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RESUMEN

El primer paso de biosintesis de tetrapirroles en plantas, arqueas vy
algunos tipos de bacterias, implica dos reacciones para la formacion del
precursor acido 5-aminolevulinico. La primera mediada por la glutamil tRNA
reductasa, cataliza la reducciéon del tRNA®" mediante NADPH para formar el
intermediario inestable glutamato semialdehido. El siguiente paso mediado por
la glutamato-1-semialdehido aminomutasa, cataliza la transaminacién del
intermediario para producir el acido 5-aminolevulinico mediante una reaccion
dependiente de fosfato de piridoxal.

Con base en las estructuras cristalograficas de la glutamil tRNA
reductasa de M. kandleri y de la glutamato-1-semialdehido aminomutasa
de Synechococcus sp., y al conocimiento de la alta reactividad del
intermediario, se propuso la hipdtesis de la formacion de un complejo entre
ambas enzimas. Otros grupos mostraron mediante ensayos de filtracion en gel,
co-inmunoprecipitaciones y de entrecruzamiento, que es factible la existencia
de un complejo entre ambas enzimas. Con el objeto de obtener cristales del
complejo, en este trabajo se muestran los métodos para la sobre-expresion y la
purificacion a homogeneidad de los componentes del complejo
de C.thermocellum. Asimismo, demostramos que cuando retiramos la etiqueta
de histidinas del extremo amino de la glutamil tRNA reductasa es posible la
formacion del complejo. Los resultados de este trabajo sugieren que el extremo
amino es importante para el reconocimiento por la glutamato-1-semialdehido
aminomutasa y en un futuro se realizara la validacion y caracterizacion del

complejo.
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ABSTRACT

In plants, archaeas and several kinds of bacteria, the first step during the
tetrapyrrols biosynthesis involves two reactions to the formation of the primary
precursor 5-Aminolevulinic acid (ALA). First, the glutamyl tRNA reductase
(GIUTR) catalyses the NADPH-dependent reduction of tRNA®“to an
unestable intermediate glutamate-1-semialdehyde (GSA). Then the Glutamate-
1- semialdehyde aminomutase (GSAM) catalyses the transamination of GSA to
ALA in a pyridoxal phosphate (PLP)-dependent reaction.

Based on the solved crystal structures of GIUTR from M. kandleri and
GSAM from Synechococcus sp, along with the high reactivity of GSA, the
hypothesis of complex among both enzymes was proposed. Other groups
showed that using gel filtration assays, co-immunoprecipitation and cross-
linking experiments GIUTR/GSAM forms a complex. Our goal has been to get
crystals of this complex. Here we show the methods to overexpress, purify and
reconstitute the two components of the complex of C. thermocellum. In addition,
we tested that removal of the histidine tag at the N-terminus of GIUTR, allowed
the complex formation. These results suggest that the amino end is important
for recognition by GSAM; however, the complete validation of the complex

identity, is a pendant issue.
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I. INTRODUCCION.

1.1 Canalizacion de sustratos.

Una de las ideas que involucran el concepto de metabolismo para la
bioquimica clasica, sehala que las enzimas son unidades fisicamente
independientes que difunden libremente en un ambiente intracelular acuoso en
el cual los productos derivados de la catalisis se liberan al medio donde,
mediante difusion pasiva, interactuan con la siguiente enzima de la secuencia

metabdlica.

Como una alternativa a esta hipotesis, se han descrito diversos complejos
multienzimaticos cuya asociacion engloba reacciones cataliticas secuenciales,
las cuales favorecen la transferencia de intermediarios entre sitios activos,
excluyendo en forma inmediata dichos metabolitos del ambiente; este
fendbmeno ha sido definido como canal metabdlico (Srere, 1987), y su
existencia proporciona ventajas fisiologicas tales como (Ovadi, 1991; Khan,
2004):

* Prevencion de la pérdida por difusion de los intermediarios de
reaccion quimicamente labiles.

* Reduccién del tiempo requerido por un intermediario para alcanzar el
sitio activo de la siguiente enzima.

* Evitan que la reaccion alcance equilibrios desfavorables, lograndose
de esta manera que la reaccion sea vectorial.

* Mantiene altas concentraciones de metabolitos en regiones
especificas de la célula y excluye a los intermediarios toxicos para la

célula, mediante su regionalizacion.

Durante la formacion de un canal metabdlico, las fuerzas que regulan la
asociacion entre proteinas, proporcionan un caracter de estabilidad fisica que
sirve como parametro para clasificar a los complejos en estables o labiles.

Llamamos estables a aquellas enzimas compuestas por multiples subunidades

14



qgue respetan una proporcion estequiométrica, ademas de poseer valores de Kp

ubicados en un intervalo de 10”7 M hasta 10"° M.

1.2 Ejemplos de canalizacion de sustratos.

Triptofano Sintetasa.

Es una enzima ubicua de bacterias, hongos y plantas responsable de catalizar
las ultimas dos reacciones de la biosintesis de triptéfano. Estructuralmente se
encuentra constituida por un tetramero compuesto por dos subunidades o y
dos B (Figura 1A). Cada subunidad o cataliza el rompimiento de una molécula
indol 3-glicerol fosfato (IPG) para producir indol y gliceraldehido 3 fosfato
(G3P); posteriormente el anillo indol es canalizado al sitio activo de la
subunidad f donde finalmente, mediante una reaccién dependiente de
pirodoxal fosfato (PLP), se realiza la condensacion con L-serina para dar origen
a L-triptofano (Dunn et al., 2008).

Al menos cuatro consideraciones bioquimicas fueron tomadas en cuenta para

proponer la existencia de un canal metabdlico entre cada subunidad a y f:
1) La dificultad para monitorear la formacion del intermediario indol en
ensayos tipo single turnover durante el estado estacionario de la reaccion,

lo cual supone una tasa de difusion muy rapida a través de la enzima.

2) La dependencia catalitica de la subunidad o por la reaccion de

transaminacion entre L-serina y PLP en la subunidad f.

3) La lIrreversibilidad de la reaccion de condensacion del anillo indol con L-

serina.

4) Los Residuos especificos presentes en el canal, median el paso del grupo

indol hacia el sitio activo de la subunidad 3 (Anderson et al., 1991).
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Finalmente, con la resolucion de la estructura se logré determinar el canal
metabdlico de 26 A de longitud que conecta los sitios activos de ambas
subunidades (Dunn et al., 2008) (Figura 1 By C).

A) o, oM Ny
OPO,> : X o
N ET_ m L 3
P
m A== '14 : NH
IGP Indol Triptéfano
Subunidad
p B Sitio
, Subunidad
B)

Subunidad

(s}

p Sitio Subunidad
activo |3

0 AT R

0 e s
B T K i BLys 87

‘% & 1 _-f"-/\.
-( pPhe280
alLeu58 | =

Figura 1. Triptéfano sintetasa. A) reaccion catalizada por la friptéfano sintetasa B) estructura
cristalografica del tetramero (o B), de Salmonera entérica. En violeta se encuentran los residuos (Gly-93 a
Gly-189) de la subunidad $, los cuales constituyen la tapa que obstruye la salida del intermediario indol. En
las cercanias de los residuos cataliticos Glu-47 y Asp-60 de cada subunidad a, se representa una molécula
de IGP, mientras que en las subunidades f, la Lys 87 catalitica, mantiene unido su cofactor PLP. C) el
tunel hidrofébico formado entre una subunidad o y una p constituye un camino de ~25 A que conecta cada
sitio activo; en magenta IGP y en rojo PLP. Los residuos clave que median el paso del intermediario indol

son alLeu- 58 , BPhe-280 y pCys-170 PDB 1KFB.
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Carbamil Fosfato Sintetasa (CPS).

Cataliza la sintesis de una molécula de carbamilfosfato a partir de bicarbonato,
glutamina y dos moléculas de ATP, en una serie de cuatro reacciones
separadas que generan tres intermediarios inestables: NH3, carboxifosfato y

carbamato (Figura 2A).

En bacterias, la CPS es un tetramero cuya unidad funcional es el heterodimero
compuesto por una subunidad pequefia, asi como de una subunidad mayor
(Figuras 2B y C). La pequefia subunidad cataliza la hidrolisis de glutamina para
formar glutamato y amonio, este ultimo viajara 45 A a través de un tanel para
llegar al N-terminal de la subunidad mayor en donde reaccionara con el
intermediario carboxifosfato (formado previamente por la fosforilacion de
bicarbonato) generandose el intermediario carbamato, el cual migrara por otro
tanel hasta el C-terminal de la subunidad mayor ubicado a 36 A, en donde se

fosforilara para dar como producto final carbamilfosfato.

Las evidencias cinéticas para el tunel de amonio se establecieron midiendo la
capacidad de incorporacion de "°N en el producto carbamilfosfato, mediante la
competencia entre amonio derivado de la hidrolisis de glutamina y amonio
exégeno ""NHs adicionado al solvente. Si la incorporacién en de "N en
carbamil fosfato correspondia a valores cercanos a razén de la concentracion
inicial del "®NHs; del medio, indicaria que el amonio se disocia de la subunidad
menor hacia el disolvente y que después se reasocia en el sitio de fosforilacion
de bicarbonato sin que el amonio viaje por un tunel metabdlico. Los resultados
mostraron incorporacion minima del isétopo en el producto carbamilfosfato con
respecto a la glutamina sin marca; esto sugiri6 que el NHs; generado por la
hidrolisis de glutamina, se encuentra aislado del resto del disolvente para
difundir a través de la enzima sin exposicion al medio acuoso (Mullins y
Raushel, 1999).

Respecto a la canalizacion de carbamato hacia el sitio de fosforilacion
carbamilfosfato, se demostré que mutaciones en residuos conservados de

glutamato y arginina que se encuentran en la vecindad al segundo sitio de
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fosforilacion inhiben la formacion de carbamilfosfato. Se propone que dichos
residuos pueden funcionar de manera concertada para controlar la entrada del

carbamato al tunel, esto previo a su fosforilacion para formar carbamilfosfato.

Gin
A) HO | | Glu
\J
O
P MgATP é 0 NH o MgATP 9
C. . AN - - C - _C_ E
ey O O—p—0 = P R H-N 0O—P—0
HCO; Carboxi Amonio * Carbamato * Carbamil fosfato
fosfato *
Subunidad
mayor

Sitio unidén a

Dominio carbamil
fosfato

B)

Subunidad
menor

C)

Figura 2. Carbamil Fosfato Sintetasa A) Reaccion catalizada por Carbamil Fosfato Sintetasa.
Cada asterisco representa un intermediario de reaccion B) estructura cristalografica de la CPS
de E. Coli. El homodimero constituido por dos subunidades, la pequefia de 42 kDa alberga el
sitio de hidrdlisis de glutamina. La subunidad mayor de 148 kDa posee los sitios de fosforilacion
de carboxifosfato C) tunel metabdlico que conecta los tres sitios activos. Los cofactores ADP se
muestran en esferas; cercano al sitio carbamil fosfato se ubica un sitio de regulacion alostérica
por ornitina. Coédigo PDB 1A9X.
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Complejos Proteicos Dinamicos.

El fendmeno de canalizacion de substratos también se ha observado en
complejos multienzimaticos dinamicos, los cuales, a diferencia de los complejos
estables, se caracterizan por ser asociaciones transitorias donde la Kp entre
componentes se encuentra en el orden nanomolar (Winkel, 2004). Su rapido
ensamblaje y desensamblaje ocurre como respuesta a una demanda
metabdlica especifica, o a la presencia de un metabolito. A este tipo de
complejos se les ha denominado metabolones y su principal ventaja es proveer
un mecanismo molecular que pueda moderar o redireccionar diversas vias

metabdlicas interconectadas (Jorgensen et al., 2005; Moller, 2010).

Por mencionar algunos ejemplos, en plantas la asociacion transitoria de las
enzimas de la via glucolitica se favorece en respuesta a una demanda de
piruvato (Giegé et al, 2003). También en plantas se ha demostrado la
formacion de complejos dinamicos de las enzimas responsables de la
biosintesis de productos bioactivos (Jorgensen et al., 2005). En humanos,
algunas enzimas de la biosintesis de nucledtidos de purinas, se ensamblan en
complejos cuando existen niveles bajos de nucleotidos (Kyoung et al., 2010)
junto con diversos otros ejemplos (Farina et al., 2004; Zaric et al., 2005; Ignatev
et al., 2005; Aphasizhev et al., 2013). La caracterizacion de este tipo de
interacciones, se ha logrado mediante diversas técnicas, por ejemplo, la
interaccion entre el interferdn gama y su receptor, se logré utilizando reactivos
|125

de entrecruzamiento e interferbn gama marcado con
1984).

(Sarkar y Gupta,

La técnica mas empleada es la filtracion en gel utilizando proteinas
recombinantes purificadas. Dos métodos pueden emplearse; en el primero, una
proteina es acoplada covalentemente a una resina para que interactue con su
proteina ligando. La segunda forma es inmovilizando de manera no covalente
la etiqueta de fusidén con la resina de la columna y finalmente eluir la proteina
ligando en el medio de la columna. Con estos métodos se logro caracterizar
por primera vez la interaccién entre una proteina fosforilada de tirosina con el

dominio SH2 de la Abl tirosina cinasa asi como la determinacion del N-terminal
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de c-Raf con RAS (Weng et al., 1993) La importancia de utilizar la filtraciéon en
gel es debido a que permite determinar interacciones proteina-proteina en
intervalos minimos de 10° M, considerando que la Kp minima con relevancia

fisiologica es de 10> M ( Formosa et al., 1991).

Otras técnicas tales como inmunoprecipitacion, dispersion dinamica de luz,
espectrofotometria de masas también son utilizados para la deteccién de

complejos dinamicos.
1.3 Biosintesis de tetrapirroles y canalizacién de sustratos.

Una de las vias metabdlicas en la que se ha propuesto el fendmeno de
canalizacion de sustratos es en la biosintesis de tetrapirroles, en particular en
las primeras dos reacciones de la via, en donde ocurre la formacién del
precursor acido-5-aminolevulinico (ALA), tema central de nuestra investigacion
(Figura 3).

En la naturaleza existen dos vias alternativas para la biosintesis de ALA: la
primera ocurre en mitocondrias de mamiferos y hongos, donde tiene lugar la
condensacion de succinil-CoA con glicina (Gibson et al., 1958); la segunda via
se ha observado en cloroplastos de plantas, algunas eubacterias y arqueas, en
las cuales sorpresivamente, la molécula precursora es el RNA de transferencia
de glutamato (tRNA®") (Beale y Castelfranco, 1973; Huang et al., 1984; Schén
et al., 1986; Kannangara et al., 1988)

La biosintesis de ALA dependiente de tRNA implica dos pasos de reaccion;
1)  Glutamil tRNA reductasa (GIUTR) cataliza la reduccién del tRNA®" a
glutamato -1 -semialdehido (GSA).

2) GSA sufre una transaminacion dependiente de pirodoxal fosfato en la

enzima Glutamato-1-semialdehido aminomutasa (GSAM) para dar como
producto ALA (Jahn et al, 1992) (Figura 3).
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Figura 3 Ciclo de formacion de ALA dependiente de tRNA

Glutamil tRNA reductasa (GIUTR).

La GIUTR esta codificada por el gen Heme A. Topoldgicamente, de acuerdo
con la estructura propuesta por Moser y col. (Figura 4A), la GIuTR esta
constituida por dos monémeros que se asocian para formar un homodimero en
forma de V; cada monomero presenta una gran hélice alfa que soporta 3
dominios estructurales. El extremo amino terminal (dominio | o catalitico)
constituye el sitio de unién al tRNA®". EI dominio Il proporciona el sitio de unién
a NADPH. El dominio Il lo constituye el extremo carboxilo terminal responsable

de la dimerizacion entre ambas hélices espinales (Moser et al., 2007).

Con base en estudios bioquimicos y de acuerdo con la estructura
cristalografica de GIUTR en complejo con un inhibidor analogo al tRNA®Y
(glutamicina) obtenida de Methanopyrus kandleri (Moser et al., 2001, Moser et
al, 2002), se ha propuesto el mecanismo catalitico por el cual GIUTR transforma
al Glutamato en GSA. La reaccién transcurre mediante el ataque nucleofilico
del residuo cisteina 48 sobre la union aminoacil de glutamyl-tRNA. Esta accion
se lleva a cabo en presencia de M92+, permitiendo la formacion de un
intermediario tioéster altamente reactivo (Moser et al., 7999). Finalmente, el
intermediario es reducido por el NADPH, liberando como producto final GSA
(Smith et al., 1992).
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Glutamato-1-semialdehido aminomutasa (GSAM).

La isomerizacion de GSA para formar ALA, requiere la transferencia del grupo
amino del C2 al C1 de GSA. La reaccidn es catalizada por la aminotransferasa
GSAM la cual utiliza como cofactor un piridoxal 5’ fosfato (PMP), generando un
intermediario dioxovalerato (DAVA). En el siguiente paso, otra especie de
piridoxal 5’ fosfato (PLP) en coordinacion con un residuo de lisina llevan a cabo
la oxidacién del C2 para formar ALA (Smith et al., 1992).

La enzima GSAM presenta una estructura similar a la propuesta para la
mayoria de las aminotransferasas, la cual esta conformada por dos
subunidades axiales en donde el sitio activo se ubica en la interfase (Henning
et al., 1997) (figura 4B). La simetria imperfecta entre ambas subunidades, esta
determinada por una pequefia asa que regula el proceso de atraccion de
sustrato y la liberacion de producto; de esta manera se establece la
comunicacion alostérica entre sitios distantes de la enzima, la cual confiere su
funcidn biolégica (Stetefeld et al., 2006).
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A)

Figura 4 Arquitectura de las enzimas implicadas en la formacién de ALA dependiente de tRNA®" . A)
Glutamil tRNAreductasa de M. kandleri EIl homodimero en forma de “V” fue obtenido en complejo con
Glutamicina, el cual es un aminonucleésido que semeja la region aceptora del tRNASY y una molécula de
citrato unida a un residuo conservado R, algunos autores proponen que esta molécula podria mimetizar por
sus cargas a grupos fosfato del esqueleto del tRNA. En el sitio activo la Arg 50 ayuda a posicionar el sustrato
mediante un puente salino con el carboxilo de glutamicina; posteriormente la Cys (Ser) 48 realiza el ataque
nucleofilico sobre el a-carboxilato activo del tRNA®" . Se estima que entre el sitio activo y el dominio de
unién a nucleotidos hay una distancia cercana de ~21A Cédigo PDB 1GPJ B) Glutamato-1-semialdehido
aminotransferasa de Sinecococcus sp. La enzima es un homodimero en el cual cada subunidad contiene
una molécula PLP (magenta). El sitio activo posee la Lys 273 que es responsable de unir su cofactor PLP, en
(naranja) el inhibidor gabalucina se asocia de manera covalente con el cofactor resultando en un
intermediario estable m-carboxifenilpiridoxamina fosfato. Cédiao PDB 3GSB.
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II. OBJETIVO.

Obtener el complejo binario GluTR-GSAM, usando como modelo de estudio las

proteinas de Clostridium thermocellum producidas en Escherichia coli.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1) Clonacién y sobreexpresion de las enzimas GIuTR y GSAM de C.
thermocellum.

2) Purificar por separado cada uno de los componentes del complejo;
GIuTR y GSAM de C. thermocellum .

3) Realizar los ensayos de reconstituciéon del complejo.

II1. HIPOTESIS.
Es posible aislar el complejo GIUTR/GSAM a escalas suficientes para la

realizacion de estudios estructurales y biofisicos.

IV. ANTECEDENTES.

4.1 Evidencias del complejo GIuUTR/GSAM.

Desde la caracterizacion del intermediario GSA, se observd que dicho
aminoaldehido sufria descomposicion a (ALA) y otras formas de
aminoaldehidos en periodos cortos de tiempo y bajo intervalos de pH cercanos
a los fisiologicos (7.5-8.0), por lo que se propuso la posibilidad de una
transferencia directa de GSA hacia GSAM sin exposicidon al solvente (Hoobert
et al., 1988).

Si bien la descomposiciéon de GSA a ALA es espontanea con y sin GSAM, el
complejo cumpliria con la funcion de regular la concentracion libre de GSA en
el medio puesto que, tanto en eucariontes como en bacterias, GSA es también
sustrato de enzimas que participan en el catabolismo de prolina a glutamato

(Srivastava et al., 2010), por lo que el control de la concentracion libre de GSA
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debe ser relevante en una dinamica de regulacién entre estas dos vias

metabdlicas.

Con la resolucion de la estructura cristalografica de la GIuTR de M. Kandleri,
asi como de la GSAM de Synechococcus, se propuso un modelo en el cual el
dimero de GSAM podria acoplarse al de la GIUuTR. (Moser et al., 2001).
Evidencias bioquimicas apoyaron la posibilidad de un complejo entre GIUTR
y GSAM como:

1) Interaccion de ambas enzimas mediante experimentos de co-

inmunoprecipitacion (Nogaj y Beale 2005; Luer et al., 2005).

2) Experimentos utilizando una variante metodolégica de filtracion en gel
(Hummel y Dreyer 1962) en donde se observé el desplazamiento equimolar
de GIUTR sobre el medio de equilibrio suplementado con GSAM ( Luer et al.,
2005).

3) La tasa de oxidacion de NADPH por GIuTR se incrementa fuertemente
cuando se adiciona GSAM en el medio de reaccion, ambas evidencias
apoyaron la posibilidad acerca de que la interaccion entre las dos enzimas esta

mediada por un canal metabdlico (Nogaj y Beale, 2005).

4) Cuando se lleva a cabo la reaccion de GIUTR sin la presencia de GSAM, se
observa que el sustrato tRNA®" es transformado en GSA y otros productos; en
contraparte, cuando la GIuTR se acopla con GSAM, es casi imperceptible la
formacion de GSA comparada con ALA, y no se detecta la formacion de
productos alternos a GSA (Luer et al., 2005).

4.2 Planteamiento del problema.
Las evidencias acerca de un complejo entre GIuUTR y GSAM han sido citadas

con anterioridad; ademas, en plantas se ha encontrado que proteinas

accesorias median la asociacion entre GIUTR y GSAM y que de esta manera
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ocurre la regulacion espacio temporal de la biosintesis de tetrapirroles
(Meskauskiene et al., 2002; Czarnecki et al., 2011) .

La estructura del complejo GIUTR/GSAM aportaria grandes avances para
entender la regulacion de biosintesis de terapirroles, tomando ademas en
cuenta que diversos organismos patdogenos contienen la via de sintesis de ALA
dependiente de tRNA®"

Hasta la fecha no se ha reportado la reconstitucién del complejo a escalas
suficientes para pruebas de cristalizacién. Tomando en cuenta que la Kp del
complejo observada en los experimentos en filtracion en gel para las enzimas
de E. coli se encuentra alrededor de 10 uM y que la estequiometria se presenta
en una relacion 1:1 entre componentes (Luer et al., 2005, Nogal y Beale, 2005),
el complejo GIUTR/GSAM exhibe propiedades tipicas de complejos estables

que permitirian obtener una estructura cristalografica.

Por lo tanto, la purificacion del complejo a gran escala (miligramos) es el primer

paso para obtener respuestas estructurales sobre la asociacion GIUTR/GSAM.

Nuestra investigacion buscara los siguientes aspectos:
1) Montar un protocolo de purificacion con rendimientos suficientes de
ambas enzimas.

2) Establecer un protocolo de reconstitucién del complejo GIuTR/GSAM.
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V. MATERIALES Y METODOS.

5.1 Clonacién y Sobrexpresion de HemA (GIuTR) y Hem L (GSAM) de C.

thermocellum.

La clonacién se realizé siguiendo el protocolo de clonacion independiente de
ligacion (Stols et al 2001), partiendo de las construcciones sintetizadas por la
compafnia GenScript para la GIUTR y GSAM de C. thermocellum. Los
fragmentos correspondientes al ORF de GIUTR y GSAM se amplificaron por
PCR, los cuales fueron incubados 30 min a temperatura ambiente en presencia
de 1.5 unidades de T4 DNA polimerasa en un amortiguador de reaccion pfx
Ampl. 10X pH 8,0 suplementado con: 0.1 mM de MgCl, 5mM de DTT, y 0.66
mM de acetato de potasio para generar fragmentos adyacentes de 15
nucledtidos en cada extremo.

Previo a la clonacion, el vector pMCSG7 fue tratado con 20 unidades de la
enzima Sspl y posteriormente con 1.5 unidades de T4 DNA polimerasa en
presencia de dNTPs para generar las secuencias complementarias a los

extremos sueltos de los productos de la PCR.

La clonacién se realizo utilizando para cada construccion 650 ng de plasmido
pMCSG7, y 100ng de inserto. Finalmente, el producto de la clonacion fue
utilizado para transformar células de E. coli BL21 vy colocar en placas con

medio LB-agar suplementado con ampicilina.

Las células BL21(DE3) fueron crecidas en medio LB con resistencia a
ampicilina por espacio de 12 horas. Posteriormente se realizé la extraccion de
los plasmidos con los cuales se transformaron mediante choque térmico 500 ul
de células competentes BL21-(DE3) con o sin resistencia utilizando 100 ng de
DNA plasmidico. Las células transformadas se sembraron y crecieron en medio
LB-agar suplementado con ampicilina [100 mg/ml]. Posteriormente se
separaron colonias crecidas en la placa y se crecieron en un precultivo de
medio liquido suplementado con ampicilina [20 mg/ml]. La sobreexpresion de
Hem A se realiz6 en 2 L de medio LB suplementado con ampicilina [20 mg/ml]

y cloranfenicol [34 mg/ml], los cuales fueron inoculados previamente con 2 ml
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de precultivo e incubados a 37°C con agitacion constante hasta que se alcanzé
una densidad Optica medida en 600 nm entre un rango de 0.8 a 1.0;
posteriormente se adiciond 1 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) y se incubaron durante 4hrs a 37°C con agitacion constante de 250
rpm. Los cultivos se centrifugaron a 5000 rpm por 20 min a 4°C en un rotor JA-
10 marca Beckman. Se descartd el sobrenadante y la pastilla se congel6 a -
70°C.

Para GIUTR, los oligos disefiados para amplificar el fragmento de 996pb
corresponden con las secuencias 5TACTTCCAA
TCCAATGCGTTGAATGTAATCATGGCCGGA3’ secuencia sentido y 5TTA
TCC ACT TCC AATGTCATGTCAAAACCAGCCTTTTCCT?3’ antisentido.

Para Hem L, los oligos utilizados corresponden con las secuencias: 5TACTTC
CAATCCAATGCCACGTTATCAAAATCGAAGC?3 sentido y 5TTTCCACTTCC
AAT GTTATGCCGGGGGTGAS’ antisentido.

5.2 Purificacion de isg-GIUTR y Hise-GSAM.

Las pastillas de células obtenidas previamente, se resuspendieron en 20 ml de
amortiguador A (NaH,PO, 50mM pH 8.0; NaCl 300mM e imidazol 10mM) para
ser lisadas en frio con un sonicador Branson, aplicando pulsos durante 30
segundos con 1.5 minutos de descanso. EIl extracto total de proteinas se
centrifugé a 20,000 g por 20 min en un rotor JA-20 marca Beckman a 4°C y se
recuperod el sobrenadante, que fue inyectado en una columna de Niquel
(HisTrap FF crude, GE) de 5 ml previamente equilibrada con cinco volumenes
de amortiguador A (50mM NaH,PO4 pH 8.0; NaCl 300mM e imidazol 50 mM).
La purificacion se realizd mediante un gradiente de concentracion con
amortiguador B (50mM NaH;PO4 pH 8.0; NaCl 300mM e imidazol 500mM) de

0-100% en 60 ml con flujo de 5 ml/min, colectando fracciones de 1 ml.
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5.3 Protedlisis del fragmento de Histidinas con TEV.

Las fracciones obtenidas de la purificacion con Ni?*, fueron desaladas en una
columna de filtracién en gel (HiTrap desalting, GE) de 50 ml, la cual se equilibré
con amortiguador (Tris 50 mM pH 8.0, DTT 1 mM y EDTA 0.5 mM, 200 mM de
KCI). Posteriormente, la muestra se concentré con un Amicon Ultra de 15 ml
con una membrana de corte de 30,000 Da y se incubd en presencia de la

proteasa TEV en una relacion 1:20 durante 20h a 30°C.

5.4 Ensayos de desplazamiento térmico.

Para medir la estabilidad de la proteina (Lavinder et al., 2009), se probaron 23
amortiguadores del kit OptiSol (protein solubility screening, Dylix), tabla 1. La
proteina debe estar en presencia del colorante SYPRO-Orange, por lo que se
realiz6 una mezcla de 600 ug de proteina a la cual se adicionaron 5 ul de
colorante SYPRO-Orange a 5000x. Partiendo de esta mezcla, se adicionaron
sobre una placa de 48 pozos para PCR en tiempo real marca Applied
Biosystems, 1.5 ug de proteina con colorante por pozo mas 9 ul de cada

amortiguador del kit OptiSol.

El ensayo se llevo a cabo en un sistema de PCR en tiempo real StepOne
(Applied Biosystems) llevando la temperatura de 25°C a 99°C a una velocidad

de 1 grado por minuto.

5.5 Reconstitucion del complejo GIUTR/GSAM.

Se purificaron por separado GIUTR y GSAM con y sin etiqueta de His,

obteniéndose cuatro poblaciones distintas: GluTR-His, GIUTR, GSAM-His y

GSAM (Figura 5).

Se realizaron experimentos (figura 6) de la siguiente manera:

1) Mezclar 500 ug de ambas proteinas en amortiguador Na/K fosfatos pH 7.0 ,
500 uM de MgCl y1 mM de DTT.

2) Calentar a 50°C durante 20 min con el fin de aumentar la energia cinética

de los componentes del complejo y de esta manera facilitar su interaccion.
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3) Incubar a temperatura ambiente durante 40 min para estabilizar las
interacciones ocurridas.

4) Concentrar en un centricon de 30,000 hasta obtener el minimo volumen,
este paso con el fin de forzar mas la interaccion entre ambos componentes
del complejo.

5) Colocar las muestras en tubos eppendorf de 500 ul.

6) Adicionar 50 ul de resina Ni-NTA Azarosa (Qiagen)

7) Incubar 45 min a 50°C

8) Realizar cuatro lavados con amortiguador Na/K fosfatos pH 7.0

9) Eluir con amortiguador Na/K fosfatos pH 7.0, Imidazol 500 mM.

1) 2) 3) 4)
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Figura 5 Disefio experimental de la formacién del complejo.
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VI. RESULTADOS.

6.1 Clonacion y sobreexpresion de GIuTR y GSAM .

Para llevar a cabo nuestros objetivos, realizamos la busqueda informatica de
organismos bacterianos cuyo genoma contuviera la informacion codificante de
ambas enzimas, sin olvidar que nuestros estudios estan direccionados hacia la
informacién estructural. El servidor XtalPred nos proporcion6 algoritmos
probabilisticos para deducir la capacidad de cristalizacion de una proteina;
tomando en cuenta parametros fisico-quimicos tales como: arreglos tipo coiled-
coil, punto isoeléctrico, longitud de secuencias desordenadas, regiones
hidrofobicas y cruces transmembranales. Con la interpolacion de estos valores
se obtiene un indice probabilistico de cristalizacion con cinco categorias
posibles, en donde una proteina que tiene una probabilidad de cristalizar de
50%, se le asigna la categoria 1. Entre mayor sea la clasificacion (hasta 5),

existe menor probabilidad de que cristalice la proteina de interés.

De acuerdo a las estimaciones del servidor, el par de enzimas GIUTR y GSAM
contenido dentro del genoma de Clostridium thermocellum fue acorde para el
estudio por tener el potencial de ser termoestable y pertenecer a la categoria 1

de acuerdo a XtalPred (anexo 1).

Los genes de GIUTR y GSAM fueron sintetizados por la comparfia GenScript
dentro del vector pUC57. Posteriormente fueron subclonados en el vector
pMCSG7 (Stols et al,. 2002). Las caracteristicas principales del vector
consisten en un casette de expresidn que contiene una secuencia codificante
para un tallo de 6 Histidinas, adyacente a ésta una secuencia (ENLYFQG) de
reconocimiento y corte de la proteasa del virus del tabaco (TEV); la expresion
se lleva a cabo bajo el sistema de induccion Lac cuya actividad se encuentra

regulada por el promotor de la RNA polimerasa del fago T7 (Figura 6).
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Prom. T7 Shine-Delgarno, Codon de inicio | His tag | TEV GIuTR Term.

Figura 6 Esquema de la secuencia lider de la regiéon codifiante del vector pMCSG7. En color la
construccion con el injerto de GIUTR (pGTR). En azul la construccion de GSAM.

Con las construcciones se transformaron cepas de E. coli BL21- CodonPlus, de
las cuales se obtuvieron colonias y de cinco de ellas se mandé a secuenciar el
inserto a la unidad de secuenciacion masiva (htSEQ) de la Universidad de

Washington, USA (http://www.htseq.org).

Las secuencias se analizaron para seleccionar las clonas cuyo ORF no
contuvieran mutaciones ni codones de paro que generaran proteinas deletadas
o incompletas. Escogimos una clona positiva por lote de colonias con las

cuales realizamos los trabajos de sobreexpresién y purificacion.

Los protocolos de induccién y purificacion fueron establecidos para ambas
enzimas. Se realizaron diversos experimentos en los que se variaron factores
tales como: concentracidon de IPTG, célula hospedera y temperatura (ver

materiales y métodos).

La induccion se determind cualitativamente y la figura 7 nos muestra una
banda de peso molecular aproximado al esperado para His-GIuTR (39 KDa),
mientras que para His-GSAM también se observé cualitativamente la presencia

de la banda acorde a su tamarno (46 KDa).

32



A) B)

148

GIuTR

Figura. 7 Induccion de His-GIuTR y His —GSAM. A) Gel de poliacrilamida al 15% donde se
muestran lisados de un cultivo de BL21(DE3)-pGTR. B) Gel de poliacrilamida al 10% donde se
observa la induccion de GSAM. En ambos paneles se muestran los cultivos respectivos previo a la
adicion de IPTG y posterior a la adicion del inductor.

6.2 Purificacion de los componentes del complejo.

Para ambas enzimas nos apegamos al protocolo de purificacion descrito en la
figura 8. La estrategia se puede dividir en dos fases; en la primera, se siguio un
tren de purificacion que partié desde el lisado celular, hasta la purificacion por

columna de afinidad a Ni.

La bacteria C. thermocellum es un organismo termo-resistente que crece en
ambientes donde la temperatura supera los 50°C (Freier et al.,1988). Tomando
ventaja de ello, el proceso de purificacion contemplé un paso previo de
precipitacion por calor de las proteinas endégenas del hospedero mesdfilo, en
este caso E. coli; de esta manera se aproveché la caracteristica termofilica de
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las proteinas de interés y se eliminaron proteinas contaminantes del
hospedero. La separacién del precipitado de la fraccion soluble se realizd
mediante centrifugacion.

La fraccion soluble se eluyé a través de una columna analitica de afinidad a Ni.
En las figura 9 y 10 junto con las tablas de cuantificacion de proteina (1 y Il) se
muestran los diferentes pasos de purificacion de ambas enzimas hasta dicho

punto.

Pureza

Paso de purificacién

Figura 8. Estrategia de purificacién las proteinas GIuTR y GSAM por digestion parcial con TEV.
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1 2 3 4 5 6

Figura 9 A) SDS-PAGE de la purificacion de His-GIuTR. La electroforesis muestra la purificacion
de la proteina recombinante desde el lisado de E.coli BL21(DE3) transformadas con el plasmido
pGTR hasta la primer purificacién con Ni. Carril 1, marcador de peso; carril 2 lisado de celulas
inducidas con 1 mM de IPTG; carril 3 proteina soluble a 55°C; carril 4 proteina no afin a Ni; carril 5
GIuTR inmovilizada en la columna de N; carril 6 proteina control. Gel SDS-PAGE al 15 % teiido
con azul de Coomassie.

Tabla | Concentracion de proteina a lo largo del proceso de purificacion de GIuTR *

Extracto Proteina Proteina Proteina Proteina sin
crudo soluble purificada  digerida por  digerir por
sonicado después de  por afinidad TEV TEV
calentar a a Ni
55°C
Concentracion 215 140 1.63 9.53 16
(mg/ml)
Vol. (ml) 40 40 12 0.7 0.7
Proteina total 8,600 5,600 17.93 7 11.2
(mg)

* Durante el proceso de purificacion, se realizé la cuantificacion de proteina en cada uno de los
pasos citados en la figura 10. La proteina que eluy6 de Ni, fue desalada en amortiguador (Tris
50 mM pH 8.0, DTT 1 mM y EDTA 0.5 mM, 200 mM de KCI) y se incub6 en presencia de la
proteasa TEV durante 19 hrs. Posterior a esto, la muestra se volvio a desalar en amortiguador
A de Ni (NaH,PO, 50mM pH 8.0; NaCl 300mM e imidazol 10mM) y se eluyo de nuevo en la
columna de afinidad a Ni. Por ultimo, se recuperaron las fraccion digeridas y no digeridas, las
cuales fueron concentradas por separado en 0.7 ml que fueron medidos en un nanodrop a una
A de 280 nm.
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Figura 10 Purificaciéon de His-GSAM. Carril 1 marcador de peso; carril 2: sonicado; carril 3:
proteina soluble a 55°; carril 4: proteina no especifica a Ni; carril 5 GSAM inmovilizada en la
columna de Ni. Gel SDS-PAGE de al 15% tefiido con azul de Coomassie.

Tabla Il Concentracion de proteina a lo largo de la purificacion de GSAM *

Extracto crudo Proteina Proteina Proteina
sonicado soluble purificada por  digerida por
después de afinidad a Ni TEV
calentar a
55°C
Concentracion 250 152 2 12.2
(mg/ml)
Vol. (ml) 30 25 21 2
Proteina total 7,500 3,800 42 25
(mg)

* Durante el proceso de purificacion, se realizé la cuantificacion de proteina en cada uno de los
pasos citados en la figura 10. La proteina que eluy6 de Ni, fue desalada en amortiguador (Tris
50 mM pH 8.0, DTT 1 mM y EDTA 0.5 mM, 200 mM de KCI) y se incub6 en presencia de la
proteasa TEV durante 19 hrs. Posterior a esto, la muestra se volvié a desalar en amortiguador
A de Ni (NaH,PO, 50mM pH 8.0; NaCl 300mM e imidazol 10mM) y se eluy6é de nuevo en la
columna de afinidad a NI. Para finalizar, se recuperd la fraccion digerida la cual fue
concentrada por separado en 2 ml y cuantificada con un nanodrop a una A de 280 nm.
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Cualitativamente se observé la banda de sobreexpresion de ambas enzimas
(Figura 7). A nivel cuantitativo, durante el paso de purificacion por choque
térmico siempre se observé disminucion de la presencia de GIUTR en
comparacion con GSAM, esto puede deberse a que GIUTR es mas sensible a
la desnaturalizacion por calor (datos no mostrados de desplazamiento térmico
sefalan que la Tm de la GSAM es en promedio 10°C mayor que la Tm de la
GIuTR), no obstante, a pesar de que no se observa disminucién drastica de
contaminantes, decidimos darle continuidad a la precipitacién de proteinas por
calor ya que sin éste, se observan mas impurezas cuando se eluye la proteina

por la columna de Ni.

La purificacion por Ni se logré6 mediante un gradiente continuo de
concentracion de imidazol (0 a 500 mM); después de obtener las proteinas
solubles del tratamiento térmico, se equilibr6 la columna de Ni con
amortiguador A (NaH2PO, 50mM pH 8.0; NaCl 300mM e imidazol 10mM), se
inyectd la muestra y finalmente se realizd la elucion de la proteina con
amortiguador B (NaH2PO, 50mM pH 8.0; NaCl 300mM y 500mM de imidazol).
La GIUTR mostro un pico de absorbancia en un intervalo de a 150 a 200 mM de
imidazol mientras que la GSAM lo hace a una concentracion cercana de 200
mM. En las figuras 9 y 10 se muestran las purificaciones de ambas proteinas,
en los dos casos se observa enriquecimineto de las bandas correspondientes a

sus respectivos pesos.

Protedlisis de His-GIuTR y His-GSAM.

Como ya se menciono lineas atras, las construcciones génicas donde se
encuentran ambas enzimas contienen una secuencia codificante para un
fragmento extra de 6 histidinas el cual funciona como sitio de anclaje a cationes
divalentes tales como Ni; adyacente a la etiqueta de histidinas, se encuentra la
secuencia especifica de corte que es reconocida por la proteasa TEV. La
proteasa del virus de tabaco (TEV), es similar a la familia serin-proteasas tales
como quimiotripsina, dicha enzima es altamente especifica por el epitope

ENLYFQS, su alta selectividad asi como su facil purificacion y el hecho de ser
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producida con etiqueta de histidinas la hacen propicia para experimentos de
protedlis de proteinas recombinantes.

La protedlisis ocurre cuando se expone la proteasa a la etiqueta y el sitio de
corte de la proteina recombinante. La purificacion se realiza mediante una
columna de afinidad a Ni sin gradiente de imidazol, la poblacion de proteina sin
tag de Histidinas saldra en el volumen no afin a la columna dejando unida a la

resina la proteina que no se corto y el resto de los contaminantes.

El método establecido es adecuado para obtener GIUTR con alto grado de
pureza, sin dejar de resaltar que tambien existe una proporcion considerable de
enzima que no es cortada, esta observacion concuerda con la tabla de
purificacion en la que se puede apreciar pérdida en una proporcion cercana al
50% de proteina total cuando se somete a digestion con TEV; este
comportamiento también se observa para GSAM (datos no mostrados); sin
embargo, a pesar de la pérdida considerable de proteina, el rendimiento final
del proceso fue de 1.5 mg/L de GIUTR y 11 mg/L de GSAM (Tablas | y II),
cantidades suficientes para hacer ensayos de acomplejamiento vy

cristalizacion.

6.3 Estabilizacion de GIUTR

La alta concentracion de componentes idnicos en el medio de elucion de las
proteinas puras (50 mM NaH,PO, pH 8.0; 300 mM NaCl e imidazol 50mM)
puede interferir en el proceso de formacion de cristales de proteina, razén por
la cual se debe dializar la proteina en contra de un amortiguador cuya fuerza

idnica sea la menor posible.

Para la GIUTR observamos un comportamiento inestable al cambiar a un
amortiguador de menos salinidad. El primer amortiguador que se uso6 fue 20
mM de Tris HCL pH8.0; 1 mM de MgCl y 1 mM de DTT; bajo tal condicion y a
temperaturas de 37°C y 4°C, la proteina precipitd a una concentracion de 20
mg/ml, al igual que en una condicién que incluia 20 mM de HEPES, 1 mM de
MgCl, TmM de DTT y 50 mM de NaCl.
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Diversos autores han demostrado que la termoestabilidad de una proteina es
dependiente de los parametros de solubilidad y fuerza idnica del medio (Matulis
et al., 2005; Trevifio et al., 2007). Por lo tanto, la medicion de la temperatura
media de desnaturalizacion (Tm) de una proteina es un parametro efectivo
para determinar su comportamiento en un medio especifico. En este trabajo
utilizamos la técnica de desplazamiento térmico (thermal shift), la cual permite

monitorear la Tm de una proteina en una variedad de condiciones (Figura 11).
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Figura 11. Ensayo de desplazamiento térmico. El cambio en el plegamiento de la proteina
se monitorea mediante la fluorescencia emitida por el compuesto SYPRO orange el cual
emite fluorescencia cuando por consecuencia de la desnaturalizacion, se exponen al
ambiente acuoso las regiones hidrofdbicas de la proteina. El valor de la temperatura media de
fusion (Tm) se incrementara en presencia de ligandos que se unen con gran afinidad al
estado nativo de la proteina que al estado desplegado de esta.

Con dicho propadsito se utilizé un grupo de 23 amortiguadores cada uno a una
concentracion de 100 mM y con un intervalo de pH de 3.0 a 10.0 (Figura 13),
donde se observa que el amortiguador de Na/K fosfatos a pH 7,0 favorece el
corrimiento de la Tm de GIuTR 15°C respecto al amortiguador empleado en un
inicio para resuspension (HEPES 20 mM,1 mM de MgCl, 1mM de DTT, 50 mM

de NaCl mM pH 8,0). (figura 12). Es importante resaltar que bajo la condicion
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Fluorescenci
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de fosfatos, la GIuTR se mantiene soluble por tiempo indefinido sin importar la

temperatura a la que se encuentre.
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Figura 12. Graficas representativas del ensayo tipo desplazamiento térmico. En el panel superior
se muestran las principales curvas de termoestabilidad de GIUTR en presencia de dos diferentes
amortiguadores, en rojo GIUTR resuspendida en amortiguador 20 mM Hepes pH 8.0, 1 mM DTT, 1mM
MgCI. En azul 100 mM de amortiguador Na/K fosfatos. El ensayo se compard con los valores de
fluorescencia de cada amortiguador sin proteina (lineas basales). La grafica del panel inferior
representa las curvas derivadas de la fluorescencia, donde se observan claramente los picos
maximos de emisién de luz fluorescente de SYPRO Orange que correlacionan con el valor de Tm.
Las lineas verdes muestran la posicion calculada del Tm.

Los valores obtenidos de Tm de cada condicién, se compararon con los
valores promedio de los experimentos control (GIUTR en amortiguador 20 mM
Hepes pH 8,0 , 1mM de DTT y 1mM de MgCl,) siguiendo una simple férmula:
ATm= Tm-To donde To= Tm control y Tm = Tm para cada amortiguador del
OptiSol; valores con ATm negativos indican que el amortiguador ejerce un

factor desestabilizante y viceversa (Ericsson et., al 2006).

La mayoria de los amortiguadores empleados tienen un efecto desestabilizante

sobre la Tm de la GIUTR, lo cual pueda deberse al efecto del pH o de la
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&Tm

presencia de alguna sal; al respecto, la grafica de la figura 13 muestra que

existe una tendencia de la proteina a mantener su estabilidad en intervalos de

pH de 6.5 a 8.0 y de manera especifica en el amortiguador Na/K a pH de 7.0;

fuera de ello, ambientes altamente acidos como pH (3,0-5,0) son menos

favorables para estabilizar a la proteina, el mismo efecto se observa a valores

de pH basicos (9.0 a 11).

Es posible que la estabilidad de la GIuTR conferida por los grupos de fosfato,

se deba a que mimeticen al tRNA e interactuen en la superficie de contacto del

mismo con la proteina.

Cambios en |la temperatura de transicion
de desplegamiento
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B Citrato de sodio pH 5,5
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Figura 13. Cambios en la temperatura de transicion de desnaturalizacién para GIuTR. Una ATm
negativa significa que el amortiguador desestabiliza a la proteina y un valor positivo indica que el
amortiguador tiene un efecto estabilizante. Todos los amortiguadores empleados se usaron a 100

mM.

6.4 Reconstitucion del complejo GIuUTR/GSAM.

Para analizar la formacién del complejo propuesto se aprovecharon las

etiquetas de fusion que se afiadieron a las proteinas de interés; el complejo
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puede purificarse por afinidad y la visualizacion se logra con SDS-PAGE
(Berggard et al., 2007).

Purificamos por separado ambas proteinas y se obtuvieron cuatro poblaciones
diferentes (GIUTR-His (1); GIuTR (2); GSAM-His (3) , GSAM (4)) (Figura 14); se
realizaron las mezclas 1,4 y 2,3 en un amortiguador cuya base fue 50 mM de
Na/K fosfatos pH 7.0, 500 uM de MgCl y 1 mM de DTT, y finalmente se
pusieron en contacto con la resina Ni-NTA. Si existe la formacion de complejo,
ambas proteinas deberian de observarse en un gel de poliacrilamida de lo
contrario si no hay asociacion entre ellas, solo se observara la proteina que
contiene la etiqueta de histidinas (ver disefio experimental en materiales y

meétodos).

En la figura 15 A se exhiben las fracciones eluidas de la resina de Ni después
del experimento de reconstitucion. En apariencia no existe formacion del
complejo entre His-GIuTR y GSAM.

Contrario al experimento del panel A de la figura 15, en el par GIUTR/ His-
GSAM (figura 15 B) se presentan en la fraccion eluida de Ni las bandas

correspondientes a ambas proteinas con una estequiometria aparente de 1:1.

His- His-
M GluT! GluTR GSAM GSAM
KDa.
148 —
98— ——
64 |
50 —

Figura 14. Purificacion de las
enzimas recombinantes y silvestres.
4 poblaciones de enzimas con y sin
tag de histidinas se requirieron para
realizar los ensayos de reconstitucion
del complejo.

22 —
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Figura 15. Reconstitucion del complejo GIUTR/GSAM. A) SDS-PAGE de la incubacion de las
proteinas GIuTR-His y GSAM. B) complejo GSAM-His/GIuTR; en el recuadro se muestra la repeticion del
experimento pero con un gel cargado con 30 ug de proteina.

Dos experimentos se realizaron; en un tubo eppendorf de 500 ul, se mezclaron 100 ug de GIuTR-His con
100 ug de GSAM, mientras que en otro tubo se mezclaron 100 ug de GSAM-His con 100 ug de GIUTR,
posterior a ello, las mezclas se colocaron a 50°C durante 20 min y después se reposaron 40 min a
temperatura ambiente. En el siguiente paso, las mezclas se concentraron hasta 150 ul mediante
centricones de 30,000. Las proteinas se recuperaron incubando cada mezcla con 90 ul de resina Ni-NTA
durante 40 min en agitacién constante y a 4°C, enseguida se realizaron tres lavados de 150 ul con
amortiguador Na/K fosfatos pH 7.0 (entre cada lavado, las muestras fueron centrifugadas 2 min a 13,000
rpm, desechando el sobrenadante). La elusion de la proteina adherida se realizé incubando 10 min con
75 ul de amortiguador Na/K fosfatos pH 7.0 suplementado con 500 mM de imidazol para finalizar con una
centrifugacién de 13,000 rpm durante 2 min. El sobrenadante fue recuperado y monitoreado en SDS-
PAGE al 15%.
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Por tanto, la formacion del complejo en apariencia es dependiente del N-
terminal de la GIUTR y probablemente de la concentracion de grupos fosfato en
el medio. Al respecto, se realiz6 un experimento en el cual se cambi6 el
amortiguador de fosfatos por otro con caracteristicas quimicas semejantes, tal

como cacodilato de sodio (Figura 16).

| His-GSAM / GIuTR

N.¢ / N o /
HO—II’—ONE Na()‘a';B‘CHn

OH THy
pH7.5 pH 6.5

Figura 16. La formacion del complejo GIuUTR/GSAM requiere de grupos fosfato. SDS-PAGE al
18% donde se muestran dos experimentos paralelos de reconstitucion del complejo putativo. La
presencia de ambas bandas en el eluyente de la resina se observa sb6lo con amortiguador de
fosfatos, en contraste con cacodilato de sodio donde soélo se muestra la banda de la proteina
recombinante. El amortiguador de cacodilato se ajustd a pH de 6.5.

La figura 16 demuestra que el fosfato es de relevancia para la formacion del
complejo, en comparacion con el cacodilato en el cual solo se visualiza His-

GSAM en el eluido de la resina de Ni.
Este resultado podria indicar que los grupos fosfato mimetizan la presencia del

tRNA y que quizas, mas que un complejo binario, se trate de un complejo

ternario compuesto por el par de proteinas y el tRNA.
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VII. DISCUSION.

El objetivo de este trabajo fue explorar la posibilidad de aislar, en escala
suficiente para la realizacion de ensayos de cristalizacion, un complejo formado
por las enzimas GSAM y GIuTR. Nuestros resultados muestran que es factible

realizar dicha reconstitucion.

El ensayo de desplazamiento térmico fue clave para definir el amortiguador en
el cual la GIUTR presenta mayor estabilidad. Un ensayo posterior mostré que el
regulador de fosfatos es de igual manera benéfico para la GSAM, con lo cual el
experimento de acomplejamiento se facilité. El ensayo de desplazamiento
térmico es sencillo, econdémico, requiere de poca muestra, es reproducible y sin
lugar a dudas representa una alternativa respecto a ensayos como dicroismo
circular, calorimetria diferencial de barrido o dispersion dinamica de luz, por la

facilidad adicional de probar 96 muestras en un solo experimento.

En cuanto al experimento de reconstituciéon, un aspecto a resaltar es la
especificidad que mostré el ensayo. Es decir, el complejo pudo purificarse
utilizando el par His-GSAM / GIuTR pero no con el par His-GIuUTR con GSAM,
lo cual es indicativo de la especificidad del ensayo, por un lado y por otro indica
la posible importancia del extremo N-terminal de la GIuTR para la formacién del

complejo.

Con base a las estructuras reportadas para ambas enzimas, se propuso el
primer modelo del complejo (Figura 17) en el cual, la cavidad formada por el
dimero de GIUTR de M. kandieri se ajusta con la superficie del dimero de
GSAM de Synechococcus sp (Moser et, al 2001). La estructura de GIuTR en
complejo putativo muestra que el N-terminal se encuentra menos expuesto en
comparacién con el N-terminal de la GSAM. En la discusion del modelo no se
hizo referencia al papel que podria jugar el N terminal en la formacion del

complejo, lo cual representa un aporte del presente trabajo.

Otro punto interesante es que en un estudio previo se determin6 que el dominio

de dimerizacion participa en la formacion del complejo (Luer et al., 2005). El
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analisis de la secuencia de GIuTR de C. thermocellum objeto de este trabajo
indica que la proteina carece de este dominio (Figura 18).

Sin embargo, ensayos preliminares en columnas de exclusion molecular
indican un comportamiento dimérico. La resolucibn de la estructura
tridimensional dara mas indicios acerca de la naturaleza oligomérica de la
GIuTR.

N- terminal GIuTR
GSAM

N- terminal GIuTR
GSAM

N- terminal GIuTR

Figura 17. Modelo del complejo glutamyl tRNA reductasa y glutamato 1 semialdehido
aminomutasa en rojo se representa el N y C- terminales de cada monémero. Modelo basado
en el propuesto por Moser y col 2001.
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Figura 18. Alineamiento entre algunas secuencias de GIuTR. Las barras de colores representan los
dominios que conforman la topologia de la enzima; en azul para el dominio catalitico, verde el sitio de uniéon
a NADPH y rojo al dominio de dimerizacion. En el sitio | se encuentran marcados con un * los residuos que
conforman el sitio activo de la enzima, mientras que en el sitio Ill se marcan los residuos de Arg que
permiten el reconocimiento entre monédmeros. Tanto la GIUTR de E. coli como M. kandleri mantienen una
longitud parecida, en comparacién con C. thermocellum en donde el dominio lll, de casi 80 residuos, se

encuentra ausente. Alineamiento realizado mediante el servidor BioEdit.
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VIII. CONCLUSIONES.

* Es posible formar un complejo GIUTR-GSAM, con una aparente

estequiometria de 1:1.

* La estabilidad de la GIUTR y de la formaciéon del complejo GluTR-
GSAM depende de iones fosfato.

* El extremo amino terminal de la GIUTR es importante para el

reconocimiento entre GIuTR y GSAM.

IX. PERSPECTIVAS.

Validar la existencia del complejo con otras metodologias como

cromatografia de exclusion molecular o geles nativos.
* Realizar pruebas de cristalizacion del complejo GSAM/GIUTR.
* Purificar el tRNA®" especifico para la GIUTR e C. thermocellum.

« Buscar reconstituir el complejo ternario GIUTR/GSAM/tRNA®"
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Anexo l. Seleccidon de las proteinas blanco. La busqueda se realizé con el servidor XtalPred. La
grafica representa la clasificacion en la cual se ubica el valor probabilistico obtenido para ambas
enzimas
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