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CAPITULO 0. RESUMEN

Resumen

Los seres vivos conocidos se dividen en tres dominios (arquea, bacteria y eucaria),
con un Unico origen que asume la existencia de un Ancestro Comun Universal (LUCA,
por sus siglas en inglés), el cual contenia los genes esenciales para la vida, presentes
en la actualidad en la mayoria de los organismos. Se puede especular que LUCA no
tenia duplicaciones de genes esenciales; sin embargo, se conoce al menos una proteina
primigenia que tuvo un doble origen: la glicil-tRNA sintetasa (GlyRS). Muchos trabajos
sugieren que solo existia una GlyRS en LUCA, por lo que la pregunta central es
si es posible proponer cudl de las dos enzimas surgié primero. En trabajos previos
del laboratorio, se determind la estructura tridimensional de la enzima bacteriana
(GlyRSbac), la cual nos permitié proponer un modelo de reconocimiento de su tRNA,
el cual podria ser muy diferente al resto de las aminoacil tRNA sintetasas (aaRSs).
El andlisis de la estructura y el hallazgo de multiples dominios ancestrales nos permite
proponer que la GlyRSbac puede ser la enzima que de hecho precedio a todas las aaRSs.

En el presente trabajo, se busco demostrar el modelo propuesto del complejo de la
GlyRSbac con su tRNA a través de la obtencion de su estructura cristalografica. Para
ello, por un lado se modificé a la proteina, utilizando dos construcciones de la GlyRS
con distintos dominios eliminados. Por otro lado, se disefiaron tRNAs modificados para
favorecer la formacion de cristales. Gracias a ello y al uso de un andlogo del estado de
transicion (GSA), se obtuvieron cristales del complejo putativo, los cuales difractaron
a 4.5 A en el sincrotrén Advanced Photon Source (APS). De manera sorpresiva, con el
juego de datos obtenido no se logro resolver la estructura por reemplazo molecular, lo
que sugiere un posible cambio conformacional, tanto en la proteina como en el tRNA,
por lo que la principal perspectiva de este estudio es mejorar la calidad de los cristales
para incrementar su resolucion y/o resolver la estructura a través de la busqueda de
atomos pesados.
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Abstract

All known living organisms are divided into three domains (archaea, bacteria, and
eucaria), with a single origin that implicates the existence of a Universal Common
Ancestor (LUCA), which contained the genes essential to life, which are present today
in all organisms. It can be speculated that LUCA had no duplicates of essential genes;
however, at least one essential protein that had a double origin is known: glycyl-tRNA
synthetase (GlyRS). Many papers suggest that there was only one GlyRS in LUCA, so
the central question is whether it is possible to propose which one of the two enzymes,
if any, came first. Previously, the three-dimensional structure of the bacterial enzyme
(GlyRSbac) was determined, which allowed us to propose a model of tRNA recognition,
which could be very different from the rest of the aminoacil tRNA synthetases (aaRSs).
The analysis of the structure and the discovery of multiple ancestral domains in the
molecule, allows us to propose that GlyRSbac may be the enzyme that preceded all
aaRSs.

In this work, we sought to demonstrate the proposed model of GlyRSbac-tRNA
complex using X-ray crystallography. To accomplish this, we used two constructions
of the GlyRS with different domains removed. We also designed modified tRNAs to
favor the formation of crystals. Thanks to this and to the use of an analogue of the
transition state, crystals were obtained from the putative complex, which diffracted to
4.5A in the Advanced Photon Source (APS) synchrotron. Surprisingly, we could not
solve the structure with the dataset obtained by molecular replacement, suggesting a
possible conformal change, both in the protein and the tRNA, so the main perspective
of this study is to refine the crystal quality to improve the resolution and/or to solve the
structure through the search of heavy atoms.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Introduccion

El origen de la vida ha sido una incégnita que se ha buscado entender a lo largo
del tiempo; se cree que uno de los primeros pasos fue la transicion de moléculas
organicas a moléculas esenciales para generar y preservar la vida, como los 4cidos
nucleicos y proteinas. La hipotesis del mundo de RNA sugiere que primero surgieron
moléculas de RNA en un mundo prebidtico [Shapiro, 1987, Shapiro, 2007]. También es
posible considerar el hecho de que las proteinas pudieron surgir de manera paralela a
las moléculas de RNA, en un mundo de ribonucleoproteinas (RNPs) ejemplificado por
moléculas como el ribosoma, el spliceosoma y la RNasa P [Higgs and Lehman, 2015,
Fox, 2010]. En algun punto del origen de la vida tuvieron que coexistir ambos tipos
de moléculas y esto fue antes de que las proteinas y los acidos nucleicos (DNA y
RNA) se encontraran en LUCA (Last Universal Common Ancestor), el organismo
del cual se derivaron todas las demds formas de vida conocidas en la actualidad.
LUCA ya era un organismo bastante complejo, que contaba con la maquinaria esencial
para llevar a cabo funciones bésicas del metabolismo energético, proteccion celular,
replicacion, metabolismo de RNA, etc., con al menos un grupo de aproximadamente
300 genes [Koonin, 2003], los cuales se consideran genes esenciales. Entre las enzimas

esenciales se encuentran algunas aminoacil-tRNA sintetasas (aaRSs), que llevan a cabo
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la aminoacilacion del tRNA, indispensable para la sintesis de proteinas [Koonin, 2003].
Debido a que se cree que LUCA tenia pocos genes, se asume que no contenia genes
duplicados, por lo que existia un solo gen por cada funcion esencial. Una excepcion se
podria encontrar en la glicil tRNA sintetasa (GlyRS). En la actualidad se conocen dos
tipos de esta enzima que no comparten un origen comun [ Valencia-Sanchez et al., 2016,
Tang and Huang, 2005], el cual pudo ser paralelo en LUCA o en diferentes eventos
temporales.

En la actualidad, se conoce la estructura tridimensional de un tipo de GlyRS
(eucariota) incluso en complejo con su tRNA cognado [Qin et al., 2014]. Se conoce
también la estructura del otro tipo de GlyRS (bacteriana, datos sin publicar). Conocer
la estructura del complejo de la GlyRS bacteriana (bacGlyRS) junto con su tRNA
ofreceria mayor informacién sobre su origen, ya que ciertas caracteristicas de esta
enzima sugieren que podria reconocer a su tRNA de manera completamente diferente a

las demads sintetasas (ver mas adelante).

1.1. Las aminoacil-RNA sintetasas son enzimas ancestrales

Las aminoacil-RNA sintetasas (aaRSs) son enzimas que participan en el
proceso de traduccion, llevando a cabo la aminoacilacion de su tRNA cognado
[Ibba and Soll, 2000]. Las aaRSs aminoacilan el tRNA en dos pasos: 1) La aaRS
reconoce a su aminodcido y posteriormente lo activa con una molécula de ATP,
generando un intermediario de alta energia, llamado aminoacil-adenilato (Figural.la).
2) Se transfiere el aminoacil-adenilato a la A76 en el extremo 3’ del tRNA hacia uno

de los grupos hidroxilo (2’ o 3”) de la ribosa, liberando AMP al medio para generar el

1.1. LAS AMINOACIL-RNA SINTETASAS SON ENZIMAS ANCESTRALES 2
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aminoacil-tRNA (Figural.lb).

a :L»“g | A L Vol 1 H/
‘&\\"\, ,\_ﬁ‘;‘{/ u
ST S R N 1
o Yy, ) O
AN T % 1y 7]
'('\‘:\g_. 7P \\Nv @ [ ;, :f'*:\wll‘: - \ “QH (
\E1RY d 56> c,;?\ b S A \\ /
EXNCEF r 1. <oy AL
A\t SVETS ) \ C
N /\ (‘© ATP > W :: 1@ J(,._»- §
Ea 7 \/ / n
(P P gk < (> &
)tl! A \X 7 7 S\ =
4 e
AN 8 adenilato

-tRNA

Figura 1.1. La aminoacilacion del tRNA se realiza en dos pasos. a) La aaRS une su aminoacido y un
ATP para generar el aminoacil-adenilato. b) La aaRS reconoce a su tRNA cognado para poder transferir
el aminoacido al extremo 3’ del tRNA, en la adenina 76 dentro de uno de los grupos hidroxilos (2’ 0 3”)
de la ribosa, generando el aminoacil-tRNA

1.2. Las aaRSs provienen de dos ancestros diferentes

Las aminoacil-tRNA sintetasas se dividen en dos clases no homdélogas con 10
sintetasas cada una, las cuales fueron generadas por evolucion divergente a partir de dos
sintetasas principales [Eriani et al., 1990, Wetzel, 1995]. La separacion de las aaRSs en
dos clases fue hecha con base en sus diferencias a nivel de secuencia, estructura del

dominio catalitico y estado oligomérico (Figura 1.2)[Cusack, 1993, Arnez et al., 2000];

1.2. LAS AARSS PROVIENEN DE DOS ANCESTROS DIFERENTES 3
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lo unico que comparten ambas clases es el tipo de reaccion que catalizan. Cada clase
de sintetasas a su vez se divide en subclases de acuerdo a la homologia estructural y en
secuencia de los dominios que participan en el reconocimiento del tRNA (Figura 1.2)
[Arnez et al., 2000].

Las aaRSs de clase I generalmente se encuentran como monOMEros
(Figural.2-izquierda), con excepcion de la TyrRS y la TrpRS, que son dimeros
debido a que el tRNA interactia con la regiéon N-ter de una subunidad y con la
region C-ter de la otra subunidad [Hountondji et al., 1986]. Las sintetasas de clase
I adoptan un plegamiento de Rossmann: un dominio de unién a nucleétidos que
consiste en cinco hojas beta antiparalelas que son conectadas por hélices. Estas
enzimas también se caracterizan por tener dos pequefias secuencias consenso:
HIGH y KMSKS, que participan en el reconocimiento del aminoécido y del ATP
[Delagoutte et al., 2000, Cusack, 1993].

Por otro lado, las aaRSs de clase II (Figural.2-derecha) tienden a encontrarse
como dimeros y tienen 7 hebras formando una hoja beta antiparalela flanqueada por
alfa hélices con 3 motivos estructurales altamente conservados (motivos 1, 2 y 3),
que participan en oligomerizacion y en el reconocimiento del ATP y del aminoacido
[Cusack, 1993, Moor et al., 2006, O’Donoghue and Luthey-Schulten, 2003].

La diferencia estructural del sitio activo en las dos clases de sintetasas conlleva una
distinta regioselectividad al aminoacilar la ribosa de la adenina terminal del extremo 3’

del tRNA; las sintetasas de clase I llevan a cabo la reaccion en el 2°OH, mientras que

las de clase II lo hacen en el 3’OH [Ibba and So6ll, 2000, Safro and Klipcan, 2013].

1.2. LAS AARSS PROVIENEN DE DOS ANCESTROS DIFERENTES 4
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Figura 1.2. Las aminoacil-tRNA sintetasas se dividen en dos clases no homoélogas. Cada clase tiene
10 sintetasas y a su vez éstas se dividen en subclases de acuerdo a la similitud de los demés dominios.
En la figura se muestra el estado oligomérico y el peso molecular de cada enzima, siendo la glicil-tRNA
sintetasa bacteriana, la més grande de todas.Las sintetasas de clase I generalmente unen al tRNA por el
surco menor (morado) y las de clase II por el surco mayor (azul). Atdn no se conoce la forma de unién de
la glicil-tRNA sintetasa bacteriana con su tRNA; lo que se observa en la figura es un modelo propuesto.

* La alanil-tRNA sintetasa (AlaRS), clase II, se encuentra como dimero o tetramero; el dimero sélo se ha
observado en la estructura reportada del complejo de la enzima completa con tRNA (cédigo PDB 11L.2).

1.3. GIlyRS, una enzima esencial que tuvo doble origen

Se cree que LUCA tenia unos 300 genes esenciales [Koonin, 2003] y s6lo tenia
un gen por cada enzima o funcién. Sin embargo, se conocen dos tipos de una enzima
esencial, la glicil-tRNA sintetasa (GlyRS), que no comparten el mismo ancestro

[Valencia-Séanchez et al., 2016]. Debido a que existen dos tipos de GlyRS, nos podemos

1.3. GLYRS, UNA ENZIMA ESENCIAL QUE TUVO DOBLE ORIGEN 5
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preguntar si hubo una coexistencia en LUCA de ambas enzimas o bien, si una surgi6
primero que la otra. Un tipo de GlyRS se encuentra presente en los 3 dominios de la vida
(Eukarya, Archaea y algunas especies de Bacteria), mientras que la otra esti presente
en la mayoria de las bacterias Eukarya, [Valencia-Sanchez et al., 2016], (Figural.3); se
podria sugerir que la enzima presente en todos los dominios de la vida es la méas antigua.
No obstante, la comparacion entre ambos tipos de GlyRS también podria sugerir lo

contrario, como se explica a continuacion.

a EUCARIONTE b BACTERIANA

H (0]
Bacteria { (Ob| Bacteria

Archaea Eukarya

Figura 1.3. Existen dos tipos de GlyRS. a) GlyRS homodimérica, presente en los tres dominios de
la vida (Eukarya, Archaea y algunas especies de Bacteria), b) GlyRS heterotetramérica, presente en la
mayoria de las Bacterias.

1.3.1. Los dos tipos de GlyRS no se parecen entre si

La poca similitud a nivel de secuencia entre ambas GIyRS, la cual es del 14 %

[Tang and Huang, 2005] indica que no tienen un mismo origen; sin embargo, ambas

1.3. GLYRS, UNA ENZIMA ESENCIAL QUE TUVO DOBLE ORIGEN 6
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GlyRS se encuentran dentro de la misma clase de sintetasas (clase II); si bien ambas
moléculas tienen el mismo plegamiento del dominio catalitico, muchos de los residuos
caracteristicos del mismo son diferentes (ver més abajo) (Figural.5a); cada tipo de
GlyRS se encuentra en una subclase distinta, lo cual implica la existencia de un
ancestro diferente. La eukGlyRS se encuentra en la subclase Ila, junto con la SerRS,
ProRS, HisRS y ThrRS, ya que comparten el dominio de unién al anticodon del
tRNA, mientras que la bacGlyRS se encuentra en la clase IId junto con la AlaRS
[Valencia-Sénchez et al., 2016], porque comparten una mayor similitud a nivel de

secuencia y estructura del dominio catalitico (Figural.5b).

1.3. GLYRS, UNA ENZIMA ESENCIAL QUE TUVO DOBLE ORIGEN 7
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Figura 1.4. Las GIlyRSs s6lo comparten el plegamiento del dominio catalitico. a) GIyRS
homodimérica, presente en los tres dominios de la vida, la cual muestra el dominio catalitico en color
cian. b) GlyRS heterotetramérica, presente en la mayoria de las bacterias con su dominio catalitico
en color cian. ¢) GlyRS eucarionte con un giro de 90°, cada monémero tiene diferente color. d) La
GlyRS bacteriana tiene cuatro subunidades: 2 alfa y 2 beta. Cada subunidad alfa tiene 289 residuos, cada
monodmero tiene diferente color: azul y verde intenso; la subunidad alfa contiene el dominio catalitico,
el cual comparte con su contraparte eucariota sélo a nivel de plegamiento general. Cada subunidad beta
tiene 691 residuos y cada mondmero se muestra en diferente color, color azul cielo y verde claro. La
subunidad beta participa en el reconocimiento del tRNA.

Los dos tipos de GlyRS emplean diferentes estrategias para reconocer a su
sustrato; la GlyRSeuk interacciona con la glicina mediante 3 aminodcidos cargados
negativamente (Glu522, Glu296 y Glu245) (Figural.5c), mientras que en la GlyRSbac
interacciona a través de 5 residuos distintos (GIn80, GIn82, Glul160, Thr37 y Trp119)
(Figural.5d). Existen ademds diferencias tangenciales entre los motivos 1, 2 y 3 de
ambas enzimas que implican principios distintos de oligomerizacion y de interaccion

con el acido carboxilico de la glicina.

1.3. GLYRS, UNA ENZIMA ESENCIAL QUE TUVO DOBLE ORIGEN 8
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rmsd 2.3 A
d 144 residuos

Figura 1.5. La GlyRSbac se parece mas a la AlaRS que a su contraparte eucariota a) Dominio
catalitico de la GlyRSbac de Thermoanaerothrix daxensis (PBD 7LU4) en presencia de glicina (residuos
4-21 y 53-174), con un total de 138 residuos que fueron alineados con la GlyRS-euk (PDB 2ZT7)
(residuos 103-120, 269,276, 291-301, 349-411 y 518-537), con un total de 113 residuos. El alineamiento
se realiz6 con el servidor DALI obteniendo un z score de 14.9 y un rmsd de 2.7 Ab) Se emplearon los
mismos aminodcidos de la subunidad alpha de la GlyRSbac para alinearse con el dominio catalitico de la
AlaRS (PDB 27ZZG) (residuos 62-76, 119-219 y 231-256), con un total de 144 residuos, resultando un z
score 19.5 de y unrmsd de 2.3 A.¢) Comparacion de los aminoécidos que participan en el reconocimiento
de la glicina entre la GlyRSeuk (amarillo) y la GlyRSbac (azul). d) Comparacion de los aminoacidos que
participan en el reconocimiento de la alanina para la AlaRS (magenta) y para la glicina en la GlyRSbac
(azul)

1.3. GLYRS, UNA ENZIMA ESENCIAL QUE TUVO DOBLE ORIGEN 9
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1.4. Cada sintetasa utiliza un mecanismo caracteristico para el

reconocimiento de su tRNA

Todas las sintetasas llevan a cabo la misma reaccion de aminoacilacién en la dltima
adenina (A76) del extremo 3’ del tRNA; sin embargo, cada enzima utiliza un método
propio para reconocer a sus sustratos (aminodcido y tRNA) [Giegé et al., 1993]. Todas
las moléculas de tRNA tienen una estructura terciaria similar, pero con una estructura
primaria completamente diferente que les permite ser discriminados mds facilmente.
El reconocimiento de los tRNAs tiene factores principales que son responsables de
la precisiéon de su reconocimiento, conocidos como determinantes de identidad, asi
como antideterminantes que anclan o evitan el posicionamiento del tRNA a la proteina
[Giegé et al., 1993]; estos factores son la modificacion y la posicion de ciertas bases.
Estos determinantes y antideterminantes generalmente se encuentran en el tallo aceptor,
el tallo anticodon, en el brazo D, el brazo T y el bucle variable (Figural.6a). Los
elementos de identidad mas comunes son los nucleétidos del anticodon y la base
discriminadora N73 que precede al extremo 3’-CCA [Levengood et al., 2007]. Las
estructuras cristalinas que se han determinado de algunos complejos aaRS-tRNA
revelan que cada determinante de identidad hace contacto especifico con la proteina
y que tanto los sustratos como la proteina sufren cambios conformacionales para la
adaptacion mutua [Delagoutte et al., 2000].

El reconocimiento del tRNA por parte de las sintetasas de clase I ya ha sido
estudiado [Nordin and Schimmel, 2002]; estas sintetasas reconocen el surco menor

del tRNA (Figural.6b); ademas, se sabe que el dominio C-terminal esta involucrado

1.4. CADA SINTETASA UTILIZA UN MECANISMO CARACTERISTICO PARA EL RECONOCIMIENTO DE SU TRNA 10
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a b
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Figura 1.6. El reconocimiento de los tRNAs tiene factores principales que son responsables de
la precision de su reconocimiento. a) Representacion 3D de un tRNA junto con los determinantes y
antideterminantes de identidad que contribuyen al reconocimiento por parte de las sintetasas. b) Las
sintetasas de clase I reconocen el surco menor del tRNA (morado), mientras que las de clase II reconocen
el surco mayor (azul), tal y como se observa en la figura 1.2.

en el reconocimiento del anticodén, mientras que el dominio N-terminal participa
en el reconocimiento de la secuencia CCA que se encuentra en el tallo aceptor
del tRNA [Hountondji et al., 1986, Levengood et al., 2007, Nakanishi et al., 2005]. Por
otro lado, las sintetasas de clase II reconocen el surco mayor del tRNA (Figural.6b),
algunas bases del tallo aceptor, la secuencia CCA en el 3’ y, en la mayoria de los
casos, la secuencia del anticodon [Roy and Ibba, 2006, Qin et al., 2014]. El dominio
de unién al tRNA en sintetasas de clase Ila, que incluyen a ProRS, HisRS, GlyRS
y ThrRS, tiene un plegamiento tipo a/f que reconocen la secuencia del anticodén
[Moor et al., 2006, Qin et al., 2014, Roy and Ibba, 2006], siendo un determinante de
identidad muy importante por parte de las sintetasas (Figural.6).

El reconocimiento del tRNA por parte de las sintetasas ha evolucionado junto con
la estructura del tRNA [Wetzel, 1995, O’Donoghue and Luthey-Schulten, 2003]; se ha

propuesto que, previo a LUCA, existian tRNAs con s6lo una minihélice correspondiente

1.4. CADA SINTETASA UTILIZA UN MECANISMO CARACTERISTICO PARA EL RECONOCIMIENTO DE SU TRNA 11
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dominio aceptor

minihélice :
(pre-tRNA)
x2
5' 3 -

dominio
anticodon

tRNA

Figura 1.7. El dominio aceptor del tRNA es la parte mas antigua de esta molécula. Molécula de
RNA que se conocia como pre-tRNA, el cual pudo haber sido reconocido por proteinas para llevar a cabo
la aminoacilacion en su extremo 3’; el gen que expresaba esta minihélice de tRNA pudo haber tenido una
duplicacién y fusion, generando el tRNA actual con dos dominios: aceptor y anticodon.

al dominio aceptor de los tRNAs actuales (Figural.7 izquierda); posteriormente,
mediante una duplicacion y fusion de genes, se formo el tRNA tal y como lo
conocemos [Schimmel and de Pouplana, 1995, Saito et al., 2001]. Dado lo anterior, es
posible dividir al tRNA en dos dominios: el dominio aceptor y el dominio anticodon
(Figural.7 derecha); ambos dominios contienen determinantes de identidad importantes
para su reconocimiento. Sin embargo, se puede considerar que enzimas primigenias
que reconocian a los tRNAs primigenios eran capaces de reconocer todo el dominio
aceptor del tRNA, por lo que se podria postular que una aaRS que tiene como principal

determinante el dominio aceptor del tRNA podria tener un origen mds antiguo.
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Antecedentes

En la actualidad, s6lo se ha reportado la estructura tridimensional de la subunidad
alfa de la bacGIlyRS, correspondiente a la subunidad catalitica de esta enzima
[Valencia-Séanchez et al., 2016, Tan et al., 2012]. Al inicio de este proyecto, hace 20
afos, se intentd obtener la estructura de la bacGlyRS de Escherichia coli, sin embargo,
las subunidades alfa y beta se disociaban [Torres-Larios Alfredo, (2002). Structural
studies on threonyl and glycyl tRNA synthetases (tesis de Doctorado, Institut Pasteur)].
Después de realizar varios intentos con enzimas provenientes de distintos organismos,
la enzima de Anaerolinea thermophila parecia ser la mas prometedora; la GlyRS de este
organismo tiene las subunidades alfa y beta fusionadas de manera natural; sin embargo,
la enzima sufria un corte proteolitico entre ambas subunidades, por lo que se buscé un
conector que evitara dicho corte, con el cual se obtuvieron cristales en presencia de
tRNA que difractaron anisotropicamente a 3.0A [Rodriguez-Hernandez Annia, (2016).
Estancia Postdoctoral, UNAM]. En un intento por mejorar esos cristales, se exploré una
construccion con la secuencia de la bacteria Thermanaerothrix daxensis (TdaxGlyRS),
que cuenta con una similitud del 70% con Anaerolinea thermophila, con la cual se
logré obtener la estructura de la bacGlyRS en complejo con glicina por difraccién

de rayos X a una resolucion de 2.7A[Dimas-Torres Uriel, (2019). Cristalogénesis y

13
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resolucion de la estructura cristalografica de la glicil-tRNA sintetasa bacteriana (tesis
de Maestria, UNAM)]. La estructura de la subunidad beta hasta ese momento era
completamente desconocida, aunque ya se sabia que es la subunidad que participa
en el reconocimiento del tRNA [Nagel et al., 1984]. Haber determinado la estructura
completa de la bacGlyRS nos brindé més informacion sobre el posible reconocimiento

del tRNA.

2.1. La subunidad beta es una subunidad multidominio

La subunidad beta de la TdaxGlyRS tiene un peso molecular de 70 KDa (691
aminodcidos). Para el andlisis de la subunidad, ésta se dividi6 en dominios con ayuda
del servidor SWORD [Postic et al., 2017], obteniendo 5 segmentos: 1 [376-432], 2
[310-375y 434-522], 3 [523-651], 4 [652-783] y 5 [784-999]. Posteriormente, se busco
la posible funcién de cada dominio realizando una bisqueda empleando el servidor
DALI [Holm, 2020].

Durante el analisis se replante6 la division de dominios por SWORD, ya que la
homologia con otras proteinas incluye mas de un segmento; se proponen entonces
4 dominios estructurales (Figura 2.1). El dominio 1 abarca los dominios 1 y 2
previos (residuos 310-523); ambos dominios tiene homologia estructural con dos
dominios caracteristicos de enzimas de adicion del CCA de clase I: dominio
cuerpo y cola, respectivamente (Figura2.2a), estas enzimas llevan a cabo la edicion
del extremo 3’ del tRNA [Xiong and Steitz, 2004]. El dominio 2 [524-651], tiene
homologia con el dominio palma presente en la subunidad catalitica de la DNA

polimerasa [Perera et al., 2013]. El dominio 3 [652-840] es un dominio homodlogo
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al presente en enzimas con actividad de fosfohidrolasas, denominado dominio HD
por dos aminodcidos altamente conservados: una histidina y un acido aspartico, que
participan en la union de metales [Sun and Pandelia, 2020, Aravind and Koonin, 1998].
El dominio HD estd presente en enzimas como la poli A polimerasa o en enzimas
de adicién del CCA de clase II. Este dominio, al fusionarse con los dominios
nucleotidiltransferasa, helicasa y el dominio KH de union a RNA, participa en el
metabolismo de 4cidos nucleicos [Aravind and Koonin, 1998]. Por ultimo, el dominio
4 [841-999], es homologo al dominio de reconocimiento del anticodon (ACBD)
caracteristico de muchas aaRSs de clase I (MetRS, ArgRS, ValRS, LeuRS y CysRS)

(Figura 2.2b).
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dominio
tipo DARL
(aaRSs clase I)

dominio tip(;
Ilpalmall
(DNApol)

dominios tipo
"cuerpo y cola”
(enzimas CCA clase I)

Figura 2.1. La subunidad beta tiene cuatro dominios que comparte con enzimas de union a acidos
nucleicos. Se muestra la subunidad beta de la bacGlyRS dividida en cuatro dominios que se encuentran
presentes en otras enzimas que participan en el metabolismo de RNA: la enzima de adicién CCA en
tRNAs (dominio magenta); el dominio palma que se encuentra enzimas como la DNA polimerasa alpha,
la RNA polimerasa L, DNA polimerasa II (dominio verde); un dominio HD presente en enzimas como la
nucleotidiltransferasa y poli A polimerasa, con actividad de fosfohidrolasa (dominio azul); el dominio de
unién del anticodén (ACBD) de sintetasas de clase I (dominio rojo), lo cual representa un caso tunico de
hibridacion entre las aaRSs de clase I y II.Las zonas coloreadas en una tonalidad baja, son aquellas que
no se sobreponen con los dominios de sus homélogos.

2.2. La bacGlyRS podria reconocer de manera completamente

diferente a su tRNA

Las homologias encontradas de la subunidad beta con las bases de datos muestran
que al menos dos dominios podrian interaccionar con el tRNA: por un lado, con el
dominio 1 (Figura 2.1 magenta), con homologia estructural al dominio cuerpo cola de
las enzimas de adicion del CCA, las cuales catalizan la adicion postranscripcional de

la secuencia CCA en el extremo 3’ de los tRNAs inmaduros, utilizando CTP y ATP
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como sustratos [Deutscher, 1982]. Estas enzimas son universales y se dividen en dos
clases [Betat and Morl, 2015]. El dominio 1 de la subunidad beta tiene homologia con
las enzimas de adiciéon del CCA de clase I, presentes en arquea [Cho et al., 2003]. Las
enzimas de adicion del CCA de clase I unen el tallo aceptor y el bucle T del tRNA
mediante la cavidad generada entre los dominios cabeza y cola; el bucle T contacta al
dominio cola [Okabe et al., 2003]; el dominio del anticodén no hace contacto con esta
enzima (Figura 2.2a).

Por otro lado, el dominio 4 de la subunidad beta (Figura 2.1 rojo) presenta el
plegamiento del dominio DALR caracteristico de aaRSs de clase I, el cual participa

en el reconocimiento del anticodon del tRNA (Figura 2.2b) [Delagoutte et al., 2000].

Dominio 1

Figura 2.2. Los dominios 1 y 4 de la GlyRSbac podrian interactuar con el tRNA a) Superposicién
del dominio 1 de la subunidad beta con los dominios cuerpo y cola de la enzima de adicién CCA de clase
I (c6digo PBD 1SZ1, z-score=7.4, rmsd=3.1A, 135 aa superpuestos). b) Superposicién del dominio 4 de
la subunidad beta con el dominio DARL, que reconoce el anticodon del tRNA por parte de las aaRSs
de clase [; en la figura se representa a la MetRS (c6digo PDB 2CSX, z-score=4.8, rmsd=4.2 A, 160 aa
superpuestos.
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Dadas las caracteristicas de ambos dominios, se propone un modelo de la forma
de reconocimiento del tRNA por parte de la bacGlyRS (Figura 2.3): haciendo la
superposicion de la estructura de la enzima de adicion CCA de clase I en complejo con
su tRNA (c6digo PBD 1SZ1), con el dominio 1 de la subunidad beta en la estructura de
la bacGlyRS completa, se genera el modelo presentado en la Figura 2.3. Como se puede
observar, el tRNA se ajusta en la cavidad de la subunidad beta y haria contacto con el
ACBD. Otro aspecto importante es la distancia relativa de la secuencia CCA en el 3’ del
tRNA con respecto al analogo del estado de transicion, la cual es de aproximadamente 6
A, 1o cual indica que un ligero ajuste podria ser suficiente para satisfacer las distancias

de reaccion.
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Figura 2.3. Modelo de reconocimiento del tRNA por la GlyRSbac. La posicién del tRNA encaja
en la cavidad de la subunidad beta, donde el dominio tipo cola de las enzimas de adicién del CCA
interactuarfa con el bucle T del tRNA; se observa un posible reconocimiento de todo el tallo aceptor del
tRNA, posicionando el extremo CCA cerca del andlogo glicil-adenilato (GSA o G5A). Por otro lado, el
dominio tipo DARL de las aaRSs de clase I se encuentra en distancia para interaccionar con el bucle del
anticodon.

El modelo que se propone implicaria que la bacGlyRS reconoce a su tRNA de una
manera muy diferente a su contraparte eucariota y al resto de las aaRSs de clase II. Las
aaRSs tienen dos dominios del tRNA que pueden reconocer: el dominio aceptor y el
dominio del anticod6n (ver Figura 1.7). La mayoria de las sintetasas de clase II tiene

como primer determinante de identidad la secuencia del anticodon, con un dominio
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caracteristico que reconoce esta parte del tRNA. Por otro lado, también reconocen
la secuencia CCA del tRNA en el dominio catalitico. La mayoria de las sintetasas
reconocen a su tRNA en la misma orientacidon, tomando como punto de origen la
orientacion del dominio catalitico de cada sintetasa (zona azul de la Figura2.4). Al
comparar el reconocimiento del tRNA que ocurriria por parte de la GlyRSbac, se
puede apreciar que seria en una orientacion opuesta al resto de las aaRSs. Es decir,
la orientacion relativa del tRNA seria andloga a la que ocurre en las aaRSs de clase 1,
reconociendo el surco menor del tRNA en vez del mayor. Si analizamos la figura 2.4,
podemos observar que la forma en que la AlaRS y la bacGlyRS reconocen a sus tRNAs
es muy diferente al resto de las aaRSs de clase II, siendo la bacGlyRS la que presentaria
la diferencia mas grande. Esto podria hablar de un posible reconocimiento primitivo, en
donde se exploraban formas alternativas de interaccion, hasta llegar al reconocimiento
canodnico. En este sentido, la AlaRS podria representar un reconocimiento transicional
entre la bacGlyRS y el resto de las aaRSs de clase II. La subunidad beta de la bacGlyRS
también podria representar los restos de una enzima multifuncional, con posibilidad
de asociarse con otras enzimas, ademds de la subunidad alfa, para realizar diversas

funciones en un mundo con una cantidad relativamente limitada de genes.
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Figura 2.4. La bacGlyRS podria reconocer a su tRNA de manera diferente al resto de las sintetasas.
Complejos de las aaRSs de clase II con su tRNA reportados por cristalografia de rayos X, donde se
muestra a cada sintetasa con la misma orientacion de su dominio catalitico, el cual consta de una hoja
beta de 7 hebras. La orientacién del tRNA por parte de las sintetasas de clase II es la misma, con excepcién
de la AlaRS y la bacGlyRS, las cuales pudieron haber sido de las primeras aaRSs debido a que no tienen
la forma de reconocimiento que presenta el resto de las aaRSs.
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Planteamiento del problema

El origen de las aaRSs puede estar asociado con el del c6digo genético mismo.
Dentro de estas enzimas, descifrar el origen de la GlyRS tiene una gran importancia
por presentar dos distintos ancestros que reconocen al aminodcido mas pequefio de
todos. Aunque la mayoria de los investigadores se inclinan por creer que la contraparte
eucariota es la enzima ancestral por encontrarse en los tres dominios de la vida, la
estructura tridimensional de la bacGlyRS y el reconocimiento putativo de su tRNA
cognado muestra la posibilidad de que, en realidad, €sta representa, junto con la AlaRS,
el origen mismo de todas las aaRSs.

A lo largo del tiempo se ha intentado obtener la estructura del complejo empleando
varias construcciones provenientes de distintos organismos sin obtener éxito. El
conocimiento de la estructura tridimensional de la proteina nos permite proponer
nuevas construcciones para alcanzar este objetivo. En particular, la forma semicircular
y modular de la subunidad beta permite, a priori, la exploracion por separado de los
dominios correspondientes al reconocimiento putativo del brazo aceptor y del anticodén

(Figura 7.8).
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Punto de reconocimiento
del anticodén

Punto de reconocimiento
del tallo aceptor

Figura 3.1. Disefio de dos mutantes. a) La informacién proporcionada por la subunidad beta nos
permitié encontrar dos puntos de reconocimiento del tRNA (anticodén y tallo aceptor). b) Mutante que
podria reconocer el anticodén del tRNA. ¢) Mutante que podria reconocer el tallo aceptor del tRNA.
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Hipotesis

TEORICA
Si la glicil-tRNA sintetasa bacteriana reconoce a su tRNA cognado de manera muy
diferente al resto de las aaRSs, entonces se trataria de la aaRS mas antigua.
EXPERIMENTAL
Si se disefian mutantes de la bacGlyRS y tRNAs modificados para interaccionar entre

si, entonces es posible generar un complejo cristalizable.
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S5.1.

S5.2.

Objetivos

Objetivo general

Obtener la estructura 3D del complejo bacGlyRS, o de una variante derivada, con

su tRNA cognado, mediante difraccion de rayos X.

Objetivos particulares

Expresar y purificar la proteina TdaxGlyRS-wt y dos variantes: GlyRS-anticodén

y GlyRS-aceptor.
Optimizar la purificacion del tRNA expresado in vivo.
Estabilizar las dos variantes y caracterizarlas mediante técnicas biofisicas.

Obtener y optimizar cristales del complejo GlyRS-tRNA con la proteina wt o con

las variantes.

Desarrollar un procedimiento para medir la actividad de la GlyRS y sus variantes.
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Metodologia

6.1. Transformacion, expresion y purificacion de la TdaxGlyRS

El gen que codifica para la glicil-tRNA sintetasa de 7. daxensis fue sintetizado
por la compainiia ATUM DNA2.0, y fue clonado en el vector de expresion pD861
(ver Apéndice I). El gen se transformé en la cepa de Escherichia coli BL21 (DE3),
empleando 200 ng de DNA en 100 uL de bacterias competentes preparadas en el
laboratorio; se mezcl6 y se dejé en hielo durante 5 min; posteriormente se realizé
un choque térmico de 42°C durante 30 s en un thermoblock. Se retird el tubo del
thermobolck y se regreso al hielo durante 2 min. Se le adicion6 400 uL de medio SOC
(Super Optimal Broth), se mezcld y se dejé en la incubadora bajo agitacion a 240 rpm
y 37 °C durante 1 h. Se sembraron las bacterias en una caja de agar con 25 pg/mL de
kanamicina y posteriormente se dejaron las cajas en la incubadora a 37° C durante 16
h.

Se prepararon 2 L de medio LB (Luria Broth) con 28 pg/mL de kanamicina. Las
bacterias se crecieron a 37°C y 230 rpm hasta alcanzar una ODggpp, de 0.6. La
expresion del gen se indujo con 3 mM de rhamnosa durante 4 h a 37°C.

Las bacterias fueron cosechadas centrifugando el medio a 3,000 g durante 30 min
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y se resuspendieron en amortiguador A (100mM H,PO, / HPO2~, 300 mM KCl, 10
mM imidazol); las bacterias se lisaron por sonicacion y el lisado total se centrifugé a
25,000 g durante 30 min.

Para la purificacion se empleé una cromatografia de afinidad a iones de niquel
(II) IMAC; columna HisTrap FF crude de GE Healthcare, 5 mL) en un equipo
AKTA FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography). El sobrenadante se cargé en una
columna HisTrap de 5 mL (GE Healthcare) previamente equilibrada con el buffer A;
posteriormente, se eluyo la proteina con un gradiente de 10 mM a 500 mM de imidazol
en 150 mL. La proteina eluida se calent6 a 72°C durante 30 min en thermoblock;
se centrifugd a 12,000 g durante 20 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante. La
proteina soluble se concentré e intercambi6 en 5 mM MgCl, preparado con agua
DEPC (dietilpirocarbonato) en un tubo Amicon®) con un filtro de 100 KDa de corte
de peso molecular. Se analiz6 la muestra por electroforésis en un gel desnaturalizante

(SDS-PAGE) al 8 % para monitorear la purificacion de la proteina.

6.2. Transformacion, expresion y purificacion de las variantes

GlyRSaceptor y GlyRSanticodén

El gen que codifica para las mutantes fue sintetizado por la companiia ATUM
DNAZ2.0, y fue clonado en el vector de expresion pD861; la secuencia de las variantes
se encuentra en el Material Suplementario. Se realiz6 una co-transformacion en la cepa
de E. coli BL21 (DE3), empleando el DNA de la proteina mutante y el DNA del tRNA
Tdax, con 200 ng de cada uno en 100 uL. de bacterias competentes preparadas en el

laboratorio.
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Se prepararon 2 L. de medio LB (Lauria Broth) adicionando 28 ug/mL de
kanamicina y 80 pg/mL de ampicilina por cada 500 mL de medio. Las bacterias se
hicieron crecer a 37° C y 230 rpm hasta alcanzar una ODg,,;, de 0.5. El gen de tRNA
se indujo con 3 mM de IPTG durante 30 min a 37°C. Pasando los 30 min, el gen de
la proteina se indujo con 3 mM de rhamnosa durante 4 h a 37°C.

Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacion a 3,000 g durante 30 min y
se lisaron por sonicacion en amortiguador A (100 mM H,PO, /HPOZ_, 300 mM
KCl, 40 mM imidazol). El lisado total se centrifugé a 25,000 g durante 25 min y
el sobrenadante se cargé en una columna HisTrap de 5 mL (GE Healthcare, 5 mL)
previamente equilibrada con el amortiguador A; la proteina se eluyd con un gradiente
de 20 mM a 500 mM de imidazol en 120 mL.

Después de eluir, la proteina se concentré en un tubo Amicon(®R) con un filtro de
50 KDa de corte de peso molecular. Se intercambiaron las proteinas en sus respectivas
soluciones: GlyRS-aceptor (50 mM Tris pH 8.0, 50 mM betaina) y GlyRS-anticodén
(50 mM 4cido succinico, 20 mM L-arginina).

Al final se realizé un gel SDS-PAGE al 10 % para monitorear la purificacion de las

proteinas.

6.3. Co-transformacion, expresion y purificacion de GlyRSaceptor

+ el ACBD

El gen que codifica para el dominio correspondiente al reconocimiento del anticodén
(ACBD) fue sintetizado por la compafita ATUM DNAZ2.0, y fue clonado en el vector

de expresion pD861; la secuencia de las proteinas se puede observar en el Material
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Suplementario. Se realizd una co-transformacion porque al tratar de expresar sélo la
proteina ACDB, ésta no expresaba o se precipitaba por completo. La co-trasformacion

y la purificacion se realizaron como se ha descrito en la seccién anterior.

6.4. Transformacion, expresion y purificacion de las enzimas
AMP deaminasa, IMP deshidrogenasa y D-aminoacil-tRNA

desacilasa

El gen que codifica para cada gen fueron adquiridos en ATUM: AMP deaminasa
(AMD) de Aspergillus oryzae, AMP deshidrogenasa (IMD) de Saccharomyces
cerevisiae y D-aminoacil-tRNA desacilasa (DTD) de Plasmodium falciparum, cada
gen fue clonado en el vector de expresion pD861. Las transformaciones se realizaron
como se ha indicado con anterioridad. Se prepararon 2 L. de medio LB (Lauria Broth)
adicionando 28 pg/mL de kanamicina. Las bacterias se crecieron a 37°C y 230 rpm
hasta una ODgg;,,, de 0.6 y la expresion de las proteinas se indujo con 3 mM de
rhamnosa. Las bacterias transformadas con el gen que codifica la enzima AMD se
dejaron 24 h a 15° C como condicién de induccién, mientras que para la IMD y DTD se
empled 37° C durante 4 h. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacién a 3,000
g durante 30 min.

Las bacterias se lisaron por sonicacion en el amortiguador A (100 mM
HPO, / HPOz_, 1 M KCl, 20 mM imidazol). El lisado total se centrifug6 a 25,000
g durante 25 min y el sobrenadante se carg6 en una columna HisTrap (GE Healthcare,

5 mL) previamente equilibrada con el amortiguador A; la proteina se eluyé con un
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gradiente de 20 mM a 500 mM de imidazol en 90 mL (30 min a 3 mL/min. La proteina
colectada se concentr6 e intercambid en 20mM Tris pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM
MgCl, y 15% glicerol preparado con agua DEPC en un tubo Amicon®®) empleando
diferentes cortes de peso molecular para cada enzima: 100 KDa para la enzima AMD,
uno de 50 KDa para la enzima IMD y uno de 10 KDa para la enzima DTD. Se realiz6
un gel SDS-PAGE al 8 % para monitorear la purificacién de la enzima AMD, uno al

12 % para la enzima IMD y uno al 15 % para la enzima DTD.

6.5. Transformacion, expresion y purificacion del tRNAGly T.

daxensis

El gen que codifica para tRNAGlywt de (Thermanaerothrix daxensis), asi como a los
diferentes tRNAs modificados con las secuencias receptor y tetraloop (un asa tetraloop
tiene la secuencia GAAA (o GNRA), y el bucle loop tiene una secuencia especifica
de 11 nucledtidos, que cuenta con una plataforma de adenosinas y varias interacciones
no candnicas), fueron adquiridos en ATUM vy cada gen fue clonado en el vector de
expresion pM268, (ver Apéndice).

Los vectores tienen resistencia a ampicilina y se transformaron como se ha indicado
con anterioridad.

Se prepararon 4 L de medio TB (Terrific Broth) adicionando 100 pg/mL de
ampicilina por cada 500 mL de medio. Las bacterias se crecieron a 37°C y 240 rpm
hasta alcanzar una ODggonm de 0.6 y se indujeron con 1 mM de IPTG durante 24 h a

37°C. Las bacterias fueron cosechadas por centrifugacién a 3,000 g durante 30 min.
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6.5.1. Extraccion del tRNA

Las bacterias cosechadas a partir de 500 mL de cultivo se resuspendieron en 10-15
mL de amortiguador de extraccion (20 mM Tris pH 7.5, 10 mM MgCl,, I mM EDTA);
posteriormente, se afiadid un volumen de una solucion de fenol pH 4.3 (catdlogo Sigma
P4682) y se agitd vigorosamente durante 5 min. Se centrifug6 a 12,000 g durante 10
min a temperatura ambiente y se separo la fase superior para agregarle 2 volimenes de
EtOH (100 %, -4°C) y 0.1 vol de acetato de sodio (NaAcO) 3 M, pH 5.2. La mezcla se
dejé a -76° C entre (10-16) h; posteriormente se centrifugé a 12,000 g durante 30 min

a4°Cy se desech¢ la fase acuosa.

6.5.2. Deacilacion del tRNA

Se resuspendio el tRNA previamente precipitado con una disolucion de 200 mM
Tris pH 9.0, empleando el menor volumen posible y posteriormente se incubd a 37° C
durante 30 min en el thermoblock. Se le agregaron 2 volimenes de EtOH (100 %, -4° C)
y 0.1 volimenes de NaAcO 3 M, pH 5.2. La mezcla se dej6 a -76° C entre (10-16) h;
posteriormente se centrifugd a 12,000 g durante 30 min a 4°C y se deseché la fase

acuosa.

6.5.3. Purificacion del tRNA

Durante el proyecto se emplearon tres formas de purificar el tRNA:
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Ultracentrifugacion

El tRNA precipitado se resuspendio en una disolucion de 5 mM de MgCl, preparado
con agua DEPC (agregar 1 mol de DEPC a 1 L de agua; agitar vigorosamente durante
5 min y esterilizar 30 min a 121°C, 15 psi) y se centrifugd a 28,000 g durante 1 h. Se
recuperé el sobrenadante y se almacen6 a -70° C. Al final, se analizé por electroforésis

en un gel UREA-PAGE al 16 % para verificar la pureza del tRNA.

Geles desnaturalizantes UREA-PAGE

El tRNA precipitado se resuspendio en el menor volumen posible de agua DEPC y
se centrifugd a 14,000 g durante 30 min. Se recupero el sobrenadante y se cuantifico el
tRNA. Se prepar6 una solucion de acrilamida/bis-acrilamida al 40 % con una proporcion
37.5:1, empleando 194.8 g de acrilamida y 5.2 g de bis-acrilamida para 500 mL.

Para purificar los tRNAs, se emplearon geles UREA-PAGE al 14% (tRNA-wt
y tRNA-tetraloop) y al 18% (tRNA-receptor) con 1x de TBE (89 mM Tris-base,
2 mM EDTA pH 8.0 y 89 mM é&cido bérico), 7 M de urea y 14% o 16% de
acrilamida/Bis-acrilamida

Se hicieron geles de 135 mL y 500 mL para poder purificar el tRNA cortando la
banda correspondiente. Para montar y preparar el gel se emplea agua DEPC (gel) y
agua bidestilada, estéril y filtrada (amortiguador de corrida). Se cargaron entre 10-16
mg de muestra en un volumen de 2 mL, afiadiendo un volumen del amortiguador de
carga (I1x TBE, 7 M urea, 10% glicerol y 0.02 % azul de bromofenol). El gel se corre
a9 W durante 7-8 h (gel al 14% de 135mL), 16-18 h (gel al 18 % de 135 mL) 0 24 h

a 14 W (gel al 18 % de 500 mL). Posteriormente, con una lampara UV, se revelo el gel
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para marcar la banda correspondiente al tRNA, la cual se cortd. La banda de gel con
el tRNA se transfirié a un tubo de 50 mL y se rompio el gel en pedazos pequefos con
ayuda de una pipeta estéril. Posteriormente se afiadié amortiguador de elucion (500 mM
NH4AcO y 1 mM EDTA pH 8.0), de tal forma que el volumen tapara los fragmentos
de gel y tuviera movimiento para su agitacion. Se dejo en agitacion suave durante 2 h a
4° C; inmediatamente se centrifugé a 12,000 g durante 30 min a 20° C y se colecté la
mayor parte posible de fase acuosa, evitando tomar trozos del gel. Se repiti6 el mismo
procedimiento entre 4-5 veces para extraer la mayor cantidad de tRNA del gel. EI tRNA
eluido se concentrd, se dializé por ultracentrifugacién a agua DEPC y finalmente se

cuantificé para almacenarlo a -70° C.

Cromatografia de intercambio iénico (Mono Q 10/100GL)

El tRNA previamente precipitado se resuspendié en el menor volumen posible del
amortiguador A para la cromatografia de intercambio i6nico (20 mM de MES pH 6.5),
posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm, 4° C durante 30 min. La fase soluble se
recupera para posteriormente inyectarla en la columna.

Se emple6 una columna Mono Q 10/100GL (c6digo: 17-5167-01), la cual
previamente se lavo con 1 M NaOH, 2 M NaCl y 70 % EtOH. La columna se equilibr6
con el amortiguador A (20 mM de MES pH 6.5) y posteriormente se inyecté 5 mg de
tRNA en 1 mL de amortiguador. Se pasaron 2 volumenes de columna del amortiguador
A, antes de realizar el gradiente de 0-1 M de NaCl. Se aplic6 un gradiente de 200 mL en
40 min a un flujo de 5 mL/min. Las fracciones se colectaron y finalmente se visualizaron

empleando electroféresis con geles UREA-PAGE al 18 %, los cuales se corrieron a 9 W
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durante 2t, donde t es el tiempo que tarda en salir el frente de corrida.

6.6. Replegamiento del tRNA

Después de purificar al tRNA por geles UREA-PAGE, se almacen6 en agua DEPC.
Para replegarlo, se diluyé a una concentraciéon de 1.2 mg/mL y se calenté en el
thermoblock a 99° C durante 2 min; posteriormente, se apagé el thermoblock y una
vez que la temperatura disminuyé a 55 °C, se anadié MgCl, hasta una concentracion
de 5 mM. El bloque se saco del thermoblock y se dejo que alcanzara la temperatura
ambiente; finalmente, se puso en bafio de hielo durante 15 min. El tRNA replegado se

utiliz6é de inmediato o se almacen6 a -70° C.

6.7. Ensayos de fluorimetria diferencial de barrido (Thermal Shift

Assays)

La proteina se utilizé a una concentracion final de 0.5 mg/mL; se tomé 1.0 uL de
una solucién 10x de proteina junto con 2.0 uL del colorante Sypro Orange (dilucién
1:100) y se afiadi6 el amortiguador de la proteina para un volumen final de 10 uL. Para
los ensayos de solubilidad y estabilidad utilizando los kits de (Hampton Research®)),
se prepararon 100 uL de proteina a 3 mg/mL con 1.0 uL del colorante Sypro Orange;
de esta solucion se tom6 1 L junto con 2.5 uL del cada solucion més 6.5 uL de agua.

Se empleod el software StepOne Biorender para el analisis de los datos.
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6.8. Ensayos de cristalizacion

Los ensayos de cristalizacion se realizaron utilizando el método de difusion de
vapor en su modalidad de gota sedente empleando distintos Kits de la marca Hampton
Research, por lo general NucPro, Natrix e Index. Los ensayos se realizaron en placas de
cristalizacion de 96 pozos con capacidad de 3 gotas en cada pozo. Para cada prueba se
afiadieron 40.0 uL de la solucién madre en el reservorio y de ahi se tom6 1.0 uL de la
solucidn, colocdndola en el pozo junto con 1.0 uL de la proteina o complejo. Las placas
fueron colocadas a temperatura ambiente o se dejaron en una incubadora a 22°C. En
todos los ensayos de cristalizacion se empled una concentracion de 36 mg/mL de las

enzimas.
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Figura 6.1. Estrategias de cristalizacion empleadas para la obtenciéon del complejo bacGlyRS-tRNA
Se emplearon diversas estrategias, empezando con la proteina wt junto con su tRNA cognado, ambos
del mismo organismo, sin embargo, no se lograron obtener cristales de complejo. Posteriormente se
disefiaron mutantes, de las cuales la GlyRSaceptor mostré tener mayor estabilidad con el tRNA, dado
esto, se realizaron diferentes ensayos de cristalizacién con esta mutante en complejo con el tRNA wt y
tRNAs modificados.
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6.8.1. TdaxGlyRS

GIyRS + tRNA

Se probaron 3 diferentes concentraciones de tRNA en la misma placa: [9.8, 49.0 y

98.2] mg/mL para dos kits de cristalizacion: NucPro y Natrix.

Titulacion de tRNA en dos condiciones de NucPro (G10 y B9)

Con cada condicion encontrada en NucPro se realiz6 una titulacion con el tRNA de
0 a 10 mol, con intervalos de 0.5 mol de tRNA, colocando 21 pozos para cada condiciéon

de NucPro.

GIyRS + tRNA + G5A

Se mezcld a la GlyRS y al tRNA en una relacion estequiométrica 1:3 (36 mg/mL
de proteina con 29.4 mg/mL de tRNA); posteriormente se intercambid y concentro la

mezcla en 5 mM MgCl,. Al final se le afiadi6 G5SA a una concentracion final de 3 mM.

6.8.2. GlyRSaceptor

La variante con los dominios que potencialmente reconocen el tallo aceptor del
tRNA se probd con diferentes tRNAs para favorecer la cristalizacion del complejo,

utilizando diferentes relaciones estequiométricas de cada tRNA.

GlyRSaceptor + tRNA

Se mezcld la GlyRSaceptor y al tRNA en una relaciéon estequiométrica 1:1.2 (36
mg/mL de proteina con 17.3 mg/mL de tRNA); posteriormente, se intercambid y

concentrd la mezcla en 5 mM MgCl,.
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GlyRS-aceptor + tRNA + G5A

Se mezclo la GlyRSaceptor (36 mg/mL) y al tRNA (43 mg/mL) siendo una relacion
estequiométrica 1:3 respectivamente; se intercambid y concentré la mezcla en 5 mM

MgCl,. Al final, se afiadi6 G5A a una concentracion final de 3 mM.

GlyRSaceptor + tRNAreceptor/tRNAtetraloop

Se mezcld la GlyRSaceptor con el tRNA-receptor y el tRNA-tetraloop en una
relacion estequiométrica 1:1:1 (36 mg/mL de proteina con 14.4 mg/mL de cada tRNA);

se intercambi6 y concentrd la mezcla en 5 mM MgCl,.

GlyRSaceptor + tRNAreceptor/tRNAtetraloop + G5A

Se mezclo la GlyRSaceptor con el tRNA-receptor y el tRNA-tetraloop en una
relacion estequiométrica 1:3:3 (36 mg/mL de proteina con 43.1 mg/mL de cada
tRNA); se intercambi6 y concentrd la mezcla en 5 mM MgCl,. Se afiadi6 G5A a una

concentracion final de 3 mM.

6.9. Prueba con aditivos

Las condiciones seleccionadas (relacion estequiométrica y condicion de
cristalizacion) fueron probadas con el kit de aditivos para mejorar los cristales.
Se anadi6é un 10% del aditivo a la solucién madre, es decir, 4 uL del aditivo con 36

uL de la solucién madre.
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6.10. Microseeding

Los ensayos de microseeding se realizaron con los cristales obtenidos de la mezcla
GlyRS-tRNA. Se emplearon los cristales encontrados en 26 % v/v MPD, 50 mM PIPES
pH 7.0, 65 mM MgCl, y 1 mM [Co(NH3)¢]Cls con una relacién molar 1:3.5, y en
10% w/v PEG 4,000, 50 mM MES; pH 6.5, 200 mM NH4AcO y 10 mM CaCl, a una
relacion molar 1:5.

Se abri6 la gota donde estaban los cristales y se les adicioné 8 ulL de la
solucion madre. Utilizando microherramientas, microasas y/o micropipeta, se fueron
recuperando los mejores 4-8 cristales uno por uno y se fueron afiadiendo a una gota con
8 uL de soluciéon madre depositada en un cubreobjetos. La suspension se traspasé a un
tubo de micro-centrifuga de 1.5 mL con dos perlas de vidrio y se agit6 en un vortex
durante (2-4) min. Se tomo una alicuota de los cristales y se observo en el microscopio;
los cristales debian de verse como microcristales. Se realizaron 6 diluciones seriadas
con los microcristales: 1:10, 1:100, 1:1,000, 1:10,000, 1:100,000, 1:1,000,000. En la
placa se colocaron 40 uL de la solucién madre preparada en el reservorio y en el pozo se

coloc6é 1 uL dela solucién madre, 1 uL del complejoy 1 puL de la dilucién respectiva.

6.11. Sembrado cruzado (cross-seeding)

Los ensayos se realizaron con los cristales obtenidos de la mezcla
GlyRSaceptor-tRNAreceptor/tetraloop-G5A, en una relacion estequiométrica 1:3:3 (36
mg/mL de proteina con 43.1 mg/mL de cada tRNA) y con 3 mM de G5A. Se tomaron

los cristales provenientes de la condicion de 18 % (m/v) PEG 6,000, 50 mM acetato de
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sodio pH 4.8, 3% (m/v) Dextran sulfato de sodio 5,000 y un segundo aditivo a escoger
(10mM Trimetilamina, 10 mM Sarcosina, 0.5 % polivinilpirrolidona, 1% PEG 3,350
0 3% D-glucosa). Para realizar el sembrado cruzado se utilizaron las condiciones de
NucPro, Index y Natrix, con objeto de encontrar una nueva condicién de cristalizacion.

Se abrio la gota y se tomaron 8 uL de la solucion madre, la cual fue adicionada
al pozo donde se encontraban los cristales y posteriormente se tomaron 10 uL de los
cristales. Los microcristales se traspasaron a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL con
una perlas de plastico y posteriormente se agitd en un vortex durante (2-4) min. Se tomo
una alicuota de los cristales y se observé en el microscopio, los cristales debian de verse
como microcristales. Se realizaron 6 diluciones seriadas con los microcristales: 1:10,
1:100, 1:1,000, 1:10,000, 1:100,000 y 1:1,000,000. Se tom6 40 uL de la solucion de
cristalizacion y se adicionaron en el reservorio. En el pozo se colocé 1 L de la solucion

madre, 1 uL del complejoy 1 uL de la dilucion 1:1,000,000 de los microcristales.

6.12. Deshidratacion de cristales

Se hizo uso de las propiedades crioprotectoras de varios compuestos encontrados
en la segunda ronda de aditivos y se emplearon a una concentracion final de 30-35 %:
D-glucosa, prolina, PEG 400 y polivinilpirrolidona K15. Para la condicion encontrada
por sembrado cruzado, se empled el mismo precipitante como crioprotector y agente
deshidratante: 35 % PEG 400.

Para poner a deshidratar los cristales, se abri6 el pozo, se le extrajo la solucion madre
y se le afiadio la solucién deshidratante. Los pozos se volvieron a sellar y se dejaron en

la incubadora a 22 ° C durante 3 dias.
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6.13. Ensayos de difraccion de rayos X

Los cristales se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron. Se realizaron
diferentes experimentos de difraccion de rayos X; la mayoria de éstos se realizaron
en el LANEM del Instituto de Quimica de la UNAM, empleando el equipo generador
de Rayos X MicroMax O07HF con detectores RAXIS IV++ y Dectris Pilatus R200K,
con una longitud de onda de 1.54A. Los datos de difraccién a mayor resolucion que se
obtuvieron fueron a 4.5 A y se colectaron a 100 K a una longitud de onda de 0.9785
A en el Advanced Photon Source (Argonne National Laboratory, Argonne, Illinois,
USA). Los datos fueron indizados y procesados con el programa XDS (Kabsch, 2010)

y reducidos con el programa Aimless (MarcadorDePosicionl; Evans, 2011).

6.14. Actividad

6.14.1. Reacciones acopladas empleando NAD+

Las reacciones fueron llevadas a cabo en un volumen total de 100 uL en placas de 96
pozos (Corning product number 3697). La actividad fue monitoreada en un instrumento
Synergy MX Multimode Detector (BioTek) a 37° C en régimen de agitacion rapida. Se

lefa a 340 nm cada 4 s por un lapso de 6 min, teniendo 360 mediciones al final.

Medicion de la actividad de la AMP deaminasa e IMP deshidrogenasa

Se prepar6 la mezcla de reaccion afiadiendo una cama de agua de 32 ulL,
posteriormente se afiadieron los reactivos en el siguiente orden: 50 uL. de amortiguador

5x (250 mM Tris pH 7.0, 25 mM MgCl, y 50 % glicerol), 5 uL. de AMP o ATP (100
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mM) y 10 uL de B-NAD™ (50 mM). Finalmente se agregaron las enzimas AMD e
IMD en relacién 1:25 molar respectivamente; se tom6 1 uL. de AMD (1 mM)y 2 uL

de IMD (13 mM).

Acoplando todas las enzimas

Se prepard la mezcla de reaccion afiadiendo una cama de agua de 25 ulL,
posteriormente se afiaden los reactivos en el siguiente orden: 50 uL de amortiguador
5x (250 mM Tris pH 7.0, 25 mM MgCl, y 50 % glicerol), 5 uL. de AMP o ATP (100
mM), 1 uL glicina (500 mM) y 10 uL de B-NAD* (50 mM). Al final se afiadieron
las enzimas comenzando por la GlyRS, la D-aminoacil-tRNA deacilasa, la IMD vy el
tRNA a una concentraciéon de 2 mM y la AMD a 89 uM. Se incubd la reaccién a 50° C

durante 20 min previo a la medicion de la actividad en el instrumento Synergy.

6.14.2. Interferometria de biocapa (BLI)

Previo a los ensayos, los biosensores se hidrataron por 25 min en agua a temperatura
ambiente. Los ensayos se realizaron en pozos de 96 placas negras de polipropileno
(Greiner Bio-One part n0.655209) empleando 7 biosensores como miximo al mismo

tiempo en el equipo Octet®) de ForteBio (Sartorius).

Biosensores de AR2G

Se emplearon biosensores con un 4cido carboxilico libre: Reactive 2nd Generation
(AR2G) biosensors (ForteBio part no.18-5092), los cuales se activaron con 20 mM
de EDC (1-FEtil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) y con 10 mM de Sulfo-NHS

(N-hidroxisulfosuccinamida) en agua DEPC. Una vez activado el biosensor, se puso en

6.14. ACTIVIDAD 42



CAPITULO 6. METODOLOGIA

contacto con el tRNA acilado (tRNA-gly) y el deacilado (tRNA) a una concentracion de
30 uM en un amortiguador de 50 mM de NaAcO/HAcO pH 4.0, el cual previamente
fue optimizado variando la concentracion y el pH del amortiguador. Para la reaccion
de aminoacilacion, se empleé 40 uM de tRNA, 40 uM de GlyRS, 5 mM de glicina,
5 mM de ATP en un amortiguador de 50 mM de Tris pH 8.0, 100 mM NaCl y 20 mM
MgCl,, empleando un volumen de reaccion de 100 uL. La reaccion se llevo a cabo a
45° C a diferentes tiempos de incubacién [0 min, 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h,
1.5 h]. Después del tiempo de reaccion, se realizaron dos extracciones con un volumen
de fenol pH 4.3, agitando vigorosamente durante 5 min. Posteriormente se centrifugé a

14,000 g durante 5 min a temperatura ambiente y se tomo la fase acuosa.

Biosensores de estreptavidina

Para la reaccion de aminoacilacion se empled 10 uM de tRNA, 20 uM de GlyRS,
2 mM de glicina, 6 mM de ATP en un amortiguador de 50 mM de Tris pH 7.5y 10 mM
MgCl,, empleando un volumen de reaccion de 100 uL. La reaccion se llevo a cabo a
60° C durante 30 min. Después del tiempo de reaccion, se realizé una extraccién con
un volumen de fenol pH 4.3, agitando vigorosamente durante 5 min. Posteriormente se
centrifugd a 14,000 g durante 5 min a temperatura ambiente y se tomo la fase acuosa.
Se precipité el tRNA con dos volimenes de EtOH (100 %, -4°C) y 0.1 volimenes de
NaAcO 3 M, pH 5.6. La mezcla se dejé a -20° C toda la noche. EI tRNA se centrifugé
a 14,000 g durante 30 min a 4°C y se deseché la fase acuosa. La pastilla de tRNA
se resuspendié con 5 mM de MgCl; con el menor volumen posible; posteriormente se

cuantificé. Para biotinilar el tRNA acilado (tRNA-gly), se emple6 una concentracién de
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2.5 uM de tRNA previamente resuspendido junto con 15 mM de sulfo-NHS-biotina en
un amortiguador de 60 mM HEPES pH 8.0; la mezcla se realizé en un volumen total
de 60 uL. Se incub6 a 4°C por 1h. EI tRNA se volvié a precipitar con EtOH y NaAcO.
La mezcla se dejé a -20° C toda la noche. El tRNA se centrifugé a 14,000g durante 30
min a 4° Cy se desechd la fase acuosa. La pastilla de tRNA se resuspendi6 con 200 pL
de 5 mM MgCl, y se trasfiri6 todo el volumen a un pozo de la placa de 96 pozos para

el Octet, empleando el biosensor de estreptavidina (ForteBio part no. 18-5019e).

6.15. Afinidad de la GlyRS por su tRNA

Para intentar medir la afinidad de la enzima por el tRNA se emplearon biosensores
de Ni (II) (Ni-NTA biosensor ForteBio part no. 18-5101). Para la uni6n de la
proteina al biosensor (union) y la union del tRNA a la proteina (carga) se empled
el mismo amortiguador. Para el amortiguador se probaron diferentes pHs (7.0-6.0),
modificando en intervalos de 0.2 unidades de pH, empleando HEPES y cacodilato como
agentes amortiguantes a una concentracion de 20 mM. Por otro lado, se modifico la
concentracion empleada de la proteina, teniendo fija la del tRNA a 250 uM, en donde
se tituld desde 1 uM hasta 6.6 nM. Se afiadi6é 4 % de PEG 400 a las mezclas para evitar

la unién no especifica.
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Resultados

7.1. La GlyRS y GlyRSaceptor se purifican en uno o dos pasos con

altos rendimientos

La purificacion de la GlyRS ya habia sido optimizada con anterioridad empleando
dos pasos [Dimas-Torres Uriel, (2019).Cristalogénesis y resolucion de la estructura
cristalografica de la glicil-tRNA sintetasa bacteriana (tesis de Maestria, UNAM)]; en
un primer paso se realizd una cromatografia de afinidad (IMAC) y en un segundo
paso la precipitacién por temperatura, obteniendo a la proteina con un alto grado
de pureza (Figura 7.1a) y estabilidad (sin degradacion visible) hasta por 3 semanas.
La proteina se obtiene con un rendimiento de 20 mg de proteina por litro de cultivo.
Las variantes GlyRSaceptor y GlyRSanticodén se transformaron de la misma manera
que se transforma a la GIlyRS; sin embargo, las proteinas eran insolubles una vez
expresadas; la solubilizacion se logré coexpresando a la proteina con el tRNA. Una vez
solubilizadas, se siguié un protocolo de purificacion similar al de 1a GlyRS, empleando
una cromatografia de afinidad (IMAC); en el caso de las variantes, no se empled la
precipitacion de contaminantes por temperatura como segundo paso de purificacion,

ya que ambas proteinas se precipitaron por completo. La GlyRSaceptor se obtiene con
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mayor pureza que la mutante del anticodon, tan solo en el primer paso de purificacion
(Figura 7.1c) y con altos rendimientos (25 mg/L). Para el caso de la GlyRSanticoddn,
tal vez se podria optimizar el proceso para obtener a la proteina con un mayor porcentaje

de pureza (Figura 7.1d).

GlyRS-aceptor

Figura 7.1. La GlyRS y la GlyRSaceptor se purifican en uno o dos pasos. a) Purificacion de la GlyRS
wt. Gel SDS-PAGE al 8 %. La proteina se obtiene con un alto grado de pureza después de dos pasos.
b) Purificacion de la GlyRSaceptor. Gel SDS-PAGE al 10%. Se obtiene a la proteina con un alto grado
de pureza en un solo paso. c) Purificaciéon de la GlyRSanticodén. Gel SDS-PAGE al 10 %. Definicién
de abreviaturas: sobre: sobrenadante después de centrifugar el lisado; N.A.: fraccién que no se unié a
la columna; Ni-NTA: fraccion que se unié a la columna y después fue eluida; 72 ° C: fraccién colectada
después de precipitar contaminantes a 72 ° C por 30 min.

7.2. Se puede optimizar la purificacion del tRNA

En todos los estudios previos de nuestro grupo, el tRNA se purificaba empleando
dos columnas cromatogréficas: una de intercambio i6nico (Source Q) y una hidrofébica
(Toyopearl-butyl 650M). Entre los problemas que se encuentran antes de la inyeccion
a la primera columna es la suspension de tRNA, después del proceso de extraccion
y deacilacion, ya que forma una emulsién que bloqueaba las columnas y el equipo

de FPLC, por lo que se filtraba antes de inyectarla en la columna hidrofébica. Como
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alternativa, se decidi6 realizar una ultracentrifugacion para eliminar los contaminantes,
obteniendo asi una mejor purificacion del tRNA wt (Figura 7.2). Se emple6 el mismo
método de purificacion en los tRNAs modificados (receptor y tetraloop), con los cuales
se realizaron los ensayos de cristalizacion. Sin embargo, el tRNA receptor tenia tres
contaminantes con peso molecular muy similar, que de hecho parecia ser una sola banda
en el gel desnaturalizante inicial. Los contaminantes se observaron probando diferentes
concentraciones de acrilamida/bis-acrilamida y tiempos de corrida del gel.

Debido a que los tRNAs modificados tenian los contaminantes mencionados, que
no se eliminan por el método de ultracentrifugacion, se decidié optimizar el proceso
de purificacion empleando geles desnaturalizantes UREA-PAGE al 18 % de 135 mL.
Sin embargo, dado que el tRNA receptor tiene contaminantes con peso molecular muy
similar, es imposible cargar grandes cantidades en el gel debido a que las bandas se
juntan, por lo que se optimiz6 la resolucion del gel aumentando su grosor, en donde
se emplean 500 mL de mezcla y de esta forma es posible cargar una mayor cantidad
de tRNA. Como se puede observar en la (Figura 7.2) se logra obtener una alta pureza
de los tRNAs (receptor y tetraloop) empleando geles desnaturalizantes, sin embargo,
para el tRNA receptor se seguian obteniendo bajos rendimientos (5-10 %), por lo que
se decidi6 tratar de purificar al tRNA receptor mediante cromatografia de intercambio
16nico. Para la purificacion se emple6 una columna de intercambio aniénico (Mono Q)
con un amortiguador de 20 mM MES pH 6.5, aplicando un gradiente a 1 M de NaCl,
encontrando una forma més econdémica y rdpida de purificar al tRNA receptor tal y
como se ve en la figura 7.2d, lo que podria permitir mejorar la calidad de los cristales y

posiblemente su resolucion.
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Figura 7.2. Cada tRNA se purifica de diferente forma. El tRNA se sobre-expresa in vivo y se han
disefiado diversas estrategias para su purificacion, de tal forma que se obtenga con la menor cantidad
de pasos. Con el tRNA wt se desarrollaron tres estrategias diferentes, siendo la ultracentrifugaion la
mejor opcion. Para los tRNAs modificados se utilizan ademds geles desnaturalizantes. a) Purificacion
del tRNA wt, primer carril se emple6 dos columnas, una Topoyearl-butyl y una SourceQ, en el segundo
carril se purificé mediante un gel de electroforésis UREA-PAGE al 16 %; en el tercer carril se purifico
por ultracentrifugacion, b) Purificacion del tRNA tetraloop: en el primer carril se muestra después de
la ultracentrifugacion y en el segundo carril el carril se purific6 mediante un gel de electroforésis
UREA-PAGE al 14 %, c) Purificacion del tRNA receptor: en el primer carril se muestra después de la
ultracentrifugacién y en el segundo carril se encuentra la banda purificada por geles UREA-PAGE al
18 %, d) Purificacion del tRNA receptor mediante cromatografia de intercambio aniénico, empleando
una columna Mono Q. Se realiz6 un gradiente de 0-1 M de NaCl, las primeras fracciones empezaron a
salir al 54 % B y se visualizaron en un gel UREA-PAGE al 18 %.
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7.3. La variante GlyRSaceptor es estable a pH basico, mientras que

la GlyRSanticodon lo es a pH acido

Después de solubilizar y purificar a las variantes, se busc6 una condicién donde las
proteinas fueran estables, esto se logré empleando ensayos de fluorimetria diferencial
de barrido (Thermal Shift Assays), con los cuales se identificaron los componentes
amortiguadores y salinos donde las enzimas se encuentran estables (mayor temperatura
media de desnaturalizacion (Tm)). La variante GlyRSanticodon mostré ser mds estable
a pH 4cido (5.0-5.5) en un amortiguador de acido succinico S0 mM (Figura 11.2a),
al igual que la variante GlyRSaceptor (Figura 11.2b). Sin embargo, al intercambiar
la GlyRSaceptor en acido succinico 50 mM pH 5.5 y 150 mM NaCl, la proteina
se precipité de inmediato. Finalmente, se utilizé 50 mM Tris pH 8.0 como agente
amortiguador. Posteriormente, se buscé algin aditivo para aumentar la estabilidad de
las variantes. La GlyRSanticodon resulto tener estabilidad con tres aditivos: L-arginina,
(NH4)2SO4 y HoPO, /HPOi_ (Figura 11.2¢); debido a la posible interferencia de
los sulfatos y fosfatos con la unién del tRNA, se decidié utilizar 20 mM L-arginina.
Por otro lado, se encontré que la betaina estabiliza a la variante GlyRSaceptor a una
concentracion de 625 mM (Figura 11.2d), lo cual es una concentracion muy elevada
para emplearla en los ensayos de cristalizacion. Debido a ello, se realiz6 una titulacion
de la betaina y se encontr6 que puede estabilizar a la proteina desde una concentracion
de 50 mM. Finalmente se encontr6 que la mutante GlyRSaceptor es estable en 50 mM
de Tris pH 8.0 con 50 mM de betaina, mientras que la mutante GlyRSanticodén es

estable en 50 mM de acido succinico pH 5.0 con 20 mM L-arginina.
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Figura 7.3. Busqueda del amortiguador para estabilizar a las mutantes Curvas de desnaturalizacion
obtenidas mediante fluorimetria diferencial de barrido. Se muestran las curvas con los componentes
que implican una mejora a) Kit de solubilidad y estabilidad 1 (S&S1) de Hampton Research para
la GlyRS-anticodén. b) S&S1 para GlyRS-aceptor, ¢) S&S?2 para la GlyRS-aceptor, d) S&S2 para la
GlyRS-anticodén
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7.4. La variante GlyRSaceptor es mas estable en presencia de

tRNA

Las dos variantes se pusieron en contacto con el tRNA en una relacién molar 1:1.2
respectivamente; esto se hizo justo después de su purificacion, con el fin de aumentar
la estabilidad de las variantes e intentar formar el complejo. Para la GlyRSanticodon
no se observéd ningln aumento en su estabilidad al adicionar el tRNA (Tm: 63.34°C),
mientras que para la GlyRSaceptor si hubo un aumento de 4.4 ° C en la Tm cuando se le
adicion6 el tRNA (Tm=79.9° C) (Figura 7.4). Los valores de la Tm presentados de cada
proteina sin tRNA son los valores de Tm mads altos encontrados en los experimentos de

solubilidad y estabilidad (Figura 11.2).

30,000 4
c o) 63.34 °C/|\ /1) 79.91 °C
L ww| 67.3°C S\ 75.5°C

10,000 { / |

5,000 T S . ___,.x*’x \
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45 5;3 5.5- E;:I B5 'u"::] 75 &0 &5 ai a5 100
) i Temperatura (*C)

@ GlyRS-anticodon B GlyRS-aceptor
B GlyRS-anticodon + tRNA @ GlyRS-aceptor+ tRNA

Figura 7.4. La variante GlyRSaceptor es mas estable en presencia del tRNA. Curva de fluorimetria
diferencial de barrido donde se observa que la GlyRS-aceptor (azul) tiene una Tm de 79.91 °C en
50mM Tris pH 8.0, 50 mM betaina y tRNA a una relacion 1:1.2 mol a comparacién del control donde
se encuentra la mutante sola con 75.5° C; para la variante GlyRSanticodén (rojo) se obtuvo una Tm de
63.34° C en 50 mM 4cido succinico pH 5.5, 20mM L-arg y 1:1.2 mol de tRNA con respecto a la proteina
sola, que tiene una Tm de 67.3°C.

7.4. LA VARIANTE GLYRSACEPTOR ES MAS ESTABLE EN PRESENCIA DE TRNA 51



CAPITULO 7. RESULTADOS

7.5. La GlyRSaceptor y el tRNA wt no forman un complejo estable

Al realizar el ensayo de desplazamiento térmico de ambas variantes en presencia
del tRNA, observamos que la GlyRSaceptor se estabiliza, aumentando su temperatura
media de desnaturalizacién en 4.4° C, por lo que se buscé un método para separar el
posible complejo, como cromatografia de exclusion molecular. Se probaron diferentes
condiciones para pasar la muestra por la columna S200, modificando la fuerza i6nica
de la solucién y la concentracion del amortiguador (Figura 7.5), sin embargo, en todos
los casos, la GlyRS-aceptor y el tRNA eluyen en diferentes fracciones, tal y como se

puede ver en el gel UREA-PAGE al 14 % de la Figura 7.5d.
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Figura 7.5. La GlyRSaceptor y el tRNA no eluyen al mismo tiempo en la columna de exclusion
molecular. Para la separacion del complejo se emplearon dos columnas Superdex 200 conectadas en
serie. Los cromatogramas muestran: a) Condicién encontrada por los ensayos de desplazamiento térmico:
50mM Tris pH 8.0, 50 mM betaina, b) Aumento de la fuerza i6nica utilizando la betaina: S0 mM Tris pH
8.0, 50 mM betaina-HCl, ¢) Disminucién de la fuerza iénica: 50 mM Tris pH 8.0, d) Gel UREA-PAGE
14 %, en el cual se visualizan las fracciones eluidas en el cromatograma (a), el gel fue tefiido con Toluidina

7.6. La variante GlyRSaceptor no forma un complejo estable con

el dominio de reconocimiento del anticodon (ACBD)

Debido a que no se lograba estabilizar al complejo GlyRS-tRNA, se buscaron
otras alternativas, entre ellas, la generacién de las mutantes GlyRSanticodén y
GlyRSaceptor, tanto para buscar empaquetamientos alternos en los posibles cristales,

como para generar espacio ante posibles cambios conformacionales necesarios para el
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acomodo del tRNA. Los resultados mostraron, de manera sorpresiva, que la mutante
GlyRSaceptor es més estable y se estabiiza en presencia del tRNA en comparacion con
la GlyRSanticodon (ver Figura 7.4), sin embargo, no es posible aislar un complejo por
cromatografia de exclusion molecular (ver Figura 7.5).

Dado lo anterior, y al hecho de que la enzima natural estd dividida en dos
subunidades, se busc6 una manera alterna de generar la enzima silvestre utilizando dos
cadenas polipeptidicas para que, en principio, los dominios tuvieran mayor flexibilidad.
Las dos partes que se utilizaron fueron: la variante GlyRSaceptor y el dominio de
reconocimiento al anticodén (ACBD) (Figura 7.6a). Inicialmente, se buscO expresar
y purificar el dominio ACBD individualmente; sin embargo, la proteina no era soluble.
Se intentd la co-expresion con el tRNA, pero la bacteria tardaba en crecer y se lisaba
durante la induccién, por lo que al final, se co-expres6 con su parte complementaria:
la GlyRSaceptor. Al co-expresar con esta variante, el dominio ACBD se solubiliz6; sin
embargo, al purificar, las proteinas eluyeron por separado en la columna de afinidad
(Figura 7.6b). Después de la elucidn, la parte correspondiente al ACBD se precipit6 de

inmediato.
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Figura 7.6. La GlyRSaceptor no forma un complejo estable con el dominio ACBD para reconstituir
a la GIyRS completa a) Representacion de las dos partes en que se dividié la GlyRS para que tuviera
mayor movilidad al reconocer el tRNA; por un lado esta la GlyRSaceptor (magenta) y por el otro el
dominio que podria reconocer al anticodén: only ACBD (cian) b) Gel SDS-PAGE 8 % donde se cargaron
las diferentes fracciones eluidas de la columna de niquel; ambas proteinas eluyen por separado.

7.7. La interaccion tetraloop-receptor (RNA-RNA) favorece la

cristalizacion

La cristalizacion de moléculas de RNA o complejos con acidos nucleicos ha sido un
reto en cristalografia. Un ejemplo de la resolucion de este problema, fue la obtencién
de la estructura tridimensional de una ribozima, la RNasa P, en complejo con tRNA, el
cual se logro cristalizar empleando una interaccion intermolecular RNA-RNA, conocida
como tetraloop-receptor, como estrategia de cristalizacion [Reiter et al., 2010]. Esta
estrategia consiste en el disefio de dos moléculas de RNA: una que contenga un
asa (tetraloop) con la secuencia GAAA (o GNRA), y otra que contenga un bucle
interno (internal loop) con una secuencia especifica de 11 nucle6tidos y que cuenta

con una plataforma de adenosinas y varias interacciones no candnicas (apareamientos
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que difieren de los Watson-Crick (WC)). Estos dos elementos forman una interaccion
estable que se ha observado en multiples estructuras naturales de RNA (Figura 7.7a); su
uso en cristalografia favorece en principio la formacién de la red de empaquetamiento
de moléculas que requiere un cristal, ademdas de que disminuye la movilidad de las
moléculas de RNA; la inclusion de estos mdodulos de interaccion se hace en puntos en
donde no se afecte la actividad [Ferré-D’ Amaré et al., 1998]. En este caso, se escogio
el brazo del anticod6n, con la intencion de formar un complejo con la GlyRS-aceptor.
Se disefiaron dos tRNAs a partir del tRNA wt: tRNA-receptor (modificado en el tallo
del anticodén) y tRNA-tetraloop (modificado en el asa del anticodon). Se lograron
expresar y purificar los dos tipos de tRNA (Figura 7.7b) empleando el mismo protocolo

de expresion y purificacion del tRNA wt.
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Figura 7.7. La interaccion tetraloop-receptor como estrategia de cristalizacion a) Representacion
esquematica de la interaccion de las moléculas de RNA mediante secuencias modificadas (receptor y
tetraloop), favoreciendo el empaquetamiento de las moléculas para la generacion de cristal (PDB 3Q1Q).
b) Modelo de la GlyRSaceptor con el tRNA tetraloop, donde muestra la secuencia de tetraloop libre para
interactuar con la secuencia receptor del otro tRNA.

Se montaron ensayos de cristalizacion con la mutante GlyRS-aceptor para

formar el complejo, tanto con el tRNA wt como con el par de tRNAs
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(receptor y tetraloop), empleando una relacién estequiométrica de 1:1.2 y 1:1:1
respectivamente. Se obtuvieron cristales en 11 condiciones diferentes para la mezcla
GlyRS-aceptor:tRNA (1:1.2), de los cuales 9 resultaron ser cristales de la enzima
sin el tRNA, mientras que las dos condiciones restantes se intentaron mejorar
con aditivos, sin tener resultados alentadores. Por otro lado, para la mezcla de
GlyRS-aceptor:tRNAreceptor/tRNAtetraloop (1:1:1) se obtuvieron cristales en 9
condiciones distintas, de las cuales 5 pertenecian a la enzima; las 4 condiciones
restantes se trataron de optimizar con aditivos. Se encontré una condiciéon en donde
los cristales tenian el tamafio suficiente para poder congelarlos y difractar. Los cristales
de la mezcla GlyRS-aceptor:tRNAreceptor/tRNAtetraloop (1:1:1) crecen después de
24 h en la condicion 10% PEG 4,000, 50 mM cacodilato de sodio pH 6.5, 200 mM
KCl y 10mM MgCl,. Los cristales se congelaron empleando 35 % PEG 4,000 como
agente crio-protector y se guardaron hasta su uso. Un cristal se difractd y colecté en
el LANEM del Instituto de Quimica a 4.1A con parametros de celda a=127.86 A,
b=133.06A, c=238.58A, a= 90°, B= 103.6° y 7= 90° con un grupo espacial Cl,1.
Al resolver la estructura por remplazo molecular, s6lo se obtuvo la estructura de la

mutante GlyRS-aceptor, sin observarse la presencia de tRNA.

7.8. El analogo del estado de transicion ayuda a la formacion del
complejo
Debido a la dificultad de poder estabilizar el complejo para cristalizar, se han

tenido que disefiar diversas estrategias para favorecer la formacion del complejo en

la condicién de cristalizacién, como la formacién de las mutantes (GlyRSaceptor y

7.8. EL ANALOGO DEL ESTADO DE TRANSICION AYUDA A LA FORMACION DEL COMPLEJO 57



CAPITULO 7. RESULTADOS

GlyRSanticodén), la generacion de un par de tRNAs para aumentar los contactos e
interacciones (tRNAreceptor y tRNAtetraloop), asi como la modificacion de la relacion
estequiométrica de la enzima y el tRNA, empleando al tRNA en exceso (1:3) para
favorecer la unién. Sin embargo, no se lograron obtener cristales del complejo, por
lo que se decidi6 afiadir un componente més a la mezcla: la molécula del andlogo
del estado de transicion: (5°-O-[N-(I-glicil)sulfamoil] adenosina (G5A). Se hizo una
biisqueda de condiciones de cristalizacion empleando la mezcla de GlyRSaceptor (36
mg/mL), el par de tRNAs (receptor y tetraloop) con una relacion estequiométrica de
1:3:3 respectivamente (43.1 mg/mL de cada tRNA) y 3mM de G5A, con lo cual se
obtuvieron cristales en la condicién de 18 % PEG 6,000 y 50 mM acetato de sodio pH
5.0, los cuales crecieron en 2 dias. Se decidi6 realizar una primera ronda de aditivos,
encontrando que con 3% de dextran sulfato de sodio 5,000 mejoraba el tamaiio y la
morfologia de los cristales, ademas de que crecian en 24 h. Los cristales se trataron
de congelar; sin embargo, tenian una gran fragilidad, por lo que se realiz6 una segunda
ronda de aditivos implementando la deshidratacion. En la segunda ronda se encontraron
diversos compuestos donde los cristales eran més grandes. Los aditivos encontrados
se emplearon como agentes deshidratantes y crio-protectores (Tabla 7.1). Se probaron
varios agentes deshidratantes, encontrando que 30% de glucosa es el mejor agente
deshidratante y crio-protector; estos cristales se congelaron y se llevaron a difractar
al LANEM del Instituto de Quimica, sin embargo, difractaban a muy baja resolucion
(s6lo algunas reflexiones que ni siquiera permitieron la indexacién) y no se pudieron

colectar.
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Tabla 7.1. La adiciéon de G5A genera cristales del posible complejo. Los cristales fueron optimizados
mediante dos rondas de aditivos.

Solucion madre Primera ronda de aditivos | Segunda ronda de aditivos

10mM Trimetilamina
10mM Sarcosina

18 % PEG 6,000 3% Dextran sulfato de sodio | 0.5 % polivinilpirrolidona
50mM NaAcO/HAcO pH 5.0 | (muy fragiles) 1% PEG 3,350

3 % D-glucosa

(Difraccién pobre)

7.9. Se encontro una nueva condicion de cristalizacion mediante

sembrado cruzado (cross-seeding)

Los cristales obtenidos con la mezcla GlyRSaceptor (36 mg/mL), el par de tRNAs
(receptor y tetraloop) con una relacion estequiométrica de 1:3:3 respectivamente (43.1
mg/mL de cada tRNA) y 3 mM de G5A en la condicién con 18 % PEG 6,000 y 50
mM acetato de sodio pH 5.0, fueron optimizados mediante dos rondas de aditivos
(Tabla 7.1), sin embargo, los cristales tenian una difraccion pobre o no difractaban.
Para que lograran difractar, se buscé un método en donde las moléculas cambiaran
potencialmente su empaquetamiento. Para ello se realizé un sembrado cruzado, usando
los cristales previamente obtenidos en PEG 6,000 como semillas para una nueva
busqueda en los kits de cristalizacién. El resultado del sembrado cruzado fue la
obtencidn de cristales en una nueva condicién: 15 % PEG 400, 50 mM cacodilato de
sodio pH 6.5, 80 mM Mg(AcO), y 15 mM MgCl,. La nueva condicién se traté de

optimizar con una ronda de aditivos; sin embargo, no se obtuvieron cristales.
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GlyRS-aceptor

Figura 7.8. Posible arreglo de las moléculas dentro del cristal. Idealmente, la molécula de
GlyRSaceptor podria estar uniendo a uno de los tRNAs modificados con la secuencia del receptor,
mientras que otra GlyRSaceptor podria interaccionar con un tRNA con la secuencia del tetraloop. El
par tRNAreceptor:tRNAtetraloop interaccionaria entre si.

7.9.1. Colectay faseo de los cristales

Los cristales obtenidos mediante sembrado cruzado en la condicion 15 % PEG 400,
50 mM cacodilato de sodio pH 6.5, 80 mM Mg(AcO); y 15 mM MgCl, fueron
congelados en nitrégeno liquido, empleando 35 % PEG 400 como agente crio-protector.
Los cristales fueron difractados y colectados en el LANEM del Instituto de Quimica,
UNAM. Los datos se colectaron a 7A con un grupo espacial C2;2; sin embargo,
al procesar los datos y hacer reemplazo molecular, no se encontraron resultados

satisfactorios. Por un lado, de acuerdo a los valores del Z-score, se tenia una solucion
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que podria corresponder a la mutante GlyRSaceptor y por otro lado se tenia una soluciéon
que podria contener al tRNA; al fijar una molécula y buscar la segunda, no pudimos

obtener ninguna solucion que incrementara su valor de Z-score.

7.9.2. Deshidratacion, colecta y faseo de los cristales

Dados los resultados obtenidos, se replicaron los cristales descritos en la seccion
anterior y se deshidrataron durante 2 dias a 22° C con 35 % PEG 400 y posteriormente
se congelaron con el mismo agente deshidratante. Los cristales fueron difractados y
colectados en el Advanced Photon Source (Argonne National Laboratory, Argonne,
Illinois, USA). Los datos se colectaron a 4.5 A con un tamafio de celda a= 95.9 A,
b= 95.9 A, c=183.9 A, a= 90°, B=90°, y=90° y un grupo espacial P4,2,2 (Figura
??) La estructura se intent6 resolver usando reemplazo molecular con las coordenadas
de la GlyRS-aceptor previamente obtenidas (ver pagina 46, seccion 7.6. La interaccion
tetraloop-receptor (RNA-RNA) favorece la cristalizacion), sin embargo, no se obtuvo un
resultado satisfactorio empleando la molécula completa. Posteriormente se emplearon
las coordenadas de la molécula del tRNA, de los dominios de la subunidad beta y de
la subunidad alfa, sin obtenerse algun resultado promisorio. Al final, se emplearon las
coordenadas del dimero del dominio catalitico dentro de la subunidad & y en apariencia
se logro resolver dicha subunidad (Z-score >8), encontrando un empaquetamiento con
espacios vacios entre cada subunidad o en donde en principio existe espacio para que

se pudiera ubicar el resto de la subunidad 8 en complejo con el tRNA.
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Tabla 7.2. Estadisticas de la colecta de datos a 4.5 A del cristal obtenido a partir de la mezcla
GlyRSaceptor:tRNAs:G5A.

Colecta de datos
Grupo espacial P4,2,2
Dimensiones de la celda a=95.9 Ab=959 A c=183.9 A

0= 90°C B=90°C y=90°C

Resolucién (A) 47.94-4.51 (4.74-4.62)
Rsym o Rmerge 0.09 (1.03)

Numero de reflexiones 133,219 (38,460)

l/o 17 (3.5)

Complecion (%) 99.3 (98.4)
Redundancia 24.4 (26.0)

CC )2 0.997 (0.902)

Wilson B-factor (A?) 263.65

Remplazo molecular

Top LLG 36.44

Top TFZ 9.3

7.10. Busqueda de estrategias para medir la actividad de la GIyRS

Debido a que se ha trabajado con proteinas con dominios eliminados y a
que los cristales muestran ser de su posible complejo, es necesario disefiar una
forma de medir la actividad de las mutantes con el tRNA. La actividad de varias
sintetasas se ha determinado midiendo el primer paso de aminoacilacion; es decir,
la reaccion de activacion del aminodcido mediante la liberacion de pirofosfato, el

cual reacciona, por ejemplo, con el verde de malaquita, generando sefial a 620 nm
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[Cestari and Stuart, 2013]; también se puede marcar el fosfato B del ATP con un
1sotopo radioactivo [Zeng et al., 2019]. Estas reacciones solo ofrecen informacion de
la activacion del aminodcido por parte de la sintetasa; sin embargo, nosotros estamos
interesados en determinar la actividad de aminoacilacion en el segundo paso (formacion
del aminoacil-tRNA). Para poder determinar el segundo paso de la reaccion principal
sin utilizar radioactividad (Figura 7.9a), tenemos que generar algun método para poder

medir los productos generados: el AMP y/o el tRNA acilado (tRNA-gly).

7.10.1. La actividad se podria determinar mediante reacciones acopladas

Se ha descrito un método espectrofotométrico para la medicion de AMP a 340nm
[First, 2015]. La reaccion descrita se acoplard a la reaccion aminoacilacion para
poder medir la actividad de la GlyRS. La reaccion acoplada consta de dos pasos: 1)
desaminacion de AMP para producir inosina S-monofosfato (IMP) y 2) oxidacién de
IMP con NAD+ para producir xantina 5-monofosfato (XMP) y NADH (7.9, b) Estas
reacciones son catalizadas por la AMP desaminasa (AMD) y la IMP deshidrogenasa
(IMD), respectivamente. Debido a que la produccion de NADH va acompafniada de un
aumento de la absorbancia a 340 nm, la liberacion de AMP se puede monitorear de

forma continua.
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C) D-aminoacil-tRNA desacilasa (DTD)

¢~ T\

tRNA tRNA-Gly

° ) n _LZ—.
Gly + ATP j » Gly-AMP AMP
Glicil-tRNA sintetasa Glicil-tRNA sffﬁl'y

>
AMP deaminasa IMP deshidrogenasa
AMP m > IMP /\ > XMP
H;

o* NH,* B-NAD*+H,0 NADH + H*

Figura 7.9. Esquema de las reacciones acopladas para la medicion de la actividad de la GlyRS
a) La reaccién principal se conforma de dos pasos: 1) Activacién del aminodcido con ATP, generando
Gly-AMP 2) Adicion de Gly al extremo 3’ del tRNA liberando el AMP. b) El AMP liberado después
de la aminoacilacién del tRNA es transformado en dos reacciones: 1) El AMP es transformado a IMP
mediante la enzima AMP deaminasa 2) La IMP es reducida a XMP por la enzima IMP deshidrogenasa,
empleando 3- NAD™ como sustrato, siendo la reaccion que genera la sefial de medicién. ¢) Reaccién
acoplada para la regeneracion del tRNA mediante la enzima D-aminoacil-tRNA desacilasa, que retira la
glicina del tRNA.

Los ensayos de actividad descritos tienen el problema de que el tRNA es el reactivo
limitante, lo que disminuye la sensibilidad y aumenta el costo del ensayo. Para eliminar
esta limitante, se puede acoplar una reaccion al ensayo en el que se escinda el
aminodcido del tRNA-Gly, regenerando el tRNA libre. Esta reaccion acoplada ha sido
utilizada para monitorear la reaccion de la TyrRS [First and Richardson, 2017]. Como
segunda reaccion acoplada, emplearemos la enzima D-aminoacil-tRNA desacilasa
(DTD) (Figura 7.9¢). La enzima DTD se encarga de editar a los tRNAs que fueron

erroneamente aminoacilados con un D-aminodcido [Rybak et al., 2019]. A pesar de que
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la glicina es un aminodcido no quiral, la enzima DTD es capaz de reconocer y deacilar

a la glicina del tRNA [Routh et al., 2016].

Expresion de AMP deaminasa

Inicialmente, se empled el gen que expresa a la enzima AMP deaminasa de S.
cerevisiae [Merkler et al., 1989], de 95 KDa de masa molecular. La primera prueba de
expresion fue con 3mM de rhamnosa a 37° C durante 4 h; sin embargo, la enzima no
se expreso (Figura 7.10a). Posteriormente, se crecio a la bacteria empleando diferentes
concentraciones de Zn(AcO),, por ser el ion zinc un cofactor de la enzima; sin embargo,
la enzima tampoco se expreso (Figura 7.10b). Posteriormente, se buscé el gen de la
AMD de otro organismo que se hubiera reportado como sobre-expresado, encontrando
el gen de Aspergillus oryzae, con una masa molecular de 112.8 KDa [Li et al., 2016].
La enzima AMD se expres6 en dos tiempos diferentes de induccién: 4 h 'y 24 h, ambas
con 3mM de rhamnosa a 37° C. Como se puede observar en el gel de la figura 7.10c,
en el segundo carril, donde se dejo induciendo durante 4 h, se observa una banda a
la altura del peso molecular que corresponde a la enzima AMD, que no se observa
en el control sin inducir (primer carril). Sin embargo, la expresion es muy poca, por
lo que se modificaron las condiciones de expresion. Finalmente, se logré expresar la
enzima AMD de A. oryzae con 3mM de rhamnosa a 15°C durante 24h, lo cual se
puede observar en gel de la figura 7.10d, en donde se ve claramente una banda més
intensa en el lisado total inducido con respecto al no inducido; sin embargo, la enzima

se precipitaba, por lo que posteriormente se busc6 una forma de solubilizarla.
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Figura 7.10. Pruebas de expresion para la enzima AMP deshidrogenasa. Todos los geles son
SDS-PAGE al 10%. a) Prueba de expresion de la enzima AMD de S. cerevisiae, en donde se colocaron
tres fracciones: lisado total, pastilla y sobrenadante de un cultivo sin inducir (azul) y un inducido (rojo).
a) Pareciera tener expresion, ya que hay una banda en aproximadamente 100 KDa en el lisado y la pastilla
inducidos, a comparacion del no inducido; sin embargo, el resultado no es claro. b) Mismo gel que en (a),
pero afiadiendo 200 uM Zn(AcO),, el cual no ayudd, ya que ni siquiera se ve la banda a 100 KDa del gel
anterior. c)Prueba de expresion de la enzima de A. oryzae con dos diferentes tiempos de induccién, en
el cual aparece una pequeiia banda cerca de 100 KDa en la fraccién inducida durante 4 h a comparacién
de las demds. d) Se modificaron las condiciones de expresion, en donde se puede observar claramente la
expresion de la enzima AMD, ya que se ve una banda mds intensa en las fracciones inducidas cerca de la
banda de 100 KDa en la fraccion de la pastilla.
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Las enzimas AMD, IMD y DTD se lograron purificar en un solo paso

Una vez expresadas las enzimas, se buscO la forma de solubilizarlas ya que las
enzimas AMD e IMD no eran solubles, mientras que la DTD era poco soluble. Se logr
solubilizarlas aumentado la fuerza i6nica del amortiguador de lisis, ajustdndoloa 1 M de
KCl. Las enzimas fueron purificadas empleando la cromatografia de afinidad con resina
de Ni(IT) (IMAC). Los rendimientos de las enzimas por 1 L de cultivo fueron variables;
para la enzima AMD se obtuvieron 470 ug y para la enzima IMD fueron 2.89 mg,
mientras que para la enzima DTD fueron 48.3 mg. Las tres enzimas son estables y no

pierden su actividad hasta por 2 meses.
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Figura 7.11. Las enzimas para la medicion de actividad se purificaron en un solo paso. a) Gel
SDS-PAGE al 10 % de la AMP deaminasa; en el primer carril se encuentra la fraccién no absorbida por la
columna y en los siguientes estan las fracciones eluidas por el gradiente de imidazol; sélo se tomaron las
ultimas 3 fracciones. b) Gel SDS-PAGE 12 %, donde se muestra la purificacioén de la IMP deshidrogenasa;
en el primer carril estd la fraccion no soluble después de la lisis; en el segundo estd la fraccién soluble, en
el tercero esta la fraccién no absorbida por la columna y en los carriles restantes se cargaron las fracciones
eluidas por el gradiente de imidazol; s6lo se tomaron las dltimas 3 fracciones. c) Gel SDS-PAGE 18 %
de la D-aminoacil-tRNA desacilasa; se observan tres fracciones: en el primer carril estdn las proteinas no
solubles, en el segundo lo soluble y en el tercero esta la fraccion eluida de la columna de niquel.

Es posible monitorear la reaccion de transformacion del AMP a XMP

Para poder medir la actividad de la GlyRS es necesario cerciorarnos que la reaccion
responsable de generar la sefial medible este funcionando adecuadamente. En este caso,

la sefial es la transformacién de AMP a XMP empleando B-NAD™ que posteriormente
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se transforma a NADH, el cual absorbe luz a 340 nm. La reaccion se lleva a cabo por
las enzimas AMP deaminasa y la IMP deshidrogenasa, las cuales fueron expresadas,
purificadas y estabilizadas. Como se puede observar en la grafica de la figura 7.12, las
enzimas AMD e IMD llevan a cabo la reacciéon de manera adecuada, ya que al poner

ATP al medio en lugar de AMP, no hay absorcion a 340 nm.

Transformacion del AMP a XMP

2.5+ mediada por NAD™
2.0+
E -
& 1.5-
p. § -
< 4.0-
0.5
i- T T T T T 1 L L
0 500 1000
time [s]
AMP deaminasa IMP deshidrogenasa
AMP /'K » IMP /—\ » XMP
H,0* NH,*  B-NAD*+H,0 NADH + H*

Figura 7.12. Las enzimas AMD e IMD transforman el AMP a XMP. La grifica muestra la sefal,
medida a 340nm, de la produccién de NADH a través de la reaccion de transformacion del AMP a XMP,
tal y como se muestra en el esquema de reaccion inferior. La reaccién mostrada corresponde a la primera
reaccion acoplada de la figura7.9b. En el ensayo se puso un control negativo usando ATP. De las graficas
se pude inferir que las enzimas trabajan adecuadamente.
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7.10.2. Es posible monitorear la acilacion del tRNA por interferometria de

biocapa (BLI)

La reacciéon de aminoacilacion del tRNA se lleva en dos pasos y generalmente se
mide la actividad de una sintetasa mediante el primer paso (activacion del aminoacido);
sin embargo, nos interesa conocer la actividad de la GlyRS una vez que transfiere
el aminoécido a su tRNA, el cual corresponde al segundo paso. En este dltimo paso
se generan dos productos: el AMP y el tRNA acilado (tRNA-gly). En el método de
reacciones acopladas (Figura 7.9) se siguio la produccion del AMP por espectroscopia;
sin embargo, se han tenido diversas complicaciones en la medicién de la actividad;
las mds importantes son que se utilizan muchas enzimas con posibles distintos
requerimientos de condiciones; ademads, es posible que la sensibilidad del ensayo no
sea la suficiente para que se pueda monitorear la cantidad de AMP producida en la
reaccion de aminoacilacion; por ello, se busco una alternativa para medir la misma.

La acilacion del tRNA se lleva a cabo uniendo el grupo carboxilico (COOH) del
aminodcido a uno de los hidroxilos (OH) de la pentosa en la dltima base del tRNA
(A76), dejando libre el grupo amino (NH2) del aminoécido. El grupo amino funciona
como un nucleéfilo que podria reaccionar con grupos carbonilo, por lo que se disefiaron
diversas estrategias para unir el tRNA-gly a biosensores y discernir entre un tRNA

acilado y un deacilado (ver tabla 7.3).
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Tabla 7.3. Métodos disefiados para medir la actividad de 1a GlyRS en el segundo paso de aminoacilacion.

Método (Qué mide? Estrategia Problema

Espectrofotometro | conversion de | Reacciones No se ha logrado acoplar todas las
320 nm AMP acopladas enzimas

BLI tRNA-gly biosensor  de | La condicién de biotinilacién deacila

estreptavidina al tRNA

BLI tRNA-gly biosensor Se necesita optimizar la extraccién del

AR2G tRNA de la reaccion

No fue posible monitorear la reaccién de biotinilacién del tRNA-gly en el grupo
amino libre del aminodcido; esto puede deberse a que las condiciones de biotinilacion
son muy similares a las de deacilacion (pH basico) y a pesar de realizar la reaccion a
baja temperatura, tal vez no fue posible evitar la deacilacion.

Como alternativa, se emplearon los biosensores AR2G, los cuales tienen un grupo
carboxilico libre (COOH) que puede ser activado y posteriormente el grupo amino del
tRNA-gly se podria unir al biosensor mediante un ataque nucleofilico, generando una
sefial que diferencia el tRNA-gly del deacilado (tRNA) (Figura 7.13). Se optimizaron
las condiciones de union del tRNA al biosensor y se han realizado pruebas de dosis
respuesta, empleando diferentes tiempos de la reaccién de aminoacilacion; sin embargo,
no se han obtenido resultados concluyentes, ya que el proceso de aislamiento del tRNA
utilizado para la reaccion no ha sido optimizado. Es decir, los volumenes que se han
manejado son muy pequefios para realizar las extracciones de fenol y no hemos podido

garantizar la homogeneidad en la cantidad de muestra obtenida.

7.10. BUSQUEDA DE ESTRATEGIAS PARA MEDIR LA ACTIVIDAD DE LA GLYRS 71



CAPITULO 7. RESULTADOS

union @

activacion
= tRNA-gly o o)
=
S linea
(= base
5 tRNA
D——— —JJ
time [s]

Figura 7.13. Los biosensores AR2G permiten monitorear tRNA acilado a) Esquema que representa
la unién del tRNA-gly (o cualquier tRNA aminoacilado) al biosensor AR2G mediante una reaccion
nucleofilica del grupo amino libre de la glicina al carboxilo activado del biosensor. b) sensorgrama de
los biosensores AR2G con dos muestras de RNA. Primero se observa la linea base, en donde estan los
biosensores en agua; posteriormente, se activa al 4cido carboxilico del biosensor con 20 mM de EDC y
10 mM Sulfo-NHS para generar un grupo saliente; finalmente, el biosensor se pone en contacto con la
muestra de RNA, el cual se unird al mismo si estd el grupo amino libre de algin aminodcido (tRNA-aa),
mientras que para el tRNA deacilado no se observa unién y de hecho la senal disminuye.
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Discusion

8.1. La variante GlyRSaceptor es mas estable con respecto a la

GlyRSanticodon

El disefio de variantes de la GlyRS fue importante para conocer la estabilidad relativa
de las dos regiones putativas de reconocimiento del tRNA: el anticodén y el tallo
aceptor. Mediante ensayos de fluorometria diferencial de barrido, se observé que la
variante que podria reconocer al tallo aceptor del tRNA (GlyRSaceptor, Tm:75.5°C)
es mas estable que la del anticodén (GlyRSanticodén, Tm: 67.3°C). Este hecho es
contrario a lo que pudiera creerse, ya que el anticodon es un determinante de identidad
muy importante en general para las tRNA sintetasas. También, de manera sorprendente,
al poner en contacto ambas mutantes con el tRNA en ensayos de fluorimetria diferencial
de barrido, también se observé una mayor estabilizacion de la enzima GlyRSaceptor
(Tm: 79.9°C) con respecto a la GlyRSanticodén (63.34°C), lo cual podria ser
indicativo de que la interaccién con el brazo aceptor del tRNA es ain mads estable
y/o menos transiente que la que podria ocurrir con el asa del anticodon; debido a
su mayor estabilidad, se disefiaron diversas estrategias para aislar un complejo de la

GlyRS-aceptor con el tRNA; sin embargo, la interacciéon de la proteina con el tRNA
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parece no ser lo suficiente fuerte para ello (Figura7.5).

8.2. Se necesita flexibilidad en los dominios de la subunidad beta

para un reconocimiento total del tRNA

A pesar que la variante GlyRSaceptor podria tener la region de mayor contacto con
el tRNA, también podria ser necesario el reconocimiento del tRNA en el anticodén para
poder estabilizar al complejo, ya que ambos puntos de reconocimiento parecen rodear
al tRNA en el modelo propuesto. El posicionamiento del tRNA en la cavidad sugiere
que uno de los dominios que participan en el reconocimiento del tRNA podria sufrir un
cambio conformacional, por lo que darle flexibilidad a los dominios tal vez permitiria
que la unién con el tRNA fuera mds sencilla. En realidad, la mayoria de las bacGlyRSs
expresan la cadena alfa y la beta por separado. En un intento por emular este hecho,
intentamos reconstituir la enzima completa a partir de la construccion GlyRSaceptor
y el dominio de unién al anticodéon (ACBD), sin embargo, el ACBD era inestable
al expresarlo individualmente. Dado esto, se co-expresd con su parte complementaria
(GlyRSaceptor) y se logré solubilizar; sin embargo, no pudimos aislar un complejo de

los dos fragmentos proteicos.

8.3. El par tRNAreceptor:tRNAtetraloop ayudo a obtener cristales

en presencia de la GlyRSaceptor y GSA

En trabajos previos del laboratorio se habian intentado diversas estrategias para

obtener el complejo de la GlyRS con su tRNA sin éxito; el disefio de las variantes fue
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un paso importante para favorecer la interaccion del tRNA con la proteina; asimismo, el
disefio de tRNAs que favorecieran la cristalizacion fue uno de los puntos determinantes
para la obtencion de cristales. Aunado a lo anterior, en complejos reportados de otras
aaRSs con su tRNA emplean al andlogo del estado de transicién (aminoacil-adenilato)
para estabilizar a la proteina y al complejo, por lo que se utilizé también (sintesis por
parte de nuestro colaborador Morten Grotli, Gothenburg University, Sweden). Con estas
tres estrategias (variante carente de dominios completos, tRNAs modificados y uso del
un andlogo del estado de transicion), fue posible la obtencion de cristales del posible

complejo.

8.4. La técnica se sembrado cruzado permite obtener nuevas

condiciones de cristalizacion

Si bien con las estrategias mencionadas en la seccion anterior se obtuvieron cristales
(18% PEG 6,000 y 50mM de acetato de sodio pH 5.0), éstos eran muy fragiles.
Los cristales de 4cidos nucleicos tienden a tener un gran porcentaje de agua debido
a los grupos fosfato, que tienden a hidratarse, lo que hace dificil su cristalizacion y
difraccion a resolucion atémica. Se traté de mejorar estos cristales buscando aditivos y
deshidratandolos, pero no mejoro la calidad ni la resolucion del patrén de difraccion. El
sembrado cruzado fue una estrategia para buscar una condicion nueva de cristalizacion,
empleando semillas de la mejor condicién inicial, con objeto de encontrar un nuevo
empaquetamiento de las moléculas dentro del cristal; asi, se obtuvieron cristales en
20% PEG 400, 50 mM de cacodilato de sodio pH 6.5, 80 mM de Mg(AcO), y 10mM

de MgCly, los cuales se difractaron y colectaron a una resolucién de 4.5 A.
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8.5. Los cristales del complejo ternario no pueden ser resueltos por

reemplazo molecular

La variante GlyRSaceptor es una proteina que cristaliza facilmente; se obtienen
cristales que difractan a 4.1 A, incluso sin optimizacion, por lo que ha sido necesario
poner controles cada vez que se obtienen cristales en alguna condicion. El juego
de datos obtenido a 4.1 A de la GlyRSaceptor se pudo resolver por reemplazo
molecular sin ninguin problema. Por el contrario, al obtener los cristales del complejo
GlyRSaceptor:tRNAreceptor/tRNAtetraloop:GSA con las estrategias ya descritas y
sembrado cruzado, se obtuvieron datos a 4.5 A que no se han logrado resolver por
reemplazo molecular. El hecho de que, en apariencia, s6lo se haya podido resolver
la densidad electréonica del dominio catalitico de la subunidad alfa (sin observarse
densidad electronica adicional), nos habla de que la GlyRSaceptor pudo haber sufrido
un cambio conformacional importante. Al analizar el empaquetamiento putativo del
cristal, podemos apreciar que existen espacios vacios entre las subunidades alfa, en
donde encajarian los dominios correspondientes de la subunidad beta y el tRNA unido.
Sin embargo, tampoco debemos olvidar que la resolucion es tan baja, que el mismo
reemplazo molecular pudo haber fallado en encontrar alguna solucion adecuada. Por
ello, se tienen que buscar estrategias para mejorar la resolucién y/o emplear estrategias

de faseo experimental.
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8.6. Es posible monitorear el contraste tRNA-aa:tRNA por BLI

En cuanto a los ensayos de actividad, se pudo demostrar que la reaccién que genera
la sefial espectofotométrica funciona con las enzimas purificadas en presencia de AMP
y BNAD+; no obstante, ha sido imposible saber si la segunda reaccién acoplada a la
deacilacion del tRNA funciona, siendo una variable que no se ha podido controlar. Al
juntar todas las enzimas en la mezcla de reaccion, no se observa sefial, aun habiendo
modificado relaciones estequiométricas, tiempo y temperatura de reaccion. Es necesario
saber que la enzima D-aminocil-tRNA deacilasa esta activa y de esta forma se podria
trabajar a partir de las condiciones de la primera reaccion para optimizar y encontrar
la condicién de actividad de la GlyRS. De cualquier manera, como son muchas las
enzimas involucradas y en ultima instancia se desconoce la sensibilidad del ensayo en
cuanto al AMP, buscamos estrategias alternas de medicion. Los ensayos que se han
disefiado usando el equipo de interferometria de biocapa (BLI) también han tenido
inconvenientes. Trabajar con los biosensores de estreptavidina hubiera sido una muy
buena opcion, dada su gran afinidad por biotina, la cual puede, en principio, unirse
al amino libre de la glicina en el glicil-tRNA; sin embargo, las condiciones 6ptimas
reportadas para la biotinilacion (pH bésico) son desfavorables para mantener el tRNA
aminoacilado; tal vez por ello no fue posible ver sefial de union con este tipo de
biosensores. Por otro lado, con el uso de los biosensores de AR2G se trasciende el
problema del pH y se obtiene una clara diferencia entre un tRNA libre y uno acilado
(tRNA vs tRNA-aa). Sin embargo, el método requiere aislar de manera adecuada al

tRNA después de la reaccion. Es necesario realizar muy bien este paso porque la sefial
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de unién de la GlyRS es mucho més grande con respecto a la del tRNA-gly, lo que

genera falsos positivos.
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Conclusiones

En la TdaxGlyRS, la region que potencialmente reconoce al tallo aceptor del tRNA
es mds estable, tanto sola como en presencia de tRNA, que la region con homologia

a un dominio de reconocimiento del anticodon.

Es posible cristalizar a la proteina GlyRSaceptor en complejo con tRNAs con
secuencias disefiadas en el tallo del anticodén (receptor y tetraloop) y el andlogo

del estado de transicién (GSA).

Es posible monitorear la reaccién acoplada que transforma AMP a XMP para

medir la actividad de una aaRS.

Es posible visualizar una diferencia clara entre tRNA deacilado y sin deacilar

utilizando interferometria de biocapas con biosensores ARG?2.
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Perspectivas

1) Mejorar la resolucion de los cristales para poder intentar de nuevo el reemplazo
molecular o el faseo experimental y resolver la estructura. Para resolver la estructura
de forma experimental se pretenden probar tres caminos diferentes:

- Emplear diferentes sales con dtomos pesados, principalmente mimetizadores de iones
Mg+2, como Osmio (III), en su sal pentammine(trifluoromethanesulfonate)osmium
(IIT) triflate, los cuales se afiadiran al cristal por remojo.

- Sustituir las uridinas del tRNA por iodo-uridina in vivo y emplear los tRNAs
sustituidos para generar los cristales.

- Mejorar la resolucion de los cristales explorando diversos métodos de deshidratacion

y/o purificacién de los componentes.

2) Continuar con los ensayos de actividad, optimizando las condiciones de

aislamiento de tRNA después de la reaccion.
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Apéndice A

11.1. Secuencia de aminoacidos de las nuevas construcciones

GlyRSanticod6n
MRDPLDFQSIIMKLQQFWAEQGSLIWQPYYTQVGAGTMNPATFLRVLGPEPWNVAYVEPSIRPDD
GRYGENPNRLQQHYQFQVILKPDPGNPQEIYLRSLEALGIDPREHDIRFVEDNWESPALGAWGLG
WEVWLDGLEITQFTYFQQAGGMVLEPVSVEITYGLERTIAMALQRVSNFRDIRWNAERTYGDVNLQ
GEREHSTYYFEVADVERLRQMFALFEAEAEAALARGLVLPAHDYVLKSSHTFNVLDTRGAVGVTE
RQVLFARMRDMARRVAEAYVAQRQALGFPWLKPTAQVSEAPAVREAPRSIPEQGVVVEPEIRRAR
TAEQARTLIADVGGDPEHLDEAVLNEVTHLVEAPTALRGRFEDEYLRLPEEVLVSVMKKHQRYFP
VYTREGQLLPYFIAVRNGGKEGLDVVTDGNEQVIRARFADAAYFIREDLKHPLEYYLPRLSTLTF
QAKLGSMLDKTHRIEVLVERLIPMVGLEAEDAAAVRRAAHLSKADLVTHMVVEMTSLQGVMGRYY
ALQSGEPRAVAEATIFEAYLPRFAGDRYPETPAGLVLGLADRLDTLMGLFAVGLAPTGTKDPFALR
RAALGLVQNLIHWNLDFDLRQGLEAAAQGLPVPVSPEAKMESLEFIVGRLONELLEQGYRYDVVA
AVLAAQGHNPAATARGVRELSAWVSRSDWNTILPAYARSVRITRDQTERFAIDPARLVEPAEKHL
LSALLQAEVTPRRPGSVEDFFQVFLPMIPVINRFFDEVLVMAEDAGLRANRLGLLQRIVALADGV
ADFSKLEGFENLYFQGHHHHHH

GlyRSaceptor
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MRDPLDFQSIIMKLQQFWAEQGSLIWQPYYTQVGAGTMNPATFLRVLGPEPWNVAYVEPSIRPDD
GRYGENPNRLQQHYQFQVILKPDPGNPQEIYLRSLEALGIDPREHDIRFVEDNWESPALGAWGLGW
EVWLDGLEITQFTYFQQAGGMVLEPVSVEITYGLERIAMALQRVSNFRDIRWNAERTYGDVNLQGE
REHSTYYFEVADVERLRQMFALFEAEAEAALARGLVLPAHDYVLKSSHTFNVLDTRGAVGVTERQV
LFARMRDMARRVAEAYVAQRQALGFPWLKPTAQVSEAPAVREAPRSIPEQETLLIEIGTEELPPAD
LEAALAQLRQRVPALLDELHLPHGDVQVWGTPRRLVVWVEDLAGRQPDRELIIKGPPANRAFDAEG
RPTAAAEGFARSKGVPVEALTVAEMDGGRYVVAHVRETGRPAVEVLAEVLPGVIADLRFERSMRWN
SSGVAFSRPIRWLVALHGETVIPFTYAGLTSGRVTRGLRFAEPATFALSHPRDYRIFLERQGVVVE
PEIRRARTAEQARTLIADVGGDPEHLDEAVLNEVTHLVEAPTALRGRFEDEYLRLPEEVLVSVMKK
HQRYFPVYTREGQLLPYFIAVRNGGKEGLDVVTDGNEQVIRARFADAAYFIREDLKENLYFQGHHH
HHH

GlyRSACBD (dominio de reconocimiento del anticod6n)
MRDPLDFQSIIMKLQQFWAEQGSLIWQPYYTQVGAGTMNPATFLRVLGPEPWNVAYVEPSIRPDDG
RYGENPNRLQQHYQFQVILKPDPGNPQEIYLRSLEALGIDPREHDIRFVEDNWESPALGAWGLGWEV
WLDGLEITQFTYFQQAGGMVLEPVSVEITYGLERIAMALQRVSNFRDIRWNAERTYGDVNLQGEREH
STYYFEVADVERLRQMFALFEAEAEAALARGLVLPAHDYVLKSSHTFNVLDTRGAVGVTERQVLFAR
MRDMARRVAEAYVAQRQALGFPWLKPTAQVSEAPAVREAPRSIPEQGVVVEPEIRRARTAEQARTLI
ADVGGDPEHLDEAVLNEVTHLVEAPTALRGRFEDEYLRLPEEVLVSVMKKHQRYFPVYTREGQLLPY
FTAVRNGGKEGLDVVTDGNEQVIRARFADAAYFIREDLKHPLEYYLPRLSTLTFQAKLGSMLDKTHR
TEVLVERLIPMVGLEAEDAAAVRRAAHLSKADLVTHMVVEMTSLQGVMGRYYALQSGEPRAVAEATF
EAYLPRFAGDRYPETPAGLVLGLADRLDTLMGLFAVGLAPTGTKDPFALRRAALGLVQNLIHWNLDF
DLRQGLEAAAQGLPVPVSPEAKMESLEFIVGRLONELLEQGYRYDVVAAVLAAQGHNPAATARGVRE

LSAWVSRSDWNTILPAYARSVRITRDOQTERFAIDPARLVEPAEKHLLSALLQAEVTPRRPGSVEDFF
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QVFLPMIPVINRFFDEVLVMAEDAGLRANRLGLLQRIVALADGVADFSKLEGFENLYFQGHHHHHH

11.2. Secuencias tRNAreceptor y el tRNA tetraloop

Secuencias de los genes disefiados para el tRNAreceptor y el tRNA tetraloop.
Original tRNA TdaxGly (76)
ATGTAATACGACTCACTATAGCGGGCGTGGTTCAGTTGGTAGAACGTC
TCCTTGCCAAGGAGAAGGTCGTGGGTTCGAGTCCCATCGCCCGCTCCA
CTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Tetraloop (76)
ATGTAATACGACTCACTATAGCGGGCGTGGTTCAGTTGGTAGAACGTC
TCCTGAAAAGGAGAAGGTCGTGGGTTCGAGTCCCATCGCCCGCTCCAC
TAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGTTTTTTG

Receptor (82)
ATGTAATACGACTCACTATAGCGGGCGTGGTTCAGTTGGTAGAACGTC
UAUGGGGCACCCCCCUAAGGAAGGTCGTGGGTTCGAGTCCCATCGCCC

GCTCCACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGAGGGGT TTTTTG

11.3. Pliasmidos empleados para la expresion in vivo de bacGlyRS,
sus mutantes y los tRNAs modificados
El gen que codifica para la glicil-tRNA sintetasa de 7. daxensis y sus mutantes fue

sintetizado por la compaiiia ATUM DNAZ2.0, y fue clonado en el vector de expresion

pD861.
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GlyRS-Thermdax-noCys-TEVHis
pD861:314355 | 5260bp

P CmR
BspHI Swal
Xhal
Term_PhageT7 P rhaBAD
6-His NdeT
PCS TEV
PpuMI
Bcll EamiL

AscI

Agel

BstBI

AclI

Scal
Mlul HincII

Aval

Figura 11.1. Plasmido empleado para expresar a la bacGlyRSwt. Se empleo el vector de expresion
pD861 con resistencia a kanamicina y con un promotor inducible con rhamnosa.

El gen que codifica para tRNAGlywt de (Thermanaerothrix daxensis), asi como a los
diferentes tRNAs modificados con las secuencias receptor y tetraloop, fueron adquiridos
en ATUM y cada gen fue clonado en el vector de expresion pM268 tal y como se

muestra en la siguiente figura.
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Tdax-tRNAGly-receptor

pM268:406946 | 3944bp

KasI
Narl BssHII

Term_bla
EcoRV

Nsil

BsrDI
Accl

PstI

Scal

BStEII
PmLI

MLuI

BlpI

Nrul
Electra’ M_right R.T7

Tdax-tRNAGly-receptor
Term_T7 Electra_M_left

P trc

Figura 11.2. Plasmido empleado para expresar a al tRNA receptor. Se empleo el vector de expresion
pM268 con resistencia a ampicilina y con un promotor inducible con IPTG.
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11.4. Condiciones

proyecto

de cristalizacion encontradas

durante el

KIT POZO CONDICION MOLECULA MOLECULA ADICIONAL ESTEQUIOMETRIA OBSERVACIONES
Y CONCENTRACION

Uriel - 320mM Fosfato de amonio, 100mM TdaxGlyRS NaN 36mg/mL Era condicién de Uriel
Glicina pH 8.5, 3% DSS 5,000 que no me repetia

Uriel - 320mM Fosfato de amonio, 100mM TdaxGlyRS NaN 36mg/mL Era condicién de Uriel
Glicina pH 8.5, 3% DSS 5,000 y 150mM que no me repetia
sacarosa

Uriel - 320 mM Fosfato de amonio, 100mM TdaxGlyRS 500 uM GSA 35mg/mL Genera microcristales
Glicina pH 8.5, 3% DSS 5,000

Uriel NaN 320mM Fosfato de amonio, 100mM TdaxGlyRS SmM ATP, 2mM MgCI2 35mg/mL No hay cristales
Glicina pH 8.5, 3% DSS 5,000

NucPro G10 26 % MPD, 50mM PIPES pH 7.0, 65mM TdaxGlyRS-tRNA NaN 1:1 35mg/mL Se optimizaron pero
MgCl, y ImM [Co(NH3)¢]Cl3 fueron cristales de

tRNA

NucPro B9 10% PEG 4,000, 50mM MES pH 6.5, TdaxGlyRS-tRNA NaN 1:5, 35mg/mL Se optimizaron pero

200mM NH4AcO y 10mM CaCl, fueron cristales de
tRNA

NucPro Cl1 20% PEG 4,000 , 100mM Citrato GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:1.2, 36mg/mL Cristales de la proteina
de sodio pH 5.6,10mM KCI vy sola
10 %2-propanol

NucPro C3 10% PEG 4,000 y 100mM HEPES pH GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Cristales de la proteina
75 sola

Natrix H2 40% MPD, 12mM Spermina, 40mM GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Cristales de la proteina
cacodilato de sodio pH 7.0, 80mM KCl sola
y 20mM BaCl2

Natrix H3 40% MPD, 12mM Spermina, 40mM GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Cristales de la proteina
cacodilato de sodio pH 7.0, 80mM KCl sola
y 20mM MgCl,

NucPro All 30% PEG 400, 50mM Tris pH 8.5, GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL muy pequefios y no se
100mM KCl y 10mM MgCl, siguieron

Natrix D11 30% PEG 400, 50mM Tris pH 8.5, GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL muy pequefios y no se
100mM KCl'y 10mM MgCl, siguieron

Natrix Gl1 35% MPD, 12mM Spermina, 40mM GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Misma condicién que
cacodilato de sodio pH 7.0, 12mM KClI, Natrix H3 por lo que es
80mM NaCl y 20mM MgCl, la proteina sola

Natrix G12 35% MPD, 12mM Spermina, 40mM GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Misma condicién que
cacodilato de sodio pH 7.0, 12mM KCl Natrix H3 por lo que es
y 80mM NaCl la proteina sola

NucPro A6 15% PEG 400, 50mM MES pH 6.5, GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL microcristales
80mM Mg(AcO); y 15mM MgCl,

NucPro All 15% PEG 400, 50mM Tris pH 8.5, GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL microcristales
100mM KCl y 15mM MgCly

NucPro B9 10% PEG 4,000, 50mM MES pH 6.5, GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL solo proteina
200mM NH4AcO y 10mM CaCl,

NucPro c2 20% PEG 4,000, 50mM MOPS pH 7.0, GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL solo proteina
100mM NaCl

NucPro c3 20% PEG 4,000, 50mM HEPES pH 7.5 GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL solo proteina

NucPro D6 10% PEG 8,000, 100mM  Tris GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Morfologia de estrellas

pH 80, 10% glycerol y ImM
Tris(2-carboxietil)fosfina-HCI

11.4. CONDICIONES DE CRISTALIZACION ENCONTRADAS DURANTE EL PROYECTO

86



CAPITULO 11. APENDICE A

KIT POZO CONDICION MOLECULA MOLECULA ADICIONAL ESTEQUIOMETRIA OBSERVACIONES
Y CONCENTRACION
NucPro Gl11 27%MPD, 20mM MES pH 5.8, 10mM GlyRSaceptor-tRNA NaN 1:3, 36mg/mL Morfologia de estrellas
MgCI2
Uriel NaN 550mM Formato de magnesio, 100mM TdaxGlyRS NaN 36mg/mL repeticion  condicién
NaAcO pH4.6, 100mM glicina pH8.5, Uriel
3% DSS 5,000 y 3% sucrosa
Index A8 100mM sodium acetate pH 4.5 and 3M GlyRSaceptor-tRNA 3mM GSA 1:3:3, 36mg/mL NaN
NaCl loop/tetraloop
Index H3 20% PEG 3,350 y 150mM écido malico GlyRSaceptor-tRNA 3mM GSA 1:3, 36mg/mL microcristales
pH7.0
Index H7 20%PEG 3,350 y 200mM malonato de GlyRSaceptor-tRNA 3mM GSA 1:3, 36mg/mL microcristales
sodio pH 7.0
Index F3 10%PEG 5,000, 100mM HEPES pH 7.0 GlyRSaceptor-tRNA 3mM GSA 1:3, 36mg/mL brillan con luz UV
and 5 % Tacsimato pH7.0
NucPro D2 18 % PEG 6,000 y 50mM NaAco pH 5.0 GlyRSaceptor-tRNA 3mM GSA 1:3:3, 36mg/mL brillan con luz UV, se
loop/tetraloop optimizaron
NucPro A6 20% PEG 400, 50mM cacodilato de GlyRSaceptor-tRNA 3mM GSA 1:3:3, 36mg/mL Cross-seeding

sodio pH 6.5, 80Mg(AcO); y 10 MgCly

loop/tetraloop
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