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RESUMEN

En eucariontes, la sintesis de ribosomas requiere del ensamblaje coordinado de cuatro
moléculas de ARNr y 79 proteinas estructurales mediante la participacion de mas de 200
proteinas accesorias que no forman parte del ribosoma maduro. Una de estas proteinas
accesorias es EFL1, una GTPasa que participa en las etapas finales de la maduracion de
la subunidad ribosomal 60S en citoplasma, que junto con la proteina mutada en el
Sindrome Shwachman-Bodian-Diamond (SBDS), liberan el factor de anti-asociacion elF6
de la superficie de la subunidad 60S. Lo anterior permite que esta se asocie con la
subunidad pequena 40S, y se lleve a cabo el ensamblaje de los ribosomas maduros. En
este trabajo se caracterizo la interaccion de la GTPasa humana, EFTUD1, y el ortélogo de
levadura, Efl1, con los nucleétidos de guanina, libres y unidas a sus correspondientes
proteinas SBDS/Sdo1. Para la elucidacién de las constantes de union se siguieron dos
enfoques: uno en equilibrio donde se tituld EFTUD1/Efl1 con los nucleétidos de guanina
registrando el apagamiento de la fluorescencia de los triptéfanos en presencia y ausencia
de SBDS/Sdo1 y otro mediante cinética rapida en flujo detenido siguiendo la sefial de
FRET entre los triptéfanos del sitio activo de las GTPasa y analogos fluorescentes de
guanina, en presencia y ausencia de SBDS/Sdo1. En ambos casos se encontré que la
proteina EFL1 libre presenta una mayor afinidad por su producto, GDP, que por su
sustrato el GTP. Considerando que en promedio en una célula la concentracion fisioldgica
de GTP es tres veces mayor que la de GDP, se tendria un escenario con una proporcién
mayor de GTPasa en su forma inactiva unida a GDP. Sin embargo, la interaccion de EFL1
con SBDS/Sdo1 disminuye significativamente la afinidad por GDP, sin modificar la
afinidad por GTP. Lo anterior resulta en el desplazamiento de los equilibrios de
interaccion, favoreciendo la forma activa de EFL1 unida a GTP y SBDS. Por lo tanto,
SBDS/Sdo1 actia como GEF para EFL1 promoviendo su activacion mediante la
liberacion de GDP. Ademas, los estudios de cinética rapida permitieron obtener
informacion acerca del mecanismo de interaccién, encontrandose que presenta un
mecanismo de dos pasos, con un evento de unién inicial seguido por un cambio
conformacional del complejo (ajuste inducido). Este comportamiento se presenté para
ambos nucleétidos y fue independiente de la presencia de SBDS/Sdo1, por lo que EFL1

transita por diferentes conformaciones durante su funcionamiento.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Determinacion de los parametros de interaccion proteina-ligando

Los procesos que ocurren en los organismos vivos requieren de reconocimientos
moleculares altamente especificos orquestados por proteinas, desde su ejecucion
hasta su regulacion. Estas interacciones forman redes que implican rutas celulares
como la replicacion, transcripcion, traduccién, transduccion de sefal y transporte
con frecuentes y extensos estimulos de las vias de sefializacion, retroalimentacién
e informacién cruzada. La descripcion de estos mecanismos de reconocimiento
molecular ha permitido modelarlos con suficiente precision tal que su

comportamiento puede ser predicho o modificado segun se requiera.

1.1.1 Modelos de unién proteina-ligando a un sitio de union

El caso mas simple de un proceso de reconocimiento molecular en las areas de
bioquimica y biologia molecular es el que ocurre entre dos proteinas o la union de
una proteina a una molécula. El encuentro entre la proteina y el ligando cambia el
panorama energético de ambos reactivos. Tan pronto como los reactivos se
acercan uno al otro, ocurren interacciones tipo electrostaticas, puente de
hidrogeno, enlace coordinado con metales, hidrofébicas, van der Waals, n-n y
electromagnéticas [1] que afectan el microambiente y el paisaje energético de
cada uno. La subsecuente asociacion dependera del medio de reaccién y por
ende el estado energético de cada uno de los reactivos. Se han propuesto tres
modelos basicos que explican los mecanismos de formacion de complejos
proteina-ligando con una estequiometria 1:1: el modelo llave-cerradura, el modelo

ajuste inducido y el de seleccién conformacional.

Modelo llave-cerradura. En este modelo ambos reactivos tienen una superficie
de uniéon complementaria exacta. Sin embargo, este modelo no puede explicar la
evidencia experimental que una proteina se una a su ligando cuando el sitio de

unioén no coincide inicialmente con la forma del ligando [2].



Modelo de ajuste inducido. Considera que el sitio de unién de la proteina es
flexible, y la interaccion con el ligando induce un cambio conformacional. Este
mecanismo puede ser posible solo si el reconocimiento entre los sitios que
interactuan es lo suficientemente fuerte para proporcionar la energia necesaria

para que, en lo subsecuente, ocurra el ajuste inducido en un tiempo razonable [3].

Modelo de seleccion conformacional. A diferencia de los modelos anteriores,
este modelo postula que no existe un solo estado nativo de la proteina, sino un
vasto conjunto de estados conformacionales/subestados que coexisten en
equilibro. Este modelo se desprende de la teoria del paisaje energético tipo
embudo del plegamiento de proteinas (modelo de Monod—Wyman—Changeux, [4]).
El “conformero” mas adecuado es el que se unira al ligando, desplazando el
equilibrio hacia la formacion del complejo. El paisaje energético cercano al estado
nativo contiene varios minimos correspondientes a los subestados (multiples
pozos energéticos). Entre mas flexible la proteina, menor la barrera entre
subestados, y mayor el conjunto de conformaciones nativas posibles. Los cambios
estructurales en algunos casos van mas alla del rearreglo del sitio de unién, y
pueden abarcar hasta el rearreglo de un dominio estructural. Estas fluctuaciones
en los estados energéticos, le confieren a las proteinas una dinamica que, en

muchos de los casos, esta relacionada con su funcionalidad [5].

A

Figura 1. Esquema del equilibrio y diagrama de embudo de los modelos de union 1:1 entre proteina
y ligando. A) Modelo llave-cerradura. B) Modelo de ajuste Inducido. C) Modelo de seleccién
conformacional. Las lineas punteadas describen un equilibrio preexistente de la proteina seguido
de un ajuste inducido (modificado de [5]).
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En la Figura 1 se representan los diferentes esquemas de modelo de unioén 1:1
entre una proteina y ligando, aunados a su diagrama de embudo para visualizar
los diferentes subestados energéticos de los reactivos y como convergen en
configuraciones adecuadas para llevarse a cabo la reaccién. Como se puede ver
en inciso C de esta imagen, los mecanismos de ajuste inducido y seleccion
conformacional en algunos casos no son mutuamente excluyentes, pueden existir
mecanismos que combinen ambos modelos, siempre y cuando las diferencias
estructurales sean significativas entre la forma unida y libre de las proteinas. Es
probable que Ila forma transitoria del complejo proteina-ligando sea
suficientemente estable para propiciar el cambio conformacional, a menos que la
proteina se encuentre en un estado predispuesto para llevar a cabo estos cambios
en la estructura. Es posible que se favorezca este estado de predisposicion
mediante la accion de proteinas efectoras, promoviendo la unién y el posterior

ajuste inducido.

1.1.2 Reaccién de unién entre proteina y ligando
Hay varias suposiciones inherentes en cualquier analisis de la interaccién entre

una proteina y su ligando. Para el caso mas simple son las siguientes [6]:

1. Las interacciones se asumen reversibles. La reaccion de asociacion es
bimolecular, mientras que la reaccion de disociacion es unimolecular.
Todas las moléculas receptoras son equivalentes e independientes.
La sehal medida es proporcional al numero de sitios ocupados en el
receptor.

4. Los componentes no presentan reacciones quimicas alternas y solo existen

en el estado libre o unido.

La desviacion de este comportamiento simple puede indicar que se esta llevando
a cabo un suceso de unién mas complejo y es cuando se consideran modelos
como el ajuste inducido y seleccién conformacional [6]. EI cambio conformacional
en una proteina puede estar confinado a una region especifica como en el caso de
la teoria del ajuste inducido, en donde el sitio de unién al ligando sufre

reordenamientos al momento de wunirlo. Sin embargo, existen rearreglos
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conformacionales que involucran un mayor nivel de complejidad, como son
cambios en la estructura cuaternaria de la ATP sintasa para la formacion de ATP

[7], o el giro de un flagelo durante la propulsion [8].

1.1.2.1 Formacion reversible del complejo proteina-ligando

En este estudio nos concentramos en la unién de las GTPasas EFTUD1 y Efl1 con
los nucledtidos de guanina, en la cual, se asumié que puede ser descrita por el
modelo de union de dos moléculas con estequiometria 1:1, ya que estas proteinas

presentan un solo dominio G.

La reaccion basica de unidén reversible que ocurre en la mayoria de las reacciones
bioldgicas entre una proteina y su ligando en un solo sitio, para formar el complejo
PL es:
k1
[P] + [L] (:) [PL] Esquema 1
K1

La reaccién de asociacidn corresponde a una cinética de segundo orden. Mientras

que la reaccion de disociacion esta descrita por una cinética de primer orden:
V = k[P][L] (1)
V= k_4[PL] (2)

El parametro ki es una constante de velocidad de segundo orden con unidades de
concentracion! . tiempol mientras que [P] y [L] son las concentraciones de
moléculas libres disponibles para reaccionar en un determinado tiempo. Estas
reacciones estan tipicamente limitadas por la velocidad de colision entre las
moléculas, las cuales son determinadas por la velocidad de difusion de las
moléculas y el tamafo de su superficie de interaccion. El parametro k1 es una
constante de velocidad de primer orden con unidades de tiempo-l. Esta constante
de velocidad de disociacion es la probabilidad que el complejo se separe en un
tiempo determinado y [PL] es la concentracién de complejo Proteina-Ligando.

12



La velocidad de la reaccion de union siguiendo la concentracién del complejo PL

esta dada por la ecuacion:

d[PL)]
dt

= k1[P]t[L] — k_1[PL]; (3)

Se puede llegar a la solucion de esta ecuacion, sin embargo, para simplificar el
modelo se suele usar la concentracidn de uno de los reactivos en una proporcion
mucho mayor con respecto al otro, para que este no cambie significativamente y
por ende sea una constante. Si consideramos [L]>>[P], la ecuacion resultante

corresponde a una cinética de reaccién de pseudo-primer orden.

Para poder llegar a la solucién de la diferencial se requiere un cambio de variable,
donde la concentracion de la proteina libre en funcion del tiempo [P]: se exprese

en términos de la concentracion del complejo Proteina-ligando, [PL].
[Ple + [PL]; = [P]e + [PL].
a) [P]e = [Ple + [PL]. — [PL];
En equilibrio:
ki[Ple[L] = k_4[PL],
Despejando [Ple:

k—l[PL]e

[Pl = k. [L]

Sustituyendo en a):

k—l[PL]e

eyt [PLe— [PL,

[Pl =

Sustituyendo [P}t en la ecuacion 3:

dpL] _ (k_l[PL]e

dt Ky [L] + [PL]. - [PL]t> [L] — k_4[PL];

13



Resolviendo el producto y reordenando términos semejantes:

d[d"t” = k_y[PL]. + ky [L][PL]. — ky[L1[PL] — k_1[PL],
d[PL
[dt I_ (1 [L] + k_)[PL], — (ky[L] + k_1)[PL],
d[PL]
=== —(alL]+ k) (PL = [PL1)

En esta forma la derivada parcial se encuentra en términos de [PL], por lo tanto,

aplicando la integral se obtiene la ecuacion 4:

[PL]¢ dIPL] .
mf] [PLl, — [PLl, _ f (kq[L] + k_y)dt

ln< [PL] - [PL]eq>
[PL]O - [PL]eq

—(ky[L]+ k_Dt+C
[PL]e = [PLleq = ([PL]o — [PL]eq)e™®alH+k-0t 4 ¢

El valor de C se puede calcular considerando las condiciones al equilibrio. El valor

de C en este caso es cero, por lo tanto, despejando [PL]t:
[PL]e = ([PL]o — [PL]eg)e™ (altth-nt + [PL], (4)
A partir de la ecuacion, la constante observada (kobs) queda determinada como:
Kkobs = k1[L] + k_4 (5)

La dependencia de la kons con respecto a la concentracion de ligando total nos
arroja una funcién lineal, donde la pendiente corresponde a ki y la ordenada al

origen K.

14



Se pueden medir las constantes de disociacién independientemente, mediante
ensayos de desplazamiento llevados a cabo en un equipo de flujo detenido (o
stopped-flow, de acuerdo con su nombre en inglés). Una de las estrategias usadas
es la mezcla rapida de un exceso de ligando no fluorescente (N) para la
disociacion de la proteina que esta formando complejo con el ligando fluorescente

(L). La reaccidén se describe a continuacion:

k1 k2
[P] +[L] — [PL] + [N] (—} [PN] + [L] Esquema 2
K-1 k-2

Es necesario una alta concentracion de N para asegurar que esta se asocie antes
que L se vuelva a unir a P. Las constantes de velocidad observadas

corresponderan entonces a las constantes de disociacion [9].

1.1.2.2 Constante de equilibro
La constante de equilibrio caracteriza la afinidad entre las moléculas. Por
definicion, en el equilibrio, las velocidades de reaccion de asociacién y disociaciéon

son iguales.

Velocidad de unién = k[Pl.q[L]leq = k_1[PL]eq = Velocidad de disociacion

PL
Siendo la constante de equilibro: Keq = ﬁ, entonces se deduce que la
[Pleq[Lleq
S, - k_
constante de disociacién al equilibro corresponde a K; = k—l
1

Cuando el sistema llega al equilibrio, se puede estimar la fraccidén de saturacion de
la enzima por el ligando, definida como [ = [PL]ed/[P]t, en donde [PL]eq €s la
concentracion del complejo Proteina-Ligando cuando se alcanza el equilibrio, y [P]t
es la concentracion de proteina total, es decir la proteina libre [P] mas la proteina
en complejo [PL]. A partir de estas definiciones se puede estimar “I7” mediante la

siguiente ecuacion:

15



[L]
Kgq+[L]

y = (6)
La constante de equilibro es un parametro termodinamico relacionado
directamente con el cambio de energia libre (AG) para la reaccién bajo ciertas

condiciones de temperatura.
AG = —RTLnK,, (7)

Donde R es la constante de los gases y T es la temperatura en unidades
absolutas. Reacciones favorables tienen un valor grande de Keq y un AG muy

negativo.

1.1.2.3 Mecanismos de reacciones multiples o complejas

Las reacciones quimicas pueden darse en muchos esquemas de reaccion,
involucrando diversos componentes y cinéticas durante su desarrollo [10]. En la
experimentacion podemos vislumbrar este tipo de reacciones complejas con la

observacion de mas de una fase cinética.

Los mecanismos de reacciones multiples siempre consisten en una serie de
reacciones de primero y segundo orden. Las constantes asociadas a los pasos
intermediarios y a la reaccién general pueden ser determinadas a partir del
anadlisis de los trazos cinéticos. A continuacion, se hace una revision de los
modelos de seleccién conformacional y de ajuste inducido como ejemplo de

mecanismos de dos pasos de reaccion (Figura 2).
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[ N l EERER
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Figura 2. Diagrama de los mecanismos de unién de una proteina (P) con su ligando (L).
Mecanismo de seleccion conformacional (ruta azul), kci/kc-1 son las constantes de velocidad del
cambio intrinseco de las dos conformaciones P/P* y kcz/kc-2 son las constantes de velocidad
correspondientes a la formacion/disociacion del complejo final PL. Ajuste inducido (ruta roja),
donde se presenta la formacion de un intermediario (PL*) descrito por las constantes k1/k-1, seguido
de un cambio conformacional inducido por el ligando para llegar a la conformacién final PL. Las
constantes de velocidad correspondientes a este segundo paso de reaccion son ko/k2. La ruta gris
esquematiza lo observado en experimentos al equilibro, donde no son evidentes los pasos
intermedios de reaccién. También puede representar un proceso de unidn generado
experimentalmente que corresponde a un proceso de un solo paso aparente con constantes de
velocidad de unién y disociacion kon Y Kof, respectivamente (modificado de [10]).

a) Ajuste inducido

k1 k2
[P]+[L] (_; [PL] (_} [P*L] Esquema 3
K-1 k-2

Cuando el primer paso de la reaccion corresponde a la interaccion de segundo
orden de la proteina con el ligando, seguido de un segundo paso de isomerizacién
del complejo de primer orden, ocurre un mecanismo descrito como modelo de
ajuste inducido. El supuesto de este mecanismo sugiere que la unién del ligando

es mas rapida que el cambio de conformacion de la proteina, lo que significa que
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este llega al equilibrio antes que ocurra la segunda reaccion (equilibrio rapido). Por

lo tanto, el analisis de la cinética de union arroja dos constantes observadas, la

correspondiente a la reaccion rapida, kobs (R), y @ la reaccion lenta, kobs (). De esta

manera, ambas reacciones se pueden manejar por separado, por lo tanto, la

primera reaccion se describe como la reaccidon basica de unidn reversible

(Ecuacion 5).

La dependencia de la constante observada de la segunda reaccion lenta,

formacion del complejo [P*L], con respecto a la concentracion de ligando describe

una funcién hiperbdlica [11]:
d[p* «
LU = ky[PLY — ko [P'L)

En el equilibrio del primer paso de la reaccion:

a) ki[Ple[L] = k_1[PL],
b) [Pr]e = [P]e + [PL].

Despejando [Pl de la ecuacion b):
[Ple = [Pr]le — [PL].
Sustituyendo en a) y despejando [PL]e:
ky([Prle — [PL]e)[L] = k-_4[PL].
kq[L][Pr]le — k1[PL][L] = k_4[PL],
ky[L][Prle = k-1[PL]e + ky[PL].[L]

ki[L][Pr]le = (k—q + k{[LD)[PL],

pu), = ol _ 1P

~koy + kq[L] =)

Sustituyendo [PL]e en la ecuacion 8:

(8)
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d[P*L] k,[L] .
dt = k_ [PT]e - k—Z[P L]t
k_ll +[L]

Del mismo modo que la ecuacion 4, se resuelve la integral obteniendo una funcién
exponencial que describe la formacion del complejo P*L en funcién del tiempo

(segundo paso de la reaccion) con una constante observada:

Kobs (L) = %1 +k_; 9)

Para la obtencion de la constante de disociacion al equilibrio para el modelo de

ajuste inducido, se considera la condicién del estado estacionario del complejo PL:

d[dPtL] = ka[PLe[L] + ko [P"Lle = k-1 [PL]. = ka[PL],
d[dPtL] = ky[P]¢[L] + k_o[P*L], — (k_y + k3)[PL],

Aplicando la condicion de estado estacionario:

d[PL]
dt

= 0 - kq[P]e[L] + k_3[P"L], = (k_y + k3)[PL], a)
En el equilibrio:

d[P*L] k_,
75 = 0 7 kelPLle + k;[P"L]e =0 = [PL]o =5 —[P'L]le D)
2

Sustituyendo b) en a):

k—,

e [PLe[L] + ko [PLle = Ueoy + k) T
2

[PL
lPLoIL + k_alPLL, = ka2 [PLL, + ko [P°L,

[Pl = ko 2 oL,
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[Ple[L] _ k_1k_3 =K,

[P*L]e ki k2 (10)

b) Seleccion conformacional

En este caso, el mecanismo de dos pasos es iniciado por una isomerizacién de
primer orden de la proteina (o ligando), seguido de la formacién de segundo orden

del complejo proteina-ligando, el cual es el proceso rapido de la reaccion.

K1 k2
[P] «— [P*] + [L] «——= [P*L] Esquema 4
K-1 k-2

Las constantes de velocidad observadas en el experimento a condiciones de

pseudo-primer orden se describen con las siguientes ecuaciones [11]:
kobs(R) =k, [L] + k_, (11)

La velocidad de la reaccién lenta (isomerizacion), puede determinarse en funcién

de la concentracién de proteina:
——— = ki[P]; — k_4[P"]; (12)

En el equilibrio del primer paso de la reaccion:

a)  ka[Ple[L] = k_5[P"L].
b) [P*r]e = [P7]e + [P"L]e

Despejando [P*L]e de la ecuacion b):

[P*L]e = [P*T]e - [P*]e

Sustituyendo en a) y despejando [P*]e:
kz[P*]e[L] =k_,([P*r]le — [P"]e)
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ko [P*]e[L] + k_2[P*]e = k_2[P"r]e

[P*]e (k2 [L] + k_3) = k_z[P*r].

k_3 (e
[P*] — k—Z[P*T]e _ k_[P ]
€ ky[L]+k_, (L] + k_,
123
Sustituyendo [P*]e en la ecuacion 12:
_d[P] _d[pPTL] ky[P], — (k )
dt ~— dt = " L]+ k_ le
k,

Se resuelve la integral obteniendo una funcidon exponencial con una constante
observada:

(,;‘)

13
e (13)

kobs(L) = ki + k2
ko

En comparacion con el mecanismo de ajuste inducido, en este caso la curva
descrita por la ecuacion de la reaccion lenta (kobs vs [L]) corresponde a una
hipérbola descendente, y por lo tanto alcanza un valor minimo que corresponde a
Ki.

Las estrategias a seguir para medir las constantes de equilibro pueden ser
mediante experimentos al equilibro, donde se determina el avance de reaccion en
funcién de la concentracion de uno de los reactivos, o experimentos cinéticos,
donde se determinan las velocidades de reaccion de asociacion/disociacion. Las
aproximaciones cinéticas aportan mas informacion, porque proporcionan no
solamente los parametros termodinamicos y la constante de equilibro, sino
también las constantes de velocidad, las cuales caracterizan la dinamica del

sistema [12].
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1.2 Métodos para evaluar la interaccidon proteina-ligando

1.2.1 Dicroismo circular (DC)

La espectroscopia de dicroismo circular (DC) es una técnica espectroscopica de
absorcién atémica basada en el cambio de configuracion electrénica molecular de
un estado basal a uno excitado debido a la absorcion de radiacion
electromagnética polarizada. La sefial medida de DC corresponde a la diferencia
entre las absorbancias de la luz polarizada circularmente hacia la izquierda y hacia
la derecha. La capacidad de causar este efecto reside en la actividad éptica de la
muestra (moléculas quirales), las cuales distorsionan el plano generando una
elipse. El DC se reporta ya sea en unidades de absortividad diferencial (Ag) o en
elipticidad [6] la cual esta definida como el angulo cuya tangente es la razon del
eje menor entre el eje mayor de una elipse. Existe una relacion simple entre Ac y
elipticidad (en grados) descrita como 6 = 32.98 . A¢. Para facilitar la comparacion
entre proteinas y péptidos con pesos moleculares diferentes es comun expresar la
sefal de dicroismo circular como elipticidad molar [0]v o elipticidad molar media de
residuos [0]mm que se pueden calcular como:

_ DCyps - 100

B = — 7" (19)

donde Cw es la concentracion molar, | es la longitud de la trayectoria de la luz en
cm y DCobs es la sefal de dicroismo circular arrojada por el equipo en miligrados.
La elipticidad molar tiene unidades de grados.cm?/dmol.

DC - 10°
[0]mpm = 2 (15)

CIJM " l ‘n
donde Cuwm es la concentracion expresada en uM, | es la longitud de la trayectoria
de la luz en mm, DCobs es la sefial de dicroismo circular arrojada por el equipo en
miligrados y n es el numero de residuos de la proteina. La elipticidad media de

residuos tiene unidades de grados.cm?/dmol.residuo [13].
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El espectro de dicroismo circular de una proteina se obtiene generalmente en las
regiones de ultravioleta cercano (250-350nm) y lejano (180-250 nm). El croméforo
en el UV lejano es el enlace peptidico mientras que en el UV cercano son los
residuos aromaticos y el puente de disulfuro. La sefial de DC puede ser
deconvolucionada para estimar el contenido de estructura secundaria de una
proteina. Los programas especializados para esto comparan el espectro
experimental con una base de datos de espectros de proteinas con estructuras
secundarias conocidas. La espectroscopia de dicroismo circular tiene aplicaciones
en diversos estudios bioldgicos tales como: evaluaciones conformacionales de
proteinas y acidos nucleicos; termodinamica de plegamiento y desplegamiento de
biomoléculas; estudios de interaccion de biomoléculas asimétricas (interacciones
proteina-proteina, interacciones DNA/proteina, interacciones proteina-ligando e
interacciones DNA-ligando) y, cinética de plegamiento y desplegamiento de
macromoléculas.

Los rasgos caracteristicos de los espectros de diferentes clases de proteinas en el

ultravioleta lejano son [14]:

e Todas las proteinas que contienen estructura secundaria de a-hélice tienen
espectros con una banda intensa negativa con dos picos, uno a 208 y otro a
222 nm, y una banda muy positiva en 191-193 nm. Las intensidades de
estas dos bandas reflejan el contenido de a-hélices.

e Los espectros de proteinas con un alto contenido de laminas 3 regulares
son significativamente mas débiles que los espectros de las proteinas
helicoidales. Estos espectros comunmente tienen una banda negativa a
210-225 nm y una senal fuertemente positiva a 190-220 nm.

e Los péptidos desordenados y las proteinas desnaturalizadas presentan una
sefal fuertemente negativa a 195-200 nm y otra mucho mas débil (que
puede ser positiva o negativa) entre 215 y 230 nm.

e Las proteinas con una mezcla de hélices-a y laminas B casi siempre tienen
espectros dominados por el componente a-helicoidal y por tanto con

frecuencia muestran bandas a 222, 208, y 190-195 nm. En algunos casos,
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puede haber un solo espectro ancho minimo entre 210 y 220 nm debido a

las contribuciones superpuestas de a-hélices y laminas 3.

Por otro lado, las sefiales de DC en el UV cercano estan dominadas por las
sefales de los residuos aromaticos individuales en una proteina, y pueden adoptar
valores positivos o negativos y pueden variar dramaticamente en intensidad. Por
tanto, existe poca correlacion entre el numero de residuos aromaticos y la
intensidad de DC aromatico, y el espectro de DC en el UV cercano de una
proteina no permite decir nada concreto con respecto a la estructura terciaria. Sin
embargo, las sefales que estos producen son sensibles a la estructura terciaria
global de las proteinas. Las caracteristicas principales de los cuatro fluoréforos en

el ultravioleta cercano se resumen a continuacién [15]:

e La fenilalanina presenta una estructura bien definida en el intervalo de 255-
270 nm y sus picos se observan generalmente cercanos a 262 y 268 nm.

e La tirosina generalmente tiene un maximo en el intervalo de 275-282 nm,
con un posible hombro 6 nm hacia el rojo (longitud de onda mayor).

e El triptéfano, muestra con frecuencia, una estructura fina arriba de los 280
nm en la forma de dos bandas, una a los 288 - 293 y otra 7 nm hacia el azul
(de longitud de onda menor), con el mismo signo y otra banda alrededor de
los 265 nm.

e EI DC de la cisteina comienza a una longitud de onda larga (>320 nm) y
muestra uno o dos picos anchos arriba de 240 nm; el pico de longitud de
onda larga frecuentemente es negativo.

Cuando las proteinas estan plegadas presentan frecuentemente elementos
altamente asimétricos en su estructura secundaria, tales como las a-hélices y las
laminas B-plegadas, las cuales generan espectros de DC caracteristicos. Estos
espectros pueden evidenciar cambios conformacionales asociados a la interaccion
de la proteina con un ligando, permitiendo la determinacion de la constante de
unién al equilibrio. La interaccion entre proteina y ligando usualmente induce un

cambio en la estabilidad térmica de las proteinas, modificando la temperatura de
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desnaturalizacion, la entalpia y la capacidad calorifica. Estas modificaciones se
deben a las reacciones simultaneas de union con el ligando y la desnaturalizacion
[16]. La desnaturalizacion de las proteinas resulta en la pérdida de sus estructuras
secundarias, por lo que el proceso puede ser seguido a partir de las senales de
DC vy el correspondiente cambio en las bandas de los espectros. Algunas
proteinas tienden a desnaturalizarse por completo y sus espectros de
desnaturalizacion se asemejan a una mezcla de las sefales emitidas por péptidos
pequefios. Otras proteinas se desnaturalizan parcialmente y posiblemente
mantengan contenido residual de estructura a-hélice en un estado de “globulo
fundido” [17].

1.2.2 Fluorescencia

Es una técnica espectroscopica que requiere de fluoréforos que emiten luz en una
longitud de onda mas larga (longitud de emisidon) cuando son excitados a una
cierta longitud de onda (longitud de excitaciéon). En general, en proteinas, la
fluorescencia requiere de una etiqueta fluorescente (reportero), la cual puede ser
intrinseca, como los aminoacidos aromaticos, o extrinseca. La adicion de etiquetas
extrinsecas en una proteina no debe alterar las propiedades bioquimicas de esta o
su interaccion con ligandos. También requiere que el reportero sea
suficientemente sensible para cambiar su sefal de fluorescencia de forma
detectable en una concentracién de proteina razonable en funciéon del ambiente
local. Mediante el uso de diferentes técnicas de fluorescencia como la anisotropia
o la energia resonante de fluorescencia (FRET) se han desarrollado una extensa
gama de métodos de analisis capaces de vislumbrar el ensamblaje de complejos
bimoleculares, tales como las interacciones de proteina-proteina y proteina-

ligando, asi como determinaciéon de cambios conformacionales de proteinas [18].

El aminoacido triptéfano es el principal responsable de la fluorescencia intrinseca
de las proteinas, siendo fuertemente influenciable por el medio local (viscosidad,
temperatura, polaridad) que lo rodea. La variacion de la sefial de fluorescencia,
dependiente del medio local del triptéfano, propicia que la interpretacion de los

25



datos espectroscépicos, en algunos casos, llegue a ser dificil pues no es posible
considerar todos los factores que influyen en el apagamiento de la sefal de
fluorescencia de los triptéfanos [18]. Los diferentes mecanismos en que se ha
explicado este apagamiento tras la interaccidon con un ligando involucran la
transferencia de electrones, transferencia de energia de largo alcance, induccion
de cambios conformacionales y diversas reacciones intramoleculares. Estos
fendbmenos se describen como el efecto de filtro interno, el apagamiento por
colision (dinamico) y aquel ocasionado tras la interaccion del ligando (apagamiento
estatico). El efecto de filtro interno (Inner Filter Effect, IFE) es la absorcidén por
parte de la muestra de la radiacion de excitacion (primario) y/o emisidn
(secundario) reduciendo la intensidad de fluorescencia. Comunmente el IFE es
considerado una fuente de error en el analisis fluoroscoépico, el cual requiere ser

corregido.

1.2.2.1 Interaccion con analogos fluorescentes de nucleo6tidos de guanina

Los analogos fluorescentes de nucledtido mas comunmente utilizados para
estudiar su interaccion con proteinas son aquellos derivatizados con el grupo
fluorescente metilantraniloil (mant). Este grupo fluorescente reportero esta
localizado en la posicion 2’ o 3’ del oxigeno de la ribosa del nucleétido en cuestion,
que en nuestro caso corresponde a los nucledtidos de guanina, GDP y GTP
(Figura 3). La excitacion del fluoréforo mant a 360 nm resulta en una emision de
fluorescencia a 440 nm. Una gran variedad de estudios descritos en la literatura
sugiere que el analogo fluorescente no perturba la unién, ademas de ser una
etiqueta muy sensible en el entorno quimico. Esto se ha determinado mediante
estudios de cinética de interaccion y de competencia comparando los analogos
fluorescentes y los nucleétidos sin modificar [19]. En algunos casos, las
propiedades fluorescentes del triptofano y del grupo mant pueden ser combinadas
para llevar acabo experimentos de fluorescencia por transferencia de energia
resonante (FRET). El razonamiento detras de este experimento se basa en la
excitacion de los triptéfanos de la proteina (290 nm) y la deteccién de la
fluorescencia de grupo mant a 448 nm debido al traslape en la emision de la
fluorescencia del triptéfano y la excitacién del mant a 355 nm. Tal que la emision

26



detectada a 450 nm es debida a la transferencia de energia de los triptéfanos al

grupo mant.

O O
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Figura 3. Estructura de los isémeros 3’ (izquierda) y 2’ (derecha) de mantGDP (n = 1) y mantGTP
(n =2). Cuando R = H corresponde a los mant-desoxinucleétidos de guanina.

X "

La concentracion del mant-nucledtido no debe de estar alejada del valor de la
constante de disociacion con el fin de obtener precision razonable en la estimacion
de la constante de disociacién. Sin embargo, la concentracién de mant-nucleétido
no puede estar por debajo de 10 nM debido a la sensibilidad del limite de
deteccion de la sefal de florescencia. Por lo que constantes de disociacion en el
intervalo subnanomolar estan fuera del alcance de la valoracién por fluorescencia

con mant-nucleétidos [20].

1.2.3 Dispersion dinamica de luz (DLS)

La dispersidon dinamica de luz (Dynamic light scattering, DLS) mide las
fluctuaciones de la intensidad de luz difractada, con respecto al tiempo, debido al
movimiento browniano de las particulas. Al incidir un haz de luz monocromatico,
tal como un laser, en una solucion con particulas en movimiento browniano, causa
un efecto Doppler cuando la luz golpea a la particula, cambiando la longitud de
onda de la luz incidida (luz difractada) con respecto al tiempo (fluctuacion). La
intensidad de luz difractada fluctuara dependiendo del tamafio de particula, siendo
las particulas pequefias las que causen fluctuaciones mas rapidas que las de

mayor tamano. El uso de algoritmos matematicos y consideraciones como que las
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particulas en estudios son rigidas con forma esférica permiten correlacionar esta
variacion en la intensidad con el coeficiente de difusién y el tamafo de las

particulas (radio hidrodinamico, Ry). El radio hidrodinamico de una particula se

calcula a partir de la ecuacion de Stokes-Einstein Ry = 6';% donde éste depende

de la temperatura (T), de la viscosidad de medio (n) y del coeficiente de difusion
(k)[21]. Esta técnica es una de las mas usadas para determinar el tamafio de
particulas y permite medir radios de hasta 0.001 um, lo cual es dificil de alcanzar
con otras técnicas [22]. Ademas, puede determinar la velocidad de particulas en
disolucién, por ejemplo, la velocidad de difusion de microorganismos o analizar el
flujo de los fluidos. Es una técnica no invasiva ni destructiva, por lo que es muy
demandado para la determinacion del tamafo de las proteinas en medio liquido y
los cambios en su estructura (tamafio) como resultado de la interaccién con su

sustrato/producto.

1.3 Biogénesis ribosomal en eucariontes

La sintesis de proteinas es llevada a cabo por los ribosomas, quienes, a su vez
estan constituidos por proteina (35%) y RNAr (65%). Son un complejo formado por
dos subunidades, 60S y 40S, asociadas no covalentemente [23]. En eucariontes,
la biogénesis ribosomal involucra la produccion y el correcto ensamblaje de los
cuatro RNA ribosomales y sus 79 proteinas estructurales. En este proceso se
encuentran involucrados cientos de factores accesorios no presentes en la
particula madura. En ausencia de estas proteinas, las células dejan de crecer aun
bajo condiciones 6ptimas. Dentro de estos factores accesorios se han descrito

ATPasas tipo AAA, GTPasas, factores de exportacion y helicasas entre otras.

La sintesis de ribosomas comienza en el nucléolo, donde la RNA polimerasa |l
sintetiza el RNAr 5S, en tanto la RNA polimerasa | sintetiza el pre-RNAr 35S que
da lugar a los RNAr 18S, 5.8S y 28S (25S en levaduras). La transcripcion de los
RNAm de las proteinas ribosomales se lleva a cabo por la RNA polimerasa I,

estas proteinas son sintetizadas en el citoplasma y transportadas al nucléo(lo). El
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pre-RNAr 35S se asocia a proteinas ribosomales para formar un pre-ribosoma
90S, el cual es separado en las particulas pre-40S y pre-60S, y cuya maduracion
continua de forma independiente primeramente en el nucleo y posteriormente en
el citoplasma [24]. Uno de los ultimos pasos de maduracion citoplasmatica del
precursor de la subunidad 60S en levadura involucra a las dos proteinas de

estudio en este trabajo, la GTPasa EFL1 y la proteina SBDS.

1.3.1 La GTPasa EFL1/EFTUD1 en la maduracion ribosomal

La proteina EFL1, también denominada EFTUD1 (Elongation Factor Tu GTP-
binding Domain-containing protein 1) para el ortélogo humano, es una GTPasa
que participa en la fase final de la biogénesis ribosomal de la subunidad 60S, y por
ende en la activacion traduccional de los ribosomas. EFL1 es una proteina
homologa a los factores de elongacidon EF-G/eEF2 (28% de identidad), que
promueven la translocaciéon del aminoacil-tRNA del sitio A al sitio P durante la
elongacion en la sintesis proteica [25]. Estas GTPasas estan organizadas
estructuralmente en 5 dominios distintos, siendo el dominio 1 el que contiene el
dominio G donde reside la unién de los nucledtidos de guanina y la catalisis, y
cuatro dominios mas enumerados del II-V (Figura 5C) [26]. En el citoplasma
celular, EFL1 junto con la proteina SBDS desencadenan la liberacion del factor de
anti-asociacion elF6 del pre-ribosoma 60S, permitiendo asi el ensamblaje del
ribosoma 80S vy el reciclaje de elF6 al nucleo [27]. El proceso empieza cuando la
subunidad pre-60S unida con elF6 interacciona con SBDS posterior a la union de
la ultima proteina estructural uL16 y la liberacién del factor de exportacion Nmd3
por accidon de la GTPasa Lsg1. La proteina elF6 obstruye fisicamente el puente
inter-subunitario B6 [28] que une las dos subunidades del ribosoma, ademas de
ocupar parte del asa sarcina-ricina (SRL) y segmentos de las proteinas uL14, uL3
y eL24. Mientras que SBDS interacciona con parte del sitio P y la base del tallo,
sin contactar a elF6 (Figura 4). La regidén entre ambas proteinas corresponde al
sitio asociado a GTPasas que es subsecuentemente ocupado por EFL1. En el
complejo ternario SBDS*EFL1+elF6, los dominios | y Il de la GTPasa contactan a
elF6, y los dominios Il y IV de EFL1 interaccionan con los dominios 1 y 2 de

SBDS (Figura 5B-C). A través de un cambio conformacional mediado por SBDS,
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EFL1 desplaza estéricamente a elF6 al competir por un sitio en comun en la
subunidad 60S. Posteriormente, se cree que la hidrolisis de GTP desencadena un
nuevo cambio conformacional que promueve la liberacion de EFL1 y SBDS
(Figura 5A) [29]. Este mecanismo no solo previene la asociacion prematura de las
subunidades ribosomales, sino que también actua como punto de control para
evaluar la integridad de sitios clave de la subunidad 60S involucrados en la
traduccion como son el sitio P, el centro asociado de GTPasas, la base del tallo
ribosomal y el asa sarcina-ricina. Aunque todavia se debate acerca del orden de
interaccion de estas proteinas con la subunidad ribosomal, estudios con el
complejo binario EFL1+SBDS han demostrado que uno de los roles de SBDS es
actuar como un intercambiador de GDP para EFL1 [30, 31]. Esta informacién fue
obtenida, en parte, como resultado de esta tesis. Y aunque su efecto es moderado
en el incremento de la velocidad de disociaciéon de GDP en EFL1, comparado con
al efecto de otros intercambiadores de nucledtidos sobre GTPasas de traduccion,
su interaccion con EFL1 favorece en esta ultima una conformacion avida por GTP
[32].

Mutaciones que impiden la correcta comunicacion entre EFL1 y SBDS previene la
liberacion de elF6 y consecuentemente, el ensamble de ribosomas maduros
originando una enfermedad conocida como Sindrome de Shwachman-Diamond
(SDS). Recientemente se describieron mutaciones homocigotas en la proteina
EFL1 en pacientes con un cuadro clinico similar a aquel observado en el Sindrome
Shwachman-Diamond (SDS) [33-35]. Esta es una enfermedad autosémica
recesiva caracterizada por la insuficiencia pancreatica exdécrina, alteraciones
esqueléticas, deficiencia en la funcion de la médula 6sea y una alta predisposicion
a desarrollar leucemia [36]. Hasta ahora solo se han descritas un pufado de
mutaciones en EFL1 y la mayoria se localizan en el dominio IV, salvo por la T127A
localizada en el dominio |. Existe poca informacién acerca del efecto de estas
mutaciones en la funcién de la proteina. Sin embargo, las mutaciones R1095Q vy
M882K no alteran el plegamiento de EFL1 ni su actividad de GTPasa o activacion

por SBDS, por lo que se cree que las mutaciones pueden alterar la red
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intramolecular de interacciones que rige el o los cambio(s) conformacional(es)

necesario(s) para liberar a elF6 [34].

Ademas de EFL1 existen otras GTPasas que participan en la biogénesis ribosomal
de la subunidad mayor: Nog1, Nug1, Nug2 y Lsg1 [37], y Bms1 que participa en la
maduracioén de la subunidad ribosomal menor. Por lo que ha sido de interés la
caracterizacion de las GTPasas y la elucidacion de sus mecanismos de

regulacion.

&«{9’ L/’l .,\‘A’ L24 Insercion

Dominio Il

Figura 4. Representacion del modelo atémico del complejo ternario EFL1eSBDSeelF6
asociado a la subunidad 60S del ribosoma. EFL1, azul obscuro; SBDS, magenta; elF6,
amarillo; subunidad 60S, cian. Imagen dilucidada por criomicroscopia electrénica filtrada
a 6 A [29]. PDB ID: EMD-3146.
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Figura 5. A. Modelo de liberacion del factor elF6 por SBDS y EFL1. 1) SBDS estimula la actividad
de GTPasa de EFL1. 2) Hidrdlisis de GTP, EFL1 adopta conformaciones de unién a GDP. SBDS
rota interrumpiendo el puente B6, sitio de union de las subunidades del ribosoma. 3) EFL1 sufre un
cambio conformacional que compite por un sitio en comun con elF6 liberandolo. La hidrdlisis de
GTP ocasiona la disociacién de EFL1 y SBDS de la subunidad ribosomal. La liberacion de elF6
permite la formacién del ribosoma activo 80S el cual puede comenzar la traduccion [27, 29]. B.
Estructura tridimensional de la proteina SBDS humana obtenida por RMN (PDB ID:2KDO). C.
Modelo tridimensional de ScEfl1 realizado por Alfonso Méndez Godoy, obtenido por homologia
empleando MODELLER vy la estructura cristalografica de ScEf-2 como modelo.
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1.3.2 La proteina SBDS

SBDS es una proteina de 250 aminoacidos que se encuentra en todos los tejidos
del cuerpo humano [38]. Esta proteina forma parte de una familia altamente
conservada en el dominio Archaea y Eucarya, pero no contiene homodlogos en
bacteria [39]. Es una proteina flexible y elongada [40, 41] cuya estructura
tridimensional esta organizada en tres dominios: el dominio N-terminal con un
plegamiento denominado FYSH (por su homologia con un dominio de la proteina
de levadura Yhr087wp; Fungal, YhrO87wp, Shwachman), un dominio central en
forma de racimo de tres hélices que confiere especie-especificidad a la proteina; y
el C-terminal con una estructura del tipo ferredoxina con homologia estructural al
dominio V del factor de elongacion 2 de levadura, dominio de unién a ARN [39, 42,
43]. En la Figura 4 se muestra la estructura del complejo ternario
SBDS*EFL1+elF6 asociado al ribosoma, donde se puede observar las

interacciones de los tres dominios de SBDS.

Junto con EFL1, la pérdida de funcion de la proteina SBDS es la principal causa
del Sindrome Shwachman-Diamond (SDS, OMIM #260400) [38]. El 90% de los
pacientes contienen mutaciones en el gen SBDS en uno o ambos alelos alterando
la funcion del producto, y que en la mayoria de los casos resulta en una proteina
trunca. Entre las mutaciones mas comunes se encuentra la 183-184TA>CT, que
genera un coddén de paro (X) en el aminoacido 62 (K62X), y la 258+2T>C que
interrumpe el sitio donador del empalme en el intron 2 generando un corrimiento
en el marco de lectura (frameshift, fs) que codifica para un coddn de paro tres
residuos después del aminoacido 84 (C84fsX3). También se han descrito
mutaciones no sinébnimas en cualquiera de los tres dominios de la proteina que en
algunos casos desestabilizan el plegamiento de la proteina causando su
desnaturalizacién o bien afectan epitopos en la +|superficie de la proteina [27].
Algunas de esta mutaciones afectan su interaccion con EFL1, por lo que pueden

alterar la regulacion que SBDS ejerce en EFL1 [40].
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1.4 Lasuperfamiliade las GTPasas

Las GTPasas son una clase de proteinas reguladoras involucradas en procesos
celulares centrales, tales como traduccion, biogénesis ribosomal, transporte
intracelular, formacion de citoesqueleto, entre otras. Cabe destacar su interaccién
con proteinas efectoras, generando una red de interacciones proteina-nucleétido y
proteina-proteina, la cual es la base de la transduccion de sefal (familia RAS). De
igual manera, las GTPasas tienen un papel preponderante en el ensamblaje del
ribosoma, asi como en todos los pasos de la sintesis de proteinas: iniciacion,

elongacion, terminacion y reciclaje [44].

Las GTPasas son capaces de unir GTP e hidrolizarlo a GDP, a través de ciclos de
regulacion precisos, inducidos por proteinas efectoras. Los factores que estimulan
la actividad hidrolitica y el intercambio de GDP/GTP de una GTPasa son
comunmente referidos como las proteinas activadoras de GTPasa (GAP) y
factores intercambiadores de guanina (GEF), respectivamente. Ademas de los
factores anteriormente descritos, hay otros que modifican la conformacion de la
GTPasa no unida a nucledétido (forma apo), llamados factores de estabilizacién del
GTP (GFS), los cuales cambian el equilibro de la conformacién D (GTPasa-GDP)
a T (GTPasa-GTP) de la forma apo de la GTPasa. Esto implica que la afinidad de
algunas GTPasas por GDP y GTP es modificado por su interaccion con otros
ligandos o cofactores [20]. La gran mayoria de las GTPasas que intervienen en el
ensamblaje del ribosoma enlazan débilmente a los nucledtidos de guanina; a
diferencia de la familia RAS (GTPasas pequefias) que no requieren la asistencia
de GEFs para promover la liberacion de GDP y unen GTP con una alta afinidad
[45]. Los mecanismos mediante los cuales actuan estos efectores sobre la
actividad de las GTPasas pueden ser diversos. Algunas proteinas efectoras tipo
GEFs, insertan un residuo acido en el sitio de unién del grupo fosfato, generando
interacciones electrostaticas de repulsion para expulsar al nucleétido de guanina.
Otro mecanismo descrito resulta de la insercion de residuos hidrofobicos al sitio de
union del ion Mg?*, lo cual disminuye la afinidad por este ion y por ende al GDP.
También se ha observado que la interaccion con la proteina GEF remodela la

estructura de la GTPasa, sobre todo del motivo switch 2, generando un ambiente
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hidrofobico en el sitio de unién a Mg?*. Finalmente puede ocurrir que la proteina
efectora se posicione en el Dominio G, obstruyendo parcial o totalmente la union al
nucledtido [46].

1.4.1 Dominio G

El domino de unién a GTP/GDP en la familia de GTPasas tiene secuencias
conservadas, con cinco motivos estructurales involucrados en la union del
nucledtido (Figura 6) [47]. El asa P (Walker A), la region NKXD y el motivo SAL
interaccionan de manera inespecificas tanto con el GTP como con el GDP. El
motivo del asa P tiene la secuencia consenso (G/A)XXXXGK(S/T) y enlaza a los
fosfatos a y B del GDP y GTP. El motivo NKXD asistido por el motivo SAK, enlaza
fuertemente a la porcién de guanina y el anillo de ribosa del nucleétido. Mientras
que los switch | (Walker A) y el switch Il (Walker B) permiten la discriminacién
entre GTP y GDP de la GTPasa. El switch | normalmente contiene una treonina, a
veces remplazada por serina, la cual coordina un ion Mg?* que es determinante en
la afinidad de la GTPasa por el nucledtido de guanina. Se ha propuesto que la
coordinacion del B-fosfato ayuda a neutralizar la carga del nucleétido difosfato,
haciéndolo un mejor grupo saliente desde el fosfato terminal. El switch || acomoda
el fosfato y del GTP y junto con un residuo semiconservado de GIn, participan en
la reaccion de hidrolisis del GTP. ElI motivo switch 1l sufre cambios
conformacionales drasticos en respuesta a la hidrdlisis de GTP o del intercambio

de nucledtido de guanina [48].

35



Al 2l [=:] I HE B G1 (AsaP) m -

GXGXXGKS ....... T.... . DxxGQ NKxD SAK G3 (Switch ||) Ki6
\ = NS0 [Kia |
v / \ < /N\ H, K147
\ (@ | ) m
J A ¢ HN, : HO  OH Atd6 me]
‘ DGISch ‘O , } H, _.HN|A146 mc
N | ! (145 |
SEIRew ><f< ~~~~~~ ——
oAbl o = -
- S ~H
L1 LU S VT H
SN vl ﬂ
7/
H
G2 (Switch 1) i
0

Figura 6. Representacion esquematica del dominio de unién a nucledtidos de guanina de una
GTPasa. A. Parte superior, Secuencias conservadas de los motivos estructurales del Dominio G,
nombrados de G1-G5. Parte inferior, Representacion esquematica tridimensional del Dominio G
unido a GppNp en presencia de Mg*? (esfera gris) con los motivos estructurales marcados con
diferentes colores. B. Se muestran los residuos del Dominio G que interactian con el nucleétido
GppNHp, un analogo no hidrolizable de GTP. La numeracién corresponde a los residuos de la
GTPasa Ras humana. La terminacion “mc” representa a la cadena principal (por sus siglas en
ingles, main chain). Imagen obtenida mediante cristalografia a 1.35 A de resolucién, PDB ID:5P21,
[49-51].

2 Justificacion

Existen una gran variedad de estudios avocados a entender el reconocimiento y
regulacion de GTPasas por los nucleétidos de guanina y sus biomoléculas
efectoras; en particular de GTPasa pequefas y aquellas involucradas en
traduccidn. Pero poco es lo que se sabe hasta el momento sobre estos
mecanismos para la GTPasa EFL1. Se desconocen las constantes de interaccién
con los nucledtidos de guanina y el efecto que ejerce la proteina SBDS sobre esta
unién, asi como sus bases termodinamicas. Esta informacion es crucial para
describir el funcionamiento y regulacion de EFL1 y SBDS en los pasos finales de
maduracién de la subunidad ribosomal mayor, para entender el desarrollo de la

ribosomapatia SDS y sus causas.
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3 Hipotesis

Se ha demostrado que la interaccion de EFL1 con la proteina SBDS disminuye el

valor de la constante de Michaelis-Menten (Km) por GTP, por lo que se sugiere que

SBDS podria actuar como un GEF para EFL1 [31]. Sin embargo, este trabajo no

determiné cual de las constantes de equilibro de la interaccion es modificada. Si

SBDS actiua como un efector de EFL1, entonces la interaccion con SBDS

modificara las constantes microscépicas de velocidad, y por ende las de equilibrio,
de la interaccion de EFL1 con GDP y/o GTP.

4 Objetivo General

Caracterizar la uniéon de las proteinas EFTUD1/Efl1 con nucleétidos de
guanina, en presencia y ausencia de SBDS/Sdo1, mediante técnicas

espectroscopicas.

4.1 Objetivos especificos

Determinar mediante dicroismo circular los parametros de estabilidad térmica
de los ortélogos humanos EFTUD1 y de levadura Efl1.

Determinar mediante titulacion espectroscopica de fluorescencia los
parametros de interacciéon (Kd) de EFTUD1/Efl1 con GDP y con un analogo no
hidrolizable de GTP (GppNHp) en presencia o ausencia de SBDS/Sdo1.
Determinar los parametros cinéticos de la union de analogos fluorescente de
nucleodtidos de guanina (mant-GTP/GDP) con Efl1 sola y unida a Sdo1.
Determinar el efecto del magnesio sobre la union de Efl1 con los nucleétidos

de guanina.
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5 Metodologias

5.1 Sobreexpresién y purificacion de las proteinas recombinantes

El grupo de trabajo ya contaba con los protocolos para la sobreexpresion y
purificacion de los ortdlogos humano (EFTUDI) y de S. cerevisiae de EFL1 (Efl1)
en levadura y de sus correspondientes proteinas efectoras SBDS y Sdo1 en la
bacteria Escherichia coli C41. El protocolo detallado del proceso de expresién y
purificacion de las proteinas se encuentra descrito en [52]. Se prob6 también el
protocolo de sobreexpresion de Efl1 en bacteria descrito por Asano vy

colaboradores [53].

5.1.1 Sobreexpresion de las proteinas EFTUD1/Efl1 en levadura

Para la expresion de ambas GTPasas se utilizo el plasmido pRS426, en el cual las
correspondientes secuencias codificantes, junto con wuna secuencia de
reconocimiento de la proteasa TEV y una etiqueta de 6 histidinas, se encuentran
bajo el control del promotor GAL1/10 y el terminador MATA. El pRS426 es un
vector de expresion cuyo marcador de seleccion en bacteria es la resistencia a
ampicilina y en levadura es la complementacion genética de la auxotrofia a uracilo
por la presencia del gen URA3. También contiene las secuencias de REP3 y FRT
necesarias para la propagacion de alta copia en levadura. La expresion se llevo
acabo en la cepa de S. cerevisiae BCY123 mediante la adicion de 2.5% de
galactosa por 20 h a 30°C. La lisis celular se realizé por friccion con perlas de
vidrio (@ = 0.5 mm). Las proteinas se purificaron a través de una cromatografia de
afinidad a iones Ni?* seguida de una cromatografia de exclusion molecular en una
columna Superdex 200 de acuerdo con lo escrito en [52] con la adicion de un
lavado de alta sal (1.5 M NaCl) antes de la elucién de la cromatografia de afinidad
para separar acidos nucleicos. La purificacion se monitoreo mediante
electroforesis SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 7.5 % tefidos con azul de
Coomassie G250. Efl1 también fue sobreexpresada en E. coli C41 y purificada

como se describe en [53] adicionando el lavado con NaCl 1.5 M.
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5.2 Caracterizacion de las proteinas EflI1/EFTUD1 y su unidon con los

nucledétidos de guanina

5.2.1 Materiales

Todos los compuestos quimicos usados, incluyendo las sales de sodio de GDP y
GTP fueron obtenidas de Sigma Chemical Co, a excepcion de los derivados
fluorescentes con el grupo mant de GDP, GTP, desoxiGDP, desoxiGTP y GppNHp

los cuales fueron adquiridos de Jena Biosciences (Jena, Alemania).

5.2.2 Dicroismo circular (CD)

Las proteinas EFTUD1 y Efl1 se dializaron en un amortiguador de fosfatos (50 mM
Amortiguador fosfatos pH 7). Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron en
el ultravioleta lejano (195-260 nm) con una concentracion de proteina de 0.1
mg/ml. Las mediciones se llevaron a cabo en una celda de cuarzo de 0.2 cm de
paso Optico en un espectropolarimetro Jasco J-710 a temperatura de 20 °C en
presencia y ausencia de GppNHp y GDP. Los espectros representan el promedio
de tres mediciones realizadas cada 1 nm a una velocidad de barrido de 20
nm/min. Para procesar los datos, la sefial en miligrados obtenida por el equipo se

transformé a elipticidad molar media de residuos utilizando la ecuacion 15:

DC,ps-10°
[H]mrm — Zf’#

Donde 6nm es la elipticidad molar media de residuos, DCobs €s el valor de la
elipticidad observada en mdeg (miligrados), C es la concentracion de proteina en
MM, n es el numero de residuos de la proteina y | es el paso 6ptico en mm. Los
valores de elipticidad molar media de residuos se deconvolucionaron con los
programas K2D3 [54] y CDNN [55]. La desnaturalizacion térmica se evalud
siguiendo la sefial de dicroismo circular a 208 nm a una velocidad de
calentamiento de 1°C/min en un intervalo de temperatura de 20 — 90 °C y de 90 -
20 °C.
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5.2.3 Dispersion dinamica de Luz (DLS)

Los experimentos DLS se realizaron con el instrumento Malven Nano S (Malvern,
Ltd) equipado con un laser NIBS (Laser no invasivo de dispersidén) y un peltier
para controlar la temperatura. Las mediciones se llevaron a cabo a 25 °C en 50
mM Fosfatos pH 7 a una longitud de onda de 663 nm. La muestra de proteina (2
mg/ml) fue filtrada previamente por medio de un filtro Anotop® de tamafio de poro
0.02 um (Whatman, GE). Los radios hidrodinamicos fueron calculados a partir de

los valores Z usando el software ZetaSizer.

5.3 Ensayo de fluorescencia con ANS para evaluar la interaccion de

EFTUD1 vy Efl1l con los nucledtidos de guanina
La molécula ANS (1-Anilino-8-naftaleno sulfonato) se ocupa para examinar el
caracter no polar de proteinas y membranas. Stryer ([56]) demostré que la
fluorescencia del ANS, unido a sitios no polares de la apomioglobina era la misma
a la fluorescencia en disolventes organicos hidrofobicos [57]. El reactivo ANS libre
presenta una baja fluorescencia al ser excitado a 380 nm con un maximo de
emision a 545 nm, sin embargo, la intensidad de fluorescencia del ANS aumenta
cuando se une a regiones hidrofdbicas. Por lo que, el complejo Proteina-ANS tiene
un espectro de emision cuya intensidad puede ser hasta 40 veces mas intensa. Lo
cual la hace una molécula util para evaluar la desnaturalizacion de una proteina o
cambios conformacionales en donde se exponen regiones hidrofébicas. En este
trabajo se usé el ANS para evaluar la unién de GDP y GppNHp con EFTUD1 y
Efl1, asumiendo que la uniéon generara cambios conformacionales que propicien la
exposicion de sitios hidrofdbicos que modificaran la fluorescencia del reactivo
ANS. Se detectd el espectro de emisién del ANS a longitudes de onda de 400-600
nm excitando a 350 nm con un espectrofotometro AMINCO-LS. Se utilizé una
concentracion de 5 pyM de proteina sola o en presencia de 500 yM GDP o
GppNHp y 100 uM de ANS en un amortiguador de 50 mM Tris pH 8, 300 mM
NaCl, 5 mM MgCla.
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5.4 Espectroscopia de fluorescencia de los triptéfanos para evaluar la

interaccion de EFTUD1 y Efl1 con nucleodtidos de guanina
Los espectros de fluorescencia de los triptéfanos presentes en la proteina fueron
medidos usando un espectrofotometro AMINCO-LS. La muestra fue irradiada a
290 nm para excitar selectivamente el grupo indol de los residuos triptofanos, y el
espectro de emision fue registrado entre 310 y 410 nm. Se siguid el apagamiento
de la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de la proteina como resultado del
incremento en la concentracidon de nucleotidos de guanina. Se realiz6 la adicion de
1 pL de nucledtido (1-2 mM) a una solucion 1 yM de EFTUD1 o Efl1 en
amortiguador A (50 mM Tris pH 8, 300mM NaCl, 5 mM mgClz, 10 % glicerol) en
presencia o ausencia de 10uM SBDS para la titulacion de EFTUD1 o 10 uM Sdo1
para Efl1 a 25°C. La constante de disociacion (Kd) se determiné mediante un
ajuste no lineal a un modelo de interaccién 1:1 a partir de los valores de maxima
emision, corregidos por filtro interno, en funcién de la concentracién de ligando
adicionada de acuerdo con la ecuacion:

L AFpL[L]

[L]+Kq (16)

Fobs = Finicial
Para corregir el efecto del filtro interno se consider6 un ajuste de los datos con la

ecuacion descrita en [58].
, +
meFobs-antﬂog[%j (17)

Donde ODex corresponde a la absorbancia del nucledtido a 290 nm, ODem es la
absorbancia del nucleétido al maximo de emision y Fobs €s el valor experimental
maximo de emision de la reaccion. Para obtener los valores de OD para cada
concentracion de nucleotido se calculd el coeficiente de extincion (g). Se registro la
absorbancia a 290 nm de los nucledtidos de guanina en funcion de las

concentraciones, siendo la pendiente ¢, segun la ley de Lambert-Beer.
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5.5 Espectroscopia de energia resonante de fluorescencia (FRET)
para evaluar la interaccion de Efl1 con mant-nucledétidos

Las proteinas EFTUD1 y Efl1 presentan cuatro triptéfanos en el dominio G, por lo

que se evalud el fenomeno de FRET en la interacciéon de Efl1 con analogos

fluorescentes de nucledtidos de guanina. Para ello la muestra se excitd a una

longitud de onda de 290 nm y se registro el espectro de emision entre 300-550

nm. Se registrd el espectro de emision de la proteina sola (1uM), en presencia de

nucleotido y del nucledtido libre.

5.5.1 Velocidad de interaccion de Efll con anélogos fluorescentes de
nucledétidos de guanina
En los experimentos de cinética rapida para la interaccion entre la proteina Efl1 y
los nucledtidos de guanina se monitoreo la fluorescencia del grupo mant en
funcién del tiempo en presencia de las GTPasas sola y en presencia de las
proteinas efectoras mediante FRET. Se excit6 selectivamente los triptéfanos a una
longitud de onda de 290 nm y se midio la fluorescencia emitida por el grupo mant
usando un filtro de 400 nm de corte para evidenciar la sefal de fluorescencia
debida a la transferencia de energia resonante de los triptéfanos de las GTPasas
al grupo mant de los analogos fluorescentes de nucleétidos de guanina, el cual
presenta un maximo de emision a 450 nm. Los experimentos fueron realizados en
el amortiguador A a 28°C, mediante el rapido mezclado de volumenes iguales de
GTPasa y mant-nucledtidos monitoreando el cambio de fluorescencia en funcién
del tiempo. En ausencia de iones Mg?* se ocupo el amortiguador B (50 mM Tris
pH 8, 300 mM NaCl, 1 mM EDTA y 10 % glicerol). Se us6 un espectrofluorémetro
sx.18MV (Applied Photophysics, Lestherhead, UK) equipado con un modulo de
flujo detenido (stopped-flow). Los datos se evaluaron mediante regresion no lineal
a modelos de funcién exponenciales. Para el ajuste a una exponencial sencilla se

utilizé la siguiente ecuacion:

Fps=F,+Ae ™ 18)

o/
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donde Fops corresponde a la fluorescencia observada al tiempo t, Kapp ¥ A
corresponden a la constante de velocidad aparente y la amplitud de la sefal, y F=

es el valor final de la fluorescencia.

Los valores de las constantes de asociacién (k+1) y de disociacion (k.1) se
estimaron a partir de la pendiente y la ordenada al origen del grafico de la
dependencia de las constantes aparentes de velocidad (kapp) en funcion de la

concentracion de ligando.

En el caso de una doble exponencial, los datos se ajustaron a la ecuacion 15.

—Kaoo [ —Kapoolt
— ppl app2 (19)
F.=F +Ae™ +Ae
donde Fobs corresponde a la fluorescencia observada al tiempo t, Kapp1 ¥ Kapp2 a las
constantes de velocidad aparente y A1y A2 corresponden a las amplitudes de la
senal del primer y segundo componente respectivamente, y F- es el valor final de

la fluorescencia.

Al igual que para el ajuste a una exponencial sencilla, los valores de las
constantes de asociacion se estimaron a partir de la pendiente del grafico de la
dependencia de las constantes aparentes de velocidad (kapp), también
mencionadas como constantes observadas (kobs), en funcidn de la concentraciéon
de ligando de ambas fases [59]. Las constantes microscopicas de velocidad de
disociacion fueron también determinadas mediante experimentos de
desplazamiento, en los cuales se ocupé GDP a una concentracién 20 veces mayor

a la del mant-GDP para desplazar este ultimo del complejo con Efl1.

La constante de equilibrio se calculé a partir de las constantes microscopicas de

velocidad mediante la ecuacion 10:

k_1k_
Kd — 1 2
ki1kyz

Para los ensayos de competencia se desplazé el mant-GDP previamente unido a
Efll (5 yM Efl y 40 uM mant-GDP) mediante la adicion de diferentes
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concentraciones de GDP (0, 50, 150, 200 uM) y se siguié el decremento en la

sefnal de fluorescencia respecto al tiempo.

6 Resultados y Discusion

El objetivo del presente estudio fue describir la interaccion de la GTPasa EFTUD1
con los nuclettidos de guanina sola y unida a SBDS. Debido a que en los
sistemas in vivo ocurren un gran numero de reacciones simultdneamente, para
facilitar el estudio en el laboratorio se estudia la reacciéon de interés de manera
aislada en un medio que permita mantener la proteina en su forma nativa y en
suficiente concentracién para producir una sefial medible en condiciones al
equilibrio y/o en funcion del tiempo. Por lo anterior, se requiere de los reactivos
puros y concentrados, los cuales en nuestro estudio corresponden a las proteinas
EFTUD1/Efl1 plegada sola o unida a su proteina efectora SBDS/Sdo1 y los

nucledtidos de guanina en presencia o ausencia de iones magnesio.

6.1 Purificacion de las GTPasas EFL1 recombinantes

Como se menciond anteriormente, la expresion y purificacion de todas las
biomoléculas usadas en este trabajo ya habia sido reportado [52]. Sin embargo, la
purificacion constd de un paso adicional para separar los acidos nucleicos unidos
a las GTPasas y asi obtener una preparacion adecuada para los estudios
realizados en este trabajo. La presencia de acidos nucleicos unidos a la proteina
podria alterar la union con los nucleétidos de guanina, asi como la determinacion
de la concentracidon de proteina. Ya que esta es determinada mediante su
absorciéon a 280 nm; una longitud de onda en la que los acidos nucleicos
presentan una absorcion residual. Los resultados muestran que la cromatografia
de exclusion molecular separa dos poblaciones hidrodinamicamente distintas para
ambas GTPasas recombinantes (Figura 7A). El analisis SDS-PAGE de ambas
fracciones mostré que en ambas se encuentra presente la proteina Efl1 y tras el
lavado con alta sal el pico de elucion correspondiente a la proteina de alto peso

molecular desaparece con el subsecuente aumento de la concentracién de la
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segunda fraccion (dato no mostrado). EFL1 es una proteina que se une a la
subunidad 60S ribosomal en la region denominada como el centro asociado de
GTPasas que comprende los dominios Il y IV del RNAr 26S, el tallo ribosomal
formado por las proteinas PO, P1a, P1B, P2a, P23 y la proteina L12. Por lo que es
probable que durante su purificacion las proteinas EFL1 se asocien a fragmentos
de RNA formando complejos de gran tamafo presentes en el primer pico de
elucién de la cromatografia de filtracion en gel. Es bien sabido que la interaccion
de proteinas con acidos nucleicos es de naturaleza electrostatica [60], por lo que
la adicidbn de una alta concentracion de sal (iones) probablemente interrumpe

dicha interaccion favoreciendo la forma libre de la GTPasa.
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Figura 7. A. Purificacion mediante cromatografia de exclusién molecular de la proteina Efl1 de
levadura proveniente de columna de afinidad a iones Ni?* sin lavado con alta concentracion de
NaCl (panel izquierdo). B. Analisis por dispersién dinamica de luz de la proteina Efl1 contenida en
el segundo pico de la cromatografia de exclusién molecular.

La proteina contenida en el segundo pico de elucion de la cromatografia de
exclusion molecular de Efl1 de levadura (en adelante Efl1) se sometié a un analisis
por DLS encontrandose que se trata de una muestra de proteina polidispersa con
un radio hidrodinamico promedio de 8.8 nm, correspondiente al tamafio de una
proteina de aproximadamente 4 veces el tamafio esperado de Efl1 (Figura 7B).
Sin embargo, en la literatura no se ha reportado que las GTPasas formen

homoligbmeros, lo que sugiere que Efl1 es una proteina de estructura alargada
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que no se puede modelar a una proteina de estructura esférica. Estudios recientes
de dispersion de rayos X a angulo bajo han demostrado que efectivamente Efl1 es

una proteina elongada y flexible [40].

En la Tabla 1 se muestran el rendimiento final de las GTPasas obtenidas a partir
de diferentes sistemas de expresion heterdloga. La proteina Efl1 expresada en
levadura presentd el mayor rendimiento con respecto a la cantidad obtenida para
el ortélogo humano (EFTUD1) expresada en el mismo sistema y el menor

rendimiento se obtuvo para la Efl1 expresada en bacteria.

Tabla 1. Rendimiento de la purificacién de las biomoléculas utilizadas en este trabajo.

Proteina Masa Coeficiente de Rendimiento
recombinante molecular extincion’ (mg proteina/L cultivo)
(kDa) (M cm™)
EFTUD1 127.997 105,770 4
EFL1 levadura 127.031 83,770 7
EFL1 bacteria 127.031 83,770 0.5

'El coeficiente de extincién molar se calculdé asumiendo que todos los residuos de cisteina se

encuentran reducidos.

6.2 Plegamiento de las GTPasas EFL1 recombinantes

Tras la purificacion de las proteinas recombinantes se caracterizé su plegamiento
como primer paso para asegurar su funcionalidad. Se registré el espectro de
dicroismo circular de las proteinas en estudio (Figura 8) y su contenido de
estructura secundaria se analizdé con el software CDNN (Tabla 2). Este analisis
mostro que no hay una diferencia aparente entre los espectros de DC de la
proteina Efl1 en presencia o ausencia de magnesio, y el contenido de estructura
secundaria entre los ortdlogos de humano y levadura es similar. Los espectros de
DC de las proteinas recombinantes (Figura 8) sugieren que la estructura
secundaria de la familia de proteinas EFL1 es una combinacién de alfa hélices de
acuerdo con las bandas negativas a 222 y 208 nm, y hojas beta (sefial negativa a
217 nm). El minimo a 208 nm es caracteristico de la transicion =—>n* que ocurre
en estructuras alfa hélice. A su vez, el contenido de estructura secundaria es
similar al de su proteina homologa EF-2 correspondiente a 38% alfa hélice y 23 %
hoja beta plegada (PDB ID:1NOV). El contenido de estructura secundaria de EF-2

fue extraido de la base de datos PDB sum.
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Figura 8. Evaluacion del contenido de estructura secundaria de las proteinas (A) Efl1 con o sin
magnesio y (B) EFTUD1 mediante dicroismo circular.

Tabla 2. Deconvolucion de los espectros de dicroismo circular de las proteinas en estudio para la
estimacioén de su contenido de estructura secundaria.

. Proteina

Estructura secundaria (%) = EFTUDL
Hélice a (%) 37.3 34
Hoja B (%) 15.5 18
Giro B (%) 16.5 17
Hebra al azar 27.6 29

Se realizaron estudios de estabilidad térmica de las proteinas EFTUD1 y Efl1 para
conocer el intervalo de temperatura de trabajo en el que era posible hacer los

subsecuentes estudios de interaccion proteina-ligando. La desnaturalizacion

térmica se siguid midiendo la sefal de dicroismo circular a 208 nm

correspondiente a una de las sefales de las hélices alfa de estas proteinas (Figura
9). Para ambas proteinas, solo se observd una transicion del estado nativo al
desnaturalizado lo que sugiere un proceso de desnaturalizacion de dos estados.
Sin embargo, es de notar que en ambas proteinas la transicion abarca 30 °C, es
decir inicia a los 40 °C y termina cerca de los 70 °C. Lo cual sugiere que
probablemente la trayectoria de desnaturalizacion es mas compleja que dos
estados. El proceso de desnaturalizacion térmica fue irreversible, ya que la

trayectoria de renaturalizacion no se traslapo con la curva de calentamiento (dato
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no mostrado). Las temperaturas medias de desnaturalizaciéon (Tm) aparente para

el ortélogo de humano y levadura fueron similares con valores de 52 °C y 55 °C,

respectivamente.
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Figura 9. Desnaturalizacion térmica de la proteina de levadura Efl1 (diamantes grises) y la proteina
humana EFTUD1 (circulos negros) seguida por dicroismo circular.

Estudios previos realizados en el grupo de trabajo mediante calorimetria
diferencial de barrido demostraron que el proceso de desnaturalizacion térmica del
ortdlogo Efl1 es en realidad mas complejo y sigue un proceso de dos transiciones
de dos estados cada una [31]. La temperatura de desnaturalizacién para la
primera transicion es de 51 °C, que correlaciona con la transicion observada por
CD, mientras que la segunda transicion ocurre a los 64 °C. Con esta informacién
se decidio trabajar a temperatura ambiente, en un intervalo de temperatura de 25
a 30 °C.

6.3 Cambios conformacionales en las proteinas Efll y EFTUD1 como
resultado de la unién a nucleétidos de guanina

Se exploraron diferentes metodologias para caracterizar la interacciéon de Efl1/

EFTUD1 con los nucleétidos de guanina. En primera instancia se obtuvieron los

espectros de dicroismo circular de las proteinas Efl1 y EFTUD1 en presencia de

GDP y del analogo no hidrolizable GppNHp (guanosin 5’-[ 3,y-imido] trifosfato) (
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Figura 10). El analisis de los espectros de dicroismo circular de Efl1 con GDP
sugiere que la interaccion propicia un cambio en el contenido de estructura
secundaria de la proteina, mientras que la union a GppNHp no presenta cambios
detectables (Figura 10A). Para el caso de la proteina EFTUD1, los cambios en las
senales de CD fueron menos evidentes en presencia de los nucledtidos de
guanina evaluados. Sin embargo, para ambos nucledtidos la sefial a 208 nm
disminuyé mientras que la de 218 nm aumentd ligeramente (Figura 10B). Lo
anterior sugiere que, para ambos ortélogos, la union a nucleétidos de guanina
genera pequefos cambios conformacionales. Es importante mencionar que
cuantificar la magnitud del cambio conformacional mediante esta técnica es poco
preciso, ya que existe la posibilidad de cambios estructurales que resulten

equivalentes, es decir, generen el mismo contenido de estructura secundaria.
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Figura 10. Espectros de dicroismo circular de Efl1 (A) y EFTUD1 (B) en presencia de diferentes
nucleétidos de guanina.

En muchos analisis de estructura secundaria por dicroismo circular se asume que
la contribucién de los residuos de aminoacidos aromaticos es despreciable en
espectro de UV lejano. Sin embargo, estos aminoacidos tienen una intensa
transicion n-1* que se manifiesta en el intervalo de 180-230 nm, la cual en

algunos casos es significativa [61]. En este caso, es posible que ocurra un cambio
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en la conformacioén de la proteina al interactuar con los nucleétidos de guanina,
propiciando la exposicion u ocultamiento de residuos aromaticos. Porque los
pequefios cambios observados en los espectros de DC de la Figura 10, pueden
ser resultado de una compensacion en la absorcion diferencial de la luz polarizada
por efecto del ocultamiento/exposicion al medio de triptéfanos, tirosinas y
fenilalaninas sin que por eso quiera decir que no hay cambios conformacionales

grandes.

Por otra parte, Los nucleotidos de guanina presentan sefial de DC en solucién
0.01 M de amortiguador de fosfato de sodio pH 7.0, debida a transiciones
electrénicas, con bandas negativas en los intervalos 180-210 nm y 230-295 nm y
una banda positiva en el intervalo de 210-230 nm [62]. Estas sefales pueden

aportar significativamente en los cambios observados en los espectros de DC.

También se evalu6 de forma indirecta, la ocurrencia de cambios conformacionales
en las proteinas EfI1/EFTUD1 como resultado de la interaccion con los nucleotidos
de guanina siguiendo cambios en la emisién de fluorescencia del colorante ANS.
Este colorante aumenta su fluorescencia al interactuar con superficies hidrofébicas
presentes en las proteinas, por lo que cambios en su emisidn sugieren la
exposicién u ocultamiento de regiones hidrofébicas en las proteinas en estudio y

por lo tanto cambios en su contenido de estructura terciaria.
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Figura 11. Efecto de los nucleétidos de guanina en la exposicién de sitios hidrofébicos en Efl1 y
EFTUD1 mediante el espectro de emision del ANS. (A) Espectro de emisién de fluorescencia de
ANS con Efl1 y diferentes nucledtidos de guanina. (B) Espectro de emision de fluorescencia de
ANS con EFTUD1 y diferentes nucleétidos de guanina.
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Como se puede observar en la Figura 11, la intensidad en el maximo de emisién
del ANS en presencia del complejo proteina*GppNHp, tanto para Efl1 como
EFTUD1, aument6é considerablemente respecto a aquel correspondiente a las
proteinas libres. Lo anterior sugiere que la union con el nucleétido GppNHp genera
un cambio significativo en la estructura terciaria de Efl1 y EFTUD1, ya sea
mediante la exposicion de grupos hidrofébicos y/o formacién de cargas. Existen
estudios en los que se determind que la union de ANS con proteinas ocurre
inicialmente mediante la formacion de interacciones electrostaticas entre grupo -
SOs™ del ANS con aminoacidos cargados positivamente en las proteinas [57]. Por
el contrario, esta técnica no evidencido cambios conformacionales apreciables en
las proteinas Efl1 y EFTUD1 con GDP.

Los resultados de esta seccion sugieren que las proteinas Efl1 y EFTUD1 sufren
cambios conformacionales al unir ambos nucleétidos, GDP y GppNHp. Sin
embargo, las discrepancias en los resultados obtenidos al usar distintas técnicas
como fueron dicroismo celular y fluorescencia sugieren que los cambios

conformacionales resultan en estructuras diferentes entre si.

6.4 Caracterizacion de la interaccion de Efl1/EFTUD1 con nucleétidos

de guanina

6.4.1 Interaccion de EFTUDI1/Efl1 con nucle6tidos de guanina
mediante el apagamiento de la fluorescencia intrinseca de los
triptéfanos

Se ha reportado que la emisién de los triptéfanos localizados en el sitio activo de

una proteina, o cercano a este, puede ser apagada por la transferencia de energia

al ligando. En particular, se ha observado el apagamiento en la emision de
fluorescencia de los triptéfanos presentes en el dominio G de las GTPasas como
resultado de la interaccion con nucleotidos de guanina. Por lo que se utilizo este

fendmeno para describir la interaccion de estos ligandos con las proteinas Efl1 y

EFTUD1. EFTUD1 presenta 13 triptéfanos en su estructura, de los cuales cuatro
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se encuentran en el dominio G, mientras que Efl1 tiene también cuatro triptéfanos

en el sitio de union a nucledtidos de guanina de un total de 9.

En la Figura 12 se muestran los espectros de emision de los residuos de triptéfano
resultantes de la titulacién de EFTUD1 y Efl1 con concentraciones crecientes de
GDP. Se puede observar que conforme aumenta la concentraciéon de GDP la
intensidad a la longitud de maxima emision disminuye. Para estudiar la interaccion
de Efl1 y EFTUD1 con GTP, se utilizd el analogo no hidrolizable GppNHp, que
emula la estructura de GTP sin que pueda ser hidrolizado evitando asi la

presencia de equilibrios simultaneos que compliquen el analisis.

Fluorescencia
Fluorescencia

300 320 340 360 380 320 340 360 380 400

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 12. Espectros de emisién de (A) Efl1 y (B) EFTUD1 en presencia de diferentes
concentraciones de GDP. Negro — 0 yM, rojo — 100 yM, azul — 200 yM, blanco — 300 yM, dorado —
400 pyM, morado — 500 uM.

Para estudiar la interaccion de una proteina con su ligando es necesario que la
sefial medida sea proporcional a la concentraciéon del complejo proteinasligando.
Por lo que en nuestro caso es necesario que el apagamiento de la fluorescencia
intrinseca de los triptéfanos de las GTPasas EFL1, durante la titulacién con
nucledtidos de guanina, se deba unicamente a la union y no a otros factores, tales
como la absorcién de luz incidente por parte de los nucleétidos, la cual, puede
contribuir en el decaimiento de la sefal de fluorescencia. Este fendmeno se

conoce como filtro interno y se evidencié mediante la titulacion de la lisozima con
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GDP, una enzima que no presenta ningun sitio de unién a nucleétidos de guanina,
por lo que el cambio en la sefial es debido unicamente a este fendmeno (Figura
13).
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Figura 13. Efecto del filtro interno. Enmascaramiento de la fluorescencia de emisién de los
triptéfanos de la lisozima debido a la absorcion de luz por parte del GppNHp a la longitud de onda
de excitacion (290nm).

Para corregir el efecto de filtro interno se consider6 un ajuste de los datos

mediante la ecuacion:

DOeX+DOem)

Fcorregida = Fobservada® antilog( >

donde DOex corresponde a la absorbancia del nucleétido a la longitud de onda de
excitacion (290 nm), DOem es la absorbancia del nucledétido a la longitud de onda
de emision (340 nm) y Fobservada €S €l valor experimental de fluorescencia a la

longitud de maximo de emision.

En nuestro caso de estudio, la absorbancia del nucleétido a longitud de emisién es
despreciable pues los nucleétidos de guanina no absorben a 340 nm, pero si a
290 nm correspondiente a la longitud de onda de excitacién (Figura 14). Por lo que
fue necesario corregir los datos de fluorescencia para el efecto de filtro interno.
Para obtener los valores de absorcion a cada concentracion de nucledtido usada
en las titulaciones se calculé el coeficiente de extincion molar a 290 nm segun la

ley de Lambert-Beer. Los coeficientes de absortividad a 290 nm obtenidos para el
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GppNHp y GDP fueron de 2.9 y 3.1 mM-' cm™, respectivamente. Como era de

esperarse, ambos coeficientes fueran similares, ya que el cromoforo que absorbe

a 290 nm es el anillo de purinas y es compartido por ambos nucledtidos. El

espectro de absorcion muestra dos bandas traslapadas que corresponden dos

transiciones electrénicas del tipo nn* [62]. La longitud de maxima absorcidén ocurre

a 253 nm, por lo cual, el valor de absortividad es mayor a esa longitud de onda

(cuatro veces).
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Figura 14. Espectro de absorcién de GppNHp (A) y GDP (B). Panel derecho - dependencia de la
absorcién a 290 nm y 253 nm de los nucleétidos de guanina en funcién de la concentracion. La
linea sdlida corresponde al ajuste a la Ley de Lambert-Beer.
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La fluorescencia en cada punto de la titulacion fue corregida y el re-grafico en

funcién de la concentracidén de nucledtido se ajusté a un modelo de interaccion 1:1

que corresponde a una hipérbola en condiciones de pseudo-primer orden (Figura
15y Figura 16).
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Figura 15. Titulacién de Efl1 con nucledtidos de guanina en presencia o ausencia Sdo1. Las
graficas corresponden a los maximos de emision de fluorescencia intrinseca de Efl1 en funcién de
la concentracién de nucleétido en amortiguador A (50 mM Tris pH 8, 300mM NaCl, 5 mM MgClz, 10
% glicerol). La linea solida representa el ajuste a un modelo de un solo sitio de unién.
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Figura 16. Titulacion de EFTUD1 con nucleétidos de guanina en presencia o ausencia Sdo1. Las
graficas corresponden a los maximos de emision de fluorescencia intrinseca de Efl1 en funcién de
la concentracion de nucleétido en amortiguador A (50 mM Tris pH 8, 300mM NaCl, 5 mM MgClz, 10
% glicerol). La linea sélida representa el resultado del ajuste al modelo de un solo sitio de unién.

Las constantes de disociaciéon que describen cada equilibrio se resumen en la

Tabla 3. En todos los casos se observéd un buen ajuste al modelo de interaccion de
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proteina-ligando de un solo sitio de unién. De forma interesante, los resultados
sugieren que ambas proteinas, Efl1 y EFTUD1, son mas afines a su producto
(GDP) que a su sustrato. Lo anterior asumiendo que el GppNHp es un bona fide
analogo del GTP e interactua de la misma forma con la proteina. Ya que existen
reportes con GTPasas de traduccion tales como EF-G [63], SelB [64] y ERF3 [65]
que muestran que los analogos no hidrolizable de GTP no siempre son
funcionalmente equivalentes. Una mayor afinidad por GDP que por GTP ya ha
sido observado para otras GTPasas ribosomales (Tabla 3). En presencia de
Sdo1/SBDS se observo que las constantes de disociacién por GDP incrementaron
su valor, mientras que la correspondiente para GppNHp no cambia para EFTUDA1,
para el caso de Efl1 la proteina Sdo1 no solo modifico la constante de disociacion
por GDP, si no también aquella por GppNHp. Considerando estas constantes de
disociacion y que las concentraciones fisioldgicas promedio de GTP y GDP en una
célula eucariota son de 460 pM y 160 uM respectivamente [66], Efl1 se
encontraria en una concentracion al doble unida a GTP respecto a la unida a GDP
y su interaccion con Sdo1 sélo favoreceria 0.5 veces la formacion de este
complejo. En el caso de EFTUD1 los resultados sugieren que la interaccion de la
GTPasa con su correspondiente proteina efectora abate la interaccion con GDP,
asemejandose a la funcién de las proteinas efectoras GEF. Al disminuir la afinidad
de la GTPasa por el GDP, la proteina SBDS desplaza el equilibrio hacia la
formacion del complejo activo EFTUD1-SBDS<GTP. La EFTUD1 libre se
encontraria en una proporcion de casi 50% unidad a uno u otro nucledtido,
mientras que su union con SBDS aumentaria 2.5 veces la proporcion de GTPasa
unida a GTP.
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Tabla 3. Constantes de disociacion obtenidas mediante el apagamiento de los triptdfanos en las
GTPasas Efl1 y EFTUD1 por nucledtidos de guanina. Con fines de comparacion se muestra las
constantes de disociacion de algunas GTPasas ribosomales.

Complejo Ka cop (UM) | Kd cpprnmp (MM) | Ka cTe (UM) Referencia
Efl1 243 £ 13 330+ 16 - Este trabajo
Efl1.Sdo1 734 £ 135 700 £ 32 - Este trabajo
EFTUD1 130+ 16 499 + 26 - Este trabajo
EFTUD1+SBDS 269 + 34 444 + 34 - Este trabajo
Bms1 24 - 323 [67]
Obg (Homdlogo Nog1) 0.5 1.2 - [68]
eRF3 1.3 >160 200

eRF3+eRF1 1.9 200 0.7 [65]

Por lo que los resultados en esta seccion sugieren que las proteinas Sdo1/SBDS
funcionan como un intercambiador de nucleétidos de guanina para las GTPasa
Efl1/EFTUD1 favoreciendo el intercambio de GDP por GTP. Sin embargo, es
importante mencionar que esta técnica tiene ciertas limitaciones que se
mencionan a continuacion. La fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de una
proteina es muy sensible a los cambios de polaridad del medio local que los
rodea. Como se menciond en la seccidon anterior, la uniéon de las GTPasas con
nucleotidos de guanina parece provocar un cambio conformacional en ellas. Por lo
que es posible que, como resultado del cambio conformacional, se expongan u
oculten triptéfanos tanto de las GTPasas como de los efectores ocasionando
cambios en la fluorescencia medida que no son considerados en el modelo usado
[18]. Mas aun, una disminucion en la sefial de fluorescencia también puede ser
ocasionado por un efecto de dilucion tras la adicion de los nucledtidos. Por lo que
es importante que esta no sea mayor al 5%, ya que de lo contrario no es posible
corregir adecuadamente el valor de la fluorescencia. La Figura 17 muestra como
aun después de corregir los datos de fluorescencia por el efecto de filtro interno
para la titulacion de GppNHp a lisozima (una proteina que no une nucleétidos de
guanina) se sigue observando un decaimiento en la sefial en un experimento con

una dilucioén final del 15%.
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Figura 17. Decaimiento en la sefial de emisiéon de los triptéfanos de la lisozima en una titulacion
con GppNHp con una dilucion al final de la titulacién del 15%.

6.4.2 Interaccion de Efl1 con nucledtidos de guanina sola y unida a
Sdol mediante FRET
A partir de esta seccion, se decidid trabajar con la proteina Efl1 de levadura
(expresada en levadura), debido al rendimiento de purificacion de la proteina. Para
evidenciar el fendmeno de FRET en la union de Efl1 con los nucleétidos de
guanina se obtuvieron los espectros de emision de Efl1 libre, mant-nucledtido libre
y el complejo Efl1emant-nucledtido tras la excitacion a 290 nm (Figura 18). La
transferencia de energia de los triptéfanos de la proteina se evidencié mediante el
decaimiento en su sefal de fluorescencia con el correspondiente aumento en la
sefal del grupo mant a 440 nm respecto a sus espectros de emision individuales.
Esto se debid al traslape del espectro de emisidn de los triptéfanos presentes en el
sitio de unién a nucledtidos de guanina con el espectro de excitacion del grupo
mant a una longitud de onda alrededor de los 340 nm. Si bien, el fendmeno FRET
ocurre como resultado de la interaccion entre Efl1 y los nucleétidos de guanina, es
dificil determinar que aminoacidos intervienen en la trasferencia de energia. Como
se mencion6 antes, Efl1 contiene en su estructura 9 triptéfanos, de los cuales 4 se
encuentran en el sitio activo, lo cual los hace posibles candidatos responsables de

este fendmeno.
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Figura 18. Formacion de los complejos de Efl1 con analogos fluorescentes de nucledtidos de
guanina (mant-). Espectros de emision de Efl1 (negro), mant-nucleétidos (rojo) y complejo (azul)
después de su excitacion a 290 nm.

Con el fin de obtener una descripcién mas amplia del proceso de interacciéon entre
Efl1 y los nucleétidos de guanina, se realizaron experimentos de cinética rapida
siguiendo la sefal de FRET anteriormente descrita. Este tipo de experimentos no
s6lo nos permite obtener las constantes de disociacién, sino también las
constantes microscopicas de velocidad de la interaccion y por tanto informacién
del mecanismo. Se realizaron experimentos en condiciones de pseudo-primer
orden con concentraciones de 4uM Efl1 y 20-125 pM para los mant-nucledtidos.
Para evaluar el efecto de Sdo1 en la interaccion con los nucleétidos se agregé una
concentracion tres veces mayor de ésta que la de Efl1 para asegurar que toda
fraccion de Efl1 se encontraba en complejo con Sdo1 (Kd=80nM, [53]). La
asociacion de Efl1 con los diferentes nucleétidos, en presencia y ausencia de
magnesio, se describi6 adecuadamente mediante un modelo de dos
exponenciales como demuestra la variacion aleatoria de los residuales del ajuste.
Por el contrario, el ajuste de los datos a un modelo de una exponencial sencilla no
resulté adecuado ya que los datos, en particular aquellos a tiempos cortos de
asociacion, no son descritos adecuadamente por este modelo (Figura 19). Un
ajuste a un modelo de dos exponenciales resulta en dos constantes aparentes de

velocidad, y sugiere que la interaccion ocurre en dos pasos mediante un cambio
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conformacional. Sin embargo, este comportamiento también podria ser resultado

de heterogeneidad en la muestra de proteina o del ligando.
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Figura 19. Ajuste de la curva temporal de asociacién de Efl1 con mant-GDP en presencia de iones
Mg?* a un modelo de exponencial sencilla (A) o de doble exponencial (B). Trazo rojo representa el
ajuste de los datos.

Para descartar estas dos ultimas posibilidades se realizaron diferentes controles.
La muestra comercial de mant-nucleétidos contiene una mezcla racémica de los
correspondientes isomeros 2" y 3" (Figura 3) en una proporcion 1:1, por lo que una
doble exponencial podria explicarse por una mayor afinidad a alguno de los
isbmeros. Sin embargo, el ajuste a una doble exponencial para describir la cinética
de interaccion de Efl1 con los desoxinucle6tidos de guanina no pudo ser explicada
por la afinidad mayor por alguno de los isébmeros, ya que la asociacion con el
mant-desoxinucleotido, que corresponde solo al isémero 2°, también se describid

adecuadamente mediante este modelo (Figura 20).
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Figura 20. Cinética de unién de Efl1 a desoxi-nucleétidos de guanina. El grupo mant- fue excitado
mediante FRET a partir de la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de Efl1. La linea roja
corresponde al ajuste a una ecuacién de doble exponencial. (A) asociacion a mant-desoxiGDP en
presencia de iones Mg?*. (B) asociacién a mant-desoxiGDP en ausencia de iones Mg?*. (C)
asociacion a mant-desoxiGTP en presencia de iones Mg?*.

Por otro lado, la fuente de proteina Efl1 utilizada en este trabajo proviene de su
expresion recombinante en levadura. Al ser éste un organismo eucarionte, es
posible que una poblacion de proteina en la muestra haya sufrido modificaciones
post-traduccionales y estas modificaciones alteren la interaccion con los
nucledtidos de guanina. Anteriormente en el grupo de trabajo se demostré que
Efl1 expresada en levadura presenta varias fosforilaciones, cuyo impacto en la
funcion se desconoce [69]. Para descartar el efecto de estas modificaciones post-
traduccionales en la interaccion, se expres6 la proteina Efl1 en bacteria y se
evalud la interaccion con mant-GDP (Figura 21). Nuevamente, el ajuste de los
datos a un modelo de una exponencial sencilla no describié adecuadamente los
datos experimentales en las etapas iniciales de la interaccion. En contraste, el
ajuste a un modelo de doble exponencial no muestra desviaciones sistematicas de
los residuales. Por lo que, en caso de existir modificaciones post-traduccionales en
la proteina Efl1, estas no son responsables del ajuste de los datos de unién a GDP
a una doble exponencial. Cabe resaltar que no se utilizé la expresion en bacteria

como fuente rutinaria de proteina debido a los bajos rendimientos (Tabla 1).

Todo lo anterior sugiere que la interaccion de Efl1 con GDP y GTP genera un
cambio conformacional en la proteina, lo cual se ve reflejado en el ajuste de los

datos a un modelo de dos pasos.
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Figura 21. Cinética de unién de la proteina Efl1 expresada en bacteria con mant-GDP. Trazo sélido
en rojo corresponde al ajuste a una exponencial sencilla (A) y al ajuste de los datos a una doble
exponencial (B).

6.4.2.1 Mecanismo de ajuste inducido para la interaccién de Efll con los
nucledtidos de guanina
En la seccion anterior se determiné que la interaccién de Efl1 con los nucledtidos
de guanina conlleva un mecanismo de unidén que ocurren en dos etapas (dos
fases cinéticas) que involucra un cambio conformacional. Este cambio
conformacional puede ocurrir después de la asociacion con el ligando (ajuste
inducido) o bien, que la proteina se encuentre en un equilibrio entre dos
conformaciones antes de la asociacion con el ligando (seleccion conformacional).
En el modelo de ajuste inducido, la interaccién de la proteina con el ligando
procede a través de una constante de asociacién de segundo orden y es mas
rapido que el cambio conformacional de la proteina, lo que significa que este llega
al equilibrio antes que ocurra la segunda reaccion (equilibrio rapido). El segundo
paso de la reaccion corresponde a la isomerizaciéon con una constante de primer
orden [9]. Un método comun para estudiar la dependencia de la constante de
segundo orden respecto al tiempo es realizar los experimentos en presencia de
altas concentraciones de uno de los reactivos. En esta condicion de pseudo-primer
orden, la constante asociada a la primera fase rapida presenta una dependencia

lineal con la concentracion de ligando, mientras que para la segunda fase se
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espera un comportamiento hiperbdlico. Sin embargo, para describir la hipérbola
completa se requiere de concentraciones altas de ligando, lo cual no siempre es
posible de alcanzar experimentalmente. Asi en el regrafico de las constantes
aparentes de velocidad en funcion de la concentracion de nucledétido, la pendiente
corresponde a la constante de velocidad de asociacion (k+1) mientras que la
interseccion en el eje de las “Y” corresponde a la constante de velocidad de
disociacion (k-1). Con los valores obtenidos de las constantes de velocidad se
puede calcular la constante de disociacion mediante la ecuacién 16. Como se
puede observar en las Figura 22-22, los datos de interaccion de Efl1 con GDP y
GTP sugieren que estos procesos ocurren mediante un mecanismo de ajuste
inducido. En contraste, en el mecanismo de seleccion conformacional Ila
dependencia de las constantes aparentes de velocidad en funcion de la

concentracion de nucledtido describe una hipérbola descendente [70].

Las constantes de disociacion obtenidas mediante experimentos de cinética rapida
siguiendo la sefial de FRET demostraron que, al igual que cuando la interaccion
se midio siguiendo el apagamiento de los triptéfanos, la afinidad de Efl1 es mayor
por GDP que por GTP (Tabla 4). Los valores de las constantes de disociacién para
la enzima libre en presencia de iones magnesio fueron 10 y 170 yM para GDP y
GTP, respectivamente. La menor afinidad de mant-GTP es resultado
principalmente de una disminucion en la velocidad de asociacion al nucleétido
(primer paso del mecanismo de reaccion), aunque en el cambio conformacional la
disociacion ocurre ligeramente mas rapida comparada con los valores observados
para mant-GDP. Por lo que Efl1 libre en el citoplasma se encontraria en una
proporcion de 6 veces mayor unida a GDP que a GTP, lo cual resulta en la
formacién de un complejo no funcional al favorecer la configuracion D de Efl1.
Estos resultados son relevantes ya que se ha reportado que mutaciones no-
sinénimas en SBDS (el ortdlogo humano de Sdo1) asociadas con el Sindrome de
Shwachman-Diamond interrumpen la interaccion entre estas dos proteinas [40], y
por ende favorecen este escenario en el que EFL1 se encuentra libre unida a
GDP.
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Figura 22. Interaccién de mant-GDP a Efl1 en presencia o ausencia de Sdo1. El grupo mant- fue
excitado mediante FRET a partir de la fluorescencia intrinseca de los triptéfanos de Efl1. Las
concentraciones después de mezclar son 4 yM Efl1, 10 yM Sdo1, 50 uM mant-GDP y 5mM Mg?*,
segun corresponda el experimento. La linea roja corresponde al ajuste a una ecuacién de doble
exponencial. (A) Asociacion de mant-GDP a Efl1. (B) Disociacion de mant-GDP de Efl1 con 500 uM
GDP. (C) Dependencia de las constantes aparentes (kapp) €n funcion de la concentracion de mant-
GDP. (D) Asociacién de mant-GDP a Efl1 en ausencia de Mg?*. (E) disociacion de mant-GDP de
Efl1 con 500uM GDP en ausencia de Mg?*. (F) Dependencia de las constantes aparentes (Kapp) €n
funcion de la concentracién de mant-GDP en ausencia de Mg?*. (G) Asociacién de mant-GDP al
complejo EFL1eSdo1. (H) disociacion de mant-GDP del complejo EFL1eSdo1 con 500uM GDP. (1)
Dependencia de las constantes aparentes (kapp) en funcién de la concentracion de mant-GDP en
asociacion con el complejo EFL1eSdo1. Circulos - kapp1; cuadrados - Kappo.
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Figura 23. Interaccion de mant-GTP con Efl1 en presencia o ausencia de Sdo1. El grupo mant- fue
excitado mediante FRET a partir de la fluorescencia intrinseca de los tripté6fanos de Efl1. Las
concentraciones después de mezclar son 4 yM Efl1, 10 yM Sdo1, 50 yM mant-GTP/GppNHp, y
5mM Mg?*, seguin corresponda el experimento. La linea roja corresponde al ajuste a una ecuacion
de doble exponencial. (A) Asociacion de mant-GTP a Efl1. (B) Dependencia de las constantes
aparentes (kapp) en funcion de la concentracién de mant-GTP. (C) Asociacion de mant-GTP a Efl1
en ausencia de Mg?*. (D) Dependencia de las constantes aparentes (kapp) en funcion de la
concentracion de mant-GTP en ausencia de Mg?*. (E) Asociacion de mant-GTP al complejo
Efl1eSdo1. (F) Dependencia de las constantes aparentes (kapp) €n funcion de la concentracion de
mant-GTP para la interaccion con el complejo Efl1eSdo1. (G) Asociacion de mant-GppNHp a Efl1.
(H) Dependencia de las constantes aparentes (kapp) en funcién de la concentracién de mant-
GppNHp para la interaccion con Efl1. Circulos - Kapp1; Cuadrados - Kapp2.
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Ya ha sido previamente observado un mecanismo de interaccion de dos pasos,
correspondiente a un ajuste inducido en la interaccion de otras GTPasas de
traduccion con los nucleodtidos de guanina. El factor de liberacidn 3 eucarionte
(eRF3) muestra este comportamiento para la interaccion con GDP,
independientemente de la presencia de su proteina efectora (eRF1) o del
ribosoma. Por otro lado, la GTPasa bacteriana HfIX se une a GTP mediante un
mecanismo de dos pasos, pero la unidn con GDP en presencia del ribosoma

ocurre en un solo paso [71].
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Figura 24. Cinética de unién por competencia de GDP con Efl1 mant-GDP. (A) Asociacion de mant-
GDP a Efl1 en presencia de concentraciones crecientes del nucleétido natural GDP: 0 uM GDP (a),
50 yM GDP (b), 150 uM GDP (c), 200 uM GDP (d). (B) Dependencia de las constantes aparentes
de asociaciéon de Efl1 con respecto a la concentracion de GDP.

El grupo mant en los analogos fluorescentes de guanina no interfiere en la
interaccién con Efl1. Esto se comprobd con ensayos de desplazamiento con los
nucledtidos naturales. En estos experimentos se sigue el apagamiento de la sefal
de fluorescencia por el desplazamiento del mant-nucleétido con el nucleétido
natural y el efecto se evalué mediante el desplazamiento del mant-GDP con GDP.
Los datos se ajustaron a una funcion doble exponencial para la determinacién de
las constantes cinéticas de disociacion (Figura 24). La constante de velocidad
aparente se ajusté a una dependencia lineal en funciéon de la concentracién de
GDP. El valor de la pendiente, 0.63 + 0.03 uM-'s™', corresponde a la constante de

velocidad bimolecular de unién por GDP, que coincide, tomando en cuenta el
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margen de error experimental, con la constante de velocidad de asociacion de
mant-GDP, 0.9 + 0.05 uM-'s™! considerando un mecanismo de reaccién en dos

pasos. Por lo que, la adicion del fluoréforo mant a GDP no modifica la union a Efl1.

6.4.2.2 Efecto de Sdol en la interaccion de Efl1 con nucleétidos de guanina

La obtencién de las constantes de velocidad para la interaccion de Efl1
previamente unida a Sdo1 con los nucleétidos de guanina nos permitié profundizar
el efecto de esta proteina en la unién. La unién de Efl1 a mant-GDP en presencia
de Sdo1 present6 una constante de disociacion de 620 uM, 60 veces mas grande
que para Efl1 libre. Por lo que la interaccion de Efl1 con Sdo1 disminuye
drasticamente la unidon a mant-GDP, principalmente por el aumento de ambas
constantes de velocidad de disociacion que favorecen la liberaciéon de mant-GDP.
Las constantes de velocidad de disociacion aumentaron casi 4 y 8 veces en
presencia de Sdo1, comparado con los valores de ki y ko en su ausencia,
respectivamente (Tabla 4). Si bien el efecto de Sdo1 es modesto respecto a lo
reportado para otras proteinas efectores de GTPasas, donde la k-» se modifica dos
hasta cinco 6rdenes de magnitud ([72], [73] y [74]), aproximadamente, este
resultado sugiere que Sdo1 actua como un factor intercambiador de nucleétido
(GEF), facilitando la liberacion de GDP vy la subsecuente asociacion con GTP. En
presencia de Sdo1, la union de Efl1 por mant-GTP no fue alterada (Kd = 231+93) y
las correspondientes constantes microscopicas de velocidad de reaccion se
encuentran en la misma magnitud, considerando que la diferencia entre los
valores se encuentra dentro del limite del error experimental. Esto sugiere que
Sdo1 no tiene efecto en la interaccion de Efl1 con GTP. El complejo Efl1-Sdo1
tiene una afinidad mayor a GTP que a GDP (Figura 25, Tabla 4) y considerando
las concentraciones celulares promedio de nucledtidos de guanina [75], los
equilibrios se verian modificados tal que habria 8 veces mas complejo ternario
Efl1+Sdo1+GTP que el formado por GDP. De este modo, Sdo1 favorece la
conformacién activa T de Efl1 alterando los equilibrios de unién al pasar de un
estado en el que Efl1 esta unida a GDP cuando se encuentra libre, mientras que

se favorece la unién a GTP en presencia de Sdo1.
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Adicionalmente, se ha determinado que la subunidad 60S actua como un proteina
activadora de GTPasa (GAP) modificando la kcat de Efl1 [27]. En conjunto esta
informacion sugiere que Efl1 se une a la subunidad 60S, como un complejo
ternario, con Sdo1 y GTP y de manera conjunta acoplan la hidrélisis de GTP con
la liberacion Tifé de la superficie de la subunidad 60S. Tras la hidrélisis de GTP, el
complejo Efl1-Sdo1-GDP se libera de la subunidad 60S y ocurre el intercambio de
GDP por GTP acompafado de cambios conformacionales en Efl1, y tal vez
también en Sdo1, aunque en esto no se evalud en este trabajo. A pesar de que los
datos anteriores sugieren que la union a ambos nucledtidos va acompafada de
cambios conformacionales sin importar que Efl1 se encuentre libre o unida a Sdo1,
no es posible establecer la naturaleza de dichos cambios conformacionales, o si
son equivalentes. En la Figura 25 se esquematiza el mecanismo de reaccion de

Efl1 con su sustrato (GTP), el producto (GDP), la proteina efectora Sdo1 y Mg?*.

6.4.2.3 Efecto de los iones magnesio en la unién de Efl1 con los nucledtidos
de guanina
La union de Efl1 a nucledtidos de guanina en ausencia de iones Mg?* mostré que
estos no son necesarios para que ocurra la interaccion, y no modifican el modo de
esta ultima, ya que para ambos nucleotidos se obtuvieron curvas temporales que
también se ajustan a un modelo de reaccion de dos pasos. Se determind una Kd
de 2 y 240 uM, para mant-GDP y mant-GTP respectivamente. Estos valores
indican que en ausencia de Mg?* la afinidad de mant-GDP a Efl1 aumento
aproximadamente 6 veces por una ligera disminucion en ambas constantes de
velocidad de disociacion (Tabla 4). En el caso del efecto en la union a GTP, la
afinidad disminuyo6 ligeramente presentando con una constante de disociacion de
240 uM (171 uM en presencia de Mg?*). Este pequefio cambio se atribuyé a una
disminucién en casi un orden de magnitud en la velocidad de disociacion del
nucledtido compensado por un aumento en la velocidad con la que ocurre el
cambio conformacional. La mayoria de las GTPasas unen a los nucleétidos de
guanina a través de los motivos estructurales switch | y switch |l que contacta al y-
fosfato de GTP. Ademas, el switch |l contiene una treonina conservada que

coordina al ion Mg?* que estabiliza a los fosfatos -B- y -y del nucleétido. Por lo que
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en ausencia de iones Mg?* es posible que el switch Il sea mas flexible y se vea
reflejado en la ligera disminucion de la afinidad de Efl1 por GTP. El requerimiento
de los iones Mg?* entre las proteinas G es muy variado, y una disminucion en la
afinidad por el sustrato en ausencia de iones magnesio ya se ha observado en

proteinas G de traduccion tales como EF-Tu y eRF3 [59, 76].

6.4.2.4 Interaccion de Efl1 con el analogo no hidrolizable GppNHp

El GppNHp es un analogo no hidrolizable de GTP ocupado en estudios
estructurales y de funcién de GTPasas. La unién de GppNHp a Efl1 se compard
con la de GTP. La Ka de GppNHp fue de 3.6 mas grande que aquella por GTP
(Tabla 4), sugiriendo que la uniéon es mas débil por el analogo comparado con el
sustrato natural. Aunque la diferencia de estos valores puede no ser significativa,
las constantes de velocidad de disociacién para ambos pasos de reacciéon (la
unién y el cambio conformacional) son de 10 y 20 veces mas grandes por
GppNHp. Esto sugiere que la menor afinidad de Efl1 por el analogo se debe a una
liberacion mas rapida. Por lo que se deduce que GTP y GppNHp deben de unirse
a Efl1 de maneras diferentes, y por tanto GppNHp no emula la union de GTP a
Efl1. Cabe mencionar que GppNHp se asemeja al comportamiento de GDP en
presencia de Sdo1, tanto en los experimentos al equilibrio como en los cinéticos
(Tabla 3 y Tabla 4). Diversos estudios han demostrado que el GppNHp en
ocasiones no emula la interaccion de GTPasa-GTP. Puede ser posible que la
unién de Efl1 a GppNHp adopte una conformacién similar a la del complejo Efl1-
Sdo1-GDP, donde los residuos de switch Il sean incapaces de interactuar con el y-
fosfato de GppNHp [65].
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Tabla 4. Constantes microscépicas de velocidad de la interacciéon entre Efl1 y mant-nucleétidos en presencia 6 ausencia de Sdo1, con o sin iones

Mg?*.

Complejo Nucleétido Kei (UM s™) ko (1) ka(s? kz (s?) Ka (UM)

0.9+0.05

Efl1 mant-GDP (0.63 + 0.03) 0.17 £0.04 3.7+0.05 0.4 +£0.025 9.7+3
Efl1eSdo1 mant-GDP 0.85+0.04 0.080 + 0.005 14+3 304 618 + 136
Efl1 mant-GTP 0.42 +0.01 0.02 +£ 0.004 24+0.7 0.6+0.1 171+ 93
Efl1eSdo1 mant-GTP 0.36 +£ 0.021 0.05 +0.002 52+1.3 0.8+0.2 231+ 93
Efl1 mant-GppNHp 0.85+0.012 0.5+0.03 45+7 64+2 677 + 151
Efl1(-Mg?*) mant-GDP 1.3+£0.01 0.4 +£0.05 3.1+£0.04 0.32 + 0.04 1.9+0.3
Efl1(-Mg?*) mant-GTP 0.25+ 0.002 0.026 + 0.003 0.34+0.2 4.6 +0.04 240 + 67

aConstante de velocidad de asociacién bimolecular para GDP obtenida por ensayos de competicion con mant-GDP.

A

0.02s1

EFL1.GTP* =
0.6s1

GTP GDP
0.4 uM s 0.9 um's1
EFL1.GTP —»“L EFL1 <—L’
2457 4s1

0.2s1

EFL1.GDP <+<=—== EFL1.GDP*
0.4 s

SBDS\ﬂ SBDS ﬂT \ﬂ SBDS \ﬂ SBDS \ﬂ
0.8s1 5251 1451 351

EFL1.GTP*SBDS <+<—= EFL1.GTP.SBDS ? EFL1-SBDS “‘? EFL1.-GDP-SBDS *— EFL1-GDP*.SBDS

-1 A
0.05s 0.4 uM s 0.9 uM s 0.08s
GTP GDP
B
GTP GDP
0.25 uM1s-1 1.3 uM s
0.03s"1 ! \ 045"
EFL1.GTP* == EFL1.GTP = EFL1 —= EFL1.GDP <<= EFL1.GDP*
4651 0.34s1 3.1 0.32s1

Figura 25. Esquema de la cinética de la interaccion de Efl1 con nucleétidos de guanina. (A) en presencia de 5 mM Mg?*. (B) en ausencia de Mg?*.
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Conclusiones
La sobreexpresion recombinante del ortdlogo humano EFTUD1 en
Saccharomyces cerevisiae (BCY123) presentd un bajo rendimiento lo que
complica su uso en estudios métodos biofisicos que requieren concentraciones
altas de proteina.
Los ortdlogos humano y de levadura de EFL1 son marginalmente estables. Sus
temperaturas de desnaturalizacion se encuentran cercanas a los 50°C, aunque
el proceso de desnaturalizacién comienza a los 40°C.
La proteina Efl1 presenta el fenobmeno FRET entre el grupo mant de analogos
fluorescentes de nucleétidos de guanina y los triptéfanos de su sitio activo.
La union de Efl1 con nucleétidos de guanina ocurre mediante un mecanismo de
reaccion de dos pasos: interaccion proteina-ligando seguido de un cambio
conformacional derivado de la interaccion (modelo de ajuste inducido)
El analogo no hidrolizable GppNHp no emula la unién de Efl1 con GTP.
Sdo1 es una biomolécula efectora de la GTPasa Efl1 actuando como un
intercambiador de GDP, es decir es un GEF de Efl1.
Los iones magnesio no son necesarios para a union de los nucleétidos de
guanina con Efl1, pero si la favorece.
La interaccién de Sdo1 (SBDS en humanos) con Efl1 desplaza el equilibrio de la

forma D de la Efl1 (inactiva) a la forma activa T unida a GTP.
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