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Resumen

La proteina PyrR es el regulador transcripcional del operon de la biosintesis de
las pirimidinas, la cual ejerce su accion represora mediante su unién a una
molécula especifica de mRNA. La union al mRNA esta determinada por el
estado oligomérico de la proteina en un equilibrio dimero-tetrAmero, mismo que
depende de la interaccion que tenga PyrR con nucledtidos de guanina y
uridina, los cuales se pensaba compartian el mismo sitio de unién en la
proteina. Habiéndose determinado en el laboratorio de adscripcion, por medio
de cristalografia de rayos X, que existe un sitio de union a UMP y dos sitios
independientes de unién de GTP y UTP que correlacionan con la existencia de
un tetramero y un dimero respectivamente, en este trabajo se investigd, a
través de experimentos de dispersion de luz, desplazamiento térmico y
cristalografia de rayos X: 1) conocer el comportamiento de la proteina en
solucion a través del cambio de estado oligomérico mediado por nucledtidos; 2)
Evaluar los sitios de union de estos ligandos por medio de mutagénesis sitio
dirigida, y 3) Determinar si hay comunicacion entre los sitios de unién de los
ligandos por medio de cambios conformacionales. Se observo que: 1) PyrR
interacciona en solucién con nucledtidos de guanina y uridina; 2) La
dimerizacion inducida por UTP requiere la presencia de UMP en el sitio
catalitico; 3) La tetramerizacion inducida por GTP es independiente de los sitios
de unién a UMP y UTP; 4) la dimerizacion inducida por UTP se ve afectada por

mutaciones en el sitio de unién de GTP.



Introduccion

El operdn de pirimidinas en algunas bacterias se regula a través de la
proteina PyrR

La atenuacion de la transcripcion es una de las formas por las cuales se puede
regular la expresion genética en un amplio nimero bacterias (Henkin &
Yanofsky, 2002). Este mecanismo depende de la estructura secundaria que se
forme en el MRNA (Switzer et al., 1998) y de la interaccion con proteinas que
permitan la formacién de la estructura de terminacién o antiterminaciéon de la
transcripcion (Switzer et al., 1998). El operén de las pirimidinas (pyr) se regula
por este mecanismo, siendo la proteina PyrR un represor de la transcripcion de
los genes para la sintesis de enzimas necesarias para la produccién de

nucleotidos de uridina (Turner et al., 1994).

PyrR es homologa a PRTasas
Se han resuelto las estructuras cristalograficas de la proteina PyrR de los

siguientes microrganismos como: Bacillus subtilis (1A4X), Bacillus caldoliticus
(INON), Mycobacterium. tuberculosis (1W30), etc. El monémero de PyrR tiene
una arquitectura similar a otras proteinas pertenecientes al grupo de las
fosforribosil transferasas (PRTasas) del grupo | (Figura 1), las cuales catalizan
la reaccion de conversion de uracilo y 5-fosforribosil-pirofosfato (PRPP) a
uridina monofosfato (UMP) y difosfato (Tomchick et al., 1998). (Sinha & Smith,
2001).

Figura 1 Estructura del monémero de PyrR (LNON) y mondmero de PRTase (1HGX).



PyrR muestra mayor actividad catalitica de fosforribosil transferasa a pH 7.7. La
Km para el uracilo es 990 £ 144 uM (Turner et al., 1998). La baja actividad
catalitica de PyrR como PRTasa se debe a que el sitio de unién del sustrato se
encuentra mas expuesto, y a que la cavidad del sitio activo carece de residuos
hidrofobicos necesarios para estabilizar la union del uracilo y llevar a cabo la
catdlisis (Kantardjieff et al., 2005).

Las estructuras tridimensionales de PyrR determinadas por cristalografia de

rayos X muestran una diversidad de estructuras cuaternarias:

Dimero:

La forma dimérica de PyrR tiene una disposicion espacial de disco aplanado,
con dimensiones maximas de 73x49x34 A. El sitio de actividad PRTasa de

cada mondmero estan separados entre si por 30 A. La dimerizacion se lleva a

cabo por la interaccion de la hélice alfa 3, la hebra beta 6 y el asa entre las
hebras beta 6 y 7 (Figura 2).

Hélice a: cian
Hebra B: rojo
Loop flexible: Amarillo

Sitio de unidnFosforribolsil pirofosfato:
Magenta

Figura 2. Interfaz dimerica de PyrR.

La intercara dimérica entre los monomeros de PyrR es diferente a las que se
observan en las UPRTasas. Ademas, la region exterior del dimero posee un
potencial electrostatico que facilitaria la union al RNAm. Por su parte, el
tetramero oculta la cara de interaccién con acidos ribonucleicos.(Kantardjieff et
al., 2005) (Figura 3).



Figura 3. Potencial electrostatico de dimero de proteina PyrR en estado dimérico.

Mutaciones sitio dirigidas de PyrR en B. subtilis en los residuos de
aminoacidos de la superficie basica céncava han demostrado que son
necesarios para la union al RNA, Arg 19, His 22 y Arg 141, y para la regulacion
del operdn pyr (Savacool & Switzer, 2002), mientras que la regién opuesta

posee carga negativa o neutra (Chander et al., 2005).

Tetramero:

La estructura tetramerica de PyrR fue resuelta en B. caldolyticus (Perica, 2019).
La conformaciéon del tetramero esta dada por la interaccion de dos
homodimeros. La forma tetramérica de PyrR es idéntica a la de M. tuberculosis
y posee una gran similitud con su homoélogo T. thermophilus (Chander et al.,
2005) (Figura 4). Se cree que la formacion del tetramero se debe a una
rotacion inducida por la union de GMP a la proteina PyrR que provoca una
interaccion adecuada de dos dimeros, induciendo un cambio conformacional en
los mondmeros, los cuales se orientan hacia la interfase formada por las
hélices a 3 (Perica et al., 2014).



Figura 4. Proteina PyrR en estado tetramérico de B. subtilis.

(PDB 1NON)

Cambios oligoméricos inducidos por ligando en PRTasas y PyrR
El GTP favorece las estructuras tetraméricas en las fosforribosil transferasas.

En presencia de GTP la proteina pasa de la forma de dimero a la de tetramero.
Ademas, la influencia de GTP no sélo se limita al cambio de estado oligomérico
de las PRTasa, sino que también disminuye la Kd de la proteina por su ligando,
la fosforribosa pirofosfato. Ademas, la enzima fosforribosil transferasa
incrementa la afinidad por GTP cuando se encuentra fosforribosil pirofosfato en
el medio, lo cual sugiere que el GTP ejerce un rol regulatorio en la actividad de
las enzimas encargadas de la sintesis de purinas y pirimidinas, las cuales son
proteinas homologas a PyrR (Schumacher et al., 2002). Caso contrario sucede
con la influencia de UMP y UTP, ya que se sugiere que en PyrR la union de
estos nucleotidos estimula el estado oligomérico que interactia con RNA, el
dimero (Jgrgensen et al., 2008) (Figura 5).

GMP
GTP

UMP
UTP

Figura 5. Cambios sugeridos de estado oligomérico de la proteina PyrR inducidos por nucleétidos.



PyrR une GMP y UMP en el mismo sitio, entonces ¢cémo podrian ejercer

efectos tan dispares en la oligomerizacion?

La union de UMP a PyrR se lleva a cabo por la interaccion del fosfato 5’ con la
cavidad formada por los residuos Thr 109, Gly 110, Arg 111 y Thr 112. La
ribosa por su parte se une a la region conservada fosforribosil transferasa, que
va del residuo 100 al 112, y la base nitrogenada interacciona por puentes de

hidrogeno con el dominio tapa (Chander et al., 2005).

La union de GMP y de UMP se ha descrito como idéntica (Figura 6) a pesar de
que cada metabolito tiene un efecto diferente sobre la proteina PyrR.
Especificamente, el N1 y el O6 de la guanina y el N3 y el O4 del uracilo se
unen a los mismos residuos de la proteina, la lle 161 y la Arg 137. No existen
cambios conformacionales de ningun tipo en las estructuras con GMP y UMP
unido, lo que representa el punto mas intrigante hasta el momento acerca del

funcionamiento de este sistema.

a

Figura 6. Union de GMP y UMP en la proteina PyrR.

Superposicion de PDB 4P83: Proteina en complejo con UMP y PDB 4P86: GMP



Antecedentes

PyrR une en realidad a GTP, UTP y UMP en sitios distintos
En nuestro grupo de trabajo se hallaron, por medio de cristalografia de rayos X,

dos sitios donde los nucledtidos trifosfatados pueden unirse a PyrR de
Termoanaerobacter tengcongensis (datos por publicar). El sitio de unién a GTP
involucra los residuos His 136, Arg 154 y Asp 156 (Figura 7).

Arg 154° / \”Asp 156 N\
M H ‘é -

Figura 7. PyrR en complejo con GTP.

Panel A. Tetrdmero de PyrR inducido por GTP. Panel B. Acercamiento al sitio de reconocimiento del
nucleédtido.
Por su parte, el sitio de unién de UTP se encuentra muy cerca del sitio

catalitico, donde siempre se encuentra una molécula de UMP, acomodandose
de forma que el anillo de la pirimidina del nucleétido trifosfatado sirve para la
union de dos mondémeros de PyrR. Los residuos que interaccionan con el UTP
son Asp 73, Asp 74 y Arg 123. El residuo que funge como puente entre los dos
monomeros es la Arg 123. Por su parte, el UMP gue se encuentra en el sitio
catalitico pareciera fungir como andamio para la union de UTP y la posterior

dimerizacion (Figura 8).

B)



A)

Figura 8. PyrR en complejo con UTP.

Panel A. Dimero de PyrR inducido por UTP. Panel B. Acercamiento al sitio de reconocimiento

del nucleétido.

Con base en los estudios descritos, se propone realizar experimentos para
elucidar la influencia de los nucleétidos de guanina y uridina sobre el estado
oligomérico de PyrR en solucion y corroborar los sitios de union de nucleotidos

trifosfatados por medio de mutaciones sitio-dirigidas.

Hipotesis:
e En solucién, PyrR forma un tetramero en presencia de GTP y un dimero
en presencia de UTP y UMP.

Objetivo general. Elucidar experimentalmente la influencia de GTP, UMP y

UTP en el estado oligomérico de PyrR y en sus mutantes en solucion.

Objetivos especificos:

e Producir plasmido de DNA recombinante para obtener la proteina PyrR
de T. tengcongensis y sus respectivas mutantes: PyrR AUMP, PyrR AUTP
y PyrR AGTP para la validacion de los sitios de unién de nucledétido.

e Transformar bacterias competentes de Escherichia coli BL21(DES3)
pLysS para internalizar el vector.

e Cultivar bacterias para produccion de proteina recombinante PyrR.
7



Purificar la proteina PyrR

Realizar ensayos de desplazamiento térmico de las proteinas PyrR para
conocer condiciones de estabilidad.

Observar el efecto de la union de nucledtidos sobre el tamafio de PyrR
por dispersion dinamica de luz.

Obtener la estructura cristalografica de alguna(s) mutantes de PyrR.

Metodologia:

Transformacion de células:

Se realiz6 la transformacion de células competentes de E. coli BL21(DE3)

pLysS con el plasmido que codifica para la proteina PyrR de la bacteria T.

tengcongensis.

Metodologia:

Se descongelaron las células competentes Escherichia coli BL21(DE3)-
pLysSS.

De cada plasmido se tomé 1 microlitro con concentracion de 206
nanogramos/microlitro y se mezclé con 100 microlitros de KCM (500 mM
de KCL, 150 mM de CaClz y 250 mM de MgCl>) frio.

A la mezcla se le agreg6 el mismo volumen de células competentes que
de KCM.

La mezcla se agitd con cuidado y se mantuvo en hielo durante 15
minutos.

Posteriormente, la mezcla se sometié a choque térmico durante dos
minutos a 42 grados Celsius.

Después del choque térmico a la mezcla se le afiadieron 500 microlitros
de medio SOC (2% de triptona, 0.5% de extracto de levadura, 10 mM de
NaCl, 2.5 mM de KCI, 10 mM de MgClz, 10 mM de MgSOa4y 20 mM de
glucosa).

El tubo con medio SOC y mezcla se puso a incubar a 37 grados Celsius
en agitacion (250 rpm) durante una hora.
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Se preparo una alicuota de las células, tomando 90 microlitros de medio
LB y 10 microlitros de células.

Se sembro en cajas Petri y se alojo en la incubadora a 37° durante toda
la noche.

Al dia siguiente se observo la caja y se tomo una colonia, la cual se paso
a un tubo con 10 ml de medio LB con antibioticos en proporcion 1:1000
kanamicina (35 mg/ml) y cloranfenicol 1:1000 (100 mg/ml).

Este tubo se dejo en crecimiento nocturno.

Cultivos de bacterias e induccion de expresion de proteina PyrR:

Alicuotas de 5 ml de crecimiento nocturno se depositaron en matraces
con 500 ml de medio LB con antibiéticos kanamicina (35 mg/ml) y
cloranfenicol (100 mg/ml), ambos en proporcion 1:1000. Estos matraces
fueron puestos en incubacion, a 37 grados Celsius con agitacion (250
rpm), hasta que se alcanz6 una OD de 0.5.

Una vez que se alcanzé la OD deseada se agregé al matraz IPTG. Se
agregaron 500 microlitros de IPTG de concentracion de 1 M para que se
alcanzara una concentracion final de 1 mM. Los matraces se volvieron a
incubar durante 3 horas a 37 grados Celsius y 250 rpm de agitacion.
Una vez que se cumplieron las 3 horas de agitacion se centrifugo el
contenido de los matraces a 6500 rpm en el rotor JA-10 de Beckman
durante 15 minutos. Se retird el sobrenadante y se conservo el
precipitado de bacterias.

A cada precipitado se le afadieron 25 ml de amortiguador de lisis (50
mM de NaH2PO4 + 300 mM KCI + 10 mM imidazol) y se resuspendio el
precipitado.

Se paso el precipitado resuspendido al vaso metalico en el cual se
sonico.

Se programo el sonicador 5 min con pulsos de 30 s encendido y 30 s
apagado y una amplitud de 40%. Este proceso se realizé 2 veces.

Una vez que se sonico la muestra se vertio sobre tubos de plastico y se
centrifugo a 13000 rpm en el rotor JA-25.5 de Beckman durante 30

minutos.



Una vez que termind el tiempo de centrifugacion conservamos el sobrenadante

el cual se sometid a proceso de purificacion.

Aislamiento por cromatografia de afinidad.
El aislamiento por cromatografia con resina con niquel se basa en la unién de

los residuos de histidina, afiadidos a la proteina desde el disefio del plasmido,
con los componentes de la columna, especificamente el niquel (columna
HisTrap GE Healthcare de 5 ml). Cuando la proteina pasa por la columna se
une al metal, mientras que las demas proteinas pasan por la columna. Para
que la proteina salga del sistema se necesita imidazol, mismo que se une al

niquel y desplaza a la proteina para que esta se desplace por la columna.

Aislamiento por cromatografia hidrofébica:

En este procedimiento se busca que la proteina tenga una exposicion relativa
de sus regiones hidrofébicas gracias a una accién de “salting out” mediante
sulfato de amonio. Las regiones hidrofébicas expuestas se unen a la resina que
se encuentra en la columna. Para la elucion de la proteina se alimenta el
sistema con un amortiguador sin sulfato de amonio y asi pueda desprenderse

de la resina.

Ensayo de desplazamiento térmico:

El desplazamiento térmico se basa en la deteccion de florescencia producida
por las interacciones de un colorante con los residuos hidrofébicos expuestos
de la proteina debido a la desnaturalizacion mediada por el incremento de
temperatura. Esta metodologia nos brinda informacion sobre las condiciones y
compuestos con los cuales la proteina alcanza una mayor estabilidad, misma
gue se refleja en el aumento en la temperatura de desnaturalizacion (Esquema
1).
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Esquema 1. Fundamento de técnica de desplazamiento térmico.

El experimento se lleva a cabo en una placa de 96 pozos especial para
desplazamiento térmico (Applied Biosystems; 12675).

La mezcla que va dentro de cada pozo esta compuesta por:

e 9 microlitros de amortiguador en el que se analizara la proteina.
e 1 microlitro de proteina a 2 mg/ml

e 0.6 microlitros de colorante SYPRO Orange

La placa con la mezcla se cubrié con una pelicula de plastico de la marca
Greiner VIEWseal (CTP-102)

Antes de hacer el ensayo la placa se agité con vortex y se centrifugd por pulso

hasta 1000 rpm con el rotor SX4750 en la centrifuga Allegra X-12B.

En el equipo Step One Plus (Thermo Fisher) se realiz6 el analisis por
desplazamiento térmico en 40 minutos, con incremento de temperatura
constante de 1% a partir de 25 grados Celsius hasta alcanzar 99 grados

Celsius.
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Dispersion de luz dinamica y estatica en SEC-MALS:

La técnica se realiz6 en equipo SEC-MALS (WYATT,; Dawn, Trex) para esto, se
dej6 toda la noche equilibrando la columna con el amortiguador que se quiera
realizar la elucion. En este caso fue con cacodilato 100 mM pH 6 mas NaCl 100

mM (para el tetramero) y acetato de sodio 100 mM pH 4.2 (para el dimero)

La cantidad maxima en volumen que se debe inyectar, para una columna
Superdex 200 (GE Healtcare) es de 300 microlitros tomados de una alicuota

cuya concentracion era 20 mg/ml de proteina.

Dispersion dinamica de luz en placa (DynaPro Plate Reader I1):

El fundamento del experimento de dispersion dinamica de luz se basa en la
caracterizacion del coeficiente de difusion de una molécula que se encuentra
en solucién. Este coeficiente de difusion esta relacionado con la facilidad con la
cual una particula atraviesa por difusion una membrana de 1 cm? Este
experimento nos arroja datos relacionados con el tamafio de una particula,
pues las moléculas mas pequefas difunden mas rapido que las moléculas mas
grandes. Estos resultados se obtienen a partir de la correlacion que existe entre
la variacion de la intensidad de la luz dispersa y el tiempo de la fluctuacion de

la misma (Esquema 2).

Lens “\'g‘

Photon
Detector

Esquema 2. Fundamento de técnica dispersion de luz dinamica.

El ensay0 se realizo en placa negra de 384 pozos (Corning, ref 3540).

La mezcla de reaccidon que se afiadid en cada pozo fue de 30 microlitros.
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La composicion de la mezcla de reaccién fue la siguiente:
3 microlitros de PyrR a 2 100uM.

3 microlitros de nucledtidos, GTP, UTP y UMP, todos a una concentracion de
10 mM.

24 microlitros de solucion amortiguadora de andlisis (descrita en tablas de

resultados)
La placa de 384 pozos se centrifugd durante 45s.

El andlisis se realiza en equipo de dispersion dinamica de luz (WYATT

Cristalizacion:

La técnica de cristalizacién que se utilizé fue de difusion de vapor en gota

sentada. Los pasos fueron los siguientes:

La proteina se concentro a 20 mg/ml, en amortiguador de fosfato de sodio
monobasico 20 mM pH 8 y 300 mM KCI, en tubos amicon ultra con tamiz de 30
kDa.

Las placas para cristalografia que se utilizaron fueron de difusién de vapor de

gota sentada de 96 pozos.

En el experimento se coloc6 una gota de 1 ul de proteina a 20 mg/mly 1 pl de
solucién madre. Después de llenados los pozos, se sellé la placa con la
pelicula (HR3-609, Crystal Clear Sealing Film). Las placas fueron resguardadas

en una habitaciéon a 20 °C.

Los cristales crecieron en una semana. Previo al sobre enfriamiento en
nitrogeno liquido, los cristales se sumergieron por 1 min en una solucién crio

protectora que contenia 2-metil-2,4-pentanediol (MPD) al 35%.

Determinacion de la estructura cristalografica y afinamiento
Los experimentos de difraccion de rayos X arrojaron como resultado dos juegos

de datos, uno correspondiente para PyrR AUMP y otro para PyrR AUTP mas

GTP. Ambos datos se procesaron, por separado, con el programa iMosfl, con el
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cual se llevo a cabo la indexacién e integracion de los datos. Para el proceso
de escalado y seleccidon de imagenes se utilizdé el programa Aimless. Ambos

programas se encuentran dentro de la suite CCP4.

Las estructuras PyrR AUMP y PyrR AUTP en complejo con GTP se
determinaron por el método de reemplazo molecular con el uso del programa
PHASERMR de CCP4. El modelo estructural de PyrR que se usé como modelo
de busqueda fue el de B. subtilis con codigo PDB 1NON. Los modelos iniciales
se inspeccionaron de forma manual con el programa Coot y el afinamiento del

modelo se realiz6 con el programa PHENIX.
Produccién de mutantes:

Para la produccion de las proteinas mutantes se realizO un analisis de
secuencia en el cual se buscé identificar los residuos conservados que
interaccionan con los ligandos. Posterior a la identificacion de los residuos, se
seleccionaron las siguientes mutantes: Mutante AGTP: H136A, E136A; Mutante
AUTP: D74A, D75, R124A; Mutante AUMP: D103A, D104A, T108A, T11A,
R136A. Los genes se mandaron sintetizar a la compafia ATUM (las

construcciones se anexan en material suplementario).

Resultados y discusion

Nucledtidos de guanina y uridina estabilizan a la proteina PyrR
De acuerdo con los resultados mostrados en la grafica 2, se analizo la

influencia de diversos nucleétidos sobre la proteina PyrR utilizando el kit de
nucledtidos de Sigma (K10025A-1KT). El experimento se realizé con la
proteina PyrR a 10 uM en solucién amortiguadora de 100 mM de cacodilato de
sodio pH 6 mas 100 mM de NaCl y los nucleétidos en un exceso de 10 mM.
Tanto nucleétidos de guanina como de uridina estabilizan a PyrR, siendo estos
altimos los que promueven un mayor desplazamiento de la Tm. De manera
notable, la uridina por si misma no promueve el incremento de la Tm, lo que

indica la necesidad de un grupo fosfato para la estabilizacion de la proteina.
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Temperatura °C

nucledtidos de uridina incrementan Tm de PyrR
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Grafica 1. Nucledtidos de guanina y uridina estabilizan a la proteina PyrR.

La Tm de PyrR incrementa en particular con GMP y UMP, siendo el dltimo el que produce el

mayor incremento.

La estabilizacion de PyrR por UMP es dosis dependiente
De acuerdo con lo mostrados en la gréfica 2, se monitore60 enseguida la

influencia del UMP, ya que fue el nucledtido que mas incrementé la Tm de
PyrR. El experimento se realizé con la proteina PyrR a 10 uM en solucion
amortiguadora de 100 mM de cacodilato de sodio pH 6 mas 100 mM de NaCl y
se afadieron las siguientes cantidades de UMP: 10 mM, 5 mM, 25 mM y 1.25
mM. Se observd un incremento es la Tm que es dosis dependiente y a partir de

la concentracion mas baja utilizada, cercana a 1 mM.

Desplazamiento térmico de PyrR en complejo con UMP es dosis
dependiente
81 10mM

80
79 5mM
2.5mM
78 1.25mM
77 s/UMP
76
75
74

Grafica 2. La estabilizacion de PyrR por UMP es dosis dependiente.

Temperatura °C
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En el experimento se observé una estabilizacién dosis-dependiente de PyrR en complejo con
UMP.

PyrR es un dimero en solucién en presencia de UMP y un tetramero en

presencia de GTP
Con objeto de conocer la influencia en la oligomerizacion de los nucle6tidos

gue estabilizan la Tm de la PyrR, realizamos una serie de ensayos en solucion
utilizando técnicas de dispersion de luz. En primera instancia realizamos
ensayos de SEC-MALS (Size Exclusion Multi-Angle Light Scattering) sobre la
proteina sin ligandos afiadidos, la cual tiene una composicion tetramérica (80
kDa) y un tamafo de 4.1 nm a pH 6 (Figura 10)

1 CI'ALGS’
a Ghlﬂ“’

s.0x10”

Molar Mass (g/mel)

7 CILlﬂ‘J’

6.0x10° Mw (kDa)  Rh(Q)(zvg) (nm)
821 (+24%) 41(+0.2%)

s.oaa®] Average g21 41

T T T T
27.0 28.0 29.0 30.0
time (min)

Figura 9. PyrR sin ligandos ailadidos es un tetramero.
Perfil de SEC-MALS de PyrR la cual tiene una masa y un tamafio que corresponde a un

tetramero (el mondmero tiene una nasa aproximada de 20 kDa) de 82.1 kDa y un radio de giro
de 4.1 nm.

Por limitaciones en la cantidad de nucleétidos disponibles, procedimos a
realizar ensayos de dispersion de luz dinamica (DLS) en placas de 384 pozos
(ver Métodos), los cuales permiten analizar las muestras utilizando volimenes
y cantidades muy pequefias en comparacién con el analisis por SEC-MALS.
Posteriormente se realizaron experimentos para observar la influencia de los

nucledtidos GTP, UTP y UMP en el tamafo de particula de PyrR. La
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concentracion de los nucleétidos fue de 3 mM para los nucleétidos de uridina y
de 1 mM para GTP (grafica 3).

GTP induce el tetramero y UMP induce el dimero.

EpyrR pH 6
35

PyrR pH & + 3mM UMP
PyrRpH 6 + 3mM UTP
PyrR pH 6 + 3mM UMP + 1mM GTP

PyrR pH 6 + 3mM UTP + 1mM GTP

2.5

Gridfica 3. La influencia de UMP y UTP sobre el estado de oligomerizacion de la proteina PyrR.

Se observé una disminucién del tamafio de particula de PyrR en respuesta a nucle6tidos
pirimidicos y puricos. Experimentos realizados por DLS. UMP (verde) y UTP (naranja) provocan
en la proteina el cambio de estado oligomérico de tetramero (4.1 nm) a dimero (3.2 nm) en
solucién. Por su parte, el GTP puede revertir esta diminucién del tamafio de particula,

devolviendo a PyrR a un tamafio de tetrdmero (3.8 nm).

Los sitios de union de nucledtidos encontrados por cristalografia explican el

cambio oligomérico en PyrR inducido por nucleétidos
De acuerdo con el analisis de los sitios de unién encontrados por cristalografia,

se identificaron y seleccionaron residuos especificos, los cuales fueron
mutados con objeto de comprobar si éstos estan relacionados con el cambio

oligomeérico. Dichas mutantes se describen a continuacion:
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PyrR silvestre Mutante AGTP
H136A, E136A.

PyrR silvestre Mutante AUTP
D74A, D75, R124A

D74A

D75A
NeX
/" R124A
. ' -~ &\
Mutante AUMP

D103A, D104A, T108A, T11A, R136A

figura 10. Mutaciones realizadas a la proteina PyrR.
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Izquierda. Representaciéon de PyrR silvestre interactuando con los nucledtidos y en
representacion de barra los residuos que seleccionamos para mutar. Derecha. Representacion
de las mutantes de PyrR AGTP, AUTP y AUMP con representacion de barra en los residuos

mutados por alaninas.

Estabilizacion térmica de PyrR silvestre y mutantes mediada por

nucleotidos
Con la intencion de conocer cual era el comportamiento de PyrR y sus mutantes cuando

interaccionaban con los nucleétidos que inducen los cambios oligoméricos, se realizaron

experimentos de desplazamiento térmico.

PyrR AUMP no cambia su estabilidad térmica en presencia de GMP
La Tm de PyrR AUMP fue la Unica que no sufri6 cambios a pesar de estar en presencia de

GMP.

PyrRAUMP no incrementa su Tm en presencia de
GMP

90

85

80
75
70

PyrRwt  PyrRwt + PyrRAUMPPyrRAUMP PyrRAGTP PyrRAGTP PyrRAUTP PyrRAUTP
GMP + GMP + GMP + GMP

°C(Tm)

Grafica 4. Ensayo de desplazamiento térmico de proteinas PYRR SILVESTRE y mutantes en
presencia de GMP.

La Tm de PyrR AUMP (rojo) no se incrementd mientras que las PyrR silvestre y las mutantes

AUTP y AGTP se estabilizaron cuando interaccionaron con GMP.

PyrR AUMP y PyrR AGTP no incrementan Tm en presencia de GTP
La Tm de PyrR AGTP no se modificé cuando la proteina estuvo en presencia de GTP,

misma situacion que se observd en la mutante PyrR AUMP. Por su parte, PyrR silvestre y

PyrR AUTP si se estabilizaron al estar en un medio con GTP.
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PyrRAUMP y PyrR AGTP no sufren cambio
mediado por GTP
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Grafica 5. Ensayo de desplazamiento térmico de proteinas PyrR en complejo con GTP.

PyrR AGTP (verde) y PyrR AUMP (rojo) no incrementan su Tm al estar en un medio con GTP.
Por su parte, PyrR silvestre y la mutante AUTP se estabilizaron cuando en el medio se incluye
GTP.

PyrR AUMP no cambia su temperatura de desnaturalizacidon en presencia
de UMP

PyrR AUMP fue la Unica proteina que no se estabilizé cuando se incluyé UMP en el medio.

Las proteinas silvestres, AUTP y AGTP si se estabilizaron con UMP.

PyrRAUMP no se estabiliza en presencia de UMP

100
95
90
85
80
75
70

°C(Tm)

IMYJAd

dIAIN + IMYJAd
dNNVYIAd

dAN + dINNVYIAd
d19vyIAd

dIAIN + d19VYIAd
d1nvyiAd
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Grafica 6. Ensayo de desplazamiento térmico de proteinas PyrR silvestre y mutantes en complejo
con UMP.
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PyrR AUMP (rojo) no incrementa su Tm mientras PyrR silvestre y las mutantes AUTP y GTP se
estabilizan en el medio con UMP.

PyrR silvestre es la Unica que se estabiliza en presencia de UTP.

El desplazamiento térmico de PyrR silvestre fue el Unico que se modifico por la
presencia de UTP en el medio. Inesperadamente, la Tm de AGTP no cambio en
presencia de UTP. Por su parte, se confirmé que AUMP no altera su Tm en la

presencia de nucleotidos de uridina y guanina.

PyrR WT es la Unica que incrementa su Tm en presencia

de UTP
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Grafica 7. Ensayo de desplazamiento térmico de proteinas PyrR en complejo con UTP.
PyrR silvestre (rojo) es la Gnica que incrementé su Tm en presencia de UTP, mientras que las

temperaturas de desnaturalizacién de todas las mutantes no cambiaron.
El andlisis por desplazamiento térmico de las proteinas mutantes muestra que:
1) La Tm de AUMP es insensible a la presencia de cualquier nucleétido.

2) La Tm de AGTP es insensible a la presencia de GTP.

3) La proteina silvestre es la Unica que se estabiliza con UTP.

- Formacion de dimero en solucion

Para conocer el efecto de las mutaciones sobre la oligomerizacion, se realizo
un experimento de DLS partiendo del tetramero y buscando la formacion del
dimero por la adicion de UTP y UMP (grafica 8) observandose que UMP no

induce la dimerizacion de las mutantes AUMP y AUTP. Las proteinas tuvieron
21



una concentracion de 100 uM y se afadié 5 mM de nucle6tido mas 3 mM
MgCla.

PyrRAUMP y PyrRAUTP soninsensibles a la dimerizacién inducida
por UMP

4.5

4
r—
3.5
2.5
2 N

PyrRwt  PyrRwt+1.5 PyrRAUMP PyrRAUMP+ PyrRAUTP  PyrRAUTP+  PyrRAGTP  PyrRAGTP +
mM UMP 1.5 mM UMP 1.5 MM UMP 1.5 MM UMP

nm
w

Grafica 8. UMP no induce dimerizacién en las mutantes AUMP y AUTP.

Gris: PyrRWT, PyrRWT mas UMP, PyrRAUGTP y PyrRAUGTP mas UMP; Rojo: PyrRAUMP y
PyrRAUMP mas UMP; Amarillo: PyrRAUTP y PyrRAUTP mas UMP.

- Formacion de tetrdmero en solucion

Se monitored la capacidad de PyrR y de las mutantes de formar tetrameros una
vez que se habia inducido el estado oligomérico de dimero por la adicion de
UMP (gréfica 9). Para esto, partiendo del experimento previo, se afiadido GTP a
la mezcla previa de PyrR mas UMP. En este ensayo se observé que la mutante
AGTP se mantuvo con un tamario relacionado a dimero a pesar de la presencia
de del GTP. Por su parte, la Proteina silvestre si cambi6 su tamafio de particula

de 3 nm a 4nm.

.5 PYrRAGTP no tetrameriza en presencia de GTP

35

1S
c
3
2.5
2

PyrRwt PyrRwt +1 mM GTP PyrRAGTP PyrRwt +1 mM GTP
Grafica 9. GTP no induce tetramero en PyrR AGTP.
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Azul: PyrRWT+UMP (dimero) y PyrR WT+UMP+GTP (tetramero); Verde: PyrRAGTP+UMP y
PyrRAUGTP+UMP+GTP.

PyrR silvestre fue capaz de regresar al estado oligomérico de tetramero por la
adicion de GTP, aun cuando se encontraban en el medio moléculas de UMP.
AGTP pierde esta capacidad. AUTP por su parte, regresa a formar el tetrémero

al interaccionar con GTP.

Busqueda de la condicion para evaluar el cambio dimero-tetramero

Con la finalidad de observar en todas las proteinas el cambio de dimero a
tetramero, procedimos a buscar una condicién en la cual PyrR se encontrara
como dimero y que pudiese convertirse en tetramero cuando interactuara con
GTP. La condicién que hallamos fue cloruro de sodio 100 mM mas acetato de
sodio 100 mM pH 4.2. Este amortiguador fue el que mejor resultado nos dio

cuando analizamos la proteina a través de SEC-MALS (Figura 11).

Mw ) - Rh(Qve) (o)
TecnoPYER ot 0mMAcete MM Land250mNeCH-mgpem-S0micol reeticion 405 (225%) 34 (602

T - - - T - - - - T - - - - T - - - - T
170 7.5 180 185 190
walurme (mLk

Figura 11. PyrR en cloruro de sodio 100 mM mas acetato de sodio 100 mM pH 4.2 sin ligandos
anadidos es dimero.

Perfil de SEC-MALS de PyrR la cual tiene una masa molecular y un tamafio representativo de
dimero (el mondmero tiene una masa aproximada de 20 kDa) de 40.5 kDa y un radio de giro de
3.4 nm.
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Posterior a la mediciéon del dimero por SEC-MALS continuamos con los
experimentos de DLS para saber cual era el comportamiento de las mutantes
que no habiamos podido evaluar, es decir, de las mutantes PyrRAUMP y
PyrRAUTP. Como resultado obtuvimos que la Unica PyrR que no cambid su

tamafo de dimero a tetramero, en presencia de GTP, fue la PyrR AGTP.

PyrRAGTP no tetrameriza en presencia de GTP

3.8
3.6
34

3.2
2.8
2.6
2.4
2.2

PyrRwt PyrRwt + PyrRAUMP PyrRAUMP PyrRAGTP PyrRAGTP + PyrRAUTP PyrRAUTP +
GTP + GTP GTP GTP

nm
w

Grafica 10. GTP no induce el tetramero en PyrR AGTP.

Tanto la PyrR silvestre como las mutantes AUMP y AUTP pasaron de dimero a tetrdmero,

mientras que la mutante AGTP (rojo) se mantuvo en el tamafio de particula de dimero.

- La estructura cristalina de AUMP es tetramérica

Con objeto de verificar la conformacion tetramérica de la mutante PyrRAUMP a
pH neutro, determinamos su estructura tridimensional por cristalografia de
rayos X, la cual muestra como ligando Unicamente a un ion fosfato (Figuras 12
y 13) y presenta una conformacion tetramérica, pero distinta a la presentada en
el complejo silvestre mas GTP (Figura 7).
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Figura 12. Modelo de PyrRAUMP.

El modelo se muestra como un homotetramero, el cual Gnicamente posee como ligando un ion

fosfato por cada mondmero.

A) B)

PyrR silvestre PyrR AUMP

Figura 13. Representacion de monémeros de PyrR silvestre y PyrRAUMP.

A) Desde una perspectiva general se muestra el sitio de union de UMP y la presencia de este
en la proteina. B) Perspectiva general del sitio de unién de PyrRAUMP.

El sitio de unibn de UMP tiene una pequefia diferencia en el asa que se
encuentra cerca de los hidroxilos de la ribosa del UMP, pues en la proteina
silvestre esta asa se encuentra orientada en sentido contrario al ligando,
mientras que en la mutante AUMP el asa se orienta hacia el sitio catalitico.
Cabe resaltar la presencia del ion fosfato en la mutante AUMP que se
encuentra en el mismo sitio que se coloca el fosfato perteneciente al UMP en la

silvestre.

25



EL tetramero de PyrRAUMP es diferente al tetramero inducido por GTP.

Después de resolver la estructura fue evidente que, a pesar de que ambas
proteinas tienen un arreglo cuaternario de tetrdmero, existen diferencias
significativas en la disposicion de los monomeros. Es evidente que PyrR
silvestre en complejo con GTP forma un tetramero que no se sobrepone

exactamente sobre el tetrdmero determinado para PyrRAUMP (Figura 14).

e &8
Figura 14. Sobreposicion de tretrameros PyrR en complejo con GTP

Silvestre (amarillo) sobre PyrRAUMP (cian).

Los tetrameros inducidos por GTP en PyrR silvestre y PyrRAUTP son

idénticos
Después de observar que PyrRAUTP cambié su tamafio cuando interactuaba

con GTP, fuimos tras la basqueda de la estructura cristalina del complejo, esto
para saber si existian diferencias estructurales entre los tetrdmeros inducidos
por GTP en PyrR silvestre y PyrRAUTP. Se obtuvieron cristales de la proteina
en el licor madre E2 del kit Natrix de Hapton, el cual contiene 80 mM NacCl, 20
mM MgCl2 hexahidratado, 40 mM cacodilato de sodio pH 55 y 20 mM
hexamina de cobalto (lll). La estructura cristalina de PyrRAUTP resulté ser un
tetramero en complejo con GTP, de forma idéntica a la proteina silvestre. Las
interacciones entre residuos-ligando y ligando-ligando (apilamiento de bases)

se mantuvieron exactamente iguales (Figura 15).
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Figura 15. PyrRAUTP en complejo con GTP es un tetramero.

Izquierda: PyrRAUTP en complejo con GTP es un tetramero. Derecha. Sobreposicién del

tetramero inducido por GTP en PyrR silvestre (naranja) y en PyrRAUTP (verde).

Discusion

-- PyrR interacciona con nucledtidos de guanina y uridina

Previamente se habia analizado la interaccion de PyrR con UMP, UTP, GTP y
GMP vy la influencia que éstos tenian sobre la capacidad de la proteina de
unirse al RNA (Jgrgensen et al., 2008) . Sin embargo, los estudios previos no
habian reportado si PyrR era capaz de interactuar con una gama mas amplia
de nucledtidos. De acuerdo con los resultados obtenidos por desplazamiento
térmico, PyrR interactda con los nucleétidos mono, di y trifosfatados derivados
de guanina y uridina. Es importante resaltar que los derivados de estos
nucledtidos deben estar fosfatados, o por lo menos asi es el caso para la
uridina, para la cual no se observé incremento en la Tm a diferencia de la
estabilizaciéon que se observé con UMP, UDP y UTP. En todos los casos,
incluida la PyrRAUMP, se encuentra un fosfato interactuando con los residuos
Thr 108 y 110 que esta rodeado por una superficie de carga positiva. A pesar
de que algunos amortiguadores contenian fosfatos, no se observé incremento
de la Tm de PyrR, lo que nos podria indicar que para la estabilizacion de PyrR
a mayores temperaturas, se necesita no solo el fosfato, sino también la
presencia de ya sea la ribosa, algun derivado de ribosa como fosforribosil
pirofosfato, uracilo o UMP.

-- La dimerizacion inducida por UTP es dependiente del sitio de unidn a

UMP
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En los resultados de DLS, las mutantes PyrRAUMP y PyrRAUTP resultaron
insensibles a la dimerizacion mediada por nucleotidos de uridina. El hecho de
que PyrRAUTP se mantuviera como tetramero era un resultado previsible, pues
la mutacion de los residuos con los cuales interacciona el nucleétido fue
sustituida por alaninas. Sin embargo, la mutante AUMP mantiene los residuos
que interaccionan con UTP y aun asi no logré dimerizar. Con base en lo
observado por cristalografia y con los experimentos de DLS, proponemos que
la dimerizacion de PyrR involucra al UMP que se encuentra en el sitio catalitico,
ya que, de acuerdo con la estructura, este podria funcionar como andamio para
el acoplamiento del UTP y producir asi que el anillo heterociclico del UTP se
posicione hacia la intercara del dimero, la cual también es Unica entre las
PRTasas de tipo 1. Con estas observaciones podriamos suponer que el hecho
de que PyrR sea casi inactiva y que mantenga unido el producto de su
reaccion, la habilita para funcionar como represor transcripcional, pues sin el
UMP del sitio catalitico y sin la orientacion de los monoémeros para

oligomerizar, no podria dimerizar y unirse a una secuencia de RNA.

-- La tetramerizacion inducida por GTP es independiente de los sitios de
union a UMP y UTP

Con respecto a la formacion del tetrdmero, ambas mutantes lograron formas un
tetrAmero en presencia de GTP, lo cual nos indica que la union del GTP es
independiente de la uniébn de UTP y de la presencia del UMP en el sitio
catalitico. La estructura de PyrRAUTP confirma esa observacion, pues cuando
se comparan las estructuras vemos el mismo arreglo y disposicion de los

mondémeros.

Los experimentos de oligomerizacion de la mutante GTP corroboraron que los
residuos His 140 y Arg 160 son necesarios para que la proteina forme un
tetramero inducido por GTP, pues no se observo tetramerizacion mediada por

GTP en los experimentos de DLS.

-- La dimerizacion inducida por UTP parece depender del sitio de union a
GTP
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Con respecto a la sensibilidad a los nucleétidos de uridina, la proteina si logré
disminuir su tamafio de particula, pero no de forma tan consistente como la
silvestre. Ademas, la PyrR AGTP no se estabilizd por influencia del UTP en los
experimentos de desplazamiento térmico. Este hecho resulta interesante, pues
la comunicacion de los sitios de union de GTP y UTP no es evidente puesto
que tienen al UMP de por medio. Hasta el momento no hemos encontrado
ninguna evidencia que nos indique que las modificaciones en los residuos que
unen al GTP ejerzan algun cambio en el sitio catalitico o en los residuos que

ayudan a la dimerizacion.

-- Los cambios en la Tm parecen estar regidos por el sitio de union a UMP

Evaluando los experimentos de desplazamiento térmico y DLS podemos
observar que la mutante AUMP no sufri6 cambio alguno en la temperatura
media de desnaturalizacién cuando interactdo con los nucleétidos de guanina y
uridina, sin embargo, la proteina si tetramerizé por induccién de GTP. Estos
resultados parecen indicar que los experimentos de desplazamiento térmico no
son sensibles a la oligomerizacion y son producto de los cambios

conformacionales que influyen sobre el sitio catalitico.

-- Papel del asa flexible

Con respecto al asa flexible, es interesante como un arreglo conformacional
conservado, que es mediado por GTP y que incrementa la actividad en las
fosforribosil transferasas ahora sea el punto de inflexién entre el dimero y el
tetramero, pues para la PyrR, el asa es el interruptor que permite o bloquea la
union del UTP.

Conclusiones
1) PyrR interacciona en solucion con nucleoétidos de guanina y uridina.

2) La dimerizacion inducida por UTP es dependiente de la presencia de UMP

en sitio catalitico.

3) La induccion del tetramero mediada GTP es independiente de los sitios de
union a UMP y UTP.
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4) La induccién del dimero por UTP es sensible a los cambios producidos en el

sitio de union de GTP.

Perspectivas

1.

2.

3.

Esclarecer cual es el papel del asa flexible en el proceso de
oligomerizacion. A pesar de que las estructuras cristalograficas han
mostrado las diferentes conformaciones que adopta esta asa, es
necesario producir una mutante que no tenga esta asa 0 que tenga
mutada la Tyr 71, la cual es la que se posiciona en el sitio donde se

acomoda el UTP para la induccion de la formacion del dimero.

Obtener las estructuras cristalogréficas de PyrR silvestre sin UMP en el
sitio catalitico. Las estructuras cristalograficas resueltas de PyrR
silvestre siempre cuentan con una molécula de UMP en el sitio catalitico.
A pesar de que contar con la estructura de PyrR AUMP, es
indispensable resolver la estructura cristalografica de PyrR apo pues nos
aportara informacion de los cambios conformacionales del sitio catalitico,
con lo cual podremos hacer un seguimiento mas preciso de la dinamica
de la proteina, la cual es dependiente de los nucleo6tidos con los que

interactla.

Cristalizar PyrR en complejo con RNA. La estructura de PyrR en
complejo con RNA, ademas de que nos arrojara informacion relacionada
con el reconocimiento molecular de PyrR con su RNA cognado, nos
proporcionara datos del arreglo del dimero en la superficie del RNA.
Sera interesante observar si hay cambios en el dimero, como diferente
orientacion y distancia entre los monomeros, y cual es el efecto sobre

los residuos que unen GTP.
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Informacion suplementaria:

Tabla 1. Estadisticas de coleccion de datos y refinamiento de PyrR AUMP.

Wavelength 0.976
Resolution range(A) 37.0-2.1(2.175-2.1)
Space group P6222
Unit cell (A) 98.198.1 113.0 90 90 120
Total reflections 38201 (3766)
Unique reflections 19244 (1889)
Multiplicity 2.0 (2.0)
Completeness (%) 99.3 (99.9)
Mean I/sigma(l) 8.4 (3.9)
Wilson B-factor(A?) 32
R-merge 0.05 (0.15)
CC1/2 0.99 (0.927)
R-work 0.1855 (0.2252)
R-free 0.2097 (0.2601)
RMS (bonds) (A) 0.008
RMS (angles) (°) 0.88
Ramachandran outliers 0.00
(%)
Rotamer outliers (%) 0.76
Average B-factor 37.78
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macromolecules

36.97

ligands

32.68

solvent

45.14

Las estadisticas para la capa de mayor resolucién se muestran en paréntesis.

Tabla 1. Estadisticas de coleccion de datos y refinamiento de PyrR AUTP en complejo con GTP.

Wavelength

0.976

Resolution range(A)

40.4-1.4 (1.45 - 1.4)

Space group

P212121

Unit cell(A)

68.2 84.9 124.5 90 90 90

Total reflections

270846 (27260)

Unique reflections

140893 (14087)

Multiplicity 1.9 (1.9
Completeness (%) 98.6 (99.6)
Mean I/sigma(l) 9.3 (2.0)
Wilson B-factor(A?) 16.5
R-merge 0.03 (0.19)
cC1/2 0.998 (0.912)
R-work 0.1583 (0.1748)
R-free 0.1814 (0.2143)

RMS(bonds) (A) 0.009

RMS (angles) (°) 1.41
Ramachandran outliers (%) 0.00
Rotamer outliers (%) 0.37
Average B-factor 24.22
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macromolecules 21.99

ligands 25.87

solvent 39.47

Mapa de construcciéon PyrRAUTP

P_lacl

PyrR-Ttecno-utp

pD444-NH:295854 | 4564bp

- RELTI
-
_ §F 8 %
P Amp o Term_rpoC
Term_bla
Hruz P_T5_Inducible

5UTR_T7_10A

........ ;_ B-His
Secuencia PyrR AUTP:

Residuos:

MRVKAEIMDEKAIDRALIRIAHEIVERNKGIEDVVLVGIKTRGVPLAKRIARYISRI
EGKEPPVGSLDITLYAADLTTDLEQPVVKKKDIGVDVANKIVVLVDDVIYTGRTV
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RAAMDAIIDLGAPKAIQLAELVDRGHRELPIRPDYVGKNVPTSRSEIIQVMLEEV
DGVNKVVITEK

DNA:
ATGCGCGTCAAAGCCGAGATTATGGATGAGAAAGCTATCGACCGTGCGCT
GATTAGAATTGCACACGAAATCGTCGAGCGCAACAAAGGTATTGAAGATGT
TGTGCTGGTTGGTATCAAGACTCGTGGTGTTCCGCTGGCCAAGCGCATCG
CCCGTTACATTAGCCGTATCGAAGGCAAAGAACCGCCGGTTGGCTCTCTG
GATATCACCCTGTATGCAGCAGACCTGACGACGGATCTGGAGCAACCGGT
CGTGAAGAAAAAAGACATTGGCGTCGACGTTGCGAATAAGATCGTAGTGTT

GGTTGACGACGTGATTTACACCGGTCGTACGGTCCGTGCGGCGATGGAC
GCGATTATTGACCTGGGTGCGCCGAAGGCAATTCAGCTGGCTGAACTGGT
GGATCGTGGCCATCGTGAGTTGCCAATCCGTCCGGACTATGTGGGTAAAA
ACGTTCCTACCAGCCGCAGCGAGATCATTCAGGTCATGCTGGAAGAGGTC

GATGGCGTGAATAAAGTTGTGATCACCGAGAAGTAATAA

Mapa de construccion PyrRAGTP

300
PyrR-Ttecno-gtp-DERCH

§ PyrR-Ttecno-gtp-DERCH —  S'UTR_T7_10A
Secuencia PyrR AGTP

Residuos:

MRVKAEIMDEKAIDRALIRIAHEIVERNKGIEDVVLVGIKTRGVPLAKRIARYISRI
EGKEPPVGSLDITLYRDDLTTDLEQPVVKKKDIGVDVANKIVVLVDDVIYTGRT

VRAAMDAIIDLGRPKAIQLAELVDRGARELPIRPDYVGKNVPTSRSAIIQVMLEE
VDGVNKVVITEK
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DNA:

ATGCGCGTCAAAGCCGAGATTATGGATGAGAAAGCTATCGACCGTGCGCT
GATTAGAATTGCACACGAAATCGTCGAGCGCAACAAAGGTATTGAAGATGT
TGTGCTGGTTGGTATCAAGACTCGTGGTGTTCCGCTGGCCAAGCGCATCG
CCCGTTACATTAGCCGTATCGAAGGCAAAGAACCGCCGGTTGGCTCTCTG
GATATCACCCTGTATCGTGATGACCTGACGACGGATCTGGAGCAACCGGT
CGTGAAGAAAAAAGACATTGGCGTCGACGTTGCGAATAAGATCGTAGTGTT
GGTTGACGACGTGATTTACACCGGTCGTACGGTCCGTGCGGCGATGGAC
GCGATTATTGACCTGGGTCGCCCGAAGGCAATTCAGCTGGCTGAACTGGT
GGATCGTGGCGCGCGTGAGTTGCCAATCCGTCCGGACTATGTGGGTAAAA
ACGTTCCTACCAGCCGCAGCGCAATCATTCAGGTCATGCTGGAAGAGGTC
GATGGCGTGAATAAAGTTGTGATCACCGAGAAGTAATAA

Mapa de construcciéon PyrRAUMP
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MIuT BstEIT Hpal

ATWNI

+°

1000

PyrR-Ttecno-ump

pD444-SR:314358 | 4519bp 1200

1409
AFITT

Term_rpoC

Term_bla

P_Amp
NruT

P_T5_Inducible

| 5'UTR_T7_10A
Sa%i XbaI

PshAI MscI

Residuos:

MRVKAEIMDEKAIDRALIRIAHEIVERNKGIEDVVLVGIKTRGVPLAKRIARYISRI
EGKEPPVGSLDITLYRDDLTTDLEQPVVKKKDIGVDVANKIVVLVAAVIYAGRA
VRAAMDAIIDLGRPKAIQLAELVDAGHRELPIRPDYVGKNVPTSRSEIIQVMLEE
VDGVNKVITEK

DNA:

ATGCGCGTCAAAGCCGAGATTATGGATGAGAAAGCTATCGACCGTGCGCT
GATTAGAATTGCACACGAAATCGTCGAGCGCAACAAAGGTATTGAAGATGT
TGTGCTGGTTGGTATCAAGACTCGTGGTGTTCCGCTGGCCAAGCGCATCG
CCCGTTACATTAGCCGTATCGAAGGCAAAGAACCGCCGGTTGGCTCTCTG
GATATCACCCTGTATCGTGACGACCTGACGACGGATCTGGAGCAACCGGT
CGTGAAGAAAAAAGACATTGGCGTCGACGTTGCGAATAAGATCGTAGTGTT
GGTTGCAGCAGTGATTTACGCGGGTCGTGCGGTCCGTGCGGCGATGGAC
GCGATTATTGACCTGGGTCGCCCGAAGGCAATTCAGCTGGCTGAACTGGT
GGATGCGGGCCATCGTGAGTTGCCAATCCGTCCGGACTATGTGGGTAAAA
ACGTTCCTACCAGCCGCAGCGAGATCATTCAGGTCATGCTGGAAGAGGTC

GATGGCGTGAATAAAGTTGTGATCACCGAGAAG
36



Bibliografia:

Chander, P., Halbig, K. M., Miller, J. K., Fields, C. J., Bonner, H. K., Grabner, G. K., Smith, J. L. (2005).
Structure of the nucleotide complex of PyrR, the pyr attenuation protein from Bacillus
caldolyticus, suggests dual regulation by pyrimidine and purine nucleotides. Journal of
bacteriology, 187(5), 1773-1782.

Henkin, T. M., & Yanofsky, C. (2002). Regulation by transcription attenuation in bacteria: how RNA
provides instructions for transcription termination/antitermination decisions. Bioessays,
24(8), 700-707.

Jgrgensen, C. M., Fields, C. J., Chander, P., Watt, D., Burgner, J. W., Smith, J. L., & Switzer, R. L.
(2008). pyr RNA binding to the Bacillus caldolyticus PyrR attenuation protein—
characterization and regulation by uridine and guanosine nucleotides. FEBS journal, 275(4),
655-670.

Kantardjieff, K. A., Vasquez, C., Castro, P., Warfel, N. M., Rho, B.-S., Lekin, T.,Rupp, B. (2005).
Structure of pyrR (Rv1379) from Mycobacterium tuberculosis: a persistence gene and
protein drug target. Acta Crystallographica Section D: Biological crystallography, 61(4),
355-364.

Perica, T., Kondo, Y., Tiwari, S. P., McLaughlin, S. H., Kemplen, K. R., Zhang, X., Teichmann, S. A.
(2014). Evolution of oligomeric state through allosteric pathways that mimic ligand
binding. Science, 346(6216), 1254346.

Savacool, H. K., & Switzer, R. L. (2002). Characterization of the interaction of Bacillus subtilis PyrR
with pyr mRNA by site-directed mutagenesis of the protein. Journal of bacteriology, 184(9),
2521-2528.

Schumacher, M. A,, Bashor, C. J., Song, M. H., Otsu, K., Zhu, S., Parry, R. J., Brennan, R. G. (2002).
The structural mechanism of GTP stabilized oligomerization and catalytic activation of the
Toxoplasma gondii uracil phosphoribosyltransferase. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 99(1), 78-83.

Sinha, S. C., & Smith, J. L. (2001). The PRT protein family. Current opinion in structural biology,
11(6), 733-739.

Swttzer, R. L., Turner, R.J., & Lu, Y. (1998). Regulation of the Bacillus subtilis pyrimidine
biosynthetic operon by transcriptional attenuation: control of gene expression by an
MRNA-binding protein. Progress in nucleic acid research and molecular biology, 62, 329-

367.

37



Tomchick, D. R., Turner, R. J., Switzer, R. L., & Smith, J. L. (1998). Adaptation of an enzyme to
regulatory function: structure of Bacillus subtilis PyrR, a pyr RNA-binding attenuation
protein and uracil phosphoribosyltransferase. Structure, 6(3), 337-350.

Turner, R. J., Bonner, E. R., Grabner, G. K., & Switzer, R. L. (1998). Purification and
characterization of Bacillus subtilis PyrR, a bifunctional pyr mRNA-binding attenuation
protein/uracil phosphoribosyltransferase. Journal of Biological Chemistry, 273(10),
5932-5938.

Turner, R. J., Lu, Y., & Switzer, R. L. (1994). Regulation of the Bacillus subtilis pyrimidine biosynthetic
(pyr) gene cluster by an autogenous transcriptional attenuation mechanism. Journal of

bacteriology, 176(12), 3708-3722.

38



	Portada 

	Contenido 

	Resumen 

	Introducción 

	Antecedentes 
	Metodología  

	Resultados y Discusión  

	Discusión  
	Conclusiones 

	Perspectivas
	Bibliografía



