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4. RESUMEN

Las aminoacil tRNA sintetasas (aaRSs) son enzimas ancestrales que participan en el proceso
de traduccion. Estas reconocen de manera analoga a sus tRNAs cognados dependiendo de
su clase (I o Il). Sin embargo, en 2019 se determiné la estructura tridimensional de la glicil-
tRNA sintetasa bacteriana (bacGIlyRS); y la disposicion de sus dominios indica que la
orientacion general del tRNA podria ser muy diferente a la de todos los complejos reportados
hasta ahora. Esta posibilidad se suma al hecho de que esta enzima, que se encuentra en la
mayoria de las bacterias y en cloroplastos, representa a un miembro atipico de las aaRSs. Su
caracterizacion podria dar pistas sobre el origen y la evolucion de estas enzimas. Asimismo,
existe otro ancestro canonico de la GIyRS, no relacionado con la bacGlyRS, que esta
presente en arquea, eukarya y algunas bacterias. La obtencidén de informacién estructural y
biofisica acerca del complejo bacGlyRS-tRNA es clave para dar luz sobre este problema. En
este trabajo se introduce, por una parte, una manera novedosa de produccion in vivo de tRNA.
Este es sobreexpresado en un sistema analogo al utilizado para la produccion de proteinas
recombinantes en E. coli. Esto permite trascender problemas de costos, produccion limitada y
replegamiento de la molécula; comunes a la utilizacion de sistemas de transcripcién in vitro.
La nueva manera de produccion de tRNA resulté fundamental para la realizacion de estudios
del complejo. Por otra parte, un andlisis de la estructura de la bacGlyRS propone que existen
al menos dos sitios de unién al tRNA; correspondientes a un sitio de reconocimiento del
anticodon y a otro sitio que se une al brazo aceptor y/o al brazo T. La medicion de la
interaccion de la bacGIlyRS con tRNACY por interferometria de biocapa mostré que la afinidad
global del complejo se encuentra dentro del rango micromolar; como ha sido reportado para
otras sintetasas. También, apunta a que las velocidades de unién y disociacion del tRNACY
son rapidas. Estudios de microscopia electronica de transmision (TEM) del complejo por
tincibn negativa, muestran que la estructura de la proteina en solucion corresponde a la
obtenida por cristalografia de rayos X y que es posible mantener un complejo putativo estable
en condiciones de ausencia de sal monovalente. El andlisis de los datos arroja que el tRNA
interacciona de manera general en el sitio esperado, aunque no es posible definir aun la
orientacion de éste. Este trabajo representa el establecimiento de bases sdlidas para la

continuacion de los estudios propuestos.



5. ABREVIATURAS

aaRSs: aminoacil-tRNA sintetasas

ATP: Adenosin trifosfato; trifosfato de adenosina
bacGIlyRS: Glicil-tRNA sintetasa de origen bacteriano
bacGlyRSar°: Glicil-tRNA sintetasa de origen bacteriano sin tRNA unido
BLI: Interferometria de biocapa

DEPC: Dietil pirocarbonato; pirocarbonato de dietilo
DNA: Acido desoxirribonucleico

DOsoonm: Densidad oOptica a 600 nandémetros

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

eukGIlyRS: Glicil-tRNA sintetasa de origen eucarionte
IMAC: Cromatografia de afinidad a un ion metalico inmovilizado
IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido

Kp: Constante de disociacion

Korr: Tasa de disociacion

kon: Tasa de asociacion

LB: Medio de cultivo Lysogeny Broth

MWCO: Punto de corte de peso molecular

Ori_pUC: Origen de replicacion puC

P_rhaBAD: Promotor inducible por L-ramnosa

P_T7: Promotor de la T7 RNA Pol

PDB: Protein Data Bank

RCF: Fuerza centrifuga relativa

RNA: Acido ribonucleico

TB: Medio de cultivo Terrific Broth

TEM: Microscopia electronica de transmision
Term_T7: Terminador para la T7 RNA Pol

TEV: Virus del grabado de la planta de tabaco

Tm: Temperatura media de desnaturalizaciéon

tRNA: Acido ribonucleico de transferencia



tRNASY: Acido ribonucleico de transferencia isoaceptor de glicina
tRNAGW-GCC: Acido ribonucleico de transferencia aceptor de glicina de anticodén GCC

B-bacGlyRS: Subunidad 8 de la glicil-tRNA sintetasa de origen bacteriano



6. INTRODUCCION

6.1 Importanciade las aminoacil-tRNA sintetasas.

La traduccion es un proceso celular ubicuo en todos los dominios de la vida. Uno de los pasos
Mas importantes en este proceso consiste en la union de cada uno de los aminoacidos a sus
RNAs de transferencia (tRNAs) correspondientes. Muestra de lo anterior se encuentra en el
hecho de que uno de los mecanismos de verificacion de fidelidad de la traduccién se
encuentra precisamente en la correcta aminoacilacion de los tRNAs (Neidhardt, Parker y
McKeever, 1975). Asimismo, existe una plétora de mecanismos de regulacion que actdan en
este nivel del proceso (Caillet et al., 2003; Sang, Ewalt y Kim, 2005). Son las aminoacil-tRNA
sintetasas (aaRSs) las responsables de llevar a cabo esta reaccion. Las aaRSs se encuentran
entre las proteinas méas antiguas y diversas. Existe una sintetasa especifica para cada
aminodcido, y cada una de ellas proviene generalmente de un ancestro comdn en los tres
dominios de la vida (Chaliotis et al., 2017; O’Donoghue y Luthey-Schulten, 2003). Asimismo,
todas ellas reconocen de manera analoga a sus tRNA cognados dependiendo de su clase (I 0
II) (Cavarelli y Moras, 1993).

6.2 LabacGlyRS como unaincdgnita en lafilogenia.

Posiblemente una excepcion al origen ancestral de las aaRSs sea la glicil-tRNA sintetasa
bacteriana (bacGlyRS); ya que existe evidencia estructural que sugiere que ésta se encuentra
estrechamente relacionada a la alanil-tRNA sintetasa y es un paralogo isofuncional lejano a su
version eucariotica (eukGlyRS) (Dimas Torres, 2019; Valencia-Sanchez et al., 2016). La
bacGlyRS es una enzima heterotetramérica de subunidades a2B2 que se encuentra en la
mayoria de las bacterias y en cloroplastos (Ostrem y Berg, 1974). Esta presenta una enorme
diferencia tanto a nivel de secuencia primaria, como de estructura tridimensional con la
eukGlyRS homodimérica a2 (Figura 1). La subunidad a de la bacGlyRS contiene los
elementos de union a ATP vy glicina, asi como el plegamiento del dominio catalitico central

(Eriani, Delarue, Poch, Gangloff y Moras, 1990). Ademas, se ha demostrado que la subunidad
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a es capaz de realizar por si sola la activacion del aminoacido (Valencia-Sanchez et al., 2016).
La subunidad B (B-bacGlyRS) se ve implicada en la union al tRNA (Nagel, Cumberledge,
Johnson, Petrella y Weber, 1984). El origen de la subunidad B, la forma en la que ésta
reconoce el tRNA, y la relacion que existe entre estos elementos con otras sintetasas siguen
siendo preguntas abiertas. Responder a estas preguntas requiere de informacién estructural y

biofisica acerca del complejo bacGlyRS-tRNA.

Figura 1. Comparacion de las arquitecturas de la bacGIlyRS y la eukGIyRS. A)
Estructura tridimensional por cristalografia de rayos X de la bacGlyRS B) Estructura

tridimensional por cristalografia de rayos X de la eukGIlyRS.

6.3 Anadlisis estructural de la B-bacGlyRS.

Trabajo previo en el grupo de investigacion del Dr. Alfredo Torres Larios logré la
caracterizacion de la estructura tridimensional de la bacGIlyRS en su forma tetramérica por
cristalografia de rayos X (Dimas Torres, 2019) (Figura 1, A). A partir de esta informacion, se
realizé un analisis estructural de la p-bacGlyRS en blusqueda de elementos que apuntaran a
posibles mecanismos de reconocimiento del tRNA. Las coordenadas atomicas del modelo de
la B-bacGlyRS fueron alimentadas al algoritmo de SWORD (Postic, Ghouzam, Chebrek y
Gelly, 2017) para elucidar una posible subdivision de los dominios que conforman a esta
subunidad. Se evaluaron todas las particiones que dio como resultado el programa. Para cada

una de las particiones, se sometieron los dominios arrojados por el algoritmo a una busqueda



de similitud estructural contra las entradas del Protein Data Bank (PDB) por medio del servicio
DALI (Holm y Elofsson, 2019). Resulta de especial interés una de las particiones; ésta divide
a la B-bacGIlyRS en cuatro dominios, denominados en este trabajo como D1, D2, D3 y D4
(Figura 2).

Figura 2. La B-bacGlyRS puede dividirse en cuatro dominios. Cada uno de los
dominios se representa en un color distinto; D1 -magenta- D2 -rojo- D3 -amarillo-
D4 -verde-.

Esta particidon resultdé de especial interés porque los dominios D1 y D4 mostraron similitudes
estructurales con proteinas que unen tRNA. Asimismo, el PDB contiene a la fecha entradas de
estas proteinas en complejo con tRNA. Esto podria arrojar pistas acerca del papel de estos
dos dominios en el reconocimiento de su sustrato, asi como el posible posicionamiento del
tRNA en esta subunidad una vez formado el complejo. EI D1 muestra similitud estructural con
una porcion de la arginil-tRNA sintetasa (ArgRS) de Geobacillus stearothermophilus. EI PDB

cuenta ya con una estructura de esta proteina en complejo con tRNA. El alineamiento
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estructural de D1 con esta porcion de la ArgRS parece indicar que este dominio puede estar

involucrado en el reconocimiento del anticodon del tRNA (Figura 3).

B

Figura 3. Alineamiento estructural entre el D1 -magenta- de la B-bacGlyRS y una
porcion de la ArgRS de Geobacillus stearothermophilus -cian-. La cadena de tRNA
gque se muestra pertenece a la estructura de la ArgRS. A) Perspectiva global del
alineamiento mostrando a todos los dominios de la B-bacGlyRS. B) Alineamiento
desde la perspectiva exclusiva del D1. Estructura de la ArgRS tomada del PDB bajo
la entrada 5YYN (“RCSB PDB - 5YYN: Crystal structures of E.coli arginyl-trna
synthetase (argrs) in complex with substrate TRNA(Arg)”, s/f).

En el caso de D4, este dominio muestra similitudes estructurales con una porcién de la CCA-
adding enzyme de Archaeoglobus fulgidus. Esta proteina cuenta también con una entrada en
el PDB en complejo con tRNA. La estructura mencionada muestra interacciones al menos con
el brazo aceptor y quizas con el brazo T del tRNA. Esta pudiera ser una de las mejores pistas
acerca del posicionamiento del tRNA en el complejo bacGlyRS-tRNA, ya que al hacer el

alineamiento estructural entre el D4 y la CCA-adding enzyme, queda de manifiesto también
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como el tRNA podria acomodarse en el surco formado -principalmente- por el espacio entre
los dominios D1, D2 y D4 de la B-bacGlyRS (Figura 4). A este surco se le referira en este

trabajo como D%2# (Figura 5).

Figura 4. Alineamiento estructural entre el D4 -verde- de la B-bacGlyRS y una
porcion de la CCA-adding enzyme de Archaeoglobus fulgidus -cian-. La cadena de
tRNA gue se muestra pertenece a la estructura de la CCA-adding enzyme. A)
Perspectiva global del alineamiento mostrando a todos los dominios de la (-
bacGlyRS; revelando un posible posicionamiento para el tRNA en el complejo
bacGlyRS-tRNA. B) Alineamiento desde la perspectiva exclusiva del D4. Estructura
de la CCA-adding enzyme tomada del PDB bajo la entrada 1SZ1 (Xiong y Steitz,
2004).

Este analisis indicaria que existen al menos dos sitios de anclaje al tRNA en la bacGIlyRS.

Asimismo, apunta al surco D*?# como el sitio de anclaje general para el tRNA. Es entonces la

principal intencion de este trabajo el obtener informacion estructural y biofisica de la bacGlyRS

12



en complejo con su tRNA cognado, asi como el andlisis de las implicaciones que pueda

arrojar esta informacién acerca del reconocimiento del tRNA por parte de la B-bacGlyRS.

Figura 5. El surco D24, Al surco formado -principalmente- por el espacio entre los

dominios D1, D2 y D4 de la B-bacGIlyRS se le refiere en este trabajo como surco
D1’2'4.

13



7. HIPOTESIS

Deben ocurrir cambios estructurales en el surco D24 producto de la formacién del complejo
bacGlyRS-tRNA.

14



8. OBJETIVOS

Caracterizar los pardmetros cinéticos de union del tRNA a la B-bacGlyRS. Esto aportara

informacién acerca de los sitios de unién al sustrato.

Obtener informacion estructural sobre el complejo bacGlyRS-tRNA para verificar si el surco
DY24 juega algun rol en la formacion del complejo bacGlyRS-tRNA.

15



9. MATERIALES Y METODOS
9.1 Elsistema T7 RNA Pol parala sobreexpresion de tRNA-Gly.

Dispusimos de un sistema de sobreexpresion de tRNA in vivo basado en el uso de la
RNA Polimerasa del bacteriéfago T7 (T7 RNA Pol) para producir el sustrato necesario para

nuestros experimentos. Esta estrategia no ha sido reportada con anterioridad en la literatura.

La metodologia depende de que la sobreexpresion se realice en un huésped que produzca la
T7 RNA Pol endbégenamente. Subsecuentemente, esta polimerasa se encarga de la
transcripcion de una secuencia de DNA codificante para tRNA ubicada en un vector
plasmidico. Se disefiaron y probaron dos plasmidos diferentes; estos difieren en la secuencia
del tRNA que codifican (Figura 6). Se eligieron las secuencias de tRNA de Escherichia coli y
de Thermanaerothrix daxensis correspondientes al anticodon GCC. Estos plasmidos fueron

sintetizados por la empresa ATUM y expresados en la cepa BL21(DE3) de Escherichia coli.

tRNA-GlyGCC-Ecoli-T7 Tdax-tRNA-GlyGCC

A P_T7 Term_T7 B P.T7 Term . T7

oo8t
2000
gost
2009
&&b
9700

L2, 2P
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800 3000
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Figura 6. Diagrama representando los plasmidos disefiados para la sobreexpresion
de tRNA. A) Plasmido con la secuencia del tRNA de anticodén GCC de Escherichia
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coli.

B) Plasmido con

la secuencia del tRNA de anticodbn GCC de

Thermanaerothrix daxensis. Adicional a la secuencia de tRNA; cuentan con un

casete genético de resistencia a ampicilina para fines de seleccion. Asimismo,

contiene una secuencia para contra-seleccion basada en una variante del gen
pheS. Abreviaciones: -P_T7- Promotor de la T7 RNA Pol, -Term_T7- Terminador

para la T7 RNA Pol, -Ori_pUC- Origen de replicacién pUC.

Una vez se transcribe el producto, la maquinaria de maduracién de tRNA del organismo

huésped se encarga de realizar las modificaciones necesarias para procesar el transcrito

primario (Figura 7).

100 A a

A
u c u i
.U (4 90
u A G c. v
T c < “ 3 p
C u u (2

(0 G G u-6
&y 110U+ G
G B980P 6 c-6
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& G.¢ 30 20 $6
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Figura 7. Representacion de la estructura secundaria de los transcritos primarios.

En color azul, los nucleétidos pertenecientes a la secuencia de tRNA y en verde

aquellos del terminador para la T7 polimerasa. Una flecha roja indica la separacién

entre estos dos elementos. A) Transcrito primario que contiene la secuencia del

tRNA GCC de Escherichia coli. B) Transcrito primario que contiene la secuencia del

tRNA GCC de Thermanaerothrix daxensis.

Las células BL21(DE3) (New England BioLabs, C2527I) transformadas con los plasmidos

antes mencionados fueron seleccionadas y cultivadas en medio TB. La sobreexpresiéon de la

T7 RNA Pol fue inducida a una DOsoonm= 0.6 utilizando IPTG a una concentracion de 1 mM.

Las células son colectadas posteriormente por centrifugacion a una RCF de 7480 x g después
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de un periodo de 24 horas de expresion; para después realizar una extraccion con fenol,
aislando asi el RNA soluble (von Ehrenstein, 1967; Zubay, 1962). El extracto de RNA soluble
total es sometido entonces a cromatografia liquida de intercambio i6nico en un sistema FPLC
a pH 5.0 en medio Source Q; usando un buffer con Piperazina 20 mM y EDTA 250 pM. El
tRNA es eluido en un gradiente de 0 a 1 M de NaCl, y la fraccién de interés se colecta entre
370 mM a 470 mM de NaCl. La fraccién anterior pasa luego por cromatografia liquida de
interaccion hidrofébica. Esto, en medio Toyopearl Butyl 650M equilibrado a pH 4.5 en 3.5 M
de sulfato de amonio, 50 mM acetato de sodio, 5 mM MgClz y 0.5 mM EDTA. El tRNA eluye
en un gradiente escalonado de 3.5 M a 1.75 M de sulfato de amonio. Las fracciones finales
fueron intercambiadas en un buffer de almacenamiento -50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NacCl, 10
mM MgClz- y concentradas a ~60 mg/mL por ultrafiltracion. Posteriormente, la muestra era

alicuotada y conservada a -20° C (Figura suplementaria 1).

9.2 Purificacion de tRNA por el método de hibridacion.

En general, se sigui6 un protocolo reportado previamente en la literatura (Yokogawa,
Kitamura, Nakamura, Ohno y Nishikawa, 2009) con algunas modificaciones. Se cargaron
tubos de ultrafiltracion Ultrafree-MC (0.22 pum, Millipore UFC30GV0S) con 600 pL de resina
Streptavidin Sepharose HighPerformance (GE Healthcare). Para equilibrar la resina, se
agregaron 300 pL de una solucion 10 mM de Tris-HCI pH 7.5 -tratada con DEPC-, y se mezcld
con micropipeta para después remover el exceso por centrifugacién a una RCF de 18,000 x g
durante 10 segundos. Este proceso se repitié tres veces para asegurarse de que la resina se

equilibrara al pH deseado.

Una vez equilibrada la resina, se afiadieron 400 pL de una solucién 10 uM del oligonucledtido
de DNA -biotinilado en el extremo 3"- complementario a la secuencia del tRNA blanco. Se
mezcldé esta solucidon con micropipeta y se incubd por 10 minutos a temperatura ambiente.
Pasado el tiempo de incubacion, se removié el sobrenadante por centrifugacion a una RCF de
18,000 x g durante 10 segundos. Se lavo la resina por resuspension y centrifugacion con una
solucion 10 mM de Tris-HCI pH 7.5 -tratada con DEPC- en un total de dos ocasiones.

Después de remover el sobrenadante residual del lavado; se resuspendié la resina en las
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fracciones de RNA a purificar; previamente equilibradas en buffer de hibridacion -20 mM Tris-
HCI (pH 7.5), 1.8 M NaCl, 0.2 mM EDTA-. Esta mezcla se incub6 a 65° C durante 10 min. para
desnaturalizar al RNA y permitir su hibridacion con el oligonucleétido de DNA. Pasado el

tiempo de incubacién, se permitio a la resina equilibrarse a temperatura ambiente.

Para deshacerse del RNA no adherido a la fase estacionaria, se lavd la resina por
resuspension y centrifugacion a 4° C con 400 pL de la solucién 10 mM de Tris-HCI pH 7.5. Lo
anterior, hasta que el sobrenadante recuperado por centrifugacion mostrara una absorbancia
a 260nm < 0.01 u/ml. Se eluyd el RNA calentando la resina, previamente mezclada con 300
puL del buffer de almacenamiento deseado a 60° C durante 5 minutos. Posteriormente, se

recupero el RNA por centrifugacion a una RCF de 18,000 x g durante 10 segundos.

9.3 Sobreexpresion y purificacion de la bacGIlyRS.

Los plasmidos para la sobreexpresion de la bacGlyRS -aB- y la B-bacGlyRS de T. daxensis
fueron sintetizados por la empresa ATUM. La empresa optimiz6 el uso de codones a nivel de
la secuencia de DNA para su expresion en Escherichia coli. La expresion de las proteinas
codificadas en estos plasmidos esta regulada por un promotor inducible por L-ramnosa -
rhaBAD-. Estos plasmidos cuentan también con un casete genético de resistencia a

kanamicina para fines de seleccién (Figura 8).

A la secuencia de la bacGIlyRS -af3- se le removieron todos los residuos de cisteinas y se le
agrego una etiqueta de 6 histidinas en el extremo C terminal. Asimismo, se le afadio la
secuencia de corte de la proteasa TEV previo a esta etigueta para removerla de ser
necesario. En cuanto a la secuencia de la B-bacGIlyRS; se le agreg6 Unicamente una etiqueta

de polihistidinas en el extremo N terminal.
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A ; : 7 G‘VRS'TdaX-beta

Figura 8. Diagrama representando los plasmidos disefiados para la sobreexpresion
de la bacGlyRS -ap- y la B-bacGIlyRS de T. daxensis. A) Plasmido con la secuencia
la bacGIlyRS -af- de T. daxensis B) Plasmido con la secuencia la 3-bacGIlyRS de T.
daxensis. Abreviaciones: -P_rhaBAD- Promotor inducible por L-ramnosa, -Ori_pUC-

Origen de replicacion pUC.

Las células BL21(DE3) (New England BioLabs C25271) transformadas con los plasmidos de
sobreexpresion de la bacGlyRS -aB- y la B-bacGlyRS de T. daxensis fueron seleccionadas y
cultivadas en medio LB. La sobreexpresion fue inducida a una DOeoonm= 0.6 utilizando L-
ramnosa a una concentracion final de 3 mM. Las células eran colectadas por centrifugacion a

una RCF de 7,480 x g después de un periodo de 4 horas de expresion.

La purificacion de estas proteinas se realizaba por cromatografia de afinidad a un ion metalico
inmovilizado (IMAC) en un sistema de FPLC. La lisis celular se lograba por sonicacion a una
frecuencia de 20 kHz y una correccion de amplitud del 40% (Sonics VC 505) durante un
tiempo acumulado de 15 minutos en pulsos de 15 segundos seguidos de 15 segundos de
pausa. Este proceso se llevaba a cabo en buffer de unién —100 mM fosfatos de potasio pH
7.2, KCI 300 mM, imidazol 20 mM-. Se ocupaban 10 mL de buffer por cada litro de cultivo. En
todo momento se controlaba que la temperatura de la muestra no excediera los 10° C. Una
vez terminado este proceso; la muestra era centrifugada a una RCF de 20,000 x g durante 30
minutos. El sobrenadante era sometido entonces a IMAC a pH 7.2 en medio HisTrap™ FF
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crude de GE Healthcare, con un volumen de fase estacionaria de 5 mL. Seguido a la carga de
la muestra, se lavaba la columna con buffer de union hasta restablecer los niveles de
absorbancia mostrados antes de la carga. La proteina retenida era eluida equilibrando la
columna con buffer de elucion —100 mM fosfatos de potasio pH 7.2, KCI 300 mM, imidazol 500
mM-. Exclusivamente en el caso de la bacGlyRS -af-, esta fraccion era posteriormente
sometida a un tratamiento por calor a 72° C durante 30 minutos. La muestra entonces era
centrifugada a 18,000 x g y se colectaba sélo el sobrenadante. Las fracciones finales eran
intercambiadas a un buffer de almacenamiento -50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NaCl, 10 mM
MgClz- y concentradas a 50 mg/mL por ultrafiltracion. Posteriormente se conservaban las
muestras a 4° C. Después de cada purificacion se verificaba la integridad de las proteinas por
SDS-PAGE -10%-.

9.4 Ensayos de aminoacilacion por la bacGlyRS usando una metodologia

espectrofotométrica.

Estos experimentos fueron realizados en buffer HEPES 30 mM pH 7.5, 140 mM NacCl, 30 mM
KCIl, y 40 mM MgClz. Se afadieron los siguientes componentes a modo de conseguir las
concentraciones finales mencionadas: DTT 1 mM, ATP 200 pM, pirofosfatasa inorganica
(SIGMA-Aldrich) a 2 u/mL, glicina 1 mM, bacGIlyRS a 40 pg/mL y tRNASY-GCC 8 uM -en ese
orden-. Para cada uno de los controles planteados, no se agregaba alguno de los
componentes -bacGlyRS, tRNA o ATP como condicién base - sin alterar las concentraciones
del resto de la formulacion. Las reacciones se prepararon en un volumen total de 50 uL en
placas de fondo plano de 96 pocillos (Costar® 96-Well Standard Microplates) y fueron
incubadas por 30 minutos a 37° C. Las reacciones eran paradas posteriormente al adicionar
100 pL de la solucién de verde de malaquita (Sigma-Aldrich) y se dejaban desarrollar por 30
minutos mas a temperatura ambiente. Las absorbancias eran medidas posteriormente a 620

nm usando un equipo lector de microplacas basado en monocromadores (Biotek Synergy-HT).
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9.5 Desplazamiento térmico por fluorometria diferencial de barrido.

Para evaluar el desplazamiento térmico debido a la presencia de tRNA, se prepararon dos
condiciones con cinco repeticiones de cada una. En una condicién, a 1 mg de la B-bacGIlyRS,
se agrego tRNA en una relacién estequiométrica 1:10 en buffer 50 mM Tris pH 7.5, 10 mM
MgClz, 250 uM EDTA. En la otra condicion no se agregd tRNA. Se agreg6 posteriormente a
ambas condiciones suficiente volumen del fluor6foro SYPRO Orange (Sigma-Aldrich) para

conseguir una concentracion final de 5 X en un volumen final de 10 pL.

Para encontrar las condiciones de mayor termoestabilidad en presencia de la 3-bacGlyRS y el
tRNA, se uso la formulacién de Solubility & Stability Screen™ (Hampton Research®). A 1 mg
de la B-bacGIlyRS, se agreg6 tRNA en una relacion estequiométrica 1:10 y se diluy6 esta
mezcla en cada una de las condiciones del kit antes mencionado. Posteriormente, se agrego a
ambas condiciones suficiente volumen del fluor6foro SYPRO Orange (Sigma-Aldrich) para

conseguir una concentracion final de 5 X en un volumen final de 10 pL.

Las preparaciones antes mencionadas se colocaron en placas de 96 pocillos y fueron leidas
en un gradiente de 25° C a 99° C con incrementos del 1% en modo rapido -40 minutos-. Esto
es equivalente a incrementos de 1.8° C aproximadamente. La lectura se realiz0 en un
termociclador StepOne (Applied Biosystems). Los datos fueron interpretados con el programa
Protein Thermal Shift Software v1.3 (Thermo Fisher Scientific).

9.6 Interferometria de biocapa.

Los experimentos de interferometria de biocapa aqui descritos se realizaron en un equipo
Octet RED96 de ocho canales (ForteBio). En términos generales, se siguié un protocolo
estandar para esta metodologia (Tobias, 2013). En todos los experimentos, se utilizaron
biosensores Ni-NTA (NTA) (ForteBio); aprovechando asi la etiqgueta de polihistidinas de la
proteina. La concentracién utilizada para inmovilizar la $-bacGlyRS al biosensor fue de 50

pg/mL. Nunca se utilizé algun tipo de control de temperatura. A continuacién, se detallan los
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pasos y parametros usados en todos los experimentos descritos proximamente (Tabla 1).
Cabe destacar que las lineas base y el paso de disociacidn se realizaban en pocillos

diferentes.

Tabla 1. Pasos y parametros usados en los experimentos de
interferometria de biocapa.
Paso Procedimiento Tiempo (s) | Agitacion (rpm)
1 Linea base 60 1000
2 Carga de ligando 250 1000
3 Linea base (2) 800 1000
4 Fase de asociacion 200 1000
5 Fase de disociacion 200 1000

Para encontrar las condiciones que lograban maximizar la asociaciéon del tRNA a la j-
bacGIlyRS se iter6 en un inicio sobre una solucién amortiguada sencilla -HEPES pH 7.5-. Se
probaron diferentes sales de magnesio -acetato, nitrato, cloruro, sulfato y nitrato de magnesio-
en un rango de concentraciones entre 0 y 200 mM. Se experimenté también con el efecto de
varias sales monovalentes -cloruros y nitratos de sodio y potasio, asi como acetato de
amonio-. La espermina, espermidina y glicina se probaron también en un rango de
concentraciones entre 5y 50 mM. El ensayo de cinética de union se realizé en buffer HEPES
pH 7.5 50 mM, MgCl. 50mM, acetato de amonio 5 mM y espermina 5 mM. Las
concentraciones de tRNA probadas en este ensayo fueron 0, 0.5, 1, 3, 10, 25, 50 y 100 puM. El

andlisis de los datos se hizo en el programa Octet® Data Analysis HT (ForteBio).

9.7 Experimentos de cocristalizacion de la bacGlyRS y tRNA.

Los experimentos de cocristalizacion se llevaron a cabo por el método de difusion de vapor en
la modalidad de gota sedante. Las busqueda de condiciones de cristalizacion iniciales fue
realizada usando distintos kits de cristalizacion de las marcas Hampton Research®, Jena
Bioscience® y Molecular Dimensions®. Los kits utilizados fueron: Crystal Screen HT™, Index
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HT™, Natrix HT™, PEGRx HT™, SaltRx HT™, NucPro™ y MIDAS™. Para esta serie de
experimentos, se mezclaba la bacGlyRS y el tRNA en una relacion estequiométrica 1:1 6 1:1.5
a una concentracién final de la proteina de 30 pg/uL. La mezcla de estos elementos se hacia
en buffer de almacenamiento -50 mM Tris pH 7.5, 50 mM NacCl, 10 mM MgClz-. En las placas
de cristalizacion (Swissci, HR-125); los volumenes de reservorio y de gota eran de 40 uL y 3
pL, respectivamente. En el caso de la gota, se colocaban 1.5 pL de muestra y 1.5 pL de la
respectiva soluciéon de cristalizacion. Para sellar la placa, se utilizaba una pelicula
transparente autoadherente (ClearSeal Film, HR4-521). Todas las condiciones aqui descritas
se desarrollaron a temperatura ambiente; aunque también se realizaron ensayos a 30° C. Las

placas eran revisadas diariamente.

Al encontrar una condicién de cristalizacion, se iteraba sobre ella en blsqueda de aditivos que
mejoraran el aspecto morfologico de los cristales. Estos experimentos se hacian afiadiendo a
la condicion de cristalizacion seleccionada, cada una de las soluciones presentes en el kit
Additive Screen™ de Hampton Research® a una concentracion final del 10%. Cuando se
encontraba un aditivo que mejorara el aspecto morfolégico de los cristales, se repetia una vez
mas el proceso. Una vez realizado este procedimiento, se utilizaban algunos cristales para ser
probados, y otros para hacer cross-seeding en todas las condiciones de los kits mencionados
en el parrafo anterior. Para preparar las semillas usadas en la metodologia de cross-seeding,
se resuspendian entre 4 o 5 gotas con cristales en 50 pL de licor madre para transferirlos a un
tubo del kit Seed Bead™ de Hampton Research®. Se agité por vortexeo este tubo durante 2
minutos y luego se realizaron varias diluciones de estas semillas -1/100, 1/10,000 y
1/1,000,000-. Cada una de estas diluciones eran probadas en los tres pocillos proveidos para

cada condicién en las placas de cristalizacion.

9.8 Microscopia electrénica de particula Unica por tincion negativa.

9.8.1 Preparacion de las muestras biologicas.

Para armar el complejo; se mezclaban bacGIlyRS y tRNA en una relacion estequiométrica 1:10
en buffer HEPES pH 7.5 50 mM, NaCl 200 mM y MgCl2 10 mM. Se alcanzaba una

concentracion final de la proteina de 1 mg/mL después de la mezcla. Esta muestra era
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calentada posteriormente por 5 minutos a 60° C. Acto seguido, se dializaba por 12 horas en
una membrana con MWCO de 10 kDa a temperatura ambiente. La dialisis se hizo en buffer
HEPES pH 7.5 50 mM, MgCl2 10mM, acetato de amonio 5 mM y espermina 5 mM. Una vez
dializada la muestra, se realizaban al menos cinco rondas de ultrafiltracion y resuspension en
tubos Amicon® (Merck Millipore) de 100 kDa de MWCO. Esto, para deshacerse del exceso de
tRNA. Una vez concluido este proceso, se diluia la muestra a modo que la proteina quedara a
una concentraciéon de 15 ng/uL. En el caso de la condicién de la bacGlyRSaP°, nicamente era
necesario diluir la muestra a una concentracion final de 15 ng/uL. Esto, en buffer HEPES pH
7.5 50 mM, NaCl 200 mM, MgCl2 10 mM.

9.8.2 Fijacion y tincion negativa con formato de uranilo.

Los grids (Electron Microscopy Sciences, CF200-Cu) utilizados en estos experimentos eran
tratados previamente en un limpiador por plasma (Gatan Solarus 950) a una potencia de 25W

durante 10 segundos.

Para las muestras de la bacGlyRS?#°; |a fijacidon y tincion se describe a continuacion. En un
rack para micropipetas, se colocaba un pedazo de PARAFILM® que cubria los hoyos vy
formaba pequefias depresiones. En una de las depresiones se colocaban 30 pL de la
muestra, y en otras dos, 30 pL de buffer. Se colocaba entonces el grid sobre la gota con la
muestra y se le dejaba flotar ahi durante 5 minutos. Siempre se colocaba el grid con la cara
cubierta de carbono viendo hacia la gota. Pasado este tiempo de incubacion, se traspasaba el
grid a una de las gotas con buffer y se le incubaba por 1 minuto. Se repitié este proceso una
vez mas pasandolo a la otra gota con buffer. Mientras pasa este Ultimo tiempo de incubacion,
se colocan dos gotas de 30 pL de la solucion de tincidn -Formato de uranilo 1 %- en otras
depresiones. Pasado el tiempo de incubacion, se remueve el exceso de liquido del grid
tocando levemente la orilla de éste con un papel filtro. Posteriormente, se pasa el grid a la
gota con el formato de uranilo durante 30 segundos. Después, se pasa el grid a la siguiente
gota de formato de uranilo y se le incuba por otros 30 segundos. Al final, se vuelve a remover
el exceso de liquido usando papel filtro. El grid se deja secar a temperatura ambiente durante

aproximadamente 3 minutos terminando el proceso.
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En el caso de los grids del complejo, se colocaban 3 pL de la muestra sobre la cara cubierta
de carbono. Se incubaba asi el grid durante 5 minutos para después remover el exceso de
muestra usando un papel filtro como se describié anteriormente. Inmediatamente despueés, se
agregaban 3 pL de la solucion 1% de formato de uranilo sobre el grid, y se le incubaba
durante 30 segundos. Terminado ese Ultimo paso, se volvia a remover el exceso de liquido
usando un papel filtro. El grid se dejaba secar entonces a temperatura ambiente durante 3

minutos aproximadamente.

9.8.3 Colectay procesamiento de datos.

La colecta de datos se realiz6 en un microscopio JEOL 1400 operando a 120 kV; equipado
con una cadmara Gatan 4k x 4k Ultrascan CCD. Todas las imagenes fueron colectadas a una
magnificacion de X30k de manera automatica por el programa Leginon. El procesamiento de
los datos se realizé en el paquete de software Relion3 por el procedimiento detallado en un
manual del software (Scheres, 2014). A continuacion, se detallan algunos parametros de los

datos colectados (Tabla 2).

Tabla 2. Algunos parametros sobre los datos colectados por TEM.

bacGlyRSapo Complejo bacGlyRS-tRNA

Numero de micrografias 225 Numero de micrografias 197
NuUmero de particulas 14,711 Numero de particulas 14,045
Simetria 2 C2 Simetria 2 C2
Limite de resolucion (A) 21.85 Limite de resolucion (A) 20.56
Tamario del pixel (A) 3.8 Tamario del pixel (A) 3.8
Tamaiio de caja (pixeles) P 92 Tamafio de caja (pixeles) P 92
Numero de clases -2D- 7 Numero de clases -2D- 4
Tamafio de la méascara (A) ¢ 340 Tamario de la méascara (A) ¢ 340

a Este parametro se refiere a la simetria impuesta para la generacion de la reconstruccion tridimensional
b Tamafio designado al cuadro para el paso de extraccion de particulas.

¢ Para la generacién del modelo tridimensional
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10. RESULTADOS
10.1 Produccion de tRNA por el sistema T7 RNA Pol.

En primera instancia; se analizaron por UREA-PAGE los contenidos del extracto por fenol de
RNA soluble total de las cepas transformadas con los plasmidos de sobreexpresion de tRNA.
La cepa de sobreexpresion de tRNA-Gly GCC de E. coli genera un patrén electroforético con
dos bandas de mayor expresion, a diferencia de la secuencia de T. daxensis, que sélo

presenta una (Figura 9, By C).

En el caso de la cepa de sobreexpresion del tRNA de E. coli, sélo era posible purificar el tRNA
por medio de cromatografia de exclusion por tamafio o cortando la banda directamente de un
gel UREA-PAGE, eluyendo posteriormente el producto de la matriz del gel. Otros protocolos
de purificacibn mostraban contaminacion con la segunda banda de sobreexpresion de mayor
peso molecular. Mientras tanto, la cepa de T. daxensis permitio purificar el tRNA facilmente
por el protocolo detallado en la seccion de materiales y métodos (Figura 9, E). Dada la
practicidad de este tren de purificacion, se trabajo exclusivamente con la secuencia de T.

daxensis.

A B D E

v—

Figura 9. El tRNA®Y puede purificarse por técnicas cromatograficas. Andlisis por

UREA-PAGE. Del lado izquierdo, RNA soluble total de las cepas transformadas y
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un control de peso molecular. Del lado derecho, se compara el producto final de
purificacion con el mismo control de peso molecular. La flecha verde resalta el peso
esperado aproximado para un tRNA. La flecha roja resalta una segunda banda de
sobreexpresion. A y D) Control de peso molecular para tRNA. Producto de
transcripcion in vitro de tRNACY-CCC de Aquifex aeolicus. B) RNA soluble total de la
cepa transformada con el plasmido de sobreexpresion para tRNACY-CCC de E. coli.
C) RNA soluble total de cepa transformada con el plasmido de sobreexpresion para
tRNACGY-CCC de T. daxensis. E) Producto final de purificacion con la secuencia del
tRNA Gly GCC de T. daxensis. Es de esperarse que las bandas D y E tengan un
ligero desfase debido a las diferencias de secuencia entre ambos tRNAs. Esto les

confiere pesos moleculares ligeramente distintos.

Para comprobar que la fraccion aislada fuera de tRNA, se realizd un protocolo de purificacion
por hibridacion descrito con anterioridad en la literatura (Yokogawa et al.,, 2009). Esta
metodologia permite aislar efectivamente tRNAs especificos de una mezcla con base en su
secuencia; ya que se busca hibridar al tRNA blanco con un oligonucleoétido de DNA disefiado
para ser complementario a la secuencia deseada. Efectivamente, al aplicar este protocolo, se
obtuvo RNA del mismo peso molecular que la referencia -tRNA sintetizado por transcripcion in
vitro- tanto en la fraccion de RNA total, como en la fraccion resultante de la purificacion
cromatografica (Figura 10). Al someter al extracto de RNA total de la cepa de sobrexpresion

de tRNA de E. coli a este protocolo, las dos bandas de mayor expresion son aisladas.

A B C

Figura 10. ElI tRNA purificado logra hibridar con una secuencia de DNA disefiada
para ser complementaria al tRNACY-CCC de T. daxensis. UREA-PAGE. A) Control de
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peso molecular para tRNA. Producto de transcripcion in vitro de tRNACY-GCC de
Aquifex aeolicus. B) RNA soluble total de cepa transformada con el plasmido de
sobreexpresion para tRNAGY-GCC de T. daxensis. C) Producto purificacion por el
método de hibridacion usando un oligonucle6tido de DNA biotinilado con secuencia

complementaria al tRNACY-GCC de T. daxensis.

Adicionalmente, era de especial interés que el tRNA producido por nuestro sistema pudiera
ser reconocido como sustrato por la bacGlyRS. Para comprobar esto, se evalué la actividad
de la bacGlyRS de T. daxensis usando una metodologia espectroscopica de aplicacion
general para sintetasas (Cestari y Stuart, 2013). Efectivamente, la bacGIlyRS present6

actividad en presencia del tRNA producido por este sistema (Figura 11).
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Figura 11. Un ensayo espectrofotométrico para medir la actividad aminoacil-tRNA
sintetasa de la bacGlyRS. A) Esquema general de la reaccién y el protocolo. B)
Ensayo de aminoacilacion usando verde de malaquita para detectar el fosfato

inorganico producto de la reaccion (Pi) C) Curva estandar de fosfato inorganico
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usada para la cuantificacién. Se realizaron diluciones seriales de fosfato de sodio

en buffer de reaccion para realizar esta curva.

10.2 Evaluacion de latermoestabilidad de la subunidad B de la bacGlyRS

de T. daxensis tras su unién al tRNA cognado.

Se investigd la termoestabilidad del complejo bacGlyRS-tRNA por medio de ensayos de

desplazamiento térmico por fluorometria diferencial de barrido. Como primer acercamiento a

esto, se evaluo si existia un desplazamiento de la Tm de desnaturalizacién de la subunidad 3

en presencia de tRNA. Lo anterior suele ser una caracteristica de la estabilizacién de un

complejo macromolecular. La ATm entre la subunidad 3 por si sola y en presencia de tRNA

fue de 2.6 £ 0.6 °C (n=5). A continuacion, se muestra un experimento representativo de este

desplazamiento (Figura 12).
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Figura 12. Curvas de fluorometria diferencial de barrido mostrando el

desplazamiento de la Tm de desnaturalizacion entre la subunidad 3 por si solay en
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presencia de tRNA. En la gréfica inferior, la curva de sus respectivas derivadas.
Lineas negras verticales cruzan la Tm de cada condicion calculada por el método
de derivaciobn numérica. Una linea vertical roja en la gréfica superior marca el punto

a partir del cual se establecié la linea base para ambas curvas.

Posteriormente, por esta misma técnica se buscaron las condiciones de pH y concentracion
de cloruro de sodio que dieran como resultado la Tm de desnaturalizacion mas alta en
presencia de ambos elementos del complejo. A continuacién, se muestran los resultados de

esta busqueda (Figura 13, Figura suplementaria 3 y Figura suplementaria 4).

75 1
A
. 70 1 . ‘} I

60 4

Tm (°C}
=5

450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 Agua
pH

Tm (°C)

50 -

i

450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 Agua
pH

n
n

Figura 13. Histogramas comparativos de las Tm de desnaturalizacién promedio del

complejo; obtenidas por fluorometria diferencial de barrido en diferentes
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condiciones de pH. A) Valores de Tm calculados por el método de derivaciéon

numeérica. B) Valores de la Tm calculados por el método de ajuste de Boltzmann.

10.3 Caracterizacion de la union del tRNA ala subunidad B de la bacGlyRS

de T. daxensis por interferometria de biocapa.

Los experimentos de interferometria de biocapa sirvieron un doble propdsito. En una primera
etapa, se iter6 sobre una solucion amortiguada sencilla -HEPES pH 7.5- en busqueda de
aditivos que permitieran una mejor union entre la B-bacGlyRS y el tRNASY. En esta blsqueda,
se probaron diferentes sales de magnesio -acetato, nitrato, cloruro, sulfato y nitrato de
magnesio- en un rango de concentraciones entre 0 y 200 mM. Todas parecian tener el mismo
efecto en términos generales; a mayor concentracion, mejoraban la respuesta de asociacion.
Esto hasta que a concentraciones >70 mM comenzaba a disminuir la respuesta. Se
experimento también con el efecto de varias sales monovalentes -cloruros y nitratos de sodio
y potasio, asi como acetato de amonio-. En todos los casos, las sales monovalentes
disminuian la asociacion a mayor concentracion. Sélo el acetato de amonio a concentraciones
de alrededor de 5 mM mostraba una mejor respuesta que la condicién base. La espermina y
la espermidina se probaron también, por su conocido efecto estabilizador de complejos
proteina-acido nucleico. Estas poliaminas sélo mejoraban la asociacion del tRNACGY a la B-
bacGlyRS inmovilizada al biosensor a concentraciones entre 1 y 5 mM. La glicina siempre
perturb6 la asociacion de la B-bacGlyRS al biosensor y por lo tanto resultaba
contraproducente de usar. Con estas observaciones, se lleg6 a la formulacion final -HEPES
pH 7.5 50 mM, MgCl. 50mM, acetato de amonio 5 mM y espermina 5 mM- con la cual se

realizé un ensayo de cinética de union.

Se procedid a hacer un ensayo clasico de cinética de unién en un rango de concentraciones
entre 0 y 100 uM de tRNA (Figura 14, A). Al ajustar las curvas del sensograma a un modelo
de ligando heterogéneo -2:1-, se obtuvieron los pardmetros descritos a continuacion (Tabla 3).
El andlisis de estado estacionario de los datos arrojé una Kp aparente de 7.80 + 0.67 uM (R?:
0.995) (Figura 14, B).
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Tabla 3. Parametros obtenidos a partir de un ajuste a un modelo 2:1 de los trazos del
ensayo de cinética de unién (X2 1.7245 R?: 0.9941).

Sitio 1 Sitio 2
Ko (MmM) 3.42+0.34 Koz (LM) 59.8 + 6.2
kont (1/ M+ s) 5.90 + 0.59 konz (1/ M+ s) 7.13x10° + 0.69x103
Koftr (1/S) 2.02x102 + 0.04x102 | otz (1/s) 4.26x101 + 0.15x101
A 1 2_‘ H;__#H#I' ® 100 uM
ol s e —— 50 uM
T . 25 uM
1.0 — ; 10 uM
|/ ; ® 3uM
0.8 —_,"f : ® 1uM
£ jl i ® 0.5uM
c 0.61 i
0.4 - \
L '
02 | \
— U BN \\
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Figura 14. Ensayo de cinética de unién por interferometria de biocapa. A)
Sensograma mostrando las secciones de asociacion y disociacion del tRNA en
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presencia de la subunidad B-bacGIlyRS inmovilizada al biosensor. B) Analisis de
estado estacionario de los datos presentados en A.

10.4 Cocristalizacion de la bacGlyRS con su tRNA cognado.

A pesar de que se logré obtener cristales en varias condiciones y producir diversas

morfologias, no fue posible determinar la estructura tridimensional del complejo por esta

metodologia. A continuacion; se resumen las condiciones principales en las que se generaron

cristales macromoleculares con ambos elementos del complejo presentes (Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones principales en las que se generaron cristales macromoleculares con ambos

elementos del complejo presentes.

Solucion del

sulfato de amonio.

de cristales de

la condicion (1).

N° . Comentarios Ij|ab|t.o Difraccion Cristal
reservorio cristalino
26% polietilenglicol
200, 100 mM Acicular 6.5 A, muestra
Citrato de sodio Relacion 1:1 . ) patologias
o Cristales . o
1 tribasico pH 5.0, molar de cristalograficas
o . aparentemente .
sulfato de litio proteina:RNA - propias de una
Unicos.
200mM, cloruro de macla.
cobre 10 mM. i =4
26% polietilenglicol
200, 100 mM
C_|tr,at_o de sodio Relacion 1:1 Tabular. 7.0 A,
tribasico pH 5.0, : .
2 ~ molar de Cristales reflexiones
sulfato de litio roteina:RNA Unicos débiles
200mM, citrato de b ' ' '
amonio 180 mM, .
4% formamida. 100 pm
5% polietilenglicol R?L%T;c;ndi:l
- %
4000, MES 50 mM proteina:RNA. | Trapezoédrico. 8.0 A,
pH 6.0, 5 mM ; ) o
Producto de Cristales reflexiones ~
sulfato de cross-seedin unicos debiles &
magnesio, 100 mM > '
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25% hexilenglicol, Relacion 1:1
50 mM cacodilato mqlar de
. proteina:RNA. 7.0 A, muestra E
de sodio pH 6.0, . :
Producto de L patologias A
20 mM sulfato de . : Prismatico. , e
: microseeding de cristalograficas
magnesio, 2 mM . Maclado. i
cristales la la propias de una
cloruro de cobalto e
condicion (3). macla.
(1), 0.5 mMm
. Datos no
espermina. oo
procesables. .
30% hexilenglicol,
100 mM cacodilato | Relacion 1:2 Acicular. 7
de sodio pH 6.5, molar de En ramillete No probado e~
200 mM acetato proteina:RNA. irregular. ;
de magnesio.
' 100 pm- I

10.5 Microscopia electronica de particula tnica por tincién negativa.

Las reconstrucciones tridimensionales que se obtuvieron presentan una diferencia de
densidad electrénica significativa entre el complejo y la bacGlyRS?P°. Esta diferencia se ubica
en los extremos més distales al eje de simetria bilateral del tetramero (az32) y se visualiza mas
facilmente a través de un mapa de diferencia (Figura 15, C y E). Esta diferencia de densidad

colocaliza con el surco D24 de la subunidad B.
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Figura 15. Reconstruccion tridimensional de particulas de la bacGlyRS a partir de
datos de microscopia electronica de particula Unica por tincibn negativa.
Comparaciéon de los resultados entre el complejo y la bacGlyRSa°, asi como el
mapa de diferencia y superposicion de los modelos reconstruidos por microscopia y
los datos cristalograficos (Dimas Torres, 2019) de la bacGlyRS#°. A) Comparacion
visual de las reconstrucciones tridimensionales de la bacGlyRS#® -azul- y el
complejo -verde- desde varios angulos. B) Superposicion de las reconstrucciones
de la bacGlyRS#%®° -azul- y el complejo -verde-. Para resaltar las diferencias, en
cada caso, uno de los mapas se muestra en forma de una malla. C) Mapa de

diferencia entre los datos de la bacGlyRS?° y el complejo mostrado como una
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superficie roja. En superposicion, la reconstruccion tridimensional de la
bacGlyRS2P° por microscopia como una malla blanca. D) Superposicion de la
reconstruccion tridimensional de la bacGlyRS#° por microscopia electrénica -malla
blanca- y por cristalografia de rayos X -diagrama de caricatura en color verde-. E)
Superposicion del mapa de diferencia entre los datos de la bacGlyRS#° y el
complejo por microscopia electronica -superficie roja- y modelo de la bacGlyRSar°

por cristalografia de rayos X -diagrama de caricatura en color verde-.

11. DISCUSION

11.1 Produccion de tRNA por el sistema T7 RNA Pol.

Se disefio este sistema teniendo mente la alta procesividad de la T7 RNA Pol; caracteristica
gue hoy la hace una herramienta ubicua para las metodologias de transcripcion in vitro. Sin
embargo; habia que tomar en cuenta también que esta polimerasa, en un contexto de DNA
circular, necesita de una estructura de terminacién tallo-asa seguida de una secuencia de
poliuracilos (Mairhofer, Wittwer, Cserjan-Puschmann y Striedner, 2015; McAllister, Morris,
Rosenberg y Studier, 1981). Previamente se habia reportado el uso de tRNA como molécula
reportera de la transcripcion (Lopez, Lost y Dreyfus, 1994). Con base en estos resultados; se
asumio que los niveles basales de expresion de la maquinaria de maduracion del tRNA
pudieran ser suficientes para procesar los transcritos de interés aun en condiciones de
sobreexpresion. Lo anterior significaria que la maquinaria de maduracion del tRNA -
especificamente las proteinas involucradas en el procesamiento del extremo 3’- lograran
separar al tRNA de la estructura de terminacién. Esto no seria posible si las estructuras, tanto
del tRNA como del terminador, no se formaran correctamente tras su sintesis. Es por esto que
la estabilidad de la estructura secundaria de la secuencia del tRNA a producir era un factor
importante a evaluar para este sistema. Servicios bioinforméticos de prediccion de estructura
secundaria de RNA (Lorenz etal., 2011), arrojan que la estructura de la secuencia del
tRNACGY-CCC de T. daxensis es mas estable que la de E. coli en contexto de la presencia del

terminador (Figura suplementaria 2).
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Resulta interesante entonces, la diferencia presente en el patron electroforético al evaluar la
expresion del plasmido con la secuencia del tRNA E. coli con respecto a la de T. daxensis. En
el caso de la cepa que sobreexpresa el tRNA de E. coli, las dos bandas de mayor expresion
logran retenerse y eluir en la metodologia de purificacién por hibridacion (Yokogawa et al.,
2009). Esto hace pensar que probablemente, la banda de mayor peso molecular sea producto
de la incapacidad de los sistemas de maduracién del organismo huésped de procesar en su
totalidad al transcrito primario sobreexpresado. Dado que esto no ocurre en la expresion del
plasmido con la secuencia de T. daxensis, se intuye que algunos de los transcritos primarios
con la secuencia de E. coli adoptan estructuras secundarias que les impiden ser reconocidos
por la maquinaria de maduracion. Este efecto, a su vez puede ser debido a la inestabilidad de

la estructura secundaria del tRNAGY-GCC de E. coli en el contexto de su terminador adyacente.

Debido a la naturaleza de los experimentos aqui descritos, cantidades considerables de tRNA
fueron requeridas. El sistema de sobreexpresion T7-RNA Pol permitié purificar entre 50 y 90
mg de tRNA por cada tres litros de cultivo, lo cual resulto eficiente para los fines de este
trabajo. La purificacion por hibridacion y los ensayos de actividad indican en conjunto que el

tRNA purificado por esta metodologia es un sustrato productivo para la bacGIlyRS.

11.2 Evaluacién de latermoestabilidad de la subunidad B de la bacGIlyRS

de T. daxensis tras su unién al tRNA cognado.

El M. en C. Uriel Dimas habia realizado previamente ensayos de desplazamiento térmico por
fluorometria diferencial de barrido con la bacGlyRS de T. daxensis -ambas subunidades-.
Estos experimentos mostraban un amplio rango de estabilidad para la enzima. Se esperaba
entonces, que la termoestabilidad general de la bacGlyRS de T. daxensis no permitiera notar
si hubiera algun desplazamiento térmico debido a la union del tRNASY. Por esto, se considerd
de utilidad aislar la subunidad 8 para estos fines. Asimismo, cabe recordar para esta discusion
que solamente la subunidad B es necesaria para la unién al tRNA®Y (Nagel et al., 1984). La

ATm entre la subunidad B por si sola y en presencia de tRNA que se observé no podria
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atribuirse a un efecto de estabilizacién debido a su baja magnitud. Sin embargo, esta misma
observacion ha sido reportada en experimentos con otras aminoacil-tRNA sintetasas
(Neuenfeldt et al., 2013). Debido a lo anterior, se procedid a buscar las condiciones de pH y
salinidad donde se consiguiera la Tm mas alta posible; con vistas a usar esta condicion al
migrar a otra técnica que pudiera arrojar informacion sobre los parametros de unién entre la
bacGIlyRS y su tRNA cognado.

Al evaluar el efecto de las condiciones de pH y salinidad en la termoestabilidad de la
subunidad B en presencia de tRNACY; se hallé6 poca variacion atribuible a la concentracion de
cloruro de sodio en la muestra, principalmente en condiciones de pH entre 7.0 y 9.5. Debido a
esto, se agruparon y analizaron los datos Unicamente en términos de pH (Figura 13), con la
consecuencia de que la dispersion de los datos en esta gréfica es también producto de la
concentracion de cloruro de sodio. La condicién con la Tm promedio méas alta fue en pH 7.5
(Tmy: 72.31 £ 0.38 °C 6 70.13 £ 0.37 °C). Esta condicion de pH fue la base para empezar a

trabajar en los experimentos de interferometria de biocapa.

11.3 Caracterizacion de la union del tRNA a la subunidad B de la bacGlyRS

de T. daxensis por interferometria de biocapa.

Cabe recordar la relacién de tamafios entre la B-bacGlyRS y el tRNA; ademas de que se ha
reportado previamente que soélo la subunidad B de la bacGlyRS es capaz de unir al tRNA
(Nagel et al., 1984). Con base en esto, se decidié usar exclusivamente a la subunidad 8 de la

bacGlyRS de T. daxensis para evaluar su unién al tRNASY.

Al inspeccionar visualmente las curvas del sensograma en el ensayo de cinética de union,
gueda clara la naturaleza bifasica de éstas. En la fase de asociacién, existe un segmento
donde la tasa de respuesta inicial es muy rapida, seguido de otro segmento donde sefal
contintia incrementando lentamente a lo largo de la fase, en vez de alcanzar el equilibrio. En
la fase de disociacion, existe un primer segmento donde la tasa de respuesta baja
rapidamente, seguido de otro donde la sefial decrece lentamente y no alcanza la linea base

(Figura 16, A). Es por esta razon, que resulta imposible realizar un ajuste de estas curvas a un
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modelo 1:1 (Figura suplementaria 5, A). En este modelo, todos los eventos de unién estarian
gobernados por un solo juego de parametros que dan como resultado una curva de una sola
fase. Las curvas tampoco se pueden ajustar a un modelo bivalente o a uno basado en
transporte de masas. La Unica alternativa para lograr un ajuste es el modelo de ligando
heterogéneo -2:1- (Figura suplementaria 5, B); el cual asume que el analito -en este caso, el
tRNA- se une a dos sitios independientes del ligando inmovilizado -B-bacGlyRS-; con
constantes de velocidad diferentes en cada sitio (Figura 16, B). La presencia de estos dos
sitios seria consistente con el modelo planteado en la seccion introductoria de este trabajo. El
comportamiento bifasico en la cinética de unién entre la B-bacGIlyRS y el tRNA evaluado por

BLI parece sugerir la existencia de estos dos sitios.
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Figura 16. Comportamiento bifasico en la cinética de union entre la B-bacGlyRS y
el tRNA. A) Se resaltan las cuatro fases que muestran los procesos de asociacion y
disociacion. B) Modelos esquematico y grafico del modelo de ligando heterogéneo.
Aqui A representa al analito y B representa al ligando inmovilizado (Tobias, 2013).
En el modelo grafico, la B-bacGlyRS inmovilizada al biosensor se representa como

la figura azul, y el tRNA en magenta.

Esto impone una imposibilidad para hacer una de las verificaciones protocolarias a los
resultados de esta metodologia. Cuando el comportamiento de unién se ajusta a un modelo
1:1 es imperante verificar que la Kp calculada a partir del andlisis de estado estacionario y la

calculada a partir del ajuste al sensograma coincidan. Bajo el modelo 2:1, esta comparacion
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no es posible a menos que se establezca cdmo interactian los dos sitios de unién -si es que
lo hacen- entre si. Esta interaccion entre ambos sitios se ve reflejada a nivel global como una

Kb aparente; mesurable por medio del analisis de estado estacionario.

La Kp aparente obtenida por el analisis de estado estacionario se encuentra dentro de los
ordenes de magnitud reportados para otras aminoacil-tRNA sintetasas de bacteria (Gustilo,
Dubois, Lapointe y Agris, 2007; Neuenfeldt et al., 2013). Sin embargo, en al menos uno de los
sitios, los procesos tanto de asociacion como de disociacion ocurren muy rapidamente y con
baja afinidad. Por esto, no es dificil intuir que el complejo bacGlyRS-tRNA sea inestable, aun
cuando la afinidad global se encuentre dentro del rango esperado para una aminoacil-tRNA

sintetasa bacteriana.

11.4 Cocristalizacion de la bacGIyRS con su tRNA cognado

La caracterizacion estructural del complejo bacGlyRS-tRNA se buscé abordar, en una primera
instancia, a través cristalografia de rayos X. Por lo tanto, se realiz la cocristalizacion de esta
enzima con su tRNA cognado. Como se establecié en la seccién anterior, a pesar de que se
obtuvieron cristales en varias condiciones y se produjeron diversas morfologias, no fue posible
determinar la estructura del complejo por cristalografia de rayos X. Aquellos cristales que
permitieron realizar una colecta completa de datos de difraccion no parecian contener el tRNA
una vez se resolvia el juego de datos. Cabe resaltar, que, en todas las condiciones
analizadas, la presencia de ambos elementos del complejo -tRNA y enzima- era indispensable
para que ocurriera la cristalizacion. Ninguno de los elementos por si mismos cristalizaban sin

la presencia del otro.

La Dra. Annia Rodriguez Hernandez obtuvo previamente, en este mismo grupo de
investigacion, cristales con la bacGlyRS y tRNA. Ella usé construcciones diferentes a las
utilizadas en este trabajo. Los cristales que obtuvo muestran varios paralelismos morfoldgicos
y en cuanto a condiciones de cristalizacion con los aqui presentados. Del mismo modo, los
datos obtenidos a partir de sus cristales tampoco lograron proveer informacién acerca del

complejo. Es posible que la inestabilidad del complejo o la naturaleza de recambio rapido en
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la cinética de unién entre la B-bacGlyRS y el tRNAGIly jueguen un papel en la dificultad

presentada para cristalizarlo.

11.5 Microscopia electronica de particula Unica por tincion negativa del
complejo bacGlyRS-tRNA.

Ante las dificultades que se presentaron para obtener informacion estructural por medio de
cristalografia; se optd por abordar este objetivo por medio de microscopia electronica de
particula Unica. El tamafio de las particulas a analizar, asi como la presencia de algun tipo de
simetria son probablemente los factores mas importantes a considerar si se busca utilizar la
microscopia electrénica de particula Unica. Es esto por lo que se eligié emplear al tetramero
0232 para estos experimentos. Convencionalmente, el limite de resolucién de la microscopia
electronica de particula Gnica por tincion negativa es de alrededor de 20 A (Scarff, Fuller,
Thompson y ladaza, 2018). Esto hace que la Unica forma de obtener alguna informacion
estructural acerca del complejo por esta metodologia, sea compararlo con la enzima en
ausencia de tRNA (bacGlyRSar°).

Al comparar ambas reconstrucciones tridimensionales, las diferencias pueden ser informativas
acerca de cambios conformacionales grandes o de la ubicacion del tRNA en el complejo. Una
de las condiciones que deben cumplirse para poder hacer esta comparacion, es que las
imagenes sean tomadas con los mismos parametros de magnificacion y con un detector de
caracteristicas al menos, similares. Asimismo, los juegos de datos deben ser comparables en
cuanto al numero de particulas usadas para hacer la reconstruccién. También es importante
gue durante el procesamiento de datos se siga el mismo procedimiento para ambos casos.
Todas estas precauciones fueron tomadas para obtener y procesar las micrografias de ambas
muestras y procesar los datos. Se proveen ejemplos con dos de las micrografias tomadas en
el Anexo 2 (Figura suplementaria 6, Figura suplementaria 7). NoOtese que hay mas
orientaciones discernibles en el juego de datos de la bacGlyRS@®° que en las del complejo.
Esto presumiblemente porque al no estar ocupado el surco D24 de la subunidad B, hay mas

elementos de simetria disponibles para clasificar las orientaciones de las particulas.
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La densidad adicional, presente en las particulas del complejo en relacion con las de la
bacGlyRS?°, es consistente con la hipétesis planteada al inicio de este trabajo. Hay que
recordar, sin embargo, que esta diferencia puede deberse tanto a la presencia del tRNA como
a cambios conformacionales en la proteina producto de la union al tRNA. O incluso, a una
combinacion de ambos factores. Es por esto que no se puede aseverar nada acerca de la
orientacion del tRNA en el complejo. Es necesario obtener datos por alguna otra metodologia
-cristalografia o criomicroscopia electronica- que permitan generar un modelo a mayor
resolucién del complejo para aclarar estos aspectos. Aun asi, la evidencia aqui presentada
confirma que la estructura de la bacGlyRS2® en solucion es la misma que se obtuvo por
cristalografia (Dimas Torres, 2019). Asimismo, apunta a que cualquier cambio al tetramero
gue ocurra tras la formacion del complejo bacGlyRS-tRNA -de igual o superior magnitud al

limite de resolucion de la técnica-; ocurre el surco D24 de la subunidad B.

12. CONCLUSIONES.

12.1 El sistema T7 RNA Pol es eficiente para la produccion de tRNAs con

estructura secundaria estable.

El sistema descrito en este trabajo para la sintesis in vivo de tRNA, aporta muchas ventajas
en términos econdmicos y de eficiencia. El factor mas importante a considerar si se busca
utilizar este sistema para la produccién de tRNA; es la estabilidad de la estructura secundaria
del tRNA blanco, en el contexto de la estructura de terminacion adyacente que necesita la T7
RNA Pol.

12.2 Tras launiéon del tRNA ala bacGIlyRS, el surco D*?# de la subunidad B

es ocupado.

Al comparar las reconstrucciones tridimensionales de las particulas de la bacGlyRS#° y el

complejo con tRNA obtenidas por microscopia electronica, queda claro que existen marcadas
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diferencias. Los limites de resoluciéon de la microscopia electronica de particula Unica por
tincibn negativa imponen una limitacidn técnica. Nada se puede aseverar acerca de la
orientacién del tRNA en el complejo bacGlyRS-tRNA. Sin embargo, ya sea por cambios
conformacionales, por la ocupaciéon del tRNA, o por ambos fenémenos; el surco D24 se

encuentra ocupado en el caso del complejo.

13. PERSPECTIVAS

La perspectiva principal es obtener un modelo estructural a mayor resolucion del complejo
bacGlyRS-tRNA. Este modelo ayudaria a confirmar la existencia de los dos sitios de anclaje al
sustrato. Asimismo, proveeria de informacion sobre los elementos necesarios para el
reconocimiento del tRNA. Se realizaron experimentos preliminares de criomicroscopia
electrénica con el complejo (Figura 17, Anexo 1). Entender los detalles sobre la formacion del
complejo bacGlyRS-tRNA seria de gran utilidad para evaluar el potencial de la bacGlyRS

como blanco farmacolégico, asi como su posicion en la filogenia.

El disefio de mutantes de la B-bacGlyRS es una posible via para entender el rol que cada uno
de sus dominios pueda jugar sobre el reconocimiento del tRNA. Aqui se establecié al menos
una metodologia -BLI- que permite evaluar de manera directa el impacto que pueda tener una
mutacion en la B-bacGlyRS sobre el reconocimiento del tRNA. Se esperaria que la delecion,
ya sea del dominio D1 o D4, convierta a los procesos de asociacion y disociacion a un

comportamiento monofasico ajustable a un modelo 1:1.

El uso de técnicas ortogonales a la BLI -como la termoforesis o la calorimetria de titulacion
isotérmica- aportarian informacion invaluable sobre el comportamiento cinético de unién entre
la B-bacGIlyRS y el tRNA. Asimismo, permitiria formular un modelo de union que también
contemplara los factores termodinamicos que gobiernan el proceso de union entre estos dos
elementos. También, los resultados podrian explicar el hecho de que el complejo bacGlyRS-
tRNA parece no estabilizarse tras la union del tRNA.
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14. ANEXO 1 (RESULTADOS ADICIONALES)

Figura 17. Ejemplo de micrografia del complejo bacGlyRS-tRNA por
criomicroscopia electrénica. En un recuadro rojo se muestra el acercamiento a una

posible particula del complejo.
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15. ANEXO 2 (FIGURAS SUPLEMENTARIAS)
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Figura suplementaria 1. Esquematizacién general del procedimiento utilizado para
purificar el tRNA Gly GCC.
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Figura suplementaria 2. Probabilidades de apareamiento de bases de los tRNAs
usados en esta trabajo, en el contexto del terminador T7. El cédigo gradiente de
colores se indica en la parte inferior de la figura. Estas predicciones fueron hechas
por el servicio RNAfold (Lorenz et al., 2011). A) Transcrito primario que contiene la
secuencia del tRNA GCC de Escherichia coli. B) Transcrito primario que contiene la

secuencia del tRNA GCC de Thermanaerothrix daxensis.
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Figura suplementaria 3 (pH entre 4.5y 7.0). Curvas de fluorometria diferencial de

barrido del complejo bacGlyRS-tRNA acompafiadas de la curva de su respectiva

derivada. En las cajas de leyenda, se detalla la concentracién de NaCl de cada

condicion. Lineas negras verticales cruzan la Tm calculada de cada condicion por

el método de derivacién numérica.
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Figura suplementaria 4 (pH entre 7.5y 9.5). Curvas de fluorometria diferencial de

barrido del complejo bacGlyRS-tRNA acompafiadas de la curva de su respectiva

derivada. En las cajas de leyenda, se detalla la concentracién de NaCl de cada

condicion. Lineas negras verticales cruzan la Tm calculada de cada condicion por

el método de derivacién numérica.
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Figura suplementaria 5. El sensograma del ensayo cinético de union solo se
ajusta al modelo 2:1. A) Sensograma de las fases de asociacion y disociacién del
ensayo. El ajuste a un modelo 1:1 se muestra como lineas rojas. B) Sensograma
de las fases de asociacion y disociacion del ensayo. El ajuste a un modelo 2:1 se
muestra como lineas rojas. En ambos paneles se encuentra una leyenda con los

estadisticos del ajuste.



Figura suplementaria 6. Ejemplo representativo de una micrografia de la muestra de

bacGlyRS?P°, En el lado izquierdo se muestran la clasificacion bidimensional promedio

de las particulas de acuerdo con su orientacion.




Figura suplementaria 7. Ejemplo representativo de una micrografia de la muestra

del complejo bacGlyRS-tRNA. En el lado izquierdo se muestran la clasificacion

bidimensional promedio de las particulas de acuerdo con su orientacion.
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