2.4 TRANSFORMACION DE LA MEZCLA DE LIGACION pRSTA-MUT SIN
LIDER EN LA CEPA DE PROPAGACIONE. coli TOP10F’

Mediante el método de cloruro de rubidio [53] sbtuwieron células
competentes dE. coli TOP10F’ las cuales se transformaron por el métmohoque
térmico con la mezcla de ligacién de la seccién2734siguiendo el protocolo descrito
por Invitrogen. La seleccion de clonas positivallesa® a cabo en cajas de LB con Amp
(100 pg/mL).
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7.4.2.5 PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES PARTIR DE
E. coli TOP10F

Se llevo a cabo la purificacion de plasmido dekbmias positivas utilizando el
sistema de purificaciOBNA isolation kit(Promega). A estos plasmidos se les nombro
como pMCM-1 a 4 y se les sometié a una doble digeson las enzimaSad y Ncal
para verificar la liberacion del inserto del tama$perado (2,154 pb). Las digestiones
se sometieron a electroforesis en gel de agar8%a €omo se describié previamente.

7.4.2.6 SECUENCIACION DEL PLASMIDO pMCM-2

Para corroborar que la secuencia clonada no tEnfdios con la secuencia
referencia reportada en la base de datos del G&nBdl_000255), se hizo la
secuenciacion completa del inserto clonado en pMECMlizando los iniciadores
universaleslI'7 promoter primely T7 Reverse primgunto con los iniciadores internos
indicados en la tabla 2. Se utilizo el sisteBig Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reactionversion 3.1 (Applied Biosystems) utilizando un wsa&wiador
automético ABI-PRISM 310 (Perkin Elmer) de acuealdas recomendaciones del
fabricante.

7.5 EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA MMAA

7.5.1 TRANSFORMACION DEL PLASMIDO pMMAAwl-1 EN CEPA S DE
EXPRESION

Utilizando el método de cloruro de rubidio [53] sdtuvieron células
competentes de las cepas de exprestn coli BL21(DE3)pLysS, E. coli
BL21(DE3)Rosetta . coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, las cuales se transformaro
por choque térmico con el plasmido pMMAAwI-1 sigui@ el protocolo descrito por

Invitrogen.

7.5.2 ALMACENAMIENTO DE CLONAS DE EXPRESION

Una vez que la cepa & coliBL21(DE3)Rosetta se transformé con el plasmido
PMMAAwI-1, la mezcla de transformantes se inocutdl®0 mL de LB con Amp (100
pug/mL) y Cm (50ug/mL). El cultivo se incubd a 3T con agitacion a 200 rpm hasta
alcanzar una D.@y entre 0.5-0.7. Una vez alcanzada dicha densidadicseron
alicuotas con glicerol a un concentracion finaR0&o. Las alicuotas se mantuvieron a

-70°C hasta su uso.
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7.5.3 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESION DE MMAA
Se hicieron las pruebas piloto de expresion sdgeren el manual de Invitrogen
y, debido a una baja expresion, se probaron otnadiciones (Tabla 3).

Condicion Prueba
LB
Medio de cultivo
SOB
) 0.5mM
Concentracién de Inductor (IPTG)
1mM
Densidad Optica del medio para la induccipn 0.8y 0
Tiempo de incubacién post-induccion 2h, 4h, 6h,12, 18h y 24h
Temperatura 37°C, 30Cy22C
E. coliBL21(DE3)pLysS
Cepa de expresion E. coliBL21(DE3)Rosetta
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Tabla 3. Condiciones probadas para la expresiiMAA.

7.5.4 EXPRESION DE MMAA

Un mL de la cepd&. coli BL21(DE3)Rosetta transformada con el plasmido
PMMAAwI-1 y almacenada en glicerol se utilizé pamacular 400 mL de LB con Amp
(100 pg/mL) y Cm (35ug/mL). El cultivo se incub6 a 3T y 225 rpm hasta alcanzar
una D.Ogoo entre 0.5-0.7, momento en el cual la temperatura dsminuyd
gradualmente hasta 22. Una vez alcanzada dicha temperatura, el cusgvimdujo con
IPTG (0.5 mM) y se incub6 durante 14 horas coraagit a 250 rpm. Después de este
tiempo, las células se colectaron por centrifugaaid 0,000 rpm durante 15 minutos a

4°C. El paquete de células se almaceno aGHasta su uso.

7.5.5 PURIFICACION DE MMAA

La purificacion de la proteina MMAA se llevé a catiguiendo el protocolo del
manualProBond Purification Syster{invitrogen) en condiciones nativas con algunas
modificaciones. Para la obtencion del lisado, sdizdit un paquete celular de
aproximadamente 3 g peso humedo, el cual se reslispen 16 mL de amortiguador
de purificacion nativo 1X (50 mM NaRQO,, 0.5 mM NaCl, pH 8). Después de tratar
las células con lisozima (1 mg/mL), éstas se sepamen dos tubos (cada uno con 8 mL
de lisado) para ser sonicadas y obtener las fraesigolubles e insolubles como lo

indica el protocolo. La unién de la proteina adaima se realizé en lote, colocando 4
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mL de resina previamente equilibrada en amortiguddagurificacién nativo con lisado
diluido (1:2) en un vaso de precipitados con agtagentil en hielo durante 1 hora.
Posteriormente, la mezcla de lisado-resina se tiépan dos columna$roBond
Purification. Después se llevaron a cabo 4 lavados con amadigude purificacion
nativo 1X conteniendo 20 mM de imidazol y un lavadon amortiguador de
purificacion nativo 1X con 50 mM de imidazol patargnar proteinas inespecificas en
cada columna. La proteina se eluy6é con 8 mL de tignador de elucién 2X (100 mM
NaH,PO;, 1M NaCl, 200 mM Imidazol, pH 8) y cada fracciagm I mL se colecté en un
tubo de 1.5 mL. Por ultimo a cada fraccion obterséale agregé glicerol a una
concentracién final de 20%. La concentracion ddgina se cuantificé por el método
de Bradford (BioRad) utilizando BSA como estandas fracciones mas concentradas

se almacenaron a -%0 hasta su uso.

7.5.6 RECONOCIMENTO DE MMAA POR WESTERN BLOT

Para determinar si la proteina purificada corredpoa MMAA se llevd a cabo
un ensayo de reconocimiento por Western blot. lkasciones obtenidas durante el
proceso de purificacidon se sometieron a electreferen geles de poliacrilamida (10%)
en condiciones desnaturalizantes siguiendo el potdadescrito por Bollag, Rozycki y
Edelstein [55]. Una vez concluida la electroforekds proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Millipore) utilizandonam amortiguador de transferencia
Tris base (3 g/L), glicina (14.4 g/L), SDS (1 g/l) metanol (200 mL/L). El
reconocimiento de la proteina se realizé utilizarnglo anticuerpo anti-HisG-AP
(Invitrogen) y la deteccion utilizando el sistema sustrato8CIP/NBT (Invitrogen),

siguiendo las especificaciones del fabricante.

7.6 EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA MCM

7.6.1 TRANSFORMACION DEL PLASMIDO pMCM-2 EN CEPAS DE
EXPRESION

Utilizando el método de cloruro de rubidio [53] wsdbtuvieron células
competentes de las cepas de exprestn coli BL21(DE3)pLysS, E. coli
BL21(DE3)Rosetta \E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL las cuales se transformaron
por choque térmico con el plasmido pMCM-2 siguieraloprotocolo descrito por

Invitrogen.
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7.6.2 ALMACENAMIENTO DE CLONAS DE EXPRESION

Después de transformar la cepa de expreBiocoli BL21(DE3)pLysS con el
plasmido pMCM-2, la mezcla de transformantes dez@tpara inocular 100 mL de LB
con Amp (100ug/mL) y Cm (35ug/mL). El cultivo se incub6 a ST con agitacion a
200 rpm hasta alcanzar una Dy@entre 0.5-0.7. Una vez alcanzada dicha densidad se
hicieron alicuotas agregando glicerol a un coneeitn final de 20%. Las alicuotas se

mantuvieron a -7 hasta su uso.

7.6.3 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESION DE MCM

Se llevaron a cabo las pruebas piloto de expresigeridas en el manual de
Invitrogen vy, debido a una baja expresion de latgina, se probaron diferentes
condiciones de expresion (Tabla 4).

Condicién Prueba
LB
Medio de cultivo
SOB
) 0.5mM
Concentracién de Inductor (IPTG)
1 mM
Densidad Optica del medio para la induccipn 0.8y 0
Tiempo de incubacién post-induccién 2h, 4h, 6h,1&h, 18h y 24h
Temperatura 37°C, 30Cy22C
E. coliBL21(DE3)pLysS
Cepa de expresion E. coliBL21(DE3)Rosetta
E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL

Tabla 4. Condiciones probadas para la expresioviCig.

7.6.4 EXPRESION DE MCM

Un mL de la cepé&. coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plasmido
pMCM-2 y almacenada en glicerol se utiliz6 paracidar 100 mL de LB con Amp
(100 pg/mL) y Cm (35ug/mL). El cultivo se incubé toda la noche &#B@%on agitacion
a 200 rpm. Este cultivo se utilizé como inGculouttereactor de 1.5 L que contenia 1 L
de LB suplementado con glucosa (2 g/L), Amp (1@0mL) y Cm (35ug/mL). La
temperatura del reactor se ajust6 &% se agitd a 234 rpm para mantener una
concentracion de oxigeno disuelto (DOC) del 389%tehalcanzar una D.§3 de 0.8
momento en el cual la temperatura se disminuyé °€.1Pna vez alcanzada dicha

temperatura, el cultivo se indujo con IPTG (1 mMg inici6 la alimentacién con
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glucosa (100 g/L) a un flujo de 1 mL/h y se incaldante 41 horas con agitacion a 350
rpom. Después de este tiempo, las células se calag@r centrifugacion a 10,000 rpm
durante 15 minutos a°@. El paquete de células se almacené &G7Basta su uso

[manuscrito en preparacion].

7.6.5 PURIFICACION DE MCM

La purificacién de la proteina MCM se llevé a caliguiendo el protocolo del
manualProBond Purification Syster(invitrogen) en condiciones nativas con algunas
modificaciones. Todos los pasos se realizaron esepcia de luz roja. Para la
obtencion del lisado, se utilizé un paquete celuar aproximadamente 4 g peso
hdamedo, el cual se resuspendio en 30 mL de amaddgude purificacién nativo 1X
(50 mM NaHPQO,, 0.5 mM NaCl, pH 8 y JuM de AdoCbl). Después de tratar las
células con lisozima (1 mg/mL), el lisado se rapagh 5 tubos cada uno con 6 mL para
ser sonicadas y obtener las fracciones solublescdubles como lo indica el protocolo.
El lisado se diluyd (1:2) con el mismo amortiguagae agregé a la columiPaoBond
Purification para permitir la unién de la proteina a la resimanteniendo un flujo
maximo de 1 mL/min. Posteriormente se llevaronkehlavados con amortiguador de
purificacién nativo 1X el cual conteniapl de AdoCbl y 20 mM de imidazol. Para
eliminar las proteinas inespecificas se realizéauado de 8 mL con amortiguador de
purificacion nativo 1X con M de AdoCbl y 100 mM de imidazol. La proteina se
eluyo con 12 mL de amortiguador de elucién 1X (9@ MaH,PO,, 0.5 mM NacCl, 150
mM imidazol, pH 8 y uM AdoCbl).

7.6.6 DIALISIS Y CONCENTRACION DE MCM

Para aumentar la concentracion de la enzima eamwiar el amortiguador de
elucion por amortiguador de almacenamiento (Trig-H@ mM, AdoCbl 5uM, pH
7.5) se emplearon membranas de filtracion. Pardaesdos de mayor volumen se
emplearon membranas con capacidad de 15 mL y derts0 KDa (Corning) y se
efectuaron 3 lavados de 14 mL cada uno. Paraneeotracion de proteina se empled
un cono de filtracion con capacidad de 2 mL y calke30 KDa (Sartorius). A la
fraccion final se le agrego glicerol al 20%. Pastenente se efectuo la cuantificacion
de proteina empleando el método de Bradford (BipRtlizando ASB como estandar.

La proteina se almacend &Adurante 5 dias.
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7.6.7 RECONOCIMENTO DE MCM POR WESTERN BLOT

Para determinar si la proteina purificada corredpa MCM, se llevé a cabo un
ensayo de reconocimiento por Western blot. Lagioaes obtenidas durante el proceso
de purificacion se sometieron a electroforesis elesgde poliacrilamida (10%) en
condiciones desnaturalizantes siguiendo el protodalscrito por Bollag, Rozycki y
Edelstein [55]. Una vez concluida la electroforekds proteinas se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Millipore) utilizandomom amortiguador de transferencia
Tris base (3 g/L), glicina (14.4 g/L), SDS (1 g/l) metanol (200 mL/L). El
reconocimiento de la proteina se realizé utilizanglo anticuerpo anti-HisG-AP
(Invitrogen) y la deteccion utilizando el sistema sustrato8CIP/NBT (Invitrogen),
siguiendo las especificaciones del fabricante.

7.7 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE GTPasa DE LA PROTEI NA
PURA MMAA

7.7.1 ESTANDARIZACION DE CONDICIONES

Para la separaciéon de los nucleétidos GTP y GDRnggled la técnica de
cromatografia en capa fina (TLC) utilizando placdes poli(etileimino)-celulosa
(Merck). Las condiciones probadas para la mejooluegdn de los nucleotidos se
encuentran resumidas en la tabla 5. Para efecitas pruebas se emplearon estandares
de GTP y GDP (Sigma) a una concentracion de 50 balglimagenes se obtuvieron en

un transiluminador (Gel Logic 200 Image System) iauete la absorcion de luz UV.

Condicién Prueba
Amortiguador Tb H8
(Tris 0.75 M, HCI 0.45 M, LiCI 0.5 M) [56] P
. pH 3
Fase movil KH,PO, pH 4
(1 M) [48] pH 4.5
pH 5
Tiempo de Corrimiento 25'5hh
1.75uL
Cantidad de muestra 017,;""_
cargada -oU
0.5uL
0.25uL
Sin lavado
Lavados con metanol 1 lavado
2 lavados

Tabla 5. Condiciones probadas para la separaci®@iTéey GDP por TLC.
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7.7.2 MEDICION DE ACTIVIDAD

La actividad de GTPasa de la proteina purificadd®A se hizo con base en el
protocolo descrito por Korotkova y colaboradore] [don algunas modificaciones. El
sistema de reaccion contenia|&) de MMAA pura, 5 mM MgCl, 38.5 mM KClI, 10
uCi de [o**P]GTP y 50 mM fosfato de potasio, pH 7.5 en urumgén total de 2WpiL.
Cuando la reaccion se realiz6 en presencia deoteipa MCM, ésta se agregd en una
relacion 1:1 con respecto a MMAA. La mezcla se Iidca 37C durante 15, 30 y 60
minutos. Para detener la reaccion se agregd efaioolvolumen a volumen y se
centrifugd durante 5 minutos a 13,000 rpm paraisimla proteina precipitada. Del
sobrenadante se tomaron alicuotas e 1as cuales se aplicaron en la placa con un
capilar. La placa se coloc6 en un tanque que ctat@mortiguador Th (30 mL) y
cuando el frente del amortiguador alcanz6 el bergeerior de la placa, ésta se retird
del tanque y se dejé secar. Después la placa ss@gpuna pelicula radiografica JXA 2

(Juama) durante 12 horas. Por ultimo, la pelicaleeseld y fijo (Kodak).

7.8 MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE ISOMERASA DE LA
PROTEINA PURA MCM

7.8.1 TIEMPOS CORTOS DE INCUBACION

La actividad de isomerasa de la proteina MCM sdidrpor desaparicion del
sustrato metilmalonil-CoA (MMCoA, Sigma) separaraddel succinil-CoA por HPLC
y posteriormente cuantificando por absorcion auda 254 nm. El sistema de reaccion
contenia 3.2 ng de la enzima MCM, 0.24 mM de MMCBAM de AdoCbl, 200 mM
Tris/100 mM de amortiguador fosfato, pH 7.5 en otumen total de 5QiL. Para los
ensayos en presencia de la proteina MMAA, se aggeda?2 ng al sistema. La mezcla
de reaccion se incubd a°& durante 30 segundos, 1 minuto y 2 minutos y sevde
por congelacion en hielo seco/etanol ([20de cada muestra se inyectaron en un HPLC
con una columna nucleosil 100-33A50 x 4.6 mm (Macherey-Nagel) y se analizaron
por espectrofotometria (Varian ProStar Mod. 210igahdo un método isocratico cuya
fase movil estaba compuesta de 50 mM pR®] pH 4, 85% y 15% metanol. La
deteccion y cuantificacion de MMCoA y SucCoA sedlex cabo utilizando el software
Galaxie Chromatography Data System (version 1.9.3.2

Para calcular la actividad especifica de la enzgadlevo a cabo la construccion
de una curva estandar de MMCOoA por triplicado pararpolar los datos de unidades
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de area obtenidos en la cinética de reaccién. tigidad se reporta epmoles de

succinil-CoA formados mihmg™.

7.8.2 TIEMPOS PROLONGADOS DE INCUBACION
Para las cinéticas en tiempos prolongados de @widi, el sistema de reaccion
contenia 6.2 ng de la enzima MCM, 0.24 mM de MMCBAM de AdoCbl, 200 mM

Tris/200 mM de amortiguador fosfato, pH

7.5 en olumen total de 5QIL. Para los

ensayos en presencia de la proteina MMAA, se agrgdé2.5 ng al sistema en
ausencia y presencia de GTP (1 mM) 6 GMPPNP (1 mMJgCl, (1 mM). La

reaccion se incubé a 3Z durante 30, 60, 120 y 180 minutos. Se detuvo por

congelacion en hielo seco/etanol. |20 de cada muestra se inyectaron al HPLC. En el

caso de la reaccion disefiada para observar ebatmttivador de la proteina MMAA,

ésta se inicié agregando la enzima MCM, se dejdbando durante 60 minutos y

posteriormente se agregd MMAA al sistema.

7.9 ENSAYO DE DOBLE HIiBRIDO EN LEVADURA

7.9.1 DISENO DE INICIADORES

En la tabla 6 se muestra el nombre,

la secueniaalgscripcion de cada uno de

los iniciadores empleados en la amplificacion degenesMIMAAY MUT en el ensayo

de doble hibrido en levadura.

Nombre Secuencia (5-3") Descripcion
Disefiado para insertar el sitio de restricciod al
MutDH-F gatcccatgggctacaccagcaacagcdnicio del genMUT sin secuencia lider mitocondrial p3
sub-clonarlo en el plasmido pGBKT?7.
MUDH.R coaatictgcatatacag Disefiado para insertar el sitio de restricdiat al final

del genMUT para sub-clonarlo en el plasmido pGBKT

MMAADH-F gatcgatgggaattgtgtacaaacaacd

Diseflado para insertar el sitio de restricciEcoRI al
inicio del genMMAA sin secuencia lider mitocondri

para sub-clonarlo en el plasmido pGADT?7.

A

MMAADH-Rev caagcttcctcgatpgtctctgctttta

Diseflado para insertar el sitio de restricciind al

inicio del genMMAA sin secuencia lider mitocondri

para sub-clonarlo en el plasmido pGADT?7.

Tabla 6. Iniciadores utilizados para amplificatup<lonar los genddMAAyY MUT (las bases

subrayadas indican el

sitio de restriccion).
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7.9.2 AMPLIFICACION Y CLONACION DE MMAA Y MUT EN LOS
PLASMIDOS DEL SISTEMA MATCHMAKER GOLD YEAST TWO-HYB RID
SYSTEM

7.9.2.1 AMPLIFICACION DE LOS GENESIMAAY MUT

Para poder clonar la secuencia del YWAA se llevé a cabo la amplificacion
por PCR utilizando como templado el plasmido pMMAAwpreviamente obtenido
(7.3.5.5). La determinaciéon de la temperatura deeainiento de los iniciadores se
obtuvo mediante la elaboracion de una curva de @esyras en un rango entre 50 y
60°C utilizando los iniciadores MMAADH-F y MMAADH-R (@bla 6). Una vez
determinada la temperatura de alineamient8@»&e repitié el procedimiento con los
mismos iniciadores para obtener el amplicon comedignte al genMMAA sin
secuencia lider mitocondrial (1,062 pb) empleaidatinum PCR SuperMix High
Fidelity (Invitrogen) siguiendo las condiciones descritagleanexo 1 (seccion 12.1.4).

Para la clonacién del geWmUT se llevé a cabo la amplificaciéon por PCR
utilizando como templado el plasmido pMCM-2 obten&hteriormente (7.4.2.5). La
determinacion de la temperatura de alineamientolodeiniciadores MutDH-F y
MutDH-R se obtuvo mediante una curva de temperatemnaun rango entre 50 y €0
Una vez obtenida la temperatura de alineamientéQpb@l proceso se repitié para
obtener el amplicon del geMUT sin secuencia lider mitocondrial (2,154 pb). Pém@ e
se utilizé Platinum PCR SuperMix High Fidelity(Invitrogen) empleando las
condiciones descritas en el anexo 1 (seccién 12.1.5

Los productos de las reacciones de PCR se sonretiegtectroforesis en gel de
agarosa 0.8%. Los amplicones con el tamafio espsedecortaron y purificaron del
gel utilizando el sistem@el purification mini Kitf(QIAGEN).

7.9.2.2 RESTRICCION DE LOS AMPLICONES CORRESPONRNTES A MMAA
Y MUT

Una vez obtenidos los amplicones purificados de ggoh, ambos sin secuencia
lider mitocondrial, se sometieron a doble digestEElramplicon correspondiente al gen
MUT se digirié con las enzimas de restricchded y Pstl (Invitrogen), al igual que el
plasmido pGBKT7MMAA se digirié con las enzimdascaR| y Xhd (Invitrogen) junto

con el plasmido pGADT?7, siguiendo las especificaegodel fabricante.
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Ambos digeridos se sometieron a electroforesis @ndg agarosa bajo las
condiciones descritas previamente. Los insertosridigs obtenidos se recortaron y
purificaron del gel utilizando el sister@&el purification mini Kit(QIAGEN).

7.9.2.3 LIGACIONES

Las ligaciones se llevaron a cabo mezclando 50degplasmido digerido
(pPGBKT7 6 pGADT7), 150 ng del amplicén digerido mmpondienteMUT 6 MMAA)
y 1 U de ligasa T4 (Invitrogen), de acuerdo corelgsecificaciones del fabricante.

7.9.2.4 TRANSFORMACION DE LAS MEZCLAS DE LIGACIONG@BKT7-MUT Y
pGADT7-MMAAEN LA CEPA DE PROPAGACIONE. coli TOP10F’

Mediante el método de cloruro de rubidio [53] sbtusieron células
competentes dE. coli TOP10F’ las cuales se transformaron por el métmlohoque
térmico con las mezclas de ligacion de la secci®r2.B siguiendo el protocolo descrito
por Invitrogen. Para la seleccion de clonas passtide pGADTMMAA se resembro
en cajas de LB con Amp (10ag/mL). Para la seleccion de clonas positivas de

pGBKT7-MUT se resembré en cajas de LB con kanamicina (Kapgbal).

7.9.2.5 PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS RECOMBINANTES PARTIR DE
E. coli TOP10F

Se llevo a cabo la purificacién de plasmido dePmias positivas de cada caso,
utilizando el sistema de purificaciOdDNA isolation kit (Promega). Los plasmidos
nombrados pGBKT7-Mut-1 y 2 se sometieron a unaadljestion con las enzimas
Ncd y Pst para verificar la liberacion del inserto del tdinaesperado (2,154 pb).
Asimismo, los plasmidos pGADT7-MMAA-1 y 2 se soreetin a doble digestion con
las enzimasEcdRl y Xhd para verificar la liberacion del inserto (1,06B)pLas
restricciones se sometieron a electroforesis enlgelgarosa 0.8% como se ha descrito

anteriormente.

7.9.3 TRANSFECCION DE PLASMIDOS EN LEVADURA

Células competentes de la cepa de levadura Y2H&wldo-transfectaron con
los plasmidos pGBKT7-Mut-1 y pGADT7-MMAA-1 utilizalo el sistem& eastmaker
Yeast Transformation System (€lontech) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante. Este mismo sistema se emple06 paraaosfactar la cepa Y2HGold con los

plasmidos que sirvieron como controles (controltipos pGADT7-T+pGBKT7-53,
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control negativo: pGADT7-T+pGBKT7-Lam e interacogsn inespecificas:
PGADT7+pGBKT7, pGADT7-MMAA+pGBKT7, pGADT7+pGBKT7-M®1).

7.9.4 ESCRUTINIO PARA LA INTERACCION ENTRE MCM Y MM AA EN
LEVADURA

Una vez realizada la transfeccion se hizo la s&lacde ambos plasmidos por
crecimiento en medio DDO a 3D durante 3-5 dias. Para hacer el escrutinio, una
colonia de cada caso se resembro en los mediagigeteDDO+X-a-Gal y QDO+X-

a-Gal+Aureobasidina (Ab) siguiendo las especificaesdel fabricante.
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8 RESULTADOS

La acidemia metilmaldnica es una enfermedad ocad por mutaciones en el
gen que codifica a la enzima MCM o a la proteinaAMHasta la fecha no se conoce
por qué mutaciones en el gen de la proteina MMAdsaa AMM ni cudl es el papel
que pudiera tener en relacion a la actividad d&GMV. Una técnica ampliamente
utilizada en la clinica es la medicién de la adid de la proteina MCM en extractos de
leucocitos de sangre humana debido a su practigidathtiva sencillez. Con base en
estos antecedentes y en virtud de que nuestravabgd conocer la funcion de MMAA
en relacion con MCM, fue indispensable clonar eNéDde ambos genes a partir del

RNA total el cual se obtuvo de leucocitos humanos.

8.1 OBTENCION Y CLONACION DEL cDNA
CORRESPONDIENTE AL GEN MMAA EN EL VECTOR DE
EXPRESION pRSETA

8.1.1 EXTRACCION DE RNA TOTAL

Para obtener el RNA total de humano se hizo l#ipacion de leucocitos a
partir de una muestra de sangre fresca. En ladigge muestra la integridad del RNA
total. La concentracion obtenida fueldepg/uL. Este RNA se utilizo para la obtencion
del cDNA correspondiente al g&MAA

Fig. 7 Purificacién de RNA total a partir de leuitos.
Carril 1. 5ug de RNA total; Carril 2. MPM 1 Kb (Plus DNA Laddénvitrogen).
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8.1.2 RT-PCR Y CLONACION DEL cDNA DE MMAA EN pBlueScript SK*

Los iniciadores MMAAcom-For y MMAA-Rev (Tabla lesemplearon para
obtener el cDNA correspondiente al gdiVIAA, el cual incluye la probable secuencia
lider mitocondrial asignada por Dobson y Gravel][%22 amplicon obtenido por RT-

PCR tuvo el tamafio esperado de 1,257 pb como sk mieservar en la figura 8A, de
donde se purificé (Fig. 8B).

Fig. 8 Productos obtenidos por RT-PCR del gBnAA
A. Carril 1. Amplicon correspondienteMMAA (el rectangulo blanco
muestra la seccion purificada del gel); Carril 2PMI 100 pb
(Promega).
B. Carril 1. Amplicon purificado del gel; Carril 2. NP 100 pb
(Promega).

Con el proposito de clonar el cDNA correspondieaitgenMMAA empleando
pBlueScript SK, se llevd a cabo la digestion del amplicon obternyidlel plasmido con
las enzimas de restricci@anmH| y Ecarl. Los fragmentos digeridos se purificaron del
gel (Fig. 9) para después ser ligados.
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Fig. 9 Digestion de pBlueScript Sk del amplicorMMAA con las enzimaBanHI/EcoRI.
Carril 1. pBlueScript SKsin digerir; Carril 2 y 3. pBlueScrpt SKligerido conBanHI/EcoRlI y
purificado del gel; Carril 4. MPM\-HindIll (Promega); Carril 5 y 6. Amplicén digerido con
BanHI/EcaoRlI y purificado del gel.

La mezcla de ligacion obtenida se transformé Eencoli TOP10F'. Se
purificaron los plasmidos a partir de 4 clonas ipess (amp y de color blanco), los
cuales se nombraron como pSK-MMAA-1 a 4 y se s@amati a una doble digestion
con las enzimaBanH| y EcaRlI con la finalidad de verificar la presencia dearto del
tamafio esperado (Fig. 10).

123 456 7 8 9

Fig. 10 Purificacién de los plasmidos pSK-MMAA-# g digestién con
las enzima®amHI/EcoRl.
Carril 1. pSK-MMAA-1 sin digerir; Carril 2. pPSK-MMA-1 digerido
con BarrHI/EcaRlI; Carril 3. pSK-MMAA-2 sin digerir; Carril 4. pSK
MMAA-2 digerido con BarmHI/EccRI; Carril 5. pSK-MMAA-3 sin
digerir; Carril 6. pSK-MMAA-3 digerido coBanHI/EcdRl; Carril 7.
pSK-MMAA-4 sin digerir; Carril 8. pSK-MMAA-4 digedo con
BanHI/EcaRl; Carril 9. MPM 1 Kb (Promega).
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8.1.3 AMPLIFICACION Y CLONACION EN pRSETA

El sistema de expresion de proteinas empleadstertrabajo utiliza a pPRSETA
como vector de expresion, el cual es multicopiaogfiere resistencia a ampicilina
(anexo 2). La transcripcion de los genes clonadassee vector estan bajo el control del
promotor de la RNA polimerasa T7, la cual se traheca partir de una construccion
cromosomal presente en las cepasdeoli BL21(DE3), mediante la induccién de su
expresion con IPTG. Para clonar el dg@RAA en este vector de expresion se utilizé el
iniciador MMAAwI-For, el cual estd disefiado paramghar la secuencia lider
mitocondrial, junto con MMAA-Rev (Tabla 1) empleandomo templado el plasmido
pSK-MMAA-1. El amplicon del tamafio esperado (1,@88 se purificdé (Fig. 11A) y
posteriormente se llevo a cabo la digestidn conelamas de restriccioBanHl| y
EcadRlI tanto del amplicon purificado como del plasmpRSETA, los cuales también se

purificaron del gel (Fig. 11B) para ser ligadosansformados eR. coliTOP10F'.

1 2

Fig. 11 Amplificacion deMMAA por PCR vy digestion del amplicén con
las enzima®armHI/EcoRl.
A. Carril 1. Amplicon purificado del gel (1,062 pb);a@il 2.
MPM 1Kb (Promega).
B. Carril 1. pRSETA sin digerir; Carril 2. pRSETA diggo con
BanHI/NcoRl; Carril 3. MPM 1Kb (Promega); Carril 4.
Amplicén digerido coBarrHI/EcaoRl.

Los plasmidos obtenidos de 4 clonas positivas sdiqauon y se nombraron
como p-MMAAwI-1 a 4. Para verificar la presencid imserto del tamafio esperado se
digirieron con las enzim&anHI/EcaRl (Fig. 12).

44



Fig. 12 Purificacién de los plasmidos p-MMAAwI-May digestidn con las
enzimasBanmHI/EcaRl.

Carril 1. p-MMAAwWI-1 sin digerir; Carril 2. p-MMAAW1 digerido con
BanHI/NcoRl; Carril 3. p-MMAAwI-2 sin digerir; Carril 4. p-NMAAwI-2
digerido conBanHI/Ncori; Carril 5. p-MMAAwI-3 sin digerir; Carril 6. p-
MMAAwI-3 digerido conBanHI/EcaRl; Carril 7. p-MMAAwI-4 sin digerir;
Carril 8. p-MMAAwI-4 digerido conBanHI/NcadRl; Carril 9. MPM 1 Kb
(Promega).

El plasmido p-MMAAwI-1 se secuencio y el resultamlienido se compard con
la referencia en la base de datos (NM_172250)igendlo la ausencia de cambios en la

secuencia de nucleotidos.

8.2 CLONACION DEL cDNA CORRESPONDIENTE AL GEN MUT
EN EL VECTOR DE EXPRESION pRSETA

8.2.1 CLONACION DE MUT EN EL VECTOR DE EXPRESION pRSETA

Para realizar la clonacién del getUT en el vector de expresion pRSETA fue
necesario amplificarlo a partir del pldsmido pmM{didnado por el Dr. Fenton [54]), el
cual contiene la secuencia del gen completo (2@®0incluyendo la region lider
mitocondrial. Los iniciadores disefiados para astéueron Mutwl-For y Mut-Rev, los
cuales insertan los sitios de restriccion parafesmasSad y Ncd al inicio y final del
gen respectivamente y eliminan la secuencia lidegcondrial (Tabla 2). El producto
de PCR con un tamafio de 2,154 pb se muestra egula fL3A. Posteriormente el
amplicon se digirié con las enzimas de restricc@@d y Ncd, junto con el plasmido
PRSETA (Fig. 13B y C) para ligarlos y transformaicepeE. coli TOP10F'.

45



(St
maaaas
—_— S 3,000
— . S 2,000
v 1,500
s 1,000
A B C

Fig. 13 Amplificacion del geMUT vy digestidn del amplicon y del plasmido pRSETA
con las enzimaSad/Ncd.
A. Carril 1, 2 y 3. Producto de PCR correspondienigealMUT,; Carril 4. MPMA-
Hindlll (Promega).
B. Carril 1y 2. Doble digestion del amplicéflJT conSad/Ncd purificado del gel;

Carril 3. MPMA-HindIIl (Promega).
C. Carril 1. Doble digestion del vector pRSETA c8ad/Ncd purificado del gel;

Carril 2. MPM 1Kb (Promega).
Los plasmidos obtenidos de diferentes clonas ytmados como pMCM-1 a 3,
se digirieron con las enzim&ad y Ncd para verificar la presencia del inserto de 2,154

pb correspondiente al g&tUT (Fig. 14), el cual estuvo presente en todos.

1 2 3 4 5 6 7
3,000 - e
2.500 —TT - —
2,000 — ——— —
1,500
1,000

Fig. 14 Purificacién de los plasmidos pMCM-1 a @igestion con las enzim&ad/Ncd.
Carril 1. MPM 1 Kb (Promega); Carril 2. pMCM-1 sitigerir; Carril 3. pMCM-1 digerido
con Sad/Ncd; Carril 4. pMCM-2 sin digerir; Carril 5. pMCM-2igerido conSad/Ncd;
Carril 6. pMCM-3 sin digerir; Carril 7. pMCM-3 digelo conSad/Ncd.
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El plasmido p-MCM-2 se secuencio y se llevé a cEboomparacion con su
referencia en el GenBank (NM_000255) confirmande go hubo cambios en los
nucledtidos y que se encontraba en el marco deréecorrecto.

8.3 EXPRESION DE LA PROTEINA MMAA

8.3.1 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESION

Se llevé a cabo la cinética de expresion de laeprta MMAA sin secuencia
lider la cual tiene una masa molecular esperadi2d€Da considerando la bandera de
histidinas. La expresion de la proteina se anaém6 SDS-PAGE en los lisados
obtenidos, tanto en fraccién soluble como en irfdeluComo control positivo se utilizd
la expresion de una proteina denominada MeaBateharopolyspora erythrae@A
340 cuyo gen esta clonado en el plasmido pRSETAprdteina se expresa empleando
el mismo sistema. Los resultados mostraron queokzima MMAA, no se sobreexpreso

claramente en estas condiciones (Fig. 15).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 11 12

MMAA
(42 KDa) <«—MMAA
(39I\fl<e§E; _— (42 KDa)
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Fig. 15 Expresion de la proteina MMAA en las fracgs solubles e insolubles
de lisados obtenidos a partir de célulagdeoli BL21(DE3)pLysS.

E. coliBL21(DE3)pLysS transformada con el plasmido p-MM#AL se crecid
en medio SOB inducido con 1 mM de IPTG durante, @, ¥ 6 horas a 3C. Se
colocaron 1Qug de proteina de cada muestra en cada carril gdles se tifieron
con Coomassie. Carril 1. MMAA soluble, To; CarrilQontrol soluble, 6 horas;
Carril 3. Control MeaB, insoluble, 6 horas; Ca#il MMAA soluble, 2 horas;
Carril 5. MMAA soluble, 4 horas; Carril 6. MPM 100&a (MARCA); Carril 7.
MMAA soluble, 6 horas; Carril 8. MMAA insoluble, Boras; Carril 9. MPM
BSA 66 KDa; Carril 10. MMAA insoluble, 4 horas; Gihll. MMAA insoluble,
6 horas; Carril 12. MPM Kaleidoscope Polypeptidengiards (BioRad).
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Debido a la baja expresion de la proteina MMAA hezesario modificar las
condiciones de expresion. Inicialmente se cambifddio de cultivo (de SOB a LB)
dejando las demas condiciones iguales. Como puesienarse en las figuras 16A y
16B, no hubo una mayor expresion de MMAA.

uu.
B8

Fig. 16 Expresién de la proteina MMAA en las fraogs solubles e insolubles de lisados obtenidesta p
de células d&. coliBL21(DE3)pLysS.

Una sola colonia dé&. coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plasmido p-MMmAL se crecié en

medio SOB y LB los cuales se indujeron con 1 mMIRIEG durante 0, 4 y 6 horas a°87 10 ug de

proteina de cada muestra se cargaron en los sayiiites geles se tifieron con Coomassie.

A. Fracciones Solubles: Carril 1. Control MeaB, Tarril 2. Control MeaB, 4 horas;
Carril 3. Control MeaB, 6 horas; Carril 4. MMAA, T(OB); Carril 5. MMAA, 4 horas
(SOB); Carril 6. MMAA, 6 horas (SOB); Carril 7. MM& To (LB); Carril 8. MMAA, 4 horas

(LB); Carril 9. MMAA, 6 horas (LB); Carril 10. MPMKaleidoscope Prestained Standards
(BioRad).

B. Fracciones Insolubles: Carril 1. Control MeaRy, Tarril 2. Control MeaB, 4 horas;
Carril 3. Control MeaB, 6 horas; Carril 4. MMAA, T(OB); Carril 5. MMAA, 4 horas
(SOB); Carril 6. MMAA, 6 horas (SOB); Carril 7. MM#& To (LB); Carril 8. MMAA, 4 horas
(LB); Carril 9. MMAA, 6 horas (LB); Carril 10. MPMKaleidoscope Prestained Standards
(BioRad).

Los resultados muestran que la mayor parte ddraloMeaB y una pequefia
parte de MMAA se queda en la fraccion insolubley(Ri5 y 16), por lo que se llevé a
cabo una tercera prueba piloto de expresién disyeimdp la temperatura a 30°C y
aumentando el tiempo de incubacion después deiladon a 8 horas (Fig. 17).

En los organismos se ha descrito una preferenagialposo de codones para
ciertos aminoacidos (clasificados como codones nitayios) para los cuales existe una
poza de tRNAs mayor lo cual agiliza la traducciérpdoteinas. Por el contrario, existen
codones poco utilizados denominados menores o f&s Este uso de codones
preferenciales puede representar un problema expla@sion de proteinas heterdlogas,
ya que el gen clonado e introducido en la cepa ewedificar para un mRNA que

contenga codones raros para los cuales hay unadedBRNAS escaso, provocando una
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baja expresion de la proteina. Para sobrellevar s&tacion en esta prueba piloto de
expresion se emplearon dos cepas de expresionadasvde BL21,E. coli
BL21(DE3)Rosetta V. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL, las cuales contienen genes

que codifican para tRNAs de baja frecuencia enciast
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Fig. 17 Expresion de la proteina MMAA en las fracgs solubles e insolubles
de lisados obtenidos a partir de célulagdeoli BL21(DE3)Rosetta ¥. coli
BL21-CodonPlus(DE)3-RIL.

Ambas cepas d&. coli se transformaron con el plasmido p-MMAAwI-1 y se
crecieron en medio LB el cual se indujo con 0.5 deMPTG durante 0 y 8 horas
a 30C. 10pug de proteina de cada muestra se cargaron enndesaCarril 1.
To, ELGu, cepaE. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Carril 2. iT fraccién
soluble, cepaE. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Carril 3. ;T fraccion
insoluble, cep&. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIL; Carril 4. MPM Broad Range
SDS (Bio-Rad); Carril 5. To, ELG,, cepaE. coli BL21(DE3)Rosetta; Carril 6.
Ty, fraccion soluble, cep&. coli BL21(DE3)Rosetta; Carril 7. (T fraccion
insoluble, cep&. coliBL21(DE3)Rosetta.

Como puede observarse en la figura 17, no huboingh&cion clara de la
proteina MMAA, sin embargo pudo detectarse un prtdauya masa corresponde a la
esperada (sefialado con una flecha), la cual estAagor cantidad en los extractos
provenientes d&. coli BL21(DE3)Rosetta por lo que esta cepa de expresadutilizo
para modificar las condiciones que nos permitiegplorar la posible degradacion de
la proteina durante la obtencion del extracto fecte de las proteasas propias de la
bacteria. En el siguiente experimento se adicionatos inhibidores de proteasas
(EDTA y PMSF) y una combinacion de éstos durantexXaaccion de los lisados.
Ademas, la temperatura después de la induccidrissgimliyd a 22C por lo que el
cultivo se incub6 por mas tiempo (14 horas). Losultados de estos cambios se

muestran en la figura 18.
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Fig. 18 Expresion de la proteina MMAA en las fraces solubles de lisados
obtenidos a partir de células Becoli BL21(DE3)Rosetta.

La cepaE. coli BL21(DE3)Rosetta transformada con el plasmido pAfwWI-1
se crecié en medio LB y se indujo con 0.5 mM deGRiurante 0 y 14 horas a
22°C. Los extractos se obtuvieron en presencia de EQIIA mM), PMSF (1
mM) y EDTA+PMSF (1.5 mM y 1 mM respectivamente). [id de proteina de
cada muestra se cargaron en cada carril. Carrifo]l.fraccién soluble, sin
inhibidor; Carril 2. To, fraccién soluble, EDTA; €& 3. To, fraccion soluble,
PMSF; Carril 4. To, fraccién soluble, EDTA+PMSF; r@la5. MPM Broad
Range SDS (Bio-Rad); Carril 64,Tfraccion soluble, sin inhibidor; Carril 74T
fraccién soluble, EDTA; Carril 8. {J fraccién soluble, PMSF; Carril 9.,,T
fraccion soluble, EDTA+PMSF.

Por primera vez se observo la expresion de unaipeoicon el peso esperado
que responde a la induccion con IPTG cuando se a@mgon el cultivo sin inducir y
fue la mas alta cotejando los resultados con Iperxentos anteriores. Ademas, no
existio diferencia en la cantidad de esta protemaxtractos obtenidos en ausencia y en

presencia de los inhibidores de proteasas prold@josstas condiciones.

8.3.2 PURIFICACION DE LA PROTEINA MMAA

Utilizando las condiciones establecidas anteriotmese llevd a cabo la
expresion de la proteina MMAA a mayores volumenasfipandola por IMAC. A lo
largo del proceso de purificacion se tomaron maesyr se sometieron a SDS-PAGE
(Fig. 19).
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Fig. 19 Purificacion de la proteina MMAA a parte th expresion en 1 L de cultivo.
La proteina de cada fraccion se cuantificé y apnaxiamente 1Qig de cada una se cargo en los
pozos del gel. Carril 1. Fraccion soluble (lisad@grril 2. Fraccién insoluble (pastilla); Carril 3.
Proteinas que no se unen a la columna (NB); Gariilavado 1 (amortiguador de lavado con 20
mM de imidazol); Carril 5. Lavado 5 (amortiguader ldvado con 50 mM de imidazol); Carril 6-8.
Fracciones sucesivas de elucion (con amortiguad®2@0 mM imidazol); Carril 9. Lavado de la
columna (250 mM imdazol); Carril 10. MPM Broad Rar§DS (Bio-Rad).

Como podemos observar en la figura 19 (carriley é4&ndo se eluyé con 200
mM de imidazol se obtuvo una banda mayoritaria pi@amadamente 42 KDa que
coincide con la masa molecular esperada para MMagque en esta fraccion también

estan presentes algunas proteinas de mayor y ipesor

8.4 RECONOCIMIENTO DE MMAA POR WESTERN BLOT
Para corroborar que la banda de 42 KDa obtenidesmpnde a MMAA se
llevd a cabo el reconocimiento de la proteina pestdtn blot utilizando un anticuerpo

dirigido contra la bandera de histidinas (Fig. 20).
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Fig. 20 Western blot de la proteina MMAA.
El ensayo se realiz6 empleando el anticuerpo astGHP el cual esta
dirigido contra la cola de histidinas de la progeiha coloracién se
desarroll6 utilizando el sistema de sustr&GsP/NBT
Carril 1-4. Fracciones sucesivas de la elucién;riCé&. MPM
Kaleidoscope Prestained (BioRad).

Los resultados confirmaron que la banda de 42 K@eesponde a la proteina
MMAA (Fig. 20 sefialada con una flecha), sin embdegoproteinas que co-eluyen en
estas fracciones también fueron reconocidas poan@tuerpo. A partir de estos
resultados puede inferirse que probablemente ladasade menor peso corresponden a
la proteina degradada durante la purificacion delsidsu alta inestabilidad y las de
mayor peso podrian ser aglomeraciones de la miEsta. mismo ha sido observado
durante la purificacion de ortdlogos bacterianoslalgroteina MMAA, las cuales

precipitan en extractos puros y semi-puros [17].

8.5 EXPRESION DE LA PROTEINA MCM

8.5.1 PRUEBAS PILOTO DE EXPRESION

La construccion pMCM-2 codifica para la proteina MI&in region lider la cual
es traducida con una bandera de 6 histidinas ertedmo amino terminal cuando ésta
es transformada en cepas de expresida.amli BL21(DE3). De igual manera que con
MMAA, se realizaron pruebas piloto de expresioragagrar la mayor produccion de
proteina posible. Para iniciar, se mantuvieronsfijos parametros de tiempo de
incubacion (22 horas después de inducir) y LB conetlio de cultivo; ademas se
probaron diferentes concentraciones de IPTG yndiéstitemperaturas de incubacion del
cultivo inducido. La expresion de la proteina salian por SDS-PAGE en extractos
libres de células, tanto en la fraccion soluble @@m la insoluble (Fig. 21).
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Fig. 21 Expresién de la proteina MCM en las frage®solubles e insolubles de lisados obtenidosta pa
de células de Ecoli BL21(DE3)pLysS.
La cepa E.coli BL21(DE3)pLysS transformada con el plasmido pMCiMe2crecié en medio LB el cual e
indujo con distintas concentraciones de IPTG der2@thoras a diferentes temperaturas.d @e proteina
se cargaron en cada ca

A. Incubacién a 37C, fracciones solubles: Carril 1. To; Carril 2. Wieitlo con 0.1 mM IPTG; Carril
3. Inducido con 0.25 mM IPTG; Carril 4. Inducidonc®.5 mM IPTG; Carril 5. Inducido con 0.75
mM IPTG; Carril 6. Inducido con 1 mM IPTG; Carril MPM Benchmark (Invitrogen).

A-l. Incubacion a 37C, fracciones insolubles, mismo orden que en panel

B. Incubacion a 22C, fracciones solubles: Carril 1. To; Carril 2. lictHo con 0.1 mM IPTG:; Carril
3. Inducido con 0.25 mM IPTG; Carril 4. Inducidonc0.5 mM IPTG; Carril 5. Inducido con 0.75
mM IPTG; Carril 6. Inducido con 1 mM IPTG; Carril MPM Benchmark (Invitrogen).

B-I. Incubacion a 22C, fracciones insolubles, mismo orden que en pAnel

C. Incubacion a 37C, fracciones solubles: Carril 1. To; Carril 2. lisilo con 0.1 mM IPTG; Carril

3. Inducido con 0.25 mM IPTG; Carril 4. Inducidonc®.5 mM IPTG; Carril 5. Inducido con 0.75
mM IPTG; Carril 6. Inducido con 1 mM IPTG; Carril MPM Benchmark (Invitrogen).

C-1. Incubacion a 1%C, fracciones insolubles, mismo orden que en p@nel
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Los resultados mostraron que la mayor cantidadroteipa MCM se expresa a
37°C sin embargo, se encuentra en la fraccion insel(fb. 21A-1, sefialada con una
flecha). Se ha reportado que cuando las protemasrs a cuerpos de inclusién o a la
fraccion insoluble, una estrategia para mejoraplabilidad es disminuir la temperatura
de incubacion [54]. Cuando la temperatura de inducse bajé a 1€ se obtuvo una
mayor cantidad de MCM en la fraccion soluble (RBC, sefialada con una flecha). Por
otro lado, no se encontraron diferencias en laesi@n a distintas concentraciones de
inductor, por lo que se mantuvo la empleada ersaasos (0.5 mM).

Ademas de las variables probadas, se llevd a calao puueba piloto de
expresion utilizando las cepak. coli BL21(DE3)Rosetta yE. coli BL21-
CodonPlus(DE3)-RIL, pero los resultados mostraroa go hay diferencias notorias
entre las cepas probadas por lo que se siguidgandoE. coli BL21(DE3)pLysS (datos
no mostrados).

Para obtener una mayor cantidad de proteina, sénuwith aln mas la
temperatura (I’Z) y se escald el volumen de cultivo a 1 litro, &gapdo un reactor
conectado a un enfriador. Las células cosechagastia de este cultivo se emplearon
para purificar la proteina MCM por IMAC. En la figu22 se muestra la electroforesis

desnaturalizante de cada una de las fracciones mlgificacion.
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Fig. 22 Purificacién de la proteina MCM a partirldeexpresion en fermentador de 1 L de cultivo.
10 ug de proteina se cargaron en cada carril. Carfllol(ELCqy Sin inducir); Carril 2. Fraccion
soluble (lisado); Carril 3. Fraccion insoluble; @la#. Proteinas que no se unen a la columna (NB);
Carril 5. Lavado 1 (amortiguador de lavado con 2M rde imidazol); Carril 6. Lavado 4
(amortiguador de lavado con 20 mM de imidazol);riCar MPM Benchmark (Invitrogen); Carril 8.
Lavado 5 (amortiguador de lavado con 100 mM imifjaz@arril 9. Fraccién de elucion (150 mM

imidazol); Carril 10. Lavado de la columna (250 niMidazol); Carril 11. MPM Benchmark
(Invitrogen).
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8.6 RECONOCIMIENTO DE MCM POR WESTERN BLOT

Para confirmar que la proteina purificada de 82aKbrresponde a la enzima
MCM, una muestra de la elucidon obtenida con 150 odMimidazol se sometid a

Western blot utilizando un anticuerpo que recorladendera de histidinas (Fig. 23).

Fig. 23 Western blot de la proteina MCM.
El ensayo se realizo6 empleando el anticuerpo astBHAP el cual esta
dirigido contra la cola de histidinas de la progeiha coloracion se
desarroll6 utilizando el sistema de sustr&G$P/NBT

Los resultados corroboraron que tanto la banaeipal de 82 KDa como las de
menor peso corresponden a MCM y sus productos gradizcion.

Una vez determinadas las condiciones de purificagidvabiendo corroborado
que la proteina obtenida es MCM, ésta se dializécopcentrd6 a 2 mg/mL

aproximadamente.

8.7 ACTIVIDAD DE GTPasa DE LA PROTEINA PURA MMAA

8.7.1 ESTANDARIZACIONES REALIZADAS

En la secuencia de aminoacidos de la proteina MMs&Ahan encontrado
dominios que sugieren que tiene actividad de GTR328h Para demostrar dicha
actividad fue necesario estandarizar el métodoegaracion de GTP y GDP por TLC
probando diferentes fases moéviles y a diferentes gl como el nimero y el orden de
los lavados de la placa con metanol. Los resultadmstraron que la mejor resolucion

de los compuestos se obtuvo empleando amortiguBlolaomo fase movil (0.75 M
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Tris, 0.45 M HCIl y 0.5 M LIiCl) a pH 8, corriendo fdaca de poli(etileimino)-celulosa

durante 3 horas sin ningun lavado con metanol.

8.7.2 MEDICION DE ACTIVIDAD DE GTPasa DE MMAA

Una vez obtenidas las condiciones de separaci&@iTéky GDP, se llevé a cabo
la medicién de la actividad empleando como sustfatd’P]GTP en presencia de
MgCl,. Como resultado de la actividad de GTPasa deolizipa MMAA se detectd un

incremento en la concentracion de GDP de manemendemte del tiempo (Fig. 24).

1 2 3

il

Fig. 24 Determinacion de la actividad de GTPaska geeoteina MMAA.
Carril 1. Control §-*P]GTP incubado 60 min en ausencia de MMAA; Carril 2
Mezcla de reaccion a los 0 min; Carril 3. Mezclael®ccion a los 15 min; Carril
4., Mezcla de reaccion a los 30 min; Carril 5. Maztd reaccion a los 60 min.

Banerjee y colaboradores reportaron que MeaB, pnodéeina homologa a
MMAA presente enMethylobacterium extorquertsene actividad de GTPasa la cual
aumenta casi 100 veces en presencia de la MCMrlzactecorrespondiente [58]. Para
explorar esta posibilidad, se llevdé a cabo la meédice la actividad de MMAA en
presencia de MCM humana en una proporcion 1:lexatifes tiempos (Fig. 25A) y en
presencia de MCM a distintas proporciones molaifgg. (25B). Los resultados
muestran que en las condiciones probadas no hagcoamento significativo en la
actividad de GTPasa de MMAA inducido por la presede MCM.
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Fig. 25 Determinacion de la actividad de GTPaskINKA en presencia de MCM.

A. Cinética en presencia de MCM: Carril 1. Mezcla daccién a los 0 min;
Carril 2. Mezcla de reaccion a los 15 min; CarriMgzcla de reaccion a los
30 min; Carril 4. Mezcla de reaccioén a los 60 min.

B. A diferentes proporciones molares de MCM incubaddante 30 minutos:
Carril 1. Solo MMAA; Carril 2. Radio molar 1:1 MMAMCM; Carril 3.
Radio molar 1:2 MMAA:MCM; Carril 4. Radio molar 1:¥IMAA:MCM;
Carril 5. Radio molar 1:8 MMAA:MCM.

8.8 ACTIVIDAD DE ISOMERASA DE MCM PURA

8.8.1 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA Y EF ECTO DE
MMAA A TIEMPOS CORTOS DE INCUBACION

Con la finalidad de saber si la enzima MCM puaila tenia actividad, se llevé a
cabo la medicion de ésta cuantificando la disminucen la concentracion del
metilmalonil-CoA, debido a su conversion a suce@ulA, después de la separacion de
ambos compuestos por HPLC. Los resultados mostrquenla proteina pura tuvo
actividad de isomerizacion la cual aument6 rapidaendurante los primeros segundos
y posteriormente declind conforme aumento el tielfidg. 26). La actividad especifica
obtenida en estas condiciones fue dgu@bles m@ min™ la cual es comparable con la
reportada por Fenton y colaboradores [54] y maytasapreviamente reportadas en
lisados de higado y ELCs de fibroblastos de humitog 62].
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Con la finalidad de ampliar la parte lineal degl@fica por mas tiempo, se
realizaron mediciones de la actividad empleandec@anaciones mas bajas de proteina
en la mezcla de reaccion, sin embargo hubo unnramé&o en la desviacién estandar de
los valores por efecto de las diluciones, por le gstos resultados no pudieron ser
analizados confiablemente (datos no mostrados).

Para determinar si MMAA tiene un efecto en la addd de MCM a tiempos
cortos de reaccion, se adicion0 esta proteinaraelzcla de reaccion (Fig. 26). Los
resultados mostraron que no hay un efecto sigtifcale MMAA en la actividad de

isomerizacion de MCM a tiempos cortos de reaccion.

pmoles SucCoA/mg proteina

Tiempo (min)

Fig. 26. Efecto de MMAA en la actividad de MCM pwadiempos cortos de reaccion.
La reaccién se llevé a cabo incubando 4C3Wina mezcla que contenia 3.2 ng de
MCM, 0.24 mM de MMCoA, 5uM de AdoCbl en 200 mM Tris/100 mM de
amortiguador fosfato pH 7.5, en un volumen total5feul en ausenciae() y
presenciak) de 6.4 ng de MMAA con GTP (1 mM) y MgQil mM).

8.8.2 ACTIVIDAD DE MCM A TIEMPOS PROLONGADOS DE INC UBACION

En bacterias se ha demostrado que enzimas depesdénvitamina B sufren
inactivacion debido a formacién de radicales altameeactivos durante la catélisis, ya
que el electron no apareado es susceptible a adijayenerandose un cofactor inactivo
unido al dominio. En estos organismos se han ifleadio dos mecanismos por los
cuales estas enzimas han resuelto este problenm.d&rellos es la reactivacion,
efectuado por ATPasas denominadas factores reatdssdas cuales logran eliminar el
cofactor inactivo liberando el dominio y restaurana actividad de la enzima [41-45].
El otro mecanismo descrito es preventivo es denpide o protege a la enzima de esta
oxidacion mediante la asociacion de ésta con unRaGd cuyo cambio estructural
estabiliza a la enzima [48, 50].
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En este sentido, para investigar la participaci@ MIMAA como posible
reactivasa o protectasa se adiciond a las mezelasatcion en presencia de GTP 6
GMPPNP, el cual es un analogo no hidrolizable ugsata definir si la hidrdlisis de
GTP interviene en el efecto observado. Los resodtadostraron que en ausencia de
MMAA la actividad de MCM disminuye progresivamerimbablemente debido a su
inactivacion (Fig. 27A). Cuando MMAA-GTP es agregatksde un inicio en la mezcla
se observd un incremento del 60% en la actividadadenzima comparada con la
actividad obtenida en ausencia de ésta. Este efattbién es observado en presencia
de MMAA-GMPPNP, lo cual demuestra que para obtesste incremento en la
actividad la hidrélisis de GTP no es indispenséblg. 27A). Cuando MMAA-GTP es
agregada a los 60 minutos de reaccion, una velaggrezima MCM ha sido inactivada,
se observo un efecto restaurador de la actividatidh fue recuperada aproximandose
incluso a los mismos valores que los obtenidosaeredccion en la cual MMAA-GTP
es agregada desde un inicio. Este mismo ensayeasiedr con MMAA sola y con
MMAA-GMPPNP sin embargo no se obtuvo la restauracié la actividad enzimatica

indicando que la hidrdlisis de GTP es necesar@ZiFB).
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Fig. 27 Efecto de la adicion de MMAA en la actividde MCM en tiempos prolongados de incubacién.
Panel A: Una mezcla de reaccion que contenia 6dengCM, 0.24 mM MMCoA y 51M de AdoChl

en 200 mM Tris/200 mM de amortiguador fosfato, pB & un volumen total de %Q fue incuabada

a 37C en ausenciae() y presencia de 12.5 ng de MMAA solalY o con GTP+MgGl (m) o
GMPPNP+MgCJ (A) adicionada al inicio de la reaccion. Panel Befgayo fue realizado de la misma
manera que en panel A pero en ausenciay(presencia de MMAA sold{) o con GTP+MgGl(m) o
GMPPNP+MgCJ (A) adicionada a los 60 minutos de haber iniciadedacion.
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8.9 INTERACCION ENTRE LAS PROTEINAS MMAA Y MCM
POR ENSAYO DE DOBLE HIiBRIDO

Los resultados realizadas vitro mostraron que existe una influencia de
MMAA sobre la actividad de MCM para la cual la irgtecion entre ambas proteinas es
ineludible, sin embargo era fundamental comproher ésta realmente sucede en un
contexto fisiolégico. Una aproximacion ampliamentdilizada para observar
interaccionesn vivo entre dos proteinas es mediante un ensayo de Hiddbido en

levadura.

8.9.1 CLONACION DE MMAA EN EL VECTOR pGADT7-AD

La clonacién del geMMAA se realizd por amplificacion del cDNA a partir del
plasmido p-MMAAwI-1, el cual contiene la secuensia regién lider (1,062 pb). Los
iniciadores utilizados para este fin fueron MMAADHy MMAADH-R que insertan
los sitios de restriccidBcoR| y Xhd al inicio y final del gen respectivamente (Tab)a
El amplicon obtenido fue del tamafio esperado (BE&f), el cual posteriormente se
digirié con las enzimaBcaR| y Xhd junto con el plasmido pGADT7-AD (Fig. 28B).

A B

Fig. 28 Amplificacion del geMMAAYy digestion del amplicdn y del plasmido
pGADT7-AD con las enzimascaRl/Xhd.
A. Carril 1-4. Amplicén obtenido (1,062 pb); CarrillPM 1Kb (O’GeneRuler
Fermentas).
B. Carril 1. MPM 1Kb (O’GeneRuler Fermentas); CarrilAmnplicén digerido
conEcaoRI/Xhd; Carril 3. pPGADT7-AD digerido coiEcoRI/Xhd.
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Los fragmentos purificados se ligaron y los plagmside dos colonias positivas
se purificaron y nombraron como pGAD-MMAA-1 y 2. Enfigura 29 se muestran los
resultados de la digestion cBaodR| y Xhd de cada plasmido para verificar la presencia
del inserto.

Fig. 29 Purificacion de los plasmidos pGAD-MMAA Ry digestion con
las enzimagcoRI/Xhad.
Carril 1. pGAD-MMAA-1 sin digerir; Carril 2. pGAD-NMIAA-1 digerido
con EcoRI/Xhd; Carril 3. MPM 1 Kb (O'GeneRuler Fermentas); Gladr.
pGAD-MMAA-2 sin digerir; Carril 5. pGAD-MMAA-2 digeido con
EcoRlI/Xha.

8.9.2 CLONACION DE MUT EN EL VECTOR pGBKT7

Para realizar la clonacion del gstUT fue necesario amplificarlo a partir del
plasmido pMCM-2, el cual contiene el cDNA sin sewia lider (2,154 pb). Los
iniciadores disefiados para este fin fueron MutDHy&utDH-Rev que insertan los
sitios de restriccion para las enzimdkd y Pst al inicio y final del gen
respectivamente y eliminan la secuencia lider roitddal (Tabla 6). En la figura 30A
se muestra que el producto de PCR fue del tamafieras; posteriormente el
amplicén se digirié con las enzimas de restricdimal y Pst, junto con el plasmido
pGBKT7 para someterse a ligacion (Fig. 30B).
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A B

Fig. 30 Amplificacion del geMUT y digestion del amplicén y del plasmido pGBKT7 con
las enzimafNcad/Pst.

A. Amplificacion deMUT: Carril 1. MPM 1Kb (O’GeneRuler Fermentas); Cagril
4. Amplicén obtenido (2,154 pb).
B.

Digestiones comcd/Pst purificadas del gel: Carril 1. MPM 1Kb (O’'GeneRRul

Fermentas); Carril 2. pGBKT7 digerido cdttoRl/Xhd; Carril 4. Amplicon
digerido corEcaRI/Xhdl.

La mezcla de ligacién se utilizé para transforgg&ulas competentes de la cepa
de propagacioi. coli TOP10F'. Los plasmidos de 3 clonas positivas s#digaron, se
nombraron como pGBKT7-MCM-1 y 2 y se digerieron das enzimasSad y Nca
para verificar la presencia del inserto de 2,154@bespondiente al geUT (Fig. 31).

Fig. 31 Purificacion de los plasmidos pGBKT7-MCMr2 y digestion con las
enzimasNcad/Pst.

Carril 1. MPM 1 Kb (O’GeneRuler Fermentas); Car2Zl MPM A-Hindlll

(Promega); Carril 3. pGBKT7-MCM-1 sin digerir; Cird. pGBKT7-MCM-1

digerido corNcd/Pst; Carril 5. pGBKT7-MCM-2 sin digerir; Carril 6. pBKT7-
MCM-2 digerido corNcad/Pst.
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8.9.3 INTERACCION MMAA-MCM A TRAVES DEL ENSAYO DE D OBLE
HIBRIDO EN LEVADURA

El ensayo de doble hibrido empleado es un sistesado en la proteina GALA4.
La proteina conocida como “anzuelo” es expresadaocana fusion al dominio de
union a DNA (DNA-BD) de la proteina Gal4 a parteg dn gen clonado en el plasmido
pGBKT7. Por otro lado, la proteina conocida comee$p”’ es expresada como una
fusion con el dominio de activacion (AD) de Galjatir de un gen clonado en el
plasmido pGADT7. Cuando las proteinas fusionadazuelo-presa” interactuan, el
DNA-BD y AD son aproximados permitiendo la activ@actide la transcripcion de cuatro
genes reporteros independientes (Fig. 32)

<— GAL4 AD
I

Prey j \

7 ,,j /
<— GAL4 DNA-BD

RNA Pol i

‘Wﬁ’ )
GAL Promoter [&W& 7 1

mRNA

Fig. 32 Principio del ensayo de doble hibrido.
Las dos proteinas son expresadas separadamen{@nzoalo) fusionada al dominio de union
a DNA de Gal4 (BD) y la otra (presa) al dominioieador (AD). En la cepa Y2HGold la
activacién de los genes reporteros solo ocurr@agiélulas con proteinas que interactlan y se
unen a los promotores respondedores a Gal4. Tomdabonanual de usuario del sistema
Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid (Clontech).

Los 4 genes reporteros confieren caracteristicimtdis a las células:

1) AUR1-C Al ser expresado otorga resistencia al antibaddigreobasidina A.

2) ADEZ2 Permite el crecimiento de las células en medioimo en ausencia
de adenina (SD/-Ade).

3) HIS3 Permite el crecimiento de las células en medimmd en ausencia de
histidina (SD/-His).

4) MEL1l Codifica para la proteinax-galactosidasa la cual degrada el
compuesto Xa-gal generando una coloracion azul en coloniasidascen

presencia de este sustrato.
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Una vez clonados los cDNAs correspondient®MAA y MUT, los plasmidos
pGADT7-MMAA-1 y pGBKT7-MCM-1 se co-transformaron da cepa de levadura
Y2HGold del sistema de doble hibrido para verifigainteraccion entre las proteinas.
Para validar los resultados obtenidos, se realizZi@®siguientes experimentos control:

1. Control positivo: Co-transformacion de los plasmsidpGBKT7-53 y
pPGADT7-T, los cuales codifican para las protein&S3 gepitopo) vy
antigeno-T cuya interaccion ha sido demostrada.

2. Control negativo: Co-transformacion del plasmidoBgG7-Lam y p-
GADTY7-T, los cuales codifican para lamina y antmd@nrespectivamente,
de las cuales se sabe que no interactian.

3. Control de auto-activacién: Co-transformacion de pdasmidos vacios
pGBKT7 y pGADT7 para corroborar que éstos no genkractivacion de
los reporteros del sistema.

4.  Control de activacion inespecifica debida a MMAAs-tEansformacion de
los plasmidos pGBKT7 (vacio) y pGADT7-MMAA-1 pararmborar que
MMAA no active por si misma la transcripcion de gEnes reporteros.

5. Control de activacion inespecifica debida a MCM:t2msformacion de
los plasmidos pGBKT7-MCM-1 y pGADT7 (vacio) pararatorar que la
presencia de MCM no active a los reporteros dedrsia.

Los medios selectivos empleados en el escrutiniocddéa uno de los
experimentos realizados se encuentran resumidda &bla 7 junto con el fenotipo
esperado en cada caso.

Los resultados muestran que las colonias que damtéws plasmidos pGBKT7-
MCM-1 y pGADT7-MMAA-1 desarrollan una coloraciozd intenso en el medio de
seleccionSD-Trp-Leu+X@a-Gal debido a la interaccion entre las proteinas AWV
MCM (Fig. 33A, niumero 6).

En la misma figura puede observarse la presereiardazul pélido en los
controles cuyo fenotipo deberia ser blanco (Figh B8mero 2, 3 y 4); esta coloraciéon
es debida a una activacion inespecifica del sistsmambargo cuando se resembro en
condiciones mas estrictas (medio SD -Trp—Leu—Ade—-HiX-a-Gal + AbA) estos
controles no crecieron (resultado esperado) miemue la interaccion MMAA-MCM

se confirmé (Fig. 33B).
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Fenotipo (en | Prueba en medio

Experimento Plasmido 1 Plasmido 2 Medio de seleccion| medio SD- QDO/X/A
(DNA-BD) (AD) inicial (SD) Trp-Leu+X- - (No crece)
a-Gal) + (Crece)
(1) Control -Trp
N pGBKT7-53 pGADT7-T Azul +
positivo -Leu
(2) Control -Trp
) pGBKT7-Lam pGADT7-T Blanca -
negativo -Leu
(3) Control de -Trp
o pGBKT7 pGADT7 Blanca -
auto-activacion -Leu
(4) Control de
activacion pGADT7- -Trp
) . pGBKT7 Blanca -
inespecifica MMAA-1 -Leu

debida a MMAA

(5) Control de

activacion -Trp
] » pGBKT7-MCM-1 pGADT7 Blanca -
inespecifica -Leu
debida a MCM
(6) Interaccion pGADT7- -Trp

pGBKT7-MCM-1 Azul +
MMAA-Mut MMAA-1 -Leu

Tabla 7. Fenotipos esperados y medios selectivpseantios en el escrutinio de los experimentos d&edudbrido.

AD-T/BD-53

BD-vector

PANEL A PANEL B PANEL C
DDO/X QDO/XIA

Fig. 33 Interaccion de las proteinas MMAA y MCM parsayo de doble hibrido en levadura.
Panel A. Crecimiento en SD-Trp—Leu +0&Gal, de cada uno de los experimentos elaboradwsdrados del 1 al 6

de acuerdo al esquema del panel C). Panel B. CGextimmen SD —Trp—Leu—Ade—His + X-Gal + AbA, de cada
uno de los experimentos elaborados (numerados dél6). Panel C. Esquema del orden en el cual @&dela
resiembra de los experimentos.
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9 DISCUSION

El interés en el estudio de la proteina MCM y ttaoenzimas involucradas en
el metabolismo de vitamina;Baumentd drasticamente debido a la aparicion de los
primeros reportes de AMM en humanos. Las primenasstigaciones en las que se
realizo la caracterizacion de la MCM empled dérganosio fuente de origen, tales
como el corazon, rifion e higado de animales [2]L,2partir de los homogenados de
estos tejidos la enzima se purificaba mediante ser&e de pasos exhaustivos que
podrian incluso ser perjudiciales para los angtiesteriores debido al riesgo de pérdida
de actividad de la enzima. En 1979 se realizo ielgrestudio extensivo de MCM en
extractos de fibroblastos humanos normales y dempas con AMM. La medicion de
la actividad de MCM se empleé para caracterizamdauraleza bioquimica del
padecimiento, permitiendo hacer una separaciée égrfenotiposnut y muf [62]. En
1980 se purific6 MCM a partir de 2.5 kg de placemianana y se describié como un
homodimero de 72 KDa por subunidad y 2 moles deChtigpor dimero [24],
posteriormente se purificé también de higado deamanj25]. La clonacién del cDNA
correspondiente al geviUT se llevd a cabo por primera vez a partir de lastraocion
de una biblioteca de cDNAs de higado de humano ipendo la descripcion de su
secuencia de nucleotidos y aminoacidos [27, 28)elatizacion de estudios detallados
de la biologia y la bioquimica de mutantes causai¢eAMM estuvo detenida durante
mucho tiempo debido a la carencia de un sistemaxg@eesion eficiente, ya que la
purificacion a partir de fibroblastos o la expresen sistemas de levadura resultaban
muy complejos y de baja eficiencia. Fue hasta 19%hdo Fenton y colaboradores
reportaron la clonacion y expresion de MCM Encoli, utilizando como fuente el
cDNA obtenido de higado de humano [54].

Para cumplir con el objetivo de este trabajo fueesario medir la actividad de
la enzima MCM humana por lo que se expreso y @drifa proteina para lo cual se
empledé un sistema de expresion heterélogaEercoli basado en lo previamente
reportado por Fenton. Uno de los principales ineoisntes al expresar proteinas
heterdlogas es el mal plegamiento que puede dar &ugu precipitacion en cuerpos de

inclusion, este hecho se observé cuando MCM fueesgpla a 3. Para sobrellevar

este problema la temperatura se disminuyé € la que se ha reportado que una
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disminucién de la temperatura permite el plegamiaguropiado de las proteinas [57,
64].

Después de una serie de estandarizaciones, ulednarde 82 KDa se purificé y
los ensayos de Western blot confirmaron que era MCMactividad de ésta se midid
empleando un método directo de cuantificacion pgeL®, midiendo la desaparicion de
MMCOoA debido a su conversion a SucCoA. Bajo lasdimones probadas la proteina
MCM tiene una actividad de 2imoles mg min’. Anteriormente se ha descrito la
actividad especifica de esta enzima en varios @gas encontrandose una amplia
discrepancia entre los valores. Un ejemplo de edlcel valor obtenido de MCM de
fuentes bacterianas, los cuales van desde Amdles mg min™ reportada erP.
freudenreichii[65] hasta 50 mmoles rifgmin™ reportada eM. extorqueng66]. En
eucariontes esta inconsistencia en las actividadpsrtadas también es notoria,
encontrando valores en el organismo mafaehizochytrium limacinurBR21 con una
actividad de 76 mmol migmin™ el cual es muy elevado comparado con el repogado
bacterias [67]. En cuanto a la MCM humana, se hdidoeactividad en extractos de
fibroblastos y linfocitos [68], los cuales son va® relativamente bajos comparados
con los obtenidos en este trabajo y se aproximanands obtenidos por Fenton quien
emple6 un sistema similar [54]. La actividad repdat de MCM en este trabajo es
mayor a la obtenida en higado de humanoles mg min?) [25] pero mucho
menor al compararlo con el valor obtenido de laresipn heterdloga en levadura (67
pumoles mg min?) [69]. Estas inconsistencias pueden ser debidasnmgileo de
diferentes métodos de deteccion de la actividaddsieel mas utilizado pero menos
preciso el radiométrico que involucra el marcagiaetivo del sustrato, que al ser un
método indirecto puede tener valores sobre o sSumeEdds comparado con los
obtenidos mediante un método directo como el deCGHBlyos resultados son mucho
MAas precisos.

Hemos mencionado que el uso de radicales parduafelas reacciones de
isomerizacion puede llevar a la inactivacion deraima debido a su alta reactividad.
Este hecho ha sido demostrado en varios miembrda dabfamilia e incluso en la
MCM bacteriana [50]. También se han descrito dosamismos principales mediante
los cuales las enzimas que llevan a cabo cat@isimatica empleando radicales
pueden prevenir la inactivaciébn por mecanismosrd&pcion o recuperar su actividad

por reactivacion, en ambos casos involucrando fwidad de chaperonas. Nuestros

67



resultados demostraron que MCM humana sufre iretn durante la catalisis, la cual
se ve reflejada en una clara disminucion en laidetil. Una vez demostrado que MCM
humana sufre inactivacion durante la catdlisis,ptasencia de un mecanismo de
proteccion o reactivacion realizado por una preteiccesoria era presumible. El que la
presencia de mutaciones en el §&MAA generen acidemia metilmalonica [52], indica
que la proteina MMAA juega un papel importante &rconversion de metilmalonil-
CoA a succinil-CoA. Ademas, se ha demostrado queostraparte bacteriana, MeaB,
se asocia con MCM participando como metalochapeiropaliendo la inactivacion de
la enzima durante la catalisis.

Para elucidar la funcibn de MMAA en este aspe@d|evd a cabo la clonacién
del cDNA de humano correspondiente al g4MAA para posteriormente expresar y
purificar la proteina. Después de una serie dendstezaciones, MMAA pudo ser
purificada a partir de extractos libres de céldiga bacteri&. colilo cual se confirmo
mediante los ensayos de Western blot. La preselec@ras bandas que co-eluyen con
la banda principal de MMAA revela la inestabiliddd esta proteina como ha sido
observado en sus homoélogos bacterianos MeaB y Ydg&) 17]. MMAA fue
clasificada como miembro de la familia G3E de GEB&3-loop con una alta identidad
en secuencia con sus ortélogos bacterianos comskrvdodos los motivos
caracteristicos, sin embargo nunca antes habiapsidficada ni tampoco medida su
actividad de GTPasa. Para demostrar el funcionamiée MMAA como GTPasa se
hicieron ensayos de TLC los cuales mostraron quardéeina recombinante (sin la
probable secuencia lider) fue activa en preseneidG@P y MG", sin embargo la
actividad se considera relativamente baja sienda ésa de las caracteristicas
presentadas por los miembros de la familia y pregigte descrita para UreG, HypB vy
CobW [58], y observado también en los ortélogogdreéanos MeaB y YgfD [17, 48].
Se ha descrito también que la proteina MeaB/Adextorquendiene un aumento de
actividad aproximadamente en 100 veces en presdaddCM [58], sin embargo los
ensayos realizados en presencia de MCM a difergmtegorciones molares y a
distintos tiempos no mostraron un incremento esxctevidad de GTPasa de la proteina
MMAA bajo las condiciones probadas.

Para indagar sobre la posible participacion de MvAmMo factor reactivante o
protector de la actividad de MCM se llevé a cabauantificacion de la actividad de
MCM en ausencia y presencia de MMAA en diferentasdciones. Para los ensayos

de proteccidon de la actividad se adicion6 a la taede reaccion de MCM al tiempo
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cero MMAA+GTP 6 MMAA+GMPPNP, el cual es un analogo hidrolizable que
permitio evaluar si los efectos observados son rdépetes de la hidrdlisis de
nucledtido. Los resultados muestran un incremdat®0% en la actividad comparada
con la obtenida en ausencia de MMAA, en ambos césasial sugiere un mecanismo
de proteccion debido a que es independiente daltélisis de GTP. Estos resultados
son similares a aquellos reportados por Korotkolzagistrom quienes encontraron que
la adicion de MeaB incrementa la actividad de MCbhsiderablemente la cual
aparentemente no esta involucrada en la liberat@bnofactor [48].

También fueron llevados a cabo ensayos utilizandoemzima MCM inactiva,
dejando correr la reaccién durante 60 minutos previla adicion de MMAA. Los
resultados mostraron que cuando la enzima MCM hdigmesu actividad y se agrega
MMAA-GTP, la actividad es reestablecida. Por eltcano, cuando se agregd MMAA-
GMPPNP el efecto positivo de MMAA en la actividaeé #MCM no se observo
indicando que en estas circunstancias el efecte-@stablecimiento de la actividad si
es dependiente de la hidrdlisis. Estos datos codanecon aquellos obtenidos para las
enzimas diol y glicerol deshidratasas quienes ramsirser reactivadas por sus factores
reactivantes a través del intercambio del cofadédrado unido a la enzima de manera
dependiente de hidrélisis de ATP [41-45].

El sistema de doble hibrido en levadura ha sidoliampnte utilizado para la
demostracion de asociaciones entre proteinas hsnmseado relativamente facil de
adaptar y de gran versatilidad ya que puede seteanhp tanto para el estudio de
interactomas en organismos modelo y la busqued#atacciones novedosas mediante
el escrutinio de bibliotecas gendmicas [70, 71inegara demostrar interaccion entre
dos proteinas de las cuales se sospecha su adSociasiinto de este trabajo. A pesar de
que la interaccion entre las enzimas MMAA y MCMiefgrida a partir de los datos
enzimaticos obtenidos vitro, fue necesaria la confirmacion de la interacciorug
contexto fisioloégico. En este sentido se llevd hocan ensayo de doble hibrido en
levadura el cual confirmo la interaccion entre ®slias proteinas.

Los resultados obtenidos demuestran la formaciéandeomplejo entre ambas
proteinas y sugieren la implicacion de MMAA en dogortantes papeles, como
“protectasa” y como “reactivasa” de la enzima MGHésta el momento se han descrito
aproximadamente 30 mutaciones en el §WIAA, las cuales generan principalmente
codones de paro prematuros o cambios en el mardectiea causando AMM. Los

pacientes con estas mutaciones presentan crisisllsoras por acidosis y, en algunos
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casos, son respondedores al tratamiento con altegwtraciones de vitamina H32].

El papel de MMAA como “protectasa” o “reactivasag th enzima MCM explica
parcialmente la existencia del fenotighlA, ya que las mutaciones en este gen
probablemente abaten el mecanismo protector oivadot de la enzima y en
consecuencia podria generarse la acumulacion de M@dliva, sin embargo aun es
preciso ahondar en este aspecto para estableaamtebucion de MMAA en esta
dindmica de inactivaciéon a nivel fisiol6gico, lo atubrindaria un panorama mas
completo contribuyendo al entendimiento de las ns@®iencias y variaciones en la

respuesta de los pacientes al tratamiento.
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10 CONCLUSIONES

Se lograron obtener los cDNAs correspondientes agémeMUT y MMAA a
partir de muestras de RNA total de leucocitos agsahumana.

A partir de los plasmidos que contenian los cDNAdos geneSIUT y MMAA
se llevd a cabo la expresion de las proteinas hasnanrrespondientes empleando
distintas cepas de expresion de la bacterieol..

Utilizando extractos de las cepas ecoli se lograron purificar las proteinas
MMAA y MCM humanas las cuales se identificaron nastie ensayos de Western blot.

Se demostro la actividad de GTPasa de la proteMaMmediante ensayos de
TLC y se midid la actividad de MCM utilizando un toé@o directo detectando los
productos de la isomerizacién por HPLC.

Los resultados de la actividad de MCM mostraronsydee inactivacion durante
la catalisis. En presencia de MMAA la actividadldegroteina MCM es mantenida o
recuperada de manera independiente y dependientda dhidrélisis de GTP
respectivamente por lo que se demostr6 que MMAAIres chaperona que protege y
reactiva a la proteina MCM.

Se comprobd por primera vez la interaccion entreMWWC MMAA humanas

tantoin vitro comoin vivo.
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12.1 ANEXO 1

12.1.1 CONDICIONES EMPLEADAS EN EL RT-PCR DEL GEN MMAA
Para obtener el cDNA correspondiente al BEMAA a partir de RNA total y su

amplificacion se emplearon las siguientes condason

Reversotranscripcioh  Activacion

95°C
15 min

50°C
30 min

1X

1X

Amplificacion

94°C

15 min

51°C
1 min

Extension final
72°C 72°C
2 min 10 min
25X 1X

12.1.2 CONDICIONES EMPLEADAS EN EL PCR DEL GEN MMAA

Para sub-clonar el geMIMAA en el plasmido pRSETA se llevo a cabo la

amplificacion del gen con los iniciadores MMAAwl4g MMAA-Rev utilizando el

plasmido pSK-MMAA-1 como templado bajo las siguentondiciones:

Desnaturalizacion

94°C
1 min

1X

94°C
30 se

g\ /  68C

Amplificacion

Extension final

51°C 2 min

2 min

25X

68°C
10 min

1X

12.1.3 CONDICIONES DE AMPLIFICACION PARA EL GEN MUT

Para la amplificacion del geMUT se utilizaron los iniciadores Mutwl-For y

Mut-Rev y como templado el plasmido pmMUT emplealadosiguientes condiciones:

Desnaturalizacion

Amplificacion

94°C
1 min

1X

94°C
30 se

Extension final

g\ /  68C

52°C 2 min
2 min

68°C
10 min

25X

1X
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12.1.4 CONDICIONES EMPLEADAS DURANTE LA AMPLIFICACI ON DEL
GEN MMAA A PARTIR DEL PLASMIDO p-MMAAwI-1
Para llevar a cabo la clonacion del cDNA corresjentd al gerMMAA se hizo

la amplificacion a partir del plasmido p-MMAAwI-Ion los iniciadores MMAADH-F

y MMAADH-R utilizando las condiciones siguientes:

Desnaturalizacién

94°C
1 min

1X

Amplificacion

94°C \ /S
30 seg 68°C

58°C
2 min

Extension final

2 min

25X

68°C
10 min

1X

12.1.5 CONDICIONES EMPLEADAS DURANTE LA AMPLIFICACI ON DEL
GEN MUT A PARTIR DEL PLASMIDO pMCM-2
Para llevar a cabo la clonacion del cDNA correspentd al gerMUT se hizo la

amplificacion a partir del plasmido pMCM-2 con logciadores MutDH-F y MutDH-R

utilizando las condiciones siguientes:

Desnaturalizacion

94°C
1 min

1X

Amplificacion

94°C \ /
30 seg 68°C

50°C
2 min

Extension final

2 min

25X

68°C
10 min

1X
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12.2 ANEXO 2

Mapa del plasmido pRSET en sus tres versioneB(#,C). La version A se

empled para la expresion de las proteinas MMAA yWMC

Comments for pRSET A
2897 nucleotides

*Wersion C does not contain Sac |

T7 promoter: bases 20-39

GxHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

TT reverse priming site: bases 295-314

TT transcription terminator: bases 256-385
f1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (bfa) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 2047-2720 (C)

Imagen tomada del manual de instrucciones pRSETACRVversion D, Invitrogen)
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Previous studies have reported that some adenosylcobalamin-dependent enzymes suffer inactivation
during catalysis due to the oxidation of cobalamin. In addition, the protection or reactivation of their cat-
alytic activities by proteins called “protectases” or reactivases is well known in bacteria. In this study, we
examined the influence of human MMAA protein on the kinetics of the reaction catalyzed by methylmal-

Keywords: onyl-CoA mutase (MCM) by testing both purified recombinant proteins in vitro. Qur results showed that
Methiylialonyl-Cofinitase MMAA plays dual roles in MCM activity. When it was added at the beginning of the reaction, it prevents
giﬁz:aﬁizM inactivation by guarding MCM. After 60 min of reaction, when MCM is inactive, the addition of MMAA

increases the enzymatic activity through GTP hydrolysis, indicating reactivation of MCM by exchange
of the damaged cofactor. Interaction between MCM and MMAA observed in vitro was confirmed in vivo
by yeast two-hybrid system.

Enzyme inactivation
Methylmalenic acidemia

© 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Methylmalonyl-CoA mutase (MCM; EC 5.4.99.2) catalyzes the
reversible isomerization of methylmalonyl-CoA to succinyl-CoA
and requires adenosylcobalamin {AdoCbl) as a cofactor [1]. During
the reaction catalyzed by MCM, AdoCbl is cleaved homolytically
generating cob{Il)alamin and a deoxyadenosyl radical, which gen-
erates a substrate-centered radical by abstraction of a hydrogen
atom. After an intramolecular migration of the thioester moiety,
the hydrogen atom is transferred back to generate the product. Fi-
nally, a reabstraction of the hydrogen atom from deoxyadenosine
occurs, followed by recombination of the cob(Il)alamin and deoxy-
adenosyl radical to regenerate AdoCbl [2]. During catalysis, the
MCM cofactor has an unpaired electron state that is very reactive
and susceptible to oxidative inactivation, which leads to the forma-
tion of OH,Cbl and the irreversible accumulation of inactive MCM
[3.4].

MCM has a broad distribution among living organisms and has
been found in both bacterial and animal cells [5]. In higher animals,
MCM is involved in the catabolism of the amino acids valine, iso-
leucine, methionine, and threonine, and it plays an essential role
in the conversion of propionyl-CoA to succinyl-CoA, an intermedi-
ate of the tricarboxylic acid cycle [6]. Methylmalonic acidemia
(MMA) is a rare human disorder caused by mutations in the mut

* Correspending author. Fax: +52 5556229182.
E-mail address: mflores@biomedicas.unam.mx (M.E. Flores).
1 Present address: Departamento de Ingenieria Quimica y Bioguimica, Instituto
Tecnolagico de Veracruz, Veracruz, Mexico.

0006-291X/$ - see front matter @ 2010 Elsevier Inc. All rights reserved.
dei:10.1016/j.bbrc.2010.11.141

gene coding for mitochondrial MCM that decrease the activity
and generate the accumulation of methylmalonic acid in the blood
and urine of affected individuals. In 2002, Dobson et al., described
mutations in another human gene, MMAA, which caused vitamin
B;,-responsive methylmalonic aciduria [7].

Glycerol dehydratase and diol dehydratase, two other adeno-
sylcobalamin-dependent enzymes, also undergo rapid inactivation
by glycerol during catalysis although glycerol is a physiologic sub-
strate for these enzymes and for bacterial growth [8]. The solution
to this enigma was the discovery of reactivation systems, which are
proteins whose respective genes are encoded next to the dehydra-
tases genes in bacteria. The role of reactivating factors is to pro-
mote the release of the inactivated cofactor; the resulting
apoenzyme can thus be reconstituted into a catalytically active en-
zyme in the presence of ATP and Mg?* [9]. These enzymes have a
low ATPase activity, which is necessary for their function.

To date, the MMAA gene has not been expressed, and the protein
has not been purified. The protein sequence indicates the presence
of motifs that have been associated with the G3E subfamily of P-
loop GTPases that includes chaperones [10]. In 2004, studies in
Methylobacterium extorquens revealed that MeaB, a bacterial ortho-
log of MMAA, forms a stable complex with MCM that can be seen
in native polyacrylamide gels [11,12]. In vitro studies suggest that
MeaB plays arole in both the assembly of the bacterial mutase and
in its subsequent protection against inactivation [13].

In spite of the importance of MMAA protein in humans, nothing
is known about the specific role of this protein. In this paper, we
demonstrate that MMAA acts as a chaperone of human MCM
protein.
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2. Material and methods
2.1. Strain

Yeast strain Y2HGold (MAT a, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52,
his3-200, galdA, gal80A, LVS2::GALlyas-Gallara-His3, GAL2yas
Gal2rara-Ade2 URA3::MELlyas-Melltara AUR1-C MEL1) was ob-
tained from Clontech. Y2HGold was grown in YPDA medium.

2.2. Cloning of the human mut gene

Full-length human mut ¢DNA from pmMUT (a kind gift from Dr.
W. Fenton) [ 14] was the source of the human mut sequence. It was
obtained by PCR using the Mut-for and Mut-rev primers (Table 1).
The resulting 2154-bp amplicon, which lacked the mitochondrial
leader sequence, was cloned into the Sacl and Ncol sites of the pRS-
ETA expression vector (Invitrogen) to obtain pMCM-2.

2.3. Cloning of the human MMAA gene

Total mRNA was obtained from human leukocytes using the
RNeasy Mini Kit (Qiagen). MMAA cDNA lacking a hypothetical
mitechondrial leader sequence was obtained by RT-PCR using
One Step RT-PCR (Qiagen) with the MMAAwlI-for and MMAA-rev
primers (Table 1). The resulting 1062-bp amplicon was cloned into
the BamHI and EcoRI sites of the pRSETA vector {Invitrogen) to ob-
tain pMMAAwL.

Both cloned genes were sequenced to confirm that no changes
were introduced during PCR by comparison with GenBank se-
quences Nos. NM_000255 and NM_172250.

2.4. Expression and purification of human MCM and MMAA proteins

pMCM-2 was transformed into the Escherichia coli strain
BL21(DE3) pLysS and the transformation mixture was used to di-
rectly inoculate LB medium with ampicillin (100 pg mL™!) and
chloramphenicol (35 ug mL~!). The bacteria were grown overnight
at 37 °C. A 1.5 L fermentator containing 1L of LB medium with
ampicillin (100 pg mL™") was inoculated with this culture and
incubated at 22 °C with shaking (200 rpm). When the culture
reached an ODsgo ~ 1, the temperature was decreased to 12 °C,
the shaking was increased (350 rpm), the culture was fed with
10% glucose (1 mLh™"), and the protein expression was induced
with 1mM IPTG (Sigma) for 41 h {manuscript in preparation).
p-MMAAwl was transformed into the E. coli strain Rosetta{DE3),
and the transformation mixture was used to directly inoculate LB
medium with ampicillin (100 pgmL™") and chloramphenicol
{50 pg mL™"). The bacteria were grown overnight at 37 °C. This cul-
ture was used to inoculate 400 mL of LB with ampicillin
{100 pg mL~ "} and chloramphenicol (50 pg mL™"), which was incu-
bated at 37 °C. When the culture reached an ODggg ~ 0.6, the tem-
perature was decreased to 22°C and protein expression was
induced with 0.5 mM IPTG (Sigma) for 14 h.

Table 1
Primers used in the study.

The expressed proteins were purified by IMAC according to the
manufacturer’s instructions (Invitrogen); the buffers used to purify
MCM contained 5 uM AdoCbl (Sigma). The protein purity was ver-
ified by SDS-PAGE and the concentrations were determined by the
Bradford protein assay using BSA as a standard.

2.5. Western blot

His-tagged MCM and His-tagged MMAA were identified in wes-
tern blots using the anti-HisG-AP antibody (Invitrogen) and de-
tected with the BCIP/NBT substrate kit (Invitrogen) according to
the manufacturer's instructions.

2.6. GTPase activity

GTPase activity was measured according to the method re-
ported by Korotkova and Lidstrom [11] with minor modifications.

2.7. MCM activity

Activity of the pure recombinant enzyme activity was deter-
mined in 50 pL reaction mixture containing 0.24 mM methylmal-
onyl-CoA (Sigma), 5 uM AdoCbl (Sigma) in 200 mM Tris/100 mM
phosphate buffer pH 7.5, and 3.2-6.2 ng of purified recombinant
protein. Activity was stopped with dry ice/ethanol, and 20 uL
samples were analyzed by reversed-phase HPLC system as de-
scribed by Kikuchi et al. [15], with minor modifications. Enzyme
activity is expressed as micromole succinyl-CoA min~'mg~' of
protein.

2.8. Yeast two-hybrid system plasmid construct

The full-length mut cDNA was subcloned into pGBKT7 (Clontech)
containing a GAL4 DNA-binding domain to obtain pGBKT7-MCM.
MMAA cDNA was subcloned into pGADT7 (Clontech) containing
GAL4 activation domain to obtain pGADT7-MMAA. Both plasmids
were transfected into the yeast strain Y2HGold by using Yeastmaker
Yeast Transformation System 2 (Clontech).

2.9. Yeast two-hybrid system

Yeast two-hybrid assay was performed by using the Match-
maker Gold Yeast Two-hybrid system (Clontech) with pGBKT7-
MCM as a bait plasmid to screen MMAA protein fused with GAL4
activation domain according to the manufacturer's instructions.
Competent Y2HGold cells were co-transformed with both plasmids
and mixture was plated on SDj-leu/-trp/X-ci-Gal (40 pgmL™").
Control experiments were performed at the same time by co-trans-
formation of different control plasmids as indicated in the manual
(positive, negative, and nonspecific interactions). After incubation
at 30 °C for 3-5 days, positive colonies were re-streacked on SD/-
leu/-trp/X-a-Gal and on SD/-leu/-trp/-his/-ade/X-a-Gal in the pres-
ence of aureobasidin A (125 ng mL™").

Designation ~ Sequence (5'-3') Description
Mut-For tacagcaacgagelcctacaccag
sequence
Mut-Rev ceatggttatacagattgetgettet
MMAAWL-  cttaaagagaggatcctgtgtacaaaca
For leader sequence

Insertion of Sacl restriction site at the beginning of the mut gene designed to eliminate the mitochendrial leader

Insertion of Neel restriction site at the end of the mut gene
Insertion of BamHI restriction site at the beginning of the MMAA gene designed te eliminate the probable mitechendrial

MMAA-ReV  tatacaggatgagaattettagtetetget  Insertion of EcoRI at the end of the MMAA gene

Underlined bases indicate restriction sites.
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3. Results
3.1. Cloning, expression, and purification of human MCM and MMAA

Both mut and MMAA cDNAs were cloned and overexpressed in
E. coli BL21{DE3) cells. For MCM expression, lowering the temper-
ature to 12 °C after induction was necessary to achieve solubility
and reach yields of 2.5 mg of protein per L. A temperature of
22 °C was used for MMAA expression. For pure MCM protein a sin-
gle band with an apparent Mr of 80 KDa was obtained by SDS-
PAGE (Fig. 1A), which was also recognized in the western blot
(Fig. 1B). MMAA was also purified. Several bands were visualized
by SDS-PAGE, although a major band of 40 KDa was observed
(Fig. 1C). In the western blot, all the bands were identified as pro-
teins containing histidine tags. These bands were probably degra-
dation products (Fig. 1D) due to the instability of MMAA, which
was also reported for E. coli YgfD, another MMAA ortholog. Like-
wise, MMAA precipitated in pure and semipure preparations
[16]. The molecular weights for both proteins corresponded to
the expected weights taking into account the lack of predicted
mitochondrial leader sequences and the addition of His-tags.

3.2. MMAA enzymatic activity

As previously mentioned, amino acid sequence analysis of hu-
man MMAA has shown motifs suggesting GTPase activity. To con-
firm this activity, [o¢->?P]GTP was used as the substrate of MMAA in
the presence of MgCly; a time-dependent increase in GDP concen-
tration was detected as result of the GTPase activity of MMAA as
shown in Fig. 2A. Banerjee et al,, reported that the GTPase activity
of M. extorquens MeaB was enhanced 100-fold in the presence of
bacterial MCM [12]. In our case, the addition of human MCM did
not increase the GTPase activity of MMAA (Fig. 2B).

A

B

Fig. 1. Expression of human MCM and MMAA proteins. E. coli BL21(DE3 )pLysS and
E. coli Rosetta(DE3) cells transformed with pMCM-2 and pMMAAwL, respectively,
were grown and induced as described in Section 2. The scluble fraction was
prepared and separated on a 10% SDS-polyacrylamide gel, which was stained with
Coomassie Brilliant Blue G-250. (A) Lane 1, MCM elution with 150 mM imidazol;
lane 2, molecular weight marker. The migration position of MCM is indicated by an
arrow. (B) Detection of His-tagged-MCM by western blot. Ten micrograms of
enzyme purified by IMAC were electrophoresed, blotted and detected with anti-
HisG-AP antibedy (Invitregen). (C) Lane 1, MMAA elution with 200 mM imidazol;
lane 2, molecular weight marker. The migration position of MMAA is indicated by
an arrow. (D) Detection of His-tagged-MMAA by western blot. Ten micrograms of
pure enzyme were electrophoresed, blotted and detected with anti-HisG-AP
antibody (Invitrogen).

Control 0 15 30

60 min - +

Fig. 2. TLC analysis of the products of GTP hydrolysis mediated by MMAA (A) The
reaction was performed at RT fer the indicated pericds of time in a reaction mixture
containing (in a final volume of 25 pL): 16.5 ng MMAA, 10 pCi [0-22P|GTP, 5 mM
MgCl, 38.5 mM KCl, and 50 mM potassium phesphate buffer pH 7.5. Aliquets were
chromatographed on poly(ethyleneimine)-cellulose F plates (Merck) with 1M
KH,PO4 pH 4.5 as the solvent. (B) The reaction was performed for 30 min in the
presence (+) or absence (—) of MCM (2:1) under the same conditions.

3.3. MCM activity and the effect of MMAA

To determine if the purified recombinant human MCM protein
was active, enzymatic activity was determined by quantifying
methylmalonyl-CoA after separation from succinyl-CoA by HPLC.
The results shown in Fig. 3 (inset) demonstrated that MCM activity
with adenosylcobalamin increased linearly during the first 3—4 min.
The rate of increase then slows down, probably due to oxidative
inactivation of the enzyme. A specific activity of 21 pmoles mg~!
min~! was obtained for the recombinant human mutase.

In 2002, Dobson et al. [7], found that the gene responsible for
the chlA defect, a disorder associated with By;-responsive methyl-
malonic aciduria, was MMAA. However, the role of this protein was
not determined. For this purpose, MCM activity was determined in
the presence of MMAA protein and GTP or GMPPNP, a non-hydro-
lyzable analog of GTP, to observe whether MMAA could prevent
the inactivation of human MCM.

The addition of MMAA/GTP at the beginning of the reaction had
no effect when the activity was measured for short time intervals
(Fig. 3A, inset). However, differences were found after 60 min of
reaction with MCM activity increasing to 76% with respect to the
control without MMAA protein, probably due to interference with
oxidative inactivation. The hydrolysis of GTP does not appear to be
necessary because the positive effect was also obtained when
GMPPNP was used instead of GTP (Fig. 3A). In contrast, when
MMAA/GTP was added after 60 min of reaction with a certain level
of inactivated MCM, its activity rapidly increased to the identical
level obtained when MMAA was supplemented at 0 min. Surpris-
ingly, MMAA alone or MMAA/GMPPNP had no effect on this condi-
tion (Fig. 3B).

3.4. Yeast two-hybrid screening of MCM-MMAA interaction

To confirm MCM and MMAA in vivo interaction, the full-length
mut and MMAA cDNAs were cloned as a translational fusion of a
GAIA DNA-binding domain and GAL4 activation domain respec-
tively. pGBKT7-MCM and pGADT7-MMAA was con-transformed
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Fig. 3. Effect of addition of MMAA en MCM activity. MCM activity was recerded for long time periods of incubation of 6.5 ng of pure enzyme at 37 °C in a reaction mixture
centaining (.24 mM methylmalenyl-CoA and 5 pM AdoeCbl in 200 mM Tris{100 mM phesphate buffer pH 7.5 in the absence (@) and presence of 12.5 ng of pure MMAA alene
{O) or with GTP (M) or GMPPNP (a) added at T; (Panel A) or Tgo min (Panel B). Activity was stopped with dry icefethanel and 20 pL samples were analyzed by HPLC. Inset:
MCM activity at short time intervals in the absence (@) and presence (M) of MMAA-GTP.

into yeast Y2HGold strain and allowed to grow in SD/-leu/-trp{X-c-
Gal along with controls. The interaction between these two
proteins was measured by the reconstitution of a functional tran-
scriptional activator that triggers the expression of four indepen-
dent reporter genes (AUR1-C, ADE2, HIS3, and MEL1). As can be
seen in Fig. 4A, colonies were obtained in SD/-trp/-leu/X-a-Gal
medium as a result of the presence of both plasmids. As a result
of the activation of the reporter gene (MEL1) due to interaction
between MMAA and MCM proteins, blue colonies were obtained
in the presence of X-o-Gal. A very pale blue color yeasts were
observed in some controls, however growth in highest stringent
conditions by the presence of aureobasidin A and selecting for
the four reporter genes (SD/-leu/-trp/X-c-gal/AbA) confirmed the
interaction between human MCM and MMAA (Fig. 4B).

SD/-Leu-Trp/X-a-Gal

B

4. Discussion

Like other adenosylcobalamin-dependent enzymes, human
methylmalonyl-CoA mutase undergoes suicide inactivation during
catalysis and the presence of a molecular chaperone that partici-
pates in the reactivation of MCM cannot be ruled out. Methylma-
lonic aciduria can result from mutations in either the mut or
MMAA gene [7], indicating that the MMAA protein also plays an
important role in the conversion of methylmalonyl-CoA to
succinyl-CoA. To elucidate the function of MMAA, both human
mut and MMAA cDNAs were cloned and expressed in E. coli and it
was demonstrated that the pure recombinant proteins were
enzymatically active. MCM activity was determined by a direct
method and was comparable to another reported activity [14].

1

AD-T/BD-53

BD-vector

SD/-Leu-Trp-His-Ade/X-a-Gal/Aba

Fig. 4. In vivo association between human MCM and MMAA. The yeast strain Y2HGold was transformed with the indicated plasmids and grown on SD medium lacking Trp
and Leu for 3-5 days at 30 °C. Each coleny was re-streaked on SD medium lacking Trp, Leu, containing X-o-Gal (Panel A) and SD medium lacking Trp, Leu, Ade, His containing

X-0i-Gal and aurecbasidin A (Panel B).
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The performance of MMAA was established through GTPase activ-
ity; the recombinant protein lacking the leader sequence was ac-
tive in the presence of GTP and Mg?". In contrast to the results
obtained with M. extorquens MeaB, the addition of human MCM
did not enhance MMAA activity.

The mutase activity-based data presented herein suggest that
human MCM could suffer inactivation because the reaction veloc-
ity permanently slows like diol and glycerol dehydratases. There-
fore, MMAA could act as a reactivating factor although no amino
acid identity was found between this protein and DdR and GdR,
the proteins that reactivate diol and glycerol dehydratases, respec-
tively, in bacteria.

Results obtained from the addition of MMAA to the MCM reac-
tion mixture at time zero or 60 min later showed a 70% of increase
in activity, which could be due to the promotion of inactive cofac-
tor exchange by MMAA and the restoration of MCM activity. How-
ever, MMAA did not require GTP hydrolysis when it was added at
the beginning of the reaction, suggesting the protection of MCM in-
stead reactivation. On the other hand, the positive effect of MMAA
on mutase activity was not cbserved when GMPPNP was used and
the inactivation was previcusly carried out. These results are sim-
ilar to those reported by Korotkova and Lindstrom who found that
the addition of MeaB considerably increased MCM activity and was
not apparently involved in the release of the cofactor; GTP hydro-
lysis was not required for this activity [11].

On the contrary, inactivated diol and glycerol dehydratases
were shown to be reactivated by their own reactivating factors
through the ATP-dependent exchange of an enzyme-bound dam-
aged cofactor for free AdoCbl. The addition of these reactivating
factors led to an increase in dehydratase activity involving ATP
hydrolysis [17,18], which is similar to the results obtained when
MMAA was added at 60 min of the reaction. All these enzyme
activity data strongly suggest stable complex formation between
MCM and MMAA, however it was necessary the confirmation of
the interaction in a physiological context. Using yeast two-hybrid
system it was demonstrated interaction between these two pro-
teins. Thus our data strongly suggest that MMAA interacted with
MCM and plays two important roles as both the “protectase” and
reactivase of MCM, which explains the existence of the cblA pheno-
type when its gene contains mutations.
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