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LISTA DE ABREVIATURAS.

LISTA DE ABREVIATURAS.

aaRS : aminoacil tRNA sintetasa
aa-tRNA : aminoacil tRNA
amp : ampicilina
ATP: Adenosina5' trifosfato
BSA : Albumina sérica de bovino
cpm : cuentas por minutos
D.O. : densidad Optica
EDTA : etilén diaminotetracético
GST : Glutation-S-Transferasa
h: hora
IPTG : Isopropil-b-D-tiogal actopirandsido
kb : kilobase
pb : pares de bases
PCR : Reaccién en cadena de la polimerasa
pmol : picomol
PMSF : Fenilmetilsulfonilfluorido
SDS: dodecil sulfato de sodio
TCA : &cido tricloroacético
Tris: Tris (hidroximetil) aminometano
tRNA : RNA detransferencia
Trp : triptofano
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RESUMEN.

RESUMEN.

Las aminoacil tRNA sintetasas (aaRS) son enzimas claves para asegurar la fiel traduccion del
codigo genético. Estas enzimas unen €l aminacido al extremo 3' del tRNA correspondiente. La
aminoacilacion del tRNA por las sintetasas ocurre en una reaccion de dos etapas, la activacion
del aminoécido con ATP y la transferencias del aminoacido activado al extremo 3' del tRNA.
Las aaRS tienen dos dominios principales, e dominio de activaciéon o dominio catalitico y €l
dominio de unién al anticodon. En base a la estructura comin del dominio de activacion, las
aaRS han sido divididas en dos clases, clase | y clase |1, en las cuales € sitio activo de estas
enzimas estd formado por un dominio de hojas b paralel as, separadoas por hélices a (plegamiento
de Rossmann) y un dominio de hojas b antiparal el as respectivamente. Dentro de estos dominios,
cada clase presenta secuencias caracteristicas (HIGH y KMSKS para la clase | y los segmentos
1,2y 3paralaclasell).

Sobre la base de estas secuencias caracteristicas y la estructura del plegamiento de
Rossmann, el dominio de activacion de las aaRS de clase | se encuentra separado en dos mitades
por la presencia de dos secuencias idiosincraticas denominadas péptido conector 1 y péptido
conector 2. Se ha mostrado que €l péptido conector 1 (PC1) esta involucrado en la edici{ﬁn de
aminoécidos erréneamente cargados en la [1eRS, asi como en la unién especifica del tRNAY" en
TyrRS de eucariontes y bacterias, aunque e PC1 es dispensable para la actividad de la 11eRS.
Recientemente se ha demostrado gque la PC1 de la MetRS de levadura citopl asmatica contiene un
subdominio de dedo de zinc, donde la unién del zinc es esencia para la funcion de la MetRS
citoplasmética.

Hasta el momento, no se le ha asignado ninguna funcion al PC2 de las aaRS de clase |. En
este trabajo se reporta la secuenciay el andlisis funcional de la Triptofanil tRNA sintetasa de la
bacteria acidofila Acidithiobacillus ferrooxidans. En el dominio de activacion de las TrpRS de
arqueas y bacterias casi no se reconoce el PC2. En caso de At. ferrooxidans, la proteina deducida
a partir del gen trpS contiene un PC2 inusualmente largo. Un PC2 similar fue encontrado en las
TrpRS de algunas arqueas de la familia Euriachaeota. Para probar la funcion del PC2 de la
TrpRS de At. ferrooxidans, se realizé la delecion de un segmento del gen trpS que codifica 65
residuos del PC2 y la funcion de la enzima recombinante se analiz6 tanto in vivo como in vitro
en E. coli. Aunque la TrpRS delecionada fue tan activa como la silvestre en la activacion del
aminoacido, la afinidad por e tRNA especifico se redujo, implicando una posible funcién en la
unién del tRNA. Serealiz6 el modelamiento de la estructuraterciariade la TrpRS, € que sugiere
gue el PC2 no causa distorciones de |a estructura evol utivamente més conservada.
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SUMMARY.

SUMMARY.

Aminoacyl tRNA synthetases are the key enzymes to ensure the faithful translation of the
genetic information. These enzymes bind each amino acid at the 3 end of the cognate tRNA.
The aminoacylation of tRNA by the synthetases occurs in a two step reaction, the first being the
activation of the amino acid with ATP and the second, the transfer of the activated residue to the
3’ end of tRNA. The aaRS has two principa domains, the activation or catalytic one and the
anticodon binding domains. Based on the common structure of the activation domain, aaRS are
divided in two classes, class | and class |1 in which a parallel b sheet limited by a helices at both
ends (Rossmann fold) and an antiparallel b sheet conform the active sites respectively. Within
these domains, signature sequences are present for each class (HIGH and KMSK S for class| and
motifs 1, 2 and 3 for classll).

Besides the conserved signature motifs and structure of the Rossmann fold, the activation
domain of aaRS is generally separated into two halves by the presence in many cases of two
idiosyncratic sequences, named connective peptides 1 and 2. It has been shown that connective
peptide 1 is involved in editing of the mischarged amino acids in 11eRS as well as in tRNA
binding specificity among eukarya and bacterial TyrRS. In spite of the functions described for
CP1, thisfrom 1leRS is dispensable for the activity of the enzyme. Recently, it was demonstrated
that CP1 from yeast cytoplasmic MetRS contains a zinc-finger subdomain that binds one zinc
ion and this binding is essentia for the function of cytoplasmic MetRS.

To date, no function has been assigned to CP 2 of class| aaRS. In this work, a sequence and
functional analysis of tryptophanyl tRNA synthetase from the acidophilic bacterium
Acidithiobacillus ferrooxidans is reported. The activation domain of bacterial and eukaryal
TrpRS contains an almost non-recognizable CP2. In the case of A. ferrooxidans, the predicted
protein encoded by the trpS gen contains an unusually long CP 2. A similar or even longer CP2
is aso found in TrpRS from severa archaeas of the family euryarchaeota. To test for the
function of CP2 in At. ferrooxidans TrpRS, the nucleotide sequence encoding 65 residues of CP2
was deleted and the function of the resulting recombinant enzyme was analyzed either in E. coli
in vivo or in vitro. Although the deletedTrpRS was fully active in the activation of tryptophan,
the affinity of the cognate tRNA was reduced implying a possible function of CP 2 in the binding
of tRNA. Modelling of the tertiary structue of TrpRS suggested that CP 2 causes no distorsion of
the evolutionary more conserved structure of TrpRS.
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INTRODUCCION

INTRODUCCION

I. LAS AMINOACIL tRNA SINTETASAS.

1. Las aminoacil tRNA sintetasas y su importancia en la biosintesis de
proteinas.

Las aminoacil tRNA sintetasas son enzimas que juegan un papel fundamental en la
biosintesis de proteinas ya que catalizan la sintesis del aminoacil-tRNA, el que sera
utilizado como sustrato para la traduccion del mRNA en proteinas.

La aminoacilacion del tRNA es un proceso que se puede dividir en dos etapas. La
primera consiste en la activaciéon del aminoacido, con la formacién del intermediario
aminoacil-AMP y de pirofosfato inorganico (PPi). En esta etapa el intermediario
aminoacil-AMP se mantiene formando un complejo estable con la enzima. En la segunda
etapa ocurre la transferencia del aminoacido al tRNA, con la formacion del
aminoacil-tRNA y AMP como productos finales, segun la siguiente ecuacion:

Zuniga Olate, Roberto Aquiles 7
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donde, aaRS aminoacil-tRNA sintetasa, aa aminoacido, aaRS:aa-AMP complejo
enzima-aminoacil-AMP, PPi pirofosfato inorganico, aa-tRNA aminoacil-tRNA.

2. Clasificacion de las aminoacil-tRNA sintetasas.

Sobre la base de sus estructuras tridimensionales y por la presencia de secuencias
aminoacidicas especificas, las aaRS se han sido dividido en dos clases (clase | y Il), que
reunen a diez enzimas cada una. Si bien las enzimas de ambas clases catalizan la misma
reaccion, se ha propuesto que ellas evolucionaron a partir de ancestros independientes
(Eriani y cols., 1990).

Las enzimas de clase | tienen en comun la presencia de dos secuencias de
aminoacidos altamente conservadas, que corresponden a las secuencias HIGH,
localizada en la region amino terminal de la proteina y la secuencia KMSKS localizada en
la region media de la proteina. Por analisis cinético de mutantes de las MetRS y TyrRS,
se ha demostrado que estas secuencias son importantes para la activacion del
aminoacido y forman parte del sitio activo (Brunie y cols., 1990, Leatherbarrow y cols.,
1985). En particular, la secuencia KMSKS forma parte del brazo mévil que permite la
estabilizacion del complejo de transicién en la etapa de activacion del aminoé{(r:Fi)do (Carter,
1993; Ibba y Soll, 2000) y esta involucrada en la aminoacilacién del tRNA™" (Chang y
Koeppe, 1995; Sever y col., 1996). Estas secuencias se encuentran incluidas en un
patrén tipico de plegamiento a/b conocido como plegamiento de Rossmann (Fig. 1a), que
también se encuentra presente en enzimas que unen nucleétidos tales como quinasas y
deshidrogenasas (Rossmann y cols., 1974).

Las aminoacil tRNA sintetasas de clase Il poseen secuencias conservadas diferentes
a las existentes en las sintetasas de clase |, denominadas “segmento 1” (en la
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Figura 1. Esquema de la estructura terciaria de las aaRS de la clase 1y 2. A) aaRS de
clase 1, se indican las secuencias sefiales HIGH y KMSKS, los péptidos conectores 1y 2,
los extremos N- y C-terminales y las estructuras hojas 8 plegadas de la A a la E. b) aaRS
de clase 2, indican las regiones de secuencias conservadas denominadas segmentos 1, 2

y 3, y los extremos N- y C- terminales.

region amino terminal de la proteina), “segmento 2” (en la region central), “segmento
3” (en la region carboxilo terminal). Cada segmento contiene un nudcleo central
conservado con al menos un residuo de aminoacido que no varia (Eriani y cols.,1990). El
sitio activo de estas enzimas esta constituido por hojas b plegadas antiparalelas (Cusack
y cols., 1990)(Fig. 1b), en donde los segmentos 2 y 3 forman parte del sitio activo. En la
Tabla | se muestra un resumen de las principales caracteristicas de las aaRS .

3. Especificidad de las aaRS.

Las aaRS se caracterizan por una alta especificidad de union por el aminoacido y por el

Zuniga Olate, Roberto Aquiles 9
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tRNA. Esta especificidad es crucial para la viabilidad de la célula, debido a que el
apareamiento especifico del anticodén del tRNA al codén de mRNA ocurre en forma
independiente de la naturaleza del aminoacido que esta unido al tRNA. Por lo tanto, la
aminoacilacién del tRNA con un aminoacido incorrecto necesariamente resultara en la
incorporacion de un aminoacido erréneo en la proteina.

3.1. Especificidad por el aminoacido.

Los distintos aminoacidos presentan gran similitud quimica y sdlo difieren en su cadena
lateral. Estas enzimas son capaces de discriminar el aminoacido especifico por la afinidad
por sus cadenas laterales. Datos cristalograficos de la MetRS de E. coli (Brunie y cols.,
1990) y estudios de mutantes de esta enzima han permitido localizar en la region

Clase I Clasc 11

Sitio plogamicrts 3z plegatmiznta 4=
Activo heqaz |:1.r:_19|s o
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Secuencias H GH ) -
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Tabla |. Resumen de las principales caracteristicas de las aminoacil-tRNA sintetasas de
clase | y clase Il.

amino terminal de la enzima un bolsillo cerca del sitio activo, que esta involucrado en
la unién al aminoacido (Ghosh y cols., 1990). En este bolsillo se encuentran residuos que
participan en la unién de la cadena lateral segun lo visto en la estructura del complejo
TyrRS:tirosil-AMP de B. stearothermophilus (Brick y cols., 1989).

3.2. Especificidad por el tRNA.

Para el caso de la discriminacion del tRNA, si bien la estructura terciaria de la enzima es
fundamental para el reconocimiento, las aaRS reconocen como principales determinantes
de identidad algunas bases especificas del tRNA. La cristalizacion de la GInRS de E. coli

10
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GIn . . . . .
con el tRNA ha determinado que existe una aproximacion entre la enzima y el extremo

aceptor del tRNA cerca del sitio activo (Rould y cols., 1989). Por otro lado, en la MetRS
de E. coli se demostrd que la region carboxilo terminal participa en la interaccién con el
brazo del anticodén del tRNA (Ghosh y cols., 1990; Gale y Shimmel, 1995). En la TrpRtSrb
por otro lado, se determiné que los principales determinantes de identidad en el tRNA

son el anticodén y la base G73 del brazo aceptor y en menor grado el par A1-U72.

4. Péptidos conectores 1 y Il.

Si bien las aaRS de ambas clases presentan secuencias y dominios estructurales muy
conservados, estas enzimas presentan gran variacion en tamano (Carter, 1993). Estas
variaciones pueden ser de gran importancia para la especificidad de las aaRS. Dentro del
pliegue de Rossmann en las aaRS de clase |, existen dos regiones variables en tamafo
denominadas péptidos conectores 1y 2 (PC1y PC2) (Hou y cols., 1991) (Fig.2).

El PC1 se ubica entre las hojas b plegadas C y D que conecta las dos mitades del
bolsillo de Rossmann (Fig. 1a). Se ha descrito que en algunas enzimas el PC1 esta
involucrado en la especificidad por sus Sl{IStratOS. En la TyrRS y GInRS el PC1
interacciona con el brazo aceptor de los tRNA yr y tRNAI" respectivamente (Wakasugi y
col.,, 1998; Rould y cols., 1989). Se ha sugerido que en la LeuRS el PC1 puede ser
responsable de la mantencién de la conformacién necesaria para la actividad de
aminoacilacién del tRNA (Li y cols., 1999). En el PC1 de la lleRS se encuentra un
segundo sitio de union a aminoacidos responsable de la edicibn de los
aminoacil-adenilatos incorrectamente formados (Nureki y cols., 1998). Si bien el PC1 de
la 1leRS cumple un papel en la funcion de esta enzima, gran part? de este péptido
conector es prescindible para la actividad de aminoacilacion del tRNA"® (Starzyk y cols.,
1987).

El PC2 se ubica a continuacion del PC1 separado por la hoja b plegada D del pliegue
de Rossmann. El PC2 también es de tamafio variable dentro de las aaRS de clase | (Fig
2a) y hasta el momento no se ha determinado el papel que cumple este péptido en la
actividad de estas enzimas.

5. La Triptofanil tRNA sintetasa.

La TrpRS es una enzima de clase |, que en E. coli es dimérica (Hall y cols., 1982). Se ha
determinado la estructura terciaria de la TrpRS unida al triptofanil-AMP de B.
sterothermophilus(Doublié y cols., 1995). La comparacion de la estructura terciaria

Zuniga Olate, Roberto Aquiles 11
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Figura 2. Organizacion estructural de las Cisteil-, Metionil-, Leucil-, Valil- e Isoleucil-tRNA
sintetasas. Las vueltas indican los péptidos conectores (PC1 y PC2). Los rectangulos
indican las hélices ay los pentagonos indican las laminas b (Adaptado de Huo y cols.

1991).

con la de TyrRS de B. stearothermophilus (Brick y cols., 1989), ha permitido
determinar que ambas enzimas comparten la mayoria de los residuos involucrados en la
interaccion con el intermediario aminoacil-AMP. La estructura de la TrpRS de B. i
stearothermophilus libre de ligando (llyin y cols., 2000), ha permitido observar que el sitio
activo de la enzima experimenta cambios en su estructura durante la activacion del
aminoacido, como el movimiento del segmento que contiene la secuencia sefal KMSKS
en el estado de transicion para la formacién del intermediario triptofanil-AMP.

Las comparaciones estructurales entre las TrpRS y TyrRS (Doublié y cols., 1995) y
los estudios filogéneticos (Brown y cols.,1997; Ribas de Pouplana y cols., 1996) han
permitido postular que estas enzimas divergieron desde un ancestro comun relativamente
cercano a la division de los dominios arqueas, eucariontes y bacterias. La TrpRS, junto a

12 Zufiga Olate, Roberto Aquiles
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la TyrRS, son unas de las aaRS mas pequenas de esta clase (Burbaum y Shimmel, 1991)
y una caracteristica de ambas enzimas es que no contienen el PC2 descrito en las aaRS
de clase |.

Il. OBJETIVO DE LA TESIS.

1. Objetivo general.

En nuestro laboratorio se ha estudiado algunos componentes moleculares del sistema de
la sintesis de proteinas de la bacteria gram negativa Acidithiobacillus ferrooxidan, una
bacteria quimiolitotréfica, autotréfica y acidofila del género Thiobacilli, de la familia
Thiobacteriaceae, que junto a otros organismos forma parte de la comunidad biolégica
que participa en la biolixiviacion de metales desde minerales.Previamente se publicé la
secuencia de la tirosil-tRNA sintetasa de At. ferrooxidans predicha a partir de {a secuencia
del gen tyrZ (Salazar y cols.,1994) y se caracteriz6 la interaccién con el tRNA Y de E. coli
(Salazar y cols., 2000).

Recientemente hemos identificado el gen trpS de At. ferrooxidans y deducido la
secuencia de aminoacidos de la TrpRS codificada. Comparaciones preliminares de la
secuencia de la TrpRS de At. ferrooxidans con otras TrpRS, han revelado que la enzima
de At. ferrooxidans presenta un segmento de 70 aminoacidos ubicado en la regién media
de la proteina, entre los residuos 171 y 241, que no se encuentra presente en las TrpRS
de otras bacterias. La comparacion de las secuencias de la TrpRS de At. ferrooxidans
con la TrpRS de B. stearothermophilus, ha permitido observar que este segmento se
ubica en la posicidén del PC2. Sin considerar el PC2, ambas enzimas presentan un 34%
de identidad de aminoacidos y un 52% de aminoacidos funcionalmente similares.

La triptofanil tRNA sintetasa de At. ferrooxidans contiene un péptido conector 2 (PC2)
mas largo que la mayoria de las TrpRS conocidas. En esta tesis se propone que el
péptido conector 2 es prescindible para la actividad de aminoacilacion del tRNA. Basado
en esta hipotesis, me he propuesto estudiar la funcion el péptido conector 2 en la
actividad de la TrpRS de At. ferrooxidans

2. Objetivos especificos.

1. Andlisis computacional de la secuencia de aminoacidos de la TrpRS de At
ferrooxidans.

2. Clonamiento de la TrpRS de At. ferrooxidans y de E. coli.
3. Delecion del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans.
4. Expresion de las TrpRS vy purificacion las enzimas recombinantes.

5. Determinacion de la funcionalidad in vivo de las TrpRS de At. ferrooxidans

Zuniga Olate, Roberto Aquiles 13
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silvestre y delecionada.
6. Comparacion de los parametros cinéticos de las TrpRS silvestre y delecionada.

7. Prediccion de la estructura terciaria de la TrpRS de At. ferrooxidans.

14 Zufiga Olate, Roberto Aquiles
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MATERIALES Y METODOS

|. MATERIALES.

1. Bacterias.

Para los experimentos de transformacion, extraccion de plasmidios, e induccion de
proteinas se utilizaron las cepas de E. coli JM109 (recA1 supE44 endA1 hsdR17 gyrA96
relA1 thiD(lac-proAB) y DH5 a (supE44 DlacU169 (f80 lacZDM15) hsdR17 recA1 endA1
gyrA96 thi-1 relA1). La cepa de E. coli JM105 [D (lacpro) thi stA sbc B15 hsd R4 F’ tra
D36, proAB, lac | " , ZDM15],se us6 para los experimentos de induccion y purificacion de
proteinas.

La cepa de E. coli trp42c, que posee una mutacién termosensible en el gen trpS
(Bohman y Isaksson, 1978), se utilizé para los experimentos de complementacion.

Las cepas JM109 y DH5a se cultivd y mantuvo en medio Luria-Bertani (LB) a 37°C, o
en medio minimo. La cepa trp42c se cultivd a 30°C en LB.

2. Vectores.

Zuniga Olate, Roberto Aquiles 15
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El vector pPGEM-T (Promega Corp.), se utilizé para el clonamiento directo de productos de
PCR. Este vector, de 3000 pb y que codifica un gen que confiere resistencia a ampicilina,
contiene los promotores para la RNA polimerasa T7 y SP6 rodeando la regién de
clonamiento multiple, que se encuentra inserta en la region codificante del péptido a de la
enzima b-galactosidasa. Cuando se inserta un fragmento de DNA se produce la
inactivacion del a-péptido por lo que los clones recombinantes no tienen coloracion azul
producto de la hidrdlisis de X-gal por la b-galactosidasa.

El vector pGEX-2T (Amershan Pharmacia Biotech), se utilizd para la sobreexpresién
y purificacién de TrpRS. Este vector posee un tamafio aproximado de 4900 pb y codifica
para un gen que confiere resistencia a ampicilina. Contiene, aledana a la regiéon de
clonamiento multiple, la secuencia que codifica para la glutation-S-transferasa (GST) lo
que permite fusionar ésta a la secuencia de DNA en estudio. Posee un promotor tac
quimicamente inducible que permite obtener altos niveles de expresién de la proteina de
fusion resultante entre la GST y la codificada por la secuencia de DNA ligada al vector.
Posee ademas un sitio de reconocimiento por trombina entre la GST y el sitio de
clonamiento multiple que permite la separacién por digestién proteolitica, de la proteina
en estudio desde el producto de fusion.

3. Reactivos.

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Co (USA): lisozima, ampicilina, glutatién
reducido, resina de glutation agarosa, TEMED, persulfato de amonio, SDS, PPO,
POPOP, bromuro de etidio, ATP, triptofano y 5-fluor-triptofano.

La pirofosfatasa y RNasa A eran de Boehringer Mannheim. La T, DNA ligasa se
obtuvo de New England Biolabs. Las enzimas de restriccion utilizadas, la enzima
fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIAP), la Tag DNA Polimerasa, Elongasa (mezcla
de Tag DNA polimerasa y DNA polimerasa de Pyroccocus sp. GB-D) y los nucleétidos
dATP, dCTP, dTTP y dGTP procedian de Gibco BRL.

Como marcadores de tamafio de DNA se utilizaron el DNA del fago | digerido con
Hind Il que genera fragmentos de 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027 y 564 pb, y
fX174 RF DNA/Hae 1l (genera fragmentos de 1353, 1078, 872, 603, 310, 271-281,
234,194, 118 y de 72 pb), ambos de Gibco BRL. Se utiliz6 el marcador de tamafo de
proteinas 10kDa que posee 12 proteinas de tamafos que varian de 10 en 10 kDa (desde
10 a 120 kDa) y una banda adicional de 200 kDa, de Gibco BRL.

Todos los oligonucledtidos utilizados en esta tesis se obtuvieron del Centro de
Analisis y Sintesis de Biomoléculas (Universidad de Chile.) y se muestran en la Tabla Il.

Todas las sales, acidos, bases y compuestos organicos fueron de grado analitico y
procedian de Sigma Co. o de Merck.

Los reactivos para medios de cultivo, triptona, extracto de levadura y agar, procedian
de Difco Laboratories.

4. Medios de cultivo.
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-Medio Luria Bertani (LB): Contenia Triptona 1% (P/V), NaCl 1% (P/V) y extracto de
levadura 0.5% (P/V). Se esterilizaba en autoclave por 20 min. a 15 atm. Para medio LB
sélido se agregaba ademas agar a concentracion 1,5% (P/V). Para el medio LB selectivo
se agregaba ampicilina a concentracion de 100 mg/ml luego de esterilizar y enfriar a
50°C. Para la seleccion por expresion del gen lac se suplementaba con 0,5 mM de IPTG
y 80 mg/ml X-gal.

NOMERE SECUENCIA

i Y
WETE1 GAATTCT A SASASATCATCSTTTC
WETEZ GAATTCCEACGCGCCEEATTC
WeTES AGGATTTCAT CGGCETCECE
WETE4 AGCCCEATEAAATCCTT CECEAR
WEECE TATATAGGATCCTTAACGCTTC
WEECS GAATTCTGACTAASCCCATCE

TABLA Il. Secuencia de Oligonucledtidos utilizados en la tesis. Para clonar el gen trpS de

At. ferrooxidans se utilizaron los oligonucleétidos WSTF1, WSTF2, en los que sefala en
rojo la secuencia de nucleotidos reconocida por la enzima de restriccion EcoRl. Para

clonar el gen trpS de E. coli se utilizaron los oligonucledtidos WSEC2 y WSECS3, en los

que se sefiala en rojo las secuencia de nucledtidos de reconocimiento para las enzimas de

restriccion EcoRI y BamHI respectivamente. Para realizar la delecion del gen trpS, se
utilizaron los oligonucleétidos WSTF3 y WSTF4, en los que se sefiala en azul las

secuencias nucledtidos complementaria entre ellos.

-Medio SOB: Contenia triptona 2% (P/V), extracto de levadura 0,5 % (P/V), 10 mM
NaCl y 2,5 mM KCI. Se ajustaba a pH 7,0 con NaOH, se completaba a un volumen de 1il
y esterilizaba por autoclave 20 min a 15 atm.

-Medio SOC: Se agregaba 1 ml de solucién 2 M de M92+ (1 M en MgCl, y 1+M en
MgSO4) y 1 ml de glucosa 2M a 98 ml de medio SOB resultando 20 mM en Mg~ vy 20
mM en glucosa.

Il. METODOS.

1. PREPARACION y ANALISIS DE DNA.

1.1. Preparacion de DNA plasmidial en pequeina escala.
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El DNA plasmidial de los clones recombinantes se purificd por el método de lisis alcalina
(Sambrook y cols, 1989). Se inocularon 2 ml de LB/amp 100 mg/ml con una colonia de E.
coli transformada con el plasmido de cultivo. Se incubé el cultivo toda la noche a 37°C
con agitacion y se colectd por centrifugacion a 12000 g por 1 min. El sedimento
bacteriano se resuspendié en 100 ml de una solucién de Tris-HCI 20 mM (pH 8,0),
glucosa 50imM, EDTA 10 mM (pH 8,0) (solucion I) y se agregd 200 ml de una solucion de
NaOH 0,2iN, SDS 1% (solucién Il). Se mezclaron por inversion, agregando 200 ml de una
solucion fria con acetato de potasio 3 M y acido acético 0,2 M, y se dejandolos en hielo 5
min. La mezcla se centrifugd a 12000 g por 10 min. Al sobrenadante que contiene los
acidos nucleicos, se le agregd una mezcla de fenol/cloroformo 1:1 para eliminar las
proteinas de la preparacion. Se separo la fase acuosa por centrifugacion a 12000g por 3
min, se realizdé una extraccion final con un volumen de cloroformo. Los acidos nucleicos
se precipitaron al agregar dos volumenes de etanol absoluto frio. La mezcla se incubd en
hielo por 10 min y luego se centrifugé a 12000g por 10 min. El sedimento se lavd con
etanol 70% frio para eliminar las sales. Se sec6 a temperatura ambiente por 10 min y se
resuspendié en TE (pH 8,0).

Para las secuenciaciones, el DNA plasmidial se purifico por el kit Wizard Mini Preps
DNA Purification Systems (Promega Corp), que se basa en separar el DNA de un
extracto de células por cromatografia de intercambio idnico.

1.2. Purificaciéon de fragmentos de DNA desde geles de agarosa.

Para purificar productos de amplificaciones por PCR, digestiones con enzimas de
restriccion o defosforilaciones, se utilizé el kit Wizard PCR Preps DNA Purification
Systems (Promega Corp). La muestra de DNA se sometié a electroforesis en un gel de
agarosa de bajo punto de fusién. Se corté el trozo de gel que contenia la banda de DNA a
purificar, y se fundieron a 65°C en un tubo eppendorf. Se agrego la resina y se purifico
por cromatografia en mini-columnas como lo especifican los fabricantes. El DNA se eluy6
con TE (pH 7,4) o agua.

2. TRANSFORMACION DE E. col.

2.1. Preparacion de células electrocompetentes.

Un preindculo de las bacterias receptora se incubaron toda la noche a 37°C en medio LB
con agitacion. Al dia siguiente se inocularon 500 ml de LB al 1% con las células del
preinéculo y se incubaron a 37°C con agitacion hasta que el cultivo alcanzé una DO de
0,8 a 550 nm. Se dejo el cultivo en hielo 15 min y se centrifugd a 4000g en centrifuga
Sorvall, por 10 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante y se lavaron las células dos veces
en 500 ml de agua destilada, estéril y fria, centrifugando cada vez a 4000 por g 10 min a
4°C. Las células se resuspendieron en un total de 2 ml de glicerol al 10% y se
conservaron a -80°C.

2.2. Electroporacion.
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Las electroporaciones se realizaron en un equipo Cell-Porator (Gibco BRL Life
Technologies, INC), aplicando un pulso 2400 Volts.

Se utilizaban 20 ml de células electrocompetentes por cada ensayo de
electroporacion, las que se colocaban en tubos eppendorf de 500 ul, se agregaba 1 ml de
muestra de DNA para dar 50 pg/ml. Esta mezcla era depositada entre los electrodos de la
cubeta para realizar la electroporacion. Las cubetas eran colocadas en la camara de
electroporacion enfriada previamente. Luego de aplicar el pulso eléctrico, se transferian
las muestras de cada cubeta en forma estéril a un tubo de cultivo que contenia 1 ml de
medio SOC y se incubaban por 1 h a 37°C. Luego de este periodo de recuperacion,
50-200 ml de células se sembraron en placas de pettri con LB-agar en presencia de
antibidtico y se incubaban toda la noche a la temperatura deseada.

3. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion de amplificacion se realizaba en un volumen de 25 ml. La mezcla de reaccién
contenia tampoén Tris-HCI 54 mM (pH 9,1), (NH ) SO4 18 mM, MgCl, 1,6 mM, dATP,
dTTP, dGTP, dCTP 0,2 mM cada uno y 63 U de la enzima Elongasa. Los
oligonucledtidos se utilizaron siempre en concentracion 1 pmol/ml y sus secuencias se
muestran en la Tabla Il. Se agregaban 2 gotas de aceite mineral para evitar la
evaporacion. Las reacciones se realizaron en un termociclador Mjresearch PTC 100. Los
productos generados se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa.

Para el clonamiento de los productos de PCR,realizados con Elongasa, en el vector
pGEM-T, se les agregaba un nucleétidos de adenina en el extremo 3' de los amplificados
mediante la Taqg DNA polimerasa. Este método se basa en que la Taqg DNA polimerasa
luego de amplificar un DNA molde, normalmente agrega en el extremo 3' un nucleétido
extra, que generalmente es A. La reaccion se realizé en 100 ml bajo las siguientes
condiciones: TrisHCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM, MgCl, 3 mM, dATP 1 mM, 1U de Taq
DNA polimerasa y una cantidad de DNA mayor a 500 ng. Se incub6 2 h a 72°C y el DNA
se purificd desde geles de agarosa.

Para la amplificacién del gen trpS de At. ferrooxidans se utilizé el siguiente programa:
dos ciclos de 2 min a 94°C, 1 min a 40°C y 1 min a 68°C; 30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a
53°C y 30 s a 68°C; y 10 min finales a 68°C. Para la amplificacion del gen trpS de E. coli
se utilizé el siguiente programa: dos ciclos de 2 min a 94°C, 1 min a 40°C y 1 min a 68°C,
30 ciclos de 30 s a 94°C, 30 s a 53°C y 30 s a 68°C; y 10 min finales a 68°C.

4. Delecién de gen trpS de At. ferrooxidans.

La generacion de la delecién en el gen trpS de At. ferrooxidans se realizé por PCR por la
adaptacion de la metdédica del “megapartidor” para la generacién de mutaciones sitio
dirigidas, como se describe en la literatura (Aiyar y cols., 1993; Higuchi, 1992) y se
esquematiza en la Figurai3.

Se disenaron dos partidores para PCR, uno en cada extremo del gen, denominados
WSTF1 y WSTF2 y los oligonucleétidos mutagénicos, dos para la delecién (uno en cada
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orientacion) denominados WSTF3 y WSTF4 (Tabla Il).

En una primera ronda de PCR se construyeron dos amplificados de las regiones
aledanas al PC2 del gen trpS de At. ferrooxidans. El primer amplificado se generé con los
partidores WSTF1 y WSTF3 y el segundo con los partidores WSTF4 y WSTF2. Los
partidores WSTF3 WSTF4 contienen en sus extremos 5’ una secuencia de 16 bases que
son complementarias entre ambos partidores. De esta manera los amplificados 1y 2 se
aparean por esta regiébn de 16 bases funcionando como partidores. En ambas
amplificaciones se utilizé el siguiente programa: 1 ciclo de 2 min a 94°C; 30 ciclos de 30 s
a 94°C, 30 s a 50°C y 1 min a 68°C; y un ciclo de 10 min a 68°C. Los megapartidores se
purificaron por geles de agarosa para eliminar completamente el DNA molde y evitar la
interferencia en las amplificacion posteriores. Se gener6é el hibrido entre los dos
megapartidores utilizando cantidades molares equivalentes y se extendié sus extremos 3’
usando Elongasa (Fig. 3). De esta manera se gener6 el gen con la delecién.
Posteriormente el gen delecionado fue amplificado utilizando los dos partidores externos
WSTF1y WSTF2.

Figura 3. Estrategia de delecion del gen trpS de At. ferrooxidans. En el esquema se
muestra el gen trpS de At. ferrooxidans clonado en el vector pGX2T y los pasos para la
delecién de este gen. La caja verde sefala la region codificante para el PC2, las cajas
roja y celeste sefialan las regiones de gen {rpS aledafias al PC2, la caja en amarillo se
sefala la regién codificante para la GST. WSTF1 y WSTF2 son los partidores externos,
WSTF3 y WSTF4 son los partidores mutagénicos. Con la letra E se sefiala el sitio de
reconocimiento de la enzima EcoRIl. PCR 1 y PCR 2, son las amplificaciones de las
regiones aledanas al PC2. A estos amplificados se los denominé megapartidores 1 y 2.
PCR 3 es la amplificacion del gen delecionado producido por el apareamiento de los
megapartidores 1y 2 y la posterior extensidén de sus extremos 3'. La caja de color morado
sefala el gen trpS delecionado.
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5. Secuenciacién del gen trpS.

La secuenciacion del gen trpS de At. ferrooxidans se realizd en el centro de Analisis y

Biosintesis de Biomoléculas (Universidad de Chile). Para esta secuencacion se utilizaron
los partidores WSTF1 y WSTF2.

6. Sobreexpresion y purificacion de la TrpRS de At. ferrooxidans.

6.1. Induccion de la expresion de la proteina de fusién GST-TrpRS

Para verificar que la cepa de E. coli JM105 transformada con los plasmidios
recombinantes expresaban la proteina de fusion GST-TrpRS, se inocularon 2 ml de LBA
con 200 ml de un preinéculo y se incubaban 3 h a 37°C. Para inducir la expresion de la
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proteina de fusion se adicion6 IPTG 0,1 mM final y se incub6é nuevamente 3 h a 37°C. Se
centrifugaron las células y se resuspendieron en 200 ml de tampén de carga para la
electroforesis en geles de poliacrilamida. Las muestras se calentaron por 10 min a
90-100°C, se centrifugaron unos segundos y se sembraron entre 3 y 5 ml del
sobrenadante en un gel SDS-PAGE al 10% como se describe en Sambrook y cols, 1989.
La electroforesis se realizé en una solucién de Tris-HCI 25 mM, glicina 0,25 mM, SDS
0,1% a 150 V durante 40-60 min y luego se visualizaron las proteinas en geles de
poliacrilamida al 10% por tincion con Azul de Coomassie.

Para la purificacion de las proteinas de fusién GST-TrpRS se cultivé un preinéculo de
la cepa de E. coli transformada con el plasmidio recombinante del mismo modo sefalado
anteriormente y con éste se inocularon entre 200 y 2000 ml de LB-amp al 2-5 % segun la
cantidad de enzima a purificar. Se cultivaron a 25°C con agitacién hasta alcanzar la fase
logaritmica (D'O'§ 0nm20,8-1,0). Se adiciond6 IPTG a una concentracion final de 0,1 mM
y se incubd a 25 8 por 2,5 h o0 mas. Se centrifugaron las células a 5000g por 10 min a
4°C. Se lavaron tres veces con una soluciéon de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) frio y se
guardaron a —20°C.

6.2. Purificacion de GST-TrpRS.

Las células inducidas con IPTG se resuspendieron en 30 ml de una solucion de lisis
(Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 2 mM, b-mercaptoetanol 20 mM, Tritén X-100 0,1 % v/v)
y se agregaron inhibidores de proteasas (PMSF 2 mM, aprotinina 0,1 %, peptatina A 2
mg/ml, leupeptina 2 mg/ml) y lisozima (100 mg/ml). Se incubd 30-45 min en hielo y se
sonicd con 5 pulsos de 30 s c/u a 50 watt alternando cada pulso con un min. de
incubacién en hielo. Este extracto total de proteinas se centrifugd a 12000g por 10 min a
4°C para separar la porcién soluble y los cuerpos de inclusion. Se aplico el sobrenadante
en una columna de glutation agarosa previamente equilibrada con solucién de lisis y
luego se lavo con 10 volumenes de esta misma solucion. Se equilibré con 5 volumenes
de una solucién Tris-HCI 50 mM (pH 8,0) y NaCl 150 mM. La proteina de fusion
GST-TrpRS se eluy6 con glutation reducido 20 mM en Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150
mM. Las fracciones colectadas se analizaron por electroforesis en geles SDS-PAGE. Las
fracciones que poseian mayor cantidad de proteina de fusion se juntaron, se cuantificaron
por la metédica de Bradford y se guardaron a —20°C en una solucion de almacenamiento
(glicerol 45%, Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM).

7. Ensayos de complementacion.

Se analizé la capacidad de los productos del gen trpS de At. ferrooxidans silvestre y
delecionado de complementar la mutacién termosensible en el gen {rpS de la cepa
trps42c de E.coli.

La cepa mutante se transformd con los plasmidios pGWSAf-1 y pGWSd65 que
contienen el gen trpS con la delecion de 65 aminoacidos. Como controles positivos y
negativos de complementacion se utilizaron los plasmidios pTRS (contiene el gen {rpS
nativo de E. coli) y con el vector pGEX2T respectivamente. Se seleccionaron colonias de
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bacterias transformadas con los distintos plasmidios por cultivo en placas de LB- agar
suplementado con ampicilina e incubadas a 30°C durante toda la noche.

Con las colonias seleccionadas se inoculd 1 ml de LB/amp y se cultivaron toda la
noche a 30°C. Estos preindculos se utilizaron para inocular 10 ml de medio LB/amp
dejandolos a una D.O.6 on de aproximadamente 0,1. Los cultivos se incubaron a 40°C
con agitacion y se ana?lzé Tg proliferacién bacteriana por medicién de la D.O.

; 600 nm
cada 30 min durante 6 a 9 h.

8. Actividad in vitro de la triptofanil tRNA sintetasa.

8.2. Activacion del aminoacido.

Se realiz6 este ensayo por el método de intercambio de pirofosfato como se describe en
Calendar y cols., 1966 que se basa en la capacidad de analizar la primera etapa de la
reaccion que catalizan las aaRS, es decir, la formacién del aminoaciladenilato
independiente de la union al tRNA.

Se incubaron 0,1 a 10 mg de la enzima a analizar (silvestre o mutante) a 37°C en
Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), KCI 30 mM, MgCI2 10mM, KF 2 mM, ATP, friptofano (o el
analogo de triptofano 5-fluor-triptofano) en concentraciones variables y [~ P] pirofosfato
(actividad especifica 1 mCi/pmol), 1 mM final. A diferentes tiempos se tomaron alicuotas
de 40 ml y se agregaron a un tubo que poseia 200 ml de solucién 0.4 M NaPPi, 15% v/v
acido perclorico, 1% w/v carbon activado. Sobre esta mezcla se agregaba
aproximadamente 2 ml de agua destilada y se agité vigorosamente en vortex. Una vez
tomadas todas las alicuotas se procedié a filtrar en filtro de fibra de vidrio(Whatman)
aplicando presion muy suave. Se lavaron los filtros con 20 ml de H,O destilada y luego
con 7 ml de etanol. Se secaron a 65°C por 15 min y se cuantificé la radiactividad en un
contador de centelleo liquido Delta 300.

Para la determinacion de Km de la enzima se utilizaron concentraciones variables de
triptofano y de ATP. Los parametros cinéticos se obtuvieron ajustando los datos
experimentales a la Ecuacion de Michaelis-Menten y analizando la regresién no lineal de
esta ecuacion tedrica usando el software Kaleida Graph 3.0.4. (Abelbeck Software).

8.3. Aminoacilacion de tRNA.

Se m'Lfiié la capacidad de la TrpRS silvestre y delecionada de aminoacilar con triptofano el
tRNA "' P de At. ferrooxidans sobreexpresado en E .coli.

La reaccion se llevé a cabo en un tampérbque contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,0),
MgCl, 10 mM, ATP 10 mM, DTT 5 mM, [ H] triptofano (actividad especifica 100
mCi/mmol) 100 mM y tRNA P de At. ferrooxidans entre 0,5 a 40 mM. Se preincubd por un
min a 37°C, y se agrego entre 0,1-10 mg de la enzima TrpRS silvestre o delecionada.

A diferentes tiempos se tomaron 40 ml de solucion de reaccion, se depositaron en un
filtro de papel (Whatman 3MM, 2,4 cm de diametro) previamente saturado con triptofano
0,5 mM y se introdujo en TCA al 5 % frio para detener la reaccion. Se lavaron con TCA
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frio por 30 min, se lavaron con etanol 100%, se secaron 15 min a 65°C y se suspendieron
en 3 ml de una solucién de centelleo que contenia 3.92 g/l de PPO y 0.08 g/l de POPOP
disueltos en tolueno.

La radiactividad de los filtros se cuantificd6 en un contador de centelleo Delta 300
Liquid Scintillator Counter (Searle Analytical Inc.).

9. Titulacion de sitio activo.

Este ensayo se basa en la formacion de un complejo entre el intermediario Trp-AMP vy la
enzima en cantidades estequiométricas (Trp-AMP-Enzima). Se desplaza la reaccion
hacia la formacién del intermediario al agregar la enzima pirofosfatasa. Se cuantifican los
picomoles de triptofanil-AMP formado, los que corresponden estequiométricamente a la
cantidad de enzima activa (Wilkinson y cols., 1983).

La reaccion se llevo a cabo en un tampén qge contenia Tris-HCI 50 mM (pH 8,0),
MgCl, 10 mM, ATP 2 mM, NaCl 150 mM, ["H] triptofano 0,169 mM y 1 U de
pirofosfatasa. Se preincubd 1 min a 37°C y se agreg6 la enzima en cantidad final mayor
que 10 mg. Se tomaron alicuotas de 40 mL a los 1, 5, 10 y 15 min y se depositaron
rapidamente en un filtro de nitrocelulosa (schleicher & schuell, BA 85, 0,45 mm.)
pre-humedecido con solucion de lavado (Tris-HCI 10 mM (pH 8,0), MgCI2 2mM y NaCl 30
mM). Se lavo con 5iml de esta misma solucién por 2 veces aplicando presién suave.
Luego los filtros se depositaron en los viales para el conteo de radiactividad y se secaron
por 30 min a 65°C. Se cuantificé la radiactividad con liquido de centelleo, en un contador
Delta 300 Liquid Scintillator Counter (Searle Analytical Inc.)

10. Modelaje de la TrpRS de At. ferrooxidans.

10.1. Programas computacionales.

Los programas utilizados fueron;
1) Insight 1l / Homology, version 2.3.0 de diciembre de 1993 de Biosym Technologies.
2) HiperChem 6.03 de Hypercube Inc
3) Kaleida Graph
4) Psi Blast.
5) Procheck
6) TOP. ( http://bicinfo1.mbfys.In.se/TOP/ )

10.2. Obtencion de las estructuras de referencias.

Para el modelaje de la TrpRSd65 de At ferrooxidansse utilizd como referencia la
estructura tridimensional de la TrpRS B. stearothermophilus libre de ligando obtenida por
cristalografia de rayos X, con una resolucion de 2,9 A (llyin y cols., 2000). Obtenida desde
las bases de datos de “Protein Data Bank” (cédigo 1D2R) y se trabajé con la subunidad
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A.

10.3. Modelaje manual de estructuras.

Para modelar la TrpRSd65 se utilizo el programa Insight 1l / Homology y se emple6 una
estrategia de modelaje manual. Esta estrategia consiste en asignar a los atomos de cada
residuo de la proteina a modelar las coordenadas de los atomos de los residuos de la
proteina de referencia.

Para la asiganacion de coordenadas, se realizd un alineamiento de la secuencia de
aminoacidos entre la TrpRS de B. stearothermophilus y la TrpRSd65 de At. ferrooxidans,
en el que se definieron dos tipos de regiones, 1) "regiones conservadas", que
corresponde a las regiones que no presentan problemas para ser alineadas y 2)
"regiones variables", las que corresponde a las regiones que no fueron posible de alinear
por la presencia de "inserciones o deleciones" en la secuencias.

A los residuos de las regiones conservadas se les asignd directamente las
coordenadas atomicas de los residuos equivalentes de la TrpRS de B.
stearothermophilus, segun el alineamiento. Sin embargo, para la asignacion de
coordenadas atdmicas de las regiones variables, el programa Insight 1l / Homology
propone distintas estructuras del tipo vuelta obtenidas desde las bases de datos "Protein
Data Bank". De las estructuras propuestas se eligio la que presentd la menor desviaciéon
estructural con relacién a la region variable de la estructura de referencia. Luego se
asigno las coordenadas atomicas de cada estructura elegida a las correspondientes
regiones variables de la TrpRSd65.

10.4. Optimizacion de la geometria del modelo.

Se realizé la optimizacion de la geometria estructural del modelo de la TrpRS de At
ferrooxidans. Esta optimizacion consiste en acomodar las distancias entre los atomos que
forman un enlace y el angulos que forman y las distancias entre dtomos que establecen
interacciones del tipo electrostaticas a sus valores de menor energia potencial. En cada
paso de optimizacién se selecciona la estructura que genera la menor deformacién con
respecto a la estructura inicial, la que se utiliza para el paso siguiente.

Para la optimizacion se utilizé el programa "Hiper Chem 6.03". El programa calcula la
energia potencial de la estructura inicial, este calculo se realiza por la construccién del
modelo asistida con refinamiento de energia, AMBER (Asisted Model Building with
Energy Refinement). Se utilizé un campo de fuerza dieléctrico constante y para los
célculos de energia potencial se utilizé de algoritmo minimizacién de gradiente conjugado
"Polak-Ribiere". El proceso de optimizacion se detenia al cumplirse la cantidad de ciclos
predeterminadas o por la convergencia a un gradiente de energia de 0,1 Kcal / mol A.

La optimizacion del modelo se realizé en dos etapas; en la primera se optimizé solo
los enlaces correspondientes a la cadena principal de la proteina y luego en la segunda
se optimizé la molécula completa.

Se cred un archivo de salida de datos (formato log) en el cual se registraron la
energia potencial y su gradiente energético en cada ciclo de optimizacion. Estos datos
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fueron graficados, para determinar en que rango de ciclos se alcanzan menores valores
de energia y gradiente.

10.5. Evaluacion del modelo TrpRSd65.

10.5.1. Variacion estructural entre la TrpRS de B.stearotermophilus y la
TrpRSd65.

Para comparar ambas estructuras se realizo la sobreposicién espacial de estas. Se utilizd
el programa Insight Il / Homology o HyperChem 6.03 y se sobrepusieron sélo las regiones
correspondientes a las cajas conservadas resultante del alineamiento de secuencias de
aminoacidos.

Con esta sobreposicion se determind la variacion en la posicion de los atomos de
ambas estructuras. Esta variacion se expresé por la desviacion de la raiz de los
cuadrados medios (root mean square deviation, RMSD) de los atomos de la cadena
principal de ambas cadenas peptidicas. La RMSD se calcula segun la siguiente equacion:

l"I

EMED = o

J BN -ER P (YA YR 2 2R

donde N, es numero de atomos de la cadena principal (no se considero los atomos
de las cadenas laterales); A y B, son las moléculas sobrepuestas; i y j, son los atomos
comparados de las moléculas A y B; XY y Z, son las coordenadas espaciales de los
atomos iy j.

10.5.2. Analisis de la geometria de la estructura del modelo.

Para evaluar la geometria del modelo optimizado, se utiliz6 programa PROCHECK. Este
programa permite evaluar la estequiometria de los enlaces del modelo.

El programa compara los angulos dihedros phi y psi de cada residuo del modelo con
los diagramas de Ramachandran tipicos para cada residuo. De acuerdo a la posicion de
cada residuo del modelo en el diagrama de Ramachandran, estos son clasificados segun
su factibilidad para formar estructuras secundarias en regiones; a) favorables, b)
adicionalmente permitidas c) generosamente permitidas o d) regiones no permitidas. El
programa entrega el porcentaje de residuos presente en cada una de estas regiones.

El programa ademas determina la longitud y angulos de enlaces y la desviacion de
los angulos que forman los planos de algunos grupos, y los compara con los valores de
referencia. De acuerdo a estos valores, se entrega el porcentaje de residuos del modelo
que se encuentran fuera de los rangos tipicos.

10.5.3- Comparacion de la distribucién de las estructuras secundarias entre
el modelo vy la estructura de referencia.

Este andlisis fue realizado con el programa TOP. Este programa realiza una
sobreposicion espacial de ambas estructuras. Sobre la base de esta sobreposicion se
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seleccionan los elementos de estructura secundaria hélices a y hoja b. De estos
elementos se comparan sus angulos de desviacion y sus distancias de separacion,
ademas se calcula la RMSD para cada par estructura comparada.

10.5.4. Analisis de residuos funcionales del modelo TrpRSd65.

Para evaluar si la estructura modelo tiene una conformacion similar a una enzima
funcional, se midié las distancias de separacion entre residuos de la TrpRS de B.
stearothermophilus que estan involucrados directamente en la interaccion con el
intermediario triptofanil-AMP y se compard con las distancias de separacion de los
residuos equivalentes en la estructura del modelo TrpRSd65. Estas distancias fueron
determinadas con el programa HyperChem version 3.06 y se midié las separacién entre
los carbonos a de los residuos elegidos para cada estructura.
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1. Identificacion del gen de la TrpRS de At.
ferrooxidans.

La secuencia del gen trpS que codifica para la TrpRS de At. ferrooxidans se identifico en
la base de datos computacionales “The Institute for Genetic Research” ( www.tigr.org )
que contiene la secuencia del genoma de Atf. ferrooxidansATCC 23270. Para la
identificacion del gen trpS se utilizé el programa WU-BLAST 2.0, con el cual se realiz6 la
busqueda de secuencias de DNA cuyos marcos de lectura codificaban secuencias de
aminoacidos similares a la secuencia de la TrpRSde E. coli. De esta busqueda se
identificd una secuencia de DNA que codifica para una proteina de 403 aminoacidos.

La secuencia de aminoacidos deducida se compard con varias TrpRS mediante un
alineamiento multiple utilizando el programa Clustal W (Fig. 4). En este alineamiento se
observdé que la TrpRS de At ferrooxidans tiene las secuencias HLGH y KMSKS
caracteristicas de las aaRS de clase |I. Ademas se encontré la mayoria de los residuos
que estan involucrados en la interaccion con el intermediario triptofanil-AMP descritos por
Doublié y cols., 1995 para la TrpRS de B. stearothermophilus, 1o cual indica que la
secuencia de aminoacidos deducida probablemente corresponde a la secuencia de la
TrpRS de At. ferrooxidans.
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Un aspecto particular de la TrpRS de At. ferrooxidans observado a partir del
alineamiento, fue la presencia de un segmento de 70 aminoacidos ubicado entre los
residuos 171y 241, el que no esta presente en la mayoria de las TrpRS conocidas.Al
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Figura 4. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de TrpRS. Las secciones en azul
corresponden a los posibles PC2 de las TrpRS, los residuos en verde corresponden a las
secuencias senales HIGH y KMSKS, en rojo se destacan los residuos descritos en la
TrpRS de B.stearothermophilus que interaccionan con el intermediario triptofanil-AMP
(Doublié y cols. 1995). Aferro, Acidithiobacillus ferrooxidans; Tmarit, Thermotoga maritima;
Bstear, Bacillus stearothermophilus; Ecoli, Escherichia coli; Tvolcani, Thermoplasma
volcanium; Tacidoph Thermoplasma acidophilum; Mtherm, Methanothermobacter
thermoautotrophicus, Mjanna, Methanococcus jannashii; Afulgid, Archaeglobus fulgidans;
Halobac.sp, Halobacterium sp.

comparar la secuencia de la rpRS de A. ferrooxidans con la secuencia TrpRS de B. i
stearothermophilus, se observé que este segmento se ubica a continuacion de la hoja b
plegada D (ver Fig. 1a). La comparacion de las secuencias de las aaRS de clase |

30 Zufiga Olate, Roberto Aquiles



RESULTADOS

realizada por Hou y cols., 1991 sefala que en esta posicion se localiza el segundo
péptido conector o PC2 (ver Fig 1 y 2), por lo cual, es posible que el segmento de 70
aminoacidos descrito en la TrpRS de At ferrooxidans corresponda a este péptido
conector.

La secuencia de la TrpRS de At ferrooxidans tiene un 36% de identidad de
aminoacidos, la que aumenta a un 52% de similitud funcional con la TrpRS de Aquifex
aeolicus. Si en la comparacion de secuencias se omite el segmento correspondiente al
posible CP2 de la TrpRS de At. ferrooxidans los valores aumentan a 50% de identidad y
70% de similitud.

Si bien no se encontr6 un PC2 de similares caracteristicas en otras TrpRS de
bacterias, se observo la presencia de un segmento similar al PC2 en la TrpRS de cuatro
arqueas (Fig. 4). Estos PC2 estan localizados en la misma posicién que el PC2 de la
TrpRS de At. ferrooxidans, aunque su tamafio es variable. Debe destacarse que la
presencia de estos posibles PC2 no es comun a todas las TrpRS de arqueas y los
ejemplos encontrados se restringen al subdominio de las Euriarchaeotas.

2. Estudio de la funcionalidad del PC2 en la TrpRS de
At. ferrooxidans.

Para estudiar la posible funcién del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans, se cloné el gen
de la trpS de At. ferrooxidans y se realizé la deleciéon del segmento que codifica para el
PC2.

Se clon6é ademas el gen trpS de E. coli para utilizar la TrpRS de este organismo
como control experimental en los ensayos de actividad y de complementacion de la
mutante trp42c.

2.1. Clonamiento de los genes trpS de At. ferrooxidans y de E. coli.

Para el clonamiento se amplificaron por PCR los DNA codificantes para las trpS de At. i
ferrooxidans y E. coli, utilizando como molde sus DNA gendmicos. Los partidores
utilizados para la amplificacion se disefaron a partir de las secuencias de DNA
disponibles en las bases de datos computacionales. Los productos de amplificacion
fueron de aproximadamente 1200 y 1000 pb para el gen irpS de At. ferrooxidans y de E.
coli respectivamente (Fig. 5). Los productos de amplificacién se clonaron en el vector
pGEM-T, generando los plasmidios pWSAf-1 y pWSEc-1 para los genes trpS de At.
ferrooxidans y E. i coli respectivamente. La identidad del gen trpS de At. i ferrooxidans se
comprobd por la secuenciacion del inserto que contiene el gen en el plasmidio pWSAf-1.
Los genes trpS de At ferrooxidans y E. coli se clonaron en el sitio EcoRI del vector
pGEX-2T, generando los plasmidios pGWSAf-1 y pGWSEc-2.
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Figura 5. Amplificacién de los gene trpS de At. ferrooxidans y E.coli. Los productos de
amplificacion se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 1%, en presencia de
bromuro de etidio. (a. carril 1) trpS de At. ferrooxidans, (b. carril 2) trpS de E.coli y (M)
marcador de tamafio molecular.

2.3. Delecién del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans.

Para estudiar la posible funcionalidad del CP2 de la TrpRS de At. ferrooxidans, se realizé
la delecién de la region del gen trpS de At. ferrooxidans que codifica desde los residuos
176 al 241, con lo cual se elimind 65 de los 70 aminoacidos que forman parte del PC2. La
metodica utilizada se describe en Materiales y Métodos (Fig. 3). Se amplificé por
separado las regiones del gen trpS que son aledanas a la region que codifica para el
posible PC2, generando los megapartidores 1y 2 (Fig.i6 carriles 1 y 2). Al mezclar ambos
productos de amplificacién, una fraccion de los megapartidores forman un hibrido por el
apareamiento producido entre los ultimos 16 pb del extremos 3' del megapartidos 1 y los
primeros 16 pb del extremo 5' del el megapartidor 2. Luego se sintetizdé las hebras
complementarias de las regiones no apareadas desde los extremos 3’ del hibrido
utilizando Elongasa, obteniendo el gen delecionado. Por ultimo este producto fue
amplificado por PCR utilizando los partidores externos WSTF1 y WSTF2 (Fig. 6 carril 3).
El producto de amplificacién obtenido fue subclonado en el vector pGEX-2T siguiendo la
misma estrategia utilizada para el gen irpS silvestre, generando de esta manera el
plasmidio pGWSd65.

32 Zufiga Olate, Roberto Aquiles



RESULTADOS

2.4. Expresion en E. coli y purificacion de la TrpRS de At.
ferrooxidans.

El clonamiento de los genes trpS en el vector pGEX-2T permite generar para cada
construccion, una proteina de fusién entre la TrpRS y la Glutation S Transferasa (GST),
que se une en el extremo animo terminal de la TrpRS.

fig006.jpg

Se transformé la cepa de E. coli JM105 con los plasmidios pGWSAf-1, pGWSd6E5 y
pGWSEc-1. Estas transformantes se cultivaron en medio LB y se indujeron con IPTG
0,1imM. Se analiz6é la expresién de las TrpRS en extractos de proteinas totales por
electroforesis en geles de poliacrilamida. Con el pGWSATf-1 se sobreexpreso una proteina
de aproximadamente 72 KDa, correspondiente a la masa predicha a partir de la
secuencia del producto de fusidén entre la TrpRS de At. ferrooxidans y la GST (45 y 27
KDa respectivamente, Fig. 7a). Con los plasmidos pGWSd65 y pGWSEc-2 se obtuvo
proteinas de 60 KDa, correspondiente a los productos de fusion entre la GST (27 KDa) y
las TrpRSd65 o la TrpRS de E. coli (38 KDa) (Fig. 7b y 7c respectivamente).

Se observé que mas del 90% de las TrpRS y TrpRSd65 de Atf. ferrooxidans
sobreexpresadas en E. coli eran insolubles. En cambio, la TrpRS de E. coli es soluble (en
un 100%).

2.5. Purificacion de las enzimas.

La purificacién de las TrpRS fusionadas a la GST se realiz6é por cromatografia de afinidad
en una columna de glutatién agarosa a partir de las fracciones solubles de los extractos
celulares (Fig.i8).

Las TrpRS y TrpRSd65 de At ferrooxidans se obtuvieron a partir de cultivos
celulares incubados a 25°C. Cuando los cultivos se incubaban a mayor temperatura, junto
con la proteina de fusidbn se obtenian otras proteinas que pueden corresponder a
degradacién de las TrpRS silvestre y delecionada. Debido a las condiciones de cultivo
utilizadas, se obtuvieron bajos rendimientos de proteinas (0,028 mg por litro de cultivo
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Figura 7. Sobreexpresion de las proteinas de fusion GST-TrpRS. Electroforesis en geles
de SDS-poliacrilamida al 10%. Se muestran extractos totales de las proteinas de E. i coli
JM105 donde se sobreexpresé (a) la TrpRS de At. ferrooxidas, (b) TrpRS delecionada y
(c) la TrpRS de E. coli. Los carriles 1 son extractos de la cepa transformada con el
plasmidio pGEX2T. Los carriles 2 son los extractos de la cepa transformadas con los
genes recombinantes correspondientes y expresados como proteinas de fusion con la
GST.
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Figura 8. Purificacion de la TrpRS de At. ferrooxidan (GWSAY) . Electroforesis en geles de
SDS-poliacrilamida al 10% en la que se muestra la purificacion de la proteina GWSAf de
At. ferrooxidans por cromatografia de afinidad en una columna de glutation agarosa,
proveniente de un cultivo incubado a 25°C en ausencia de IPTG. (a) carril T, fraccion de
proteinas totales, carril S, proteinas solubles que se cargaron en la columna, carril F
fraccion de proteinas que no se retuvo en la columna de glutation agarosa. (b), 1 al 8,
fracciones de la elucion de la columna de GST- agarosa con glutation 20 mM.

para la TrpRS silvestre y de 0,024 mg por litro de cultivo para la TrpRS delecionada).
En cambio, para la TrpRS de E. coli, que se purifico a partir de cultivos de células
crecidos a 37°C, el rendimiento obtenido fue de 7,6 mg de proteina por litro de cultivo,
300 veces mayor que para las proteinas de At. ferrooxidans.

2.6. Analisis funcional de las TrpRS.
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2.6.1. Complementacion de una cepa mutante de E. coli termosensible para
el gen trpS.

Para determinar si los genes trpS silvestre y delecionado de At. ferrooxidans codifican
proteinas funcionales, se analizé la capacidad de estos genes de complementar la cepa
de E. coli trp42c, que posee una mutacion termosensible en el gen trpS. Se transformo la
cepa trp42c con los plasmidios pGWSAf-1, pGWSd65, pGTRP y pGEX-2T. Los dos
ultimos como control positivo y negativo respectivamente.

Luego de transformar las células se analizé la proliferacion a la temperatura
restrictiva. Se observé que los genes trpS silvestre y delecionado fueron capaces de
restaurar la proliferacion celular a la temperatura restrictiva, no asi el pGEX-2T usado
como control negativo (Fig. 9). Estos resultados indican que los genes trpS y trpS d 65
codifican triptofanil-tRNA sintetasas funcionales in vivo en E. coli.

1

e [1 G S EG S
—— pGYWSAT
—— GEX-2T

D.O. (600 nm)
Lo

0.01

i 1 2 C 4 5

Tiempo (hrs).

Figura 9. Complementaciéon de una cepa termosensible de E. coli con los genes de trpS de
At. ferrooxidans. En el grafico se muestra la proliferacién (densidad 6ptica v/s tiempo) a
temperatura restrictiva de la cepa trp42c transformada con los plasmidios pGWSAT,
contiene el gen trpS silvestre, el pGWSd65 el gen trpS delecionado, pGEX2T se utilizado
como control negativo.

2.6.2. Determinacion de los parametros cinéticos de las TrpRS.

2.6.2.1.Activacion del triptofano.
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Sedeterminé los valores de Kmpara triptofano y ATP para las TrpRS y TrpRSd65 de At.
ferrooxidans y para la TrpRS de E. coli. En las figuras 10 a y b se muestra como ejemplo
la determinacion de Km para triptofano de la TrpRS de At. ferrooxidans. Los resultados
obtenidos se resumen en la Tabla Ill.

En estos resultados se observé que las TrpRS y TrpRSd65 de At. ferrooxidans tienen
valores de Km para ftriptofano similares entre si. El valor de Km para ATP para la
TrpRSd65 es el doble que para la silvestre. Por otro lado, no hay diferencias significativas

en los valores de k cat de ambas enzimas.

Como no se encontro diferencias significativas en los parametros cinéticos de
activacion del triptofano entre las TrpRS silvestre y delecionada, se puede concluir que el
CP2 de la TrpRS de At. ferrooxidans no esta involucrado en la union del triptofano y la
delecién de este segmento no altera la conformacion del sitio activo.

Para la enzima TrpRS de E. coli, utilizada como control experimental, se obtuvo una
Km similar a la descrita (Sever y cols., 1996), lo cual sugiere que la GST fusionada a la
enzima no esta alterando este parametro enzimatico.

2.6.2.2. Activacion del 5-fluor-triptofano.

Con el objeto de determinar si existen diferencias en la especificidad de las TrpRS vy
TrpRSd65, se analizd la activaciéon del 5-fluor-triptofano (5-F-Trp) un analogo de triptofano
(Xu y cols., 1989).
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Figura 10. Determinacion de la Km para triptofano de la TrpRS de At. ferrooxidans. a)
curvas de progreso de la enzima TrpRS con distintas concentraciones de triptofano. b)
curva de saturacion, se muestra la curva obtenida para la determinaciéon de Km para

triptofano.
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EmTrp Kow &1 | [ L/ Km Trp
Enzima i LAy TRy [l LT e
TrpRS 1,45 124,8 245 16,9
TrpR SHS 187 152 & 134 T3
TmpRS Fe 16 &1 o 1504 an

Tabla Ill. Propiedades Cinéticas de las TrpRS para la Activacién de Triptofano. Se
muestran los valores de las constantes cinéticas de la TrpRS Af (silvestre) y TroRSd65
(delecionada) de At. ferrooxidans y TrpRS Ec de E.coli en la activacién del triptofano.

Se ha determinado que este andlogo es mas hidrofébico que el triptofano (Xu y cols.,
1989). Ademas se determind que el 5-F-Trp es activado por la TrpRS de B. subtilis con
una Km 16 veces mayor a la de triptofano y con una eficiencia catalitica 74 veces menor
que para la activacion del triptofano. Estos autores proponen que la baja eficiencia de
activacion del analogo se relaciona con la mayor hidrofobicidad con respecto al triptofano.

Se utilizé la relacién de eficiencia cataliticas entre la activacion del triptofano y del
5-F-Trp como medida de la especificidad de la enzima por el aminoacido. Se compararon
los valores obtenidos entre la TrpRS y la TrpRSd65 de At. ferrooxidans, los que se
resumen en la Tabla IV.

De los resultados obtenidos se observa que las Km de las TrpRS y TrpRSd65 para el
5-F-Trp son similares, al igual que las k cat’ para la activacion de este analogo. Estos
resultados indican que la relacién entre Eias eficiencias cataliticas de activacion del
triptofano y del analogo son similares entre las TrpRS y TrpRSd65.

De estos resultados se concluye que el PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans no esta
participando en la discriminacién entre el triptofano y el analogo. Ademas sugieren que el
PC2 no esta involucrado en la formacién del sitio activo.
2.6.2.3. Aminoacilacién del tRNAt—rQL
Para las determinaciones de Km para tRNAtrp de las TrpRS y TrpRSd65 de At i

ferrooxidans, se utilizd6 como SLtIrStl'atO una preparacion de tRNA total de E. coli, en que se
habia sobreexpresado el tRNA P de At. ferrooxidans. La concentracion del
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Towm =~ -TT‘E"I -IE.HI -'Irq-u i I‘:J“ ::F jf_i' Eﬂ F En =If
Erizimma (et (LI Ko/ Km 2F Tp
AT, Le-l
TrpRS AfF ey T 65 S 19,51
TiyBSELS 1217 T T &, 01
TepRN & | cuni 263 03 4

Tabla IV. Propiedades Cinéticas de las TrpRS para la Activacién del 5-fluoro-triptofano. Se
muestran los valores de las constantes cinéticas de la TrpRS Af (silvestre) y TroRSd65
(delecionada) de At. ferrooxidasn y TrpRS Ec de E.coli en la activacion del analogo
5-fluoro-triptofano (5F-Trp). Se determiné las Km para triptofano, la constante catalitica
(kcat). Se calcul¢ la eficiencia catalitica (k _,/ Km ) para la activacién del analogo y se
comparoé y se compard con la eficiencia ca?g itica para la activacion del triptofano por el

cuociente entre ambas eficiencias cataliticas (ultima columna).

tRNAtrp en el extracto era de 1,8 mM, determinada por la cuantificacion de

triptofanil-tRNA P radiactivo formado en una reaccién de aminoacilacion (al utilizar [ H]
Trp), en concentraciones limitantes de tRNA P y saturantes de ftriptofano. Los valores
obtenidos se resumen en la Tabla V.

De estos resultados se observa que la Km para tRNAtrp de la TrpRSd65 es siete
veces mayor que la determinada para la TrpRS de At. ferrooxidans, sint mbargo, no se
encontré diferencias en las k cat Para la aminoacilacién del tRNA™" entre ambas
enzimas.

e
p

De estos resultados se conctI#J e que el PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans esta
involucrado en la union del tRNA"" a la enzima, sin embargo, no esta involucrado en la

catalisis de la reaccidon de aminoacilacion del tRNA p_

3. Modelaje de la TrpRSd65 de At. ferrooxidans.

Para este modelaje se utilizé la secuencia de la TrpRSd65 y se utilizé como referencia la
estructura de la TrpRS de B. stearothermophilus, determinada por cristalografia de rayos
X con una resolucién de 2,9 A (llyin y cols., 2000). Se utilizé una estrategia de modelaje
manual y se trabajé con el programa Insight Il / Homology.
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3.1. Alineamiento de secuencias y asignacion de coordenadas
atomicas.

Del alineamiento de secuencias de la TrpRSd65 y la TrpRS de B. i stearothermophilus se
observd que estas enzimas tienen un 50% de identidad de aminoacidos y un 70%
similitud de aminoacidos funcionalmente conservados. Sobre la base de este
alineamiento se definieron nueve regiones conservadas y ocho regiones

Km (R A 1{“‘! ]-'i-(u'l _." E_III. IEI'JAT[P
Enzuna - 5 g e
TrpHSNAF C.31 517 m 2
TopHESahA b 222
TrpEs Fe Un: 15,9 224

Tabla V. Propiedades cinéticas de las TrpRS para la aminoacilacion del tRNAtrp . Se
muestran los valores de las constantes cinéticas para la TrpRS Af (silvestre) y TrpRSiir65
(delecionada) de At. ferrooxidasn y TrpRSEc de E.coli en la aminoacilacion del tRNA P

variables, las cuales se muestran en la Fig. 11. A las regiones conservadas de la
TrpRSd65 se les asigno las coordenadas atémicas de la estructura de la TrpRS de B.
stearothermophilus. A las regiones variables se les asigno las coordenadas atomicas de
estructuras tipo vuelta presentes en las bases de datos de estructura, segun lo descrito
en Materiales y Métodos.

3.2. Optimizacion de la geometria del modelo para la TrpRSd65.

Antes de comenzar la optimizacién del model<1'>1de la TrpRSd65, se calculd que el modelo
tenia unf’:loenergia potencial inicial de 1,0 x 10 kcal/mol A y una gradiente energética de
2,8 x10 . En el proceso de optimizacién de la enzima se realizaron 15 ciclos para los
enlaces de la cadena principal y se prosiguié con 60 ciclos para la estructura completa,
segun los parametros indicados en Materiales y Métodos. Luego de la optimizacion se
llegé una energia potencial de 323 kcal/mol A y una gradiente de 3,6. La estructura
obtenida luego de la optimizaciéon se muestra en la figura 12.

3.3. Evaluacion del modelo TrpRSd65.
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Para determinar la validez del modelo estructural de la TrpRSd65 se realizaron diversos
analisis de la estructura obtenida.

3.3.1. Desviacion estructural del modelo con respecto a la estructura de
referencia.

La RMSD del modelo TrpRSd65 luego de la optimizacion con respecto a la estructura de
la TrpRS de B. stearothermophilus fue de 0,517 A. Esto indica que la estructura del
modelo optimizado tiene una estructura similar a la TrpRS de referencia.

1D BRE_1vaMEP TG HLGHY A LEN I LEL QR AR YA L WMHA " " THY
Ll

DR _1: JHKTIFSSIQP SET LTI T Il LROFWEL OHEVITCYE 7 IVE CHA T 7T

Dz R_Jl. H E‘D]"HE LD oM - INLAARYVLAVWCIDDTOATLE T3 EVT AHA QL B TIML CC TWY
TFD TIo:TaVAVHDLLIEWLAYGY T PDELAVLF IO3HVFEHAELALLLGAL TR
| 2

D2k A: IFELEERMTOI] I-IE———KC1£RAA.U.EAG'_.LTYPPL}ILEDILL?I‘-.'TDI‘.FPT.’GE

TF N = TAVLEFRYPTHEDOOSENRERILLTRGYLGYPT.LHTATDTI YT A HE TP L
5.2 L

DER_ A DJKQEIELTRILAERINERYG-——EJF TIFEARJFEV AR INSLVIHIK

TE D r DOVARELETSRELARATNERNYCRDADE QLEEPOAL LN TA——MNEFNPZ D Q-

73 ¥ A o5 s

TF D MaEEYCONT CLREADEVYLREREIATHI TD D ADVARTD . T EAC W
o 7§ 7 77

=

DZR_i: HM3EZDPNF Kl‘fﬁTLLDDﬂKTIERKI L5LIVTDIEGTIRYD ;jE ﬁ.——}iPGIS

D2R_a: MLLNIYST.SGCaIZELEROYEGREGY GVFEADLACWWIETLEPIDZRYHH
TFD + ALHOWNYSFrETCANTENGCTTAS TG L DCECOPVIEAVLAEQAFTRIRAEY

(T

NAR_a: WMESHE-TORVTDESAREAN IV LAEMIREVEQAWGT R
TFD - WMRARRCQUIEJAHAGLQRLERORELAOT L EEWVELLMT ATIET he

TE 09

Figura 11. Alineamiento de secuencia de aminoacidos de las TrpRS de B.
stearothermophilus (D2R_A) y TroRSd65 de At. ferrooxidans. La figura muestra el
alineamiento de secuencias utilizado para la asignacion de coordenadas del modelo
TroRSd65. Las regiones C1 a la C9, representan las cajas conservadas; V1 a V8,
representan las regiones variables.
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Figura 12. Modelo de la estructura de la TrpRSd65. En color verde se sefialan los residuos
175y 176, que corresponden a la posicion del PC2E.

3.3.2. Evaluacion de la geometria estructural del modelo TrpRSd65.

El analisis de la estructura del modelo optimizado se realiz6 con el programa PROCHECK
y se obtuvieron los siguientes resultados:

A. Los angulos phi y psi de los residuos del modelo fueron clasificados
porcentualmente en las siguientes regiones segun su capacidad de formar estructuras
secundarias (Fig 13). El porcentage de residuos que estan en regiones favorables para la
formacién de estructuras secundarias es cercano al 90% esperado para un buen modelo.

B. Porcentage de residuos que presenta distorsiones con respecto a los valores
promedios en:

-Grupos planares 18,12%
-Angulos de enlaces 7,25%

-Longitud de enlaces 9,66%

3.3.3. Sobreposicion de estructuras secundarias.

Se evalud la similitud estructural de la estructura del modelo TrpRSd65 con respecto a la
estructura de la TrpRS de B. stearothermophilus, se comparo la desviacion espacial que
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presentan los elementos de estructura secundaria entre ambas estructuras.
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Figura 13. Diagrama de Ramachandran para el modelo de la TrpRSd65 de At.
ferrooxidans. Los puntos negros y rojos sefialan la posicion de los residuos en el
diagrama. Bajo el diagrama se sefialan los porcentajes de residuos del modelo que se
ubican en cada una de estas regiones.

Para realizar esta comparacion se utilizé el programa TOP disponible en Internet. Los
resultados obtenidos se expresan en la Tabla VI.

De la comparacién de ambas estructuras se puede destacar que la mayor diferencia
se encuentra en las estructuras hélices a 9 y 10. Estas estructuras secundarias se
encuentran entre las hojas b C y D, donde se ubica el PC1 de las TrpRS. Sin embargo

el resto de los elementos de estructura secundaria del modelo conservan
distribuciones espaciales muy similares a los de la TrpRS de B. stearothermophilus.

3.3.4. Evaluacién funcional del modelo TrpRSd65.
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Para evaluar si el modelo de la TrpRSd65 tiene una conformacion similar a una enzima
funcional, se evalud la distancia entre algunos residuos del modelo que tendrian un papel
funcional.

Para este analisis, se midié las distancias de separacién entre residuos de la TrpRS
de B. stearothermophilus que estan involucrados directamente en la interaccién con el
intermediario triptofanil-AMP y se compard con las distancias de separacién de los
residuos equivalentes en la estructura del modelo TrpRSd65. Para ello se utilizd el
programa HyperChem versién 3.06, con el que se midio las distancias entre los carbonos

a de cada par de residuos elegidos. Los residuos elegidos y las distancias
determinadas se muestran en la Tabla VII.

Las mediciones realizadas indican que los residuos analizados en la TrpRSd65
tienen distancias de separacion muy parecidas a las presentes en la TrpRS de B. i
stearothermophilus. Esto sugiere que el sitio activo del modelo tiene una
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Tabla VI. Alineamiento de estructuras secundarias del modelo de la TrpRSd65 y la TrpRS
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de B.stearothermophilus (B.st). TrpRSd65, modelo de la TrpRSd65, TrpRSB.st, TrpRS de
B.stearotermophilus; Nr.E, estructuras secundaria sobrepuestas; a, hélices a; b, sabana b,
inicio-fin, residuos inicial y final de cada par de estructuras sobrepuestas, angulo, angulo
de desviacion entre las estructuras sobrepuestas, dist, distancia de seperacion entre las
estructuras sobrepuestas, RMSD, desviacion de la raiz de los cuadrados medios de los
atomos de la cadena principal entre las estructuras sobrepuestas.

Trp Ry A rfcore thormw philus TrpHMGHE
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A 32 Aenli 2iaT Acp 137 . Hiz 1% 21,70
Le= 1258 -fan iy 240 yrldl - Hials 44,1
[ 199 _aem 17 ang Tis2M - His 18 gl

Tabla VII. Comparacion de la separacion de residuos que estan involucrados en la
interaccién con el aminoacil-AMP entre la TrpRS de B.stearothermphilus y la TrpRSd65.
En la tabla se muestran los pares de residuos y la separacion entre sus carbonos a. Los

residuos Lis 195, Met 129, Asp 132, Asn 18 y Tyr 125 de la TrpRS de B.
stearothermophilus interaccionan directamente con el intermediario triptofanil-AMP.
Mediante un alineamiento de secuencias se identificaron los residuos equivalentes en la
TrpRSd65 y se comparo la distancia de separacion de estos residuos en ambas
estructuras.

conformacion similar al de enzima de B. stearothermophilus. Por lo que la estructura
del modelo TrpRSd65 posiblemente corresponde a la estructura de la enzima activa.

4. ldentificacion de secuencias similares a los PC2 de
la TrpRS.

4.1. Secuencias homologas al PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans.

Con el objeto de predecir la estructura terciaria del PC2 de la TrpRS de At. i ferrooxidans,
se identificd estructuras de proteinas que presenten similitud de secuencia con este
segmento de la TrpRS. Para esta busqueda se utilizé el programa Psi-Blast. Este
programa esta basado en Blast 2.0, el que permite mejorar la matriz de puntuacién de los
alineamientos de secuencias luego de cada busqueda. De esta manera aumenta la
sensibilidad de la busqueda, identificando secuencias que tienen menor similitud con la
secuencia usada como molde. Se utilizé la matriz de puntuacion Blosum 45.

En una primera de busqueda, se encontré6 una secuencia homologa de 66
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aminoacidos presente en la cadena b de la deshidrogenasa E1 (deshidrogenasa de la

cadena ade acidos cetonicos) de Streptomyces coelicolor. El alineamiento tenian un

valor de expectacion (probabilidad que se parezcan por azar) de 3x10_18, una

identidad de 33% (22/66), una similitud de 54% (36/66) y un 3% de inserciones y
deleciones (2/66) (Fig. 14a). El valor de expectacion y el porcentaje de identidad entre
ambas secuencias sugieren que existe homologia entre ambas secuencias. Sin embargo,
no se conoce la estructura terciaria de esta enzima.
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Figura 14. Alineamiento del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans con deshidrogenasas. (a)
alineamientos con la Deshidrogenasa E1 de Streptomyces coelicolor. (b) alineamiento con
con la Deshidrogenasa E1 de Pseudomonas putida.

Con la nueva matriz de puntuacion se encontré similitud con una gran cantidad de
deshidrogenasas. De las proteinas encontradas se conoce la estructura tridimensional de
la deshidrogenasa E1 de Pseudomon{:rg putida (cédigo pdb 1QS0). Estas secuencias
tenian un valor de expectacion de 3x10 ~, una identidad de 23% (15/64), una similitud de
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43% (28/64) y un 3% de inserciones y deleciones (2/64) (Fig. 14b).

La estructura del segmento de la deshidrogenasa E1 que es homdlogo al PC2,
presenta dos hojas b plegadas paralelas que estan separadas por hélices a (Fig. 15).
Este par de hojas b plegadas se encuentra inserta en un dominio estructural similar al
plegamiento de Rossmann.

La similitud encontrada entre el PC2 y la deshidrogenasa E1 de S. coelicolor, sugiere
que existe homologia entre ambas enzimas. Esto podria significar que las porciones
homdlogas de ambas enzimas podrian tener conformaciones similares. Sin embargo, la
baja similitud encontrada entre el PC2 y la deshidrogenasa E1 de P. putida no es
suficientemente alta para construir un modelo confiable del PC2 de la TrpRS de At
ferrooxidans.

4.2. Similitud de los PC2 de las TrpRS de arqueas.

Al buscar secuencias homologas a los PC2 de las TrpRS de arqueas, se encontré que el
PC2 de la TrpRS de Halobacterium sp, tiene similitud con una deshidrogenasa de la
acetil-CoA de Mycobacterium tuberculosis, con un 27% de identidad y 44% de similitud.
Por lo que se podria suponer que existe homologia con el PC2 de la TrpRS de At
ferrooxidans, que también tiene similitud con una deshidrogenasa. Sin embargo, el valor
de expectacion para este alineamiento fue de 0,53, lo que indican que existe mucha
probabilidad que el parecido de ambas secuencias son producto del azar.

Figura 15. Posible estructura del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans. En la figura se
muestra la estructura del segmento de la deshidogenasa E1de S. coelicolor que es
homodlogo al PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans.
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DISCUSION

Identificaciéon de la TrpRS de At. ferrooxidans.

En este trabajo se identificdé el gen que codifica para la triptofanil tRNA sintetasa de At.
ferrooxidans. La secuencia de aminoacidos codificada por este gen es similar a las TrpRS
de bacterias, sin embargo, se diferencia en que esta enzima presenta un segmento
interno de 70 aminoacidos que no esta presente en la mayoria de las TrpRS conocidas.

Se conoce la estructura terciaria de la TrpRS de B. stearothermophilus (llyin y cols.,
2000). La comparacion de las secuencias de las TrpRS de Atf. ferrooxidans y B. i
stearothermophilus sugiere que el segmento de 70 aminoacidos forma parte del péptido
conector 2 (PC2). EI PC2 corresponde a una region de las aaRS de clase |, cuya
secuencia es de tamafo variable, de la que se desconoce su funcion. Este péptido
conector no ha sido descrito en otras TrpRS de bacterias. No obstante lo anterior, se
encontr6 que las TrpRS de algunas arqueas pertenecientes al subdominio de las
Euriachaeotas también tienen un PC2, el que no ha sido encontrado en las TrpRS de
otros subdominios de arqueas. El tamano de estos PC2 es variable en estas ultimas
enzimas, los que van de los 57 aminoacidos, en el caso de Archaeglobus fulgidus, hasta
los 130 aminoacidos, en el caso de Halobacterium sp.
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El modelaje de la TrpRS de At. ferrooxidans.

La similitud de las secuencias de la TrpRS de B. stearothermophilus y la TrpRSd65
permitio realizar la construcciéon un modelo de la estructura tridimensional de la TrpRS de
At. ferrooxidans.

El analisis del modelo obtenido indica que su estructura es similar a la estructura de
la TrpRS de B. stearothermophilus libre de ligando. Los residuos que presentan angulos
phi y psi favorables para la formacion de estructuras secundarias, ya sea estructuras tipo
hélices a, hojas b o vuelta alcanza al 83%, que es cercano al 90% esperado para un buen
modelo. Ademas, la estructura no presenta grandes desviaciones con respecto a la
estructura de la TrpRS de B. stearothermophilus, obteniendo una desviacién de RMSD
para los 4tomos de la cadena principal de solo 0,58 A. Por otro lado, el modelo tiene un
sitio activo similar al de la TrpRS de B. stearothermophilus, donde las distancias de
separacion entre residuos del modelo que posiblemente estan involucrados en la
interaccion con el intermediario triptofanil-AMP, son similares a los de la estructura de
referencia.

Las principales diferencias entre el modelo y la estructura de referencia se
encontraron en la regién correspondiente al PC1 de la TrpRS de At. ferrooxidans. En esta
region los elementos de estructura secundaria (hélices a y hojas b) adoptan orientaciones
levemente distintas a las determinadas para la TrpRS de B. stearothermophilus. Junto
con lo anterior, la region ubicada entre el punto de delecion del PC2 y la secuencia sefal
KMSKS, comprende una region que concentra una gran proporcion de los residuos cuyos
angulos de enlace phi y psi son desfavorables para la formacion de estructuras
secundarias. Posiblemente esto se debe a que la estructura de esta regién de la TrpRS
de At. ferrooxidans esta determinada por la presencia el PC2, el que no esta presente en
este modelo.

Posible estructura del PC2.

Se encontré que el PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans tiene similitud con una porcién
de la deshidrogenasa E1 de Streptomyces coelicolor, con un 33% de identidad de
aminoacidos y 54% de similitud de aminoacidos funcionalmente conservados, de la que
no se conoce su estructura terciaria. Sin embargo, se conoce la estructura de la
deshidrogenasa E1 de Pseudomonas putida. La region de esta ultima deshidrogenasa
que es similar al PC2, presenta dos hojas b paralelas que se insertan en el plegamiento
de Rossmann de esta deshidrogenasa. La similitud de secuencias de aminoacidos del
PC2 y la dehidrogenasa E1 de P. putida no es suficiente para realizar un buen modelo de
su estructura tridimensional. No obstante, la similitud del PC2 con la deshidrogenasa E1
de Streptomyces coelicolor permiten suponer que este péptido conector tiene una
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estructura similar a estas enzimas.

Funcién del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans.

Para estudiar el papel del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans, se eliminé la region que
codifica para el PC2 en el gen trpS. Tanto el gen silvestre como el delecionado fueron
expresados en E. coli como proteina de fusion con la GST para facilitar su purificacion.

Los ensayos de complementacion indicaron que el producto de los genes frpS de At.
i ferrooxidans silvestre y delecionado son capaces de complementar la mutacion
termosensible del gen trpS de la cepa trp42c de E. coli. Estos resultados indicaron por un
lado, que el producto del gen frpS de At ferrooxidans es funcional in vivo al ser
expresado en E. coli. Esto implica ademas, que el producto de este gen es capaz de
utilizar el tRNA P de esta bacteria como sustrato. Junto con lo anterior, la
complementacién con el gen {rpS delecionado indica que su producto también es
funcional in vivo, por lo cual, la delecién realizada no inactiva la enzima, sugiriendo que el
PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans no es esencial para su actividad enzimatica.

No obstante lo anterior, los ensayos de complementacién no permiten detectar
posibles diferencias funcionales entre la TrpRS silvestre y la delecionada, ya que en este
tipo de ensayos con muy poca actividad enzimatica se puede lograr complementacion.
Para determinar si existen diferencias entre ambas enzimas, se estudié los parametros

o L , : o rp
cinéticos de activacion de triptofano y de aminoacilacion del tRNA™ ™.

Para realizar los ensayos cinéticos se expresaron las TrpRS y TrpRSd65 de At i
ferrooxidans en E. coli como proteinas de fusion con la GST. Considerando que en los
ensayos de complementacion, las enzimas se expresaron como proteinas de fusién, se
supuso que las enzimas funcionales in vivo correspondia a la enzima fusionada. Ademas,
la Km obtenida para la TrpRS de E. coli fusionada a la GST para triptofano, fue similar a
la descrita en literatura para la enzima no fusionada (Sever y cols., 1996), lo que sugiere
que la presencia de la GST no altera los parametros cinéticos de la TrpRS. En base a
estos antecedentes, se decidid trabajar con estas enzimas sin eliminar la GST.

Una de las principales dificultades para la purificacion de estas enzimas fue su
tendencia a formar cuerpos de inclusion y a degradarse durante su purificacién. Para
disminuir estos efectos se trabajé a bajas temperaturas de cultivo y sin induccion de la
expresion de estos genes. Sin embargo, en estas condiciones de cultivo se obtuvieron
bajos rendimientos de proteinas purificada.

De los analisis cinéticos se determin6 que la delecién del PC2 no altera la Km de la
TrpRS de At. ferrooxidans para triptofano y ni para ATP durante la activacion del
aminoacido. Estos resultados indican que el PC2 no esta involucrado en la unién del
triptofano ni del ATP. Por otro lado, tampoco hubo diferencias entre las k a de ambas
enzimas para la activacion del triptofano, lo que indica que el PC2 no esta involucrado en
la catalisis de la reaccion en esta etapa.

La TrpRS de B. subtilis es capaz de activar el 5-fluoro-triptofano. Sin embargo, esta
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enzima es 74 veces mas eficiente para la activacién del triptofano que para el analogo
(Xu y cols., 1995). La TrpRS de At. ferrooxidans es solo 14 veces mas eficiente, por lo
que seria una enzima menos especifica para el aminoacido que la TrpRS de B. subtilis. Al
comparar la activacion del 5-fluoro-triptofano por las TrpRS silvetre y delecionada de At.
ferrooxidans se observé que ambas enzimas activan el analogo con la misma eficiencia,
ya que no encontraron diferencias en las Km para el 5-fluoro-triptofano, ni en las k ca
para su activacion. Esto confirma que la delecién no altera la conformacién del sitio activo
de la enzima.

Recientemente, se obtuvo una cepa de E. coli auxotrofica para triptofano que es
capaz de proliferar en presencia de 99,97% de 4-fluoro-triptofano (Bacher y cols., 2001).
Se demostrd que la TrpRS de esta cepa adquirié una mutaciéon puntual que le otorgé un
aumento en la especificidad por triptofano con respecto al analogo, ya que disminuye la
Km para triptofano y aumenta la Km para el analogo. El residuo mutado en la TrpRS de
E. i coli (Q109 por P) se ubica muy cerca al sitio activo. La ubicacion de esta mutacién
sugiere que la especificidad por el aminoacido radica en la interaccion del aminoacido
con el sitio activo. Estos antecedentes y los resultados obtenidos con la enzima
delecionada, sugieren que el PC2 no esta involucrado en la especificidad del TrpRS de
At. ferrooxidans por el aminoacido.

El PC2 de la TrpRS participa en la unién al tRNA'P.

Si bien la delecién del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans no altera los parametros para
la activacion del triptofano, se observdé un aumento de siete veces de la Km para el
tRNAtrp, en la reaccién de aminoacilacion. Este aumento en la Km sugiere que el PC2 de
la TrpRS de At ferrooxidans esta participando en la unién del tRNA P Junto con lo
anterior, la delecion del PC2 no altera la k para la aminoacilacion del tRNA. Esto
sugieren, al igual que los datos obtenidos para activacion del aminoacido, que la delecion
no altera la conformacion del sitio activo de la enzima.

La participacién del PC2 en la interaccion de la enzima con el tRNA, se puede deber
a una interaccion directa del péptido conector con el tRNA. Sin embargo, también puede
ocurrir el PC2 esté determinando cierta conformaciéon de la enzima o, bien, cierta
distribucion de cargas en su interior, que podrian favorecer la unién del tRNA P

Los datos cinéticos indican que la deleciéon del PC2 no afecta al sitio activo de la
enzima, lo que indica que el PC2 no forma parte del sitio activo. Sin embargo, el modelo
de la TrpRS delecionada de At. ferrooxidans indica que el punto de deleciéon del péptido
conector se ubica en el dominio de activacion del aminoacido cercano al sitio activo. El
brazo aceptor de los tRNA interacciona con este dominio de las sintetasas de clase I.
Este brazo del tRNA contiene las bases discriminadoras adyacentes al CCA. Es posible
que el PC2 interaccione con el brazo aceptor del tRNA i

Si el PC2 posee la estructura propuesta de hojas b paralelas encontrada en la
deshidrogenasa E1, podria formar parte del pliegue de Rossmann. No obstante, en la
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estructura determinada para la lleRS de Staphilococcus aureus se puede observar que el
PC2 adopta una conformacién completamente independiente de este patron de
plegamiento (Sivian y cols., 1999). Por lo anterior, no es posible predecir la conformacion
que adopta el PC2 en las TrpRS de At. ferrooxidans.

Origen del PC2 en la TrpRS.

La escasa similitud de secuencias de aminoacidos entre los PC2 de las TrpRS de At. i
ferrooxidans y de arqueas, no permiten determinar si estos péptidos tienen el mismo
origen filogenético. Sin embargo, es interesante la similitud que existe entre los PC2 de
las TrpRS de At. ferrooxidans y Halobacterium sp. con deshidrogenasas, debido a que se
ha descrito que la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de células de humano tiene
una actividad de union especifica a tRNA (Nagy y cols., 1995). Esta unién es inhibida por
la presencia de NAD, sugiriendo que el pliegue de Rossmann esta involucrado en esta
activi?l%d. Dada la participacion del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans en la union al
tRNA"", cabe la posibilidad que el PC2 de las TrpRS sea un remanente de un enzima
ancestral que unen nucleétidos. De esta manera, los PC2 encontrados en las TrpRS de
At. ferrooxidans y arqueas pudieron estar presente en el ansestro comun de las TrpRS.

Comparaciones estructurales y filogenéticas entre las TrpRS y TyrRS sugieren que
ambas enzimas han divergido desde un ancestro comun relativamente cercano. Si el PC2
de las TrpRS estaba presente en una TrpRS ancestral, también debid estar presente en
el ancestro cumun de las TrpRS y TyrRS. El PC2 pudo estar relacionado con el
reconocimiento de los tRNA de ambas enzimas para realizar la aminoacilaciéon con su
aminoacido especifico. Esta funcion habria perdido importancia una vez ocurrida la
divergencia entre TrpRS y TyrRS, ya que cada enzima habria adquirido determinantes
propios para la union de su tRNA especifico, llevando a la progresiva eliminacién del
PC2.

Junto con lo anterior, las descripciones de la funcién del PC1 de algunas aaRS, en
las que se ha visto que este péptido conector puede cumplir distintos papeles en el
reconocimiento del aminoacidos (Nureki y cols., 1998) o del tRNA (Wakasugi y cols.,
1998), abre la posibilidad de que el PC2 haya cumplido funciones similares en las aaRS
de clase | ancestrales.

El modelaje de la TrpRSd65 sugiere que la ausencia del PC2 de At. ferrooxidans, no
altera la estructura del resto de la enzima. Esta situacion podria ser similar a lo descrito
en la lleRS de E. coli, donde la eliminacion de gran parte del PC1 no elimina la actividad
de la enzima (Starzyk y cols., 1987). Por lo cual, a pesar de cumplir un papel en la
discriminacion del aminoacido, el PC1 no es esencial para la actividad de la enzima.

Una posibilidad distinta que pudiera explicar la presencia del PC2 en las TrpRS de
At. ferrooxidans y de algunas arqueas, es que este segmento de la enzima sea el
resultado de una insercion en el gen frpS. La conservacién en la actividad de
aminoacilacion del tRNA luego de la delecion del PC1 (lleRS de E. coli) o PC2 (TrpRS de
At. ferrooxidans) sugiere que ambos péptidos conectores de las aaRS de clase | se
ubican en regiones que podrian tolerar inserciones sin alterar la estructura basica de la

Zuniga Olate, Roberto Aquiles 53



ESTUDIOS FUNCIONALES Y ESTRUCTURALES DE LA TRIPTOFANIL tRNA SINTETASA DE
Acidithiobacillus ferrooxidans.

enzima. Donde la adquisicion de alguna ventaja para la enzima, pudo determinar la
conservacion de los péptidos conectores incorporados.

El origen del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans puede ser estudiado por el analisis
mas detallado de las relaciones filogenéticas entre los PC2 presentes en las TrpRS. Junto
con ellos, se podria determinar su relacion filogenética con los PC2 presentes en las
demas aaRS de clase I.
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De los resultados obtenidos en esta tesis se puede concluir lo siguiente:

El producto del gen {rpS de At ferrooxidans complementa una mutacién
termosensible en el gen trpS de E. coli, por lo que se concluye que el frpS de At
ferrooxidans codifica para una triptofanil tRNA sintetasa funcional.

El analisis del modelo de la TrpRS de At ferrooxidans sugiere que la enzima
delecionada tiene una estructura similar a la TrpRS de B. stearothermophilus. Esto
sugiere que la ausencia del PC2 no altera la estructura de la regiones de la enzima que
son mas conservadas entre las TrpRS.

El producto del gen frpS delecionado, también es capaz de complementar la
mutacion termosensible en el gen trpS de E. coli, por lo cual la delecién del PC2 no
inactiva la enzima.

El PC2 tiene similitud de secuencia de aminoacidos con una porcién de la
deshidrogenasa E1 que forma parte de plegamiento de Rossmann de esta enzima. La
similitud entre ambas secuencias permite suponer que el PC2 de la TrpRS de At i
ferrooxidans tiene una estructura terciaria de hojas b paralelas, similar al de esta
deshidrogenasa.

La deleciéon del PC2 de la TrpRS de At. ferrooxidans no al%(rara la activacion del
triptofano, la del su analogo 5-fluoro-triptofano ni la k cat Para tRNA"P. Esto indica que el
PC2 no esta involucrado en la unién del aminoacido yqa delecién no altera el sitio activo
de la enzima.
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Los datos de complementacién y cinéticos indican que el PC2 de la TrpRS de At i
ferrooxidans es prescindible para la aminoacilacion del tRNA.

El aumento de la Km para '[RNATrp indican que la TrpRS delecionada tiene menor
afinidad por este sustratoque a enzima silvestre. Suﬁ;iriendo que el PC2 de la TrpRS de
At. ferrooxidans esta involucrado en la union al tRNA' .
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