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RESUMEN

A partir del andlisis de genomas se ha determinado que la mayoria de las
bacterias carecen de la glutaminil4RNA sintetasa, incluyendo a Acidithiobaciflus
ferrooxidans, bacteria en estudio en nuestro laboratorio. Como parte de la via de
sintesis de GIN-tRNAS" estas bacterias sintetizan un producto intermediario, Glu-
tRNA®", que es transformado a su forma final por una amidotransferasa dependiente
de tRNA. Esta via de sintesis de aa-fRNA® se conoce como via indirecta o de
transamidacién. Surge la incognita sobre el destino del producto intermediario Glu-
tRNA®" que resulta téxico para la célula si es transportado al ribosoma por el EF-Tuy
se incorpora a las cadenas polipeptidicas nacientes.

La existencia de la via de transamidacion en A. ferrooxidans y la importancia
funcional del EF-Tu en la biosintesis de proteinas, llevo a que en esta tesis se abordara
la hipétesis que si en A. ferrooxidans se utiliza la via indirecta de sintesis de Gin-
tRNA® su EF-Tu discrimina el producto intermediario Glu-tRNA®", mientras que en £.
coli, un microorganismo que no utiliza esta via, su EF-Tu no discrimina el Glu-tRNA®".

Para probar la hipétesis se formd el complejo temnario con el EF-Tu de A.
ferrooxidans o de E. coli, GTP y los siguientes aa-tRNA®®: Glu-RNA®", Glu-tRNA®" y
Gln-tRNA®. Luego de la formacién del complejo ternario, se observé que tanto el EF-
Tu de A. ferrooxidans y de E. coli, se unen mas a un aa-tRNA* correctamente
aminoacilado (hasta quince y ocho veces, respectivamente) en comparacion a un aa-
tRNA® incorrectamente aminoacilado. También se observo que al formar el complejo
ternario con distintas mezclas de GIu-tRNA®® y GIntRNA®", el EF-Tu de A

ferrooxidans une preferencialmente el GIn-tRNA®" correctamente aminoacilado.
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Los resultados obtenidos indican que los EF-Tu de ambos microorganismos
discriminan los Glu-tRNA®", Estos antecedentes y el caracter altamente conservado de
la estructura primaria de los EF-Tu, sugieren que la propiedad discriminatoria de esta
proteina es una capacidad inherente a ella, y no una consecuencia de la presion

selectiva impuesta por la via indirecta de sintesis de GIn-tRNA®",
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ABSTRACT

Genomic analysis has shown that most bacteria lack glutaminyl-tRNA
synthetases, including our model bacterium Acidithiobacillus ferrooxidans. As part of
the pathway of GIn-tRNA®" synthesis, this bacterium synthesize an intermediary
product, Glu4RNA®" that is transformed to its final form by a tRNA-dependent
amidotransferase. This pathway of aa-tRNA* synthesis is known as the indirect or the
transamidation pathway. However, given that the intermediary product Glu-tRNA®" is
toxic for the cell when incorporated to the growing polypeptide chains through EF-Tu
transport, the destination of this intermediary is a matter of concern.

The existence of the transamidation pathway in A. ferrooxidans and the
functional importance of EF-Tu in protein biosynthesis, raised the hypothesis of whether
A. ferrooxidans EF-Tu discriminates the intermediary product Glu-tRNA®". In contrast,
E. coli does not use this pathway and its EF-Tu does not discriminate the Glu-tRNAS",

In order to test this hypothesis, a ternary complex was formed with E. cofi or A.
ferrooxidans EF-Tu, GTP and the following aa-tRNA*: Glu-tRNA®" Glu-RNA®" and
GIn4RNASM  After formation of the ternary complex, we observed that both A.
ferrooxidans and E. coli EF-Tu were able to bind a correctly aminoacilated aa-tRNA™
more efficiently (fifteen and eight times, respectively) than an incorrectly aminoacilated
aa-tRNA®. Furthermore, A. ferrooxidans EF-Tu preferentially bound the correctly
aminoacilated GIntRNA®" in a ternary complex mixture of Glu-tRNA®" and Gin-
tRNA®",

The results obtained indicate that both A. ferrooxidans and E. coli EF-Tu
discriminate the GIUtRNA®", These data and the highly conserved primary structure of

EF-Tu suggest that the discriminatory property of this protein is an inherent feature and




it is not the consequence of an adaptative pressure impossed by the indirect pathway of

GIn-RNAS" synthesis.
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INTRODUCCION

Generalidades sobre la sintesis de proteinas.

La sintesis de proteinas requiere de la interaccién coordinada de un gran
nimero de macromoléculas, entre las que se encuentran el mMRNA, los distintos tRNAs,
las aminoacil-tRNA sintetasas y diversos factores proteicos, ademés de los ribosomas
(Stryer, 1995). Comienza con la activacion de los aminoacidos mediante las aminoacil-
tRNA sintetasas, que unen el grupo carboxilo de un aminoacido al grupo 2" o 3'-
hidroxilo de un tRNA, con consumo de ATP (Arnez y Moras, 1997). Existe al menos
una sintetasa especifica para cada aminoacido, las que reconocen estructuras
denominadas anticodén y tallo aceptor en sus correspondientes tRNAs. Los tRNAs de
diferente especificidad tienen un disefio estructural comun. Son cadenas sencillas de
RNA de alrededor de ochenta nucleétidos, algunos de los cuales se modifican después
de la transcripcion.

Todos los tRNAs conocidos se pueden represeniar como una estructura
secundaria en forma de hoja de trébol, en la que aproximadamente [a mitad de los
nucledtidos tiene sus bases apareadas (Figura 1). Los estudios cristalograficos por
rayos X indican que la molécula de tRNA tiene forma de L. El punto de unién del
aminoacido en el extremo CCA-3 queda localizado en uno de los extremos dela L, y

el anticodén en el otro (Stryer, 1995} (Figura 2).




r Punto de unién
del aminodacido

Tallo aceptor

Lazo anticodon
Figura 1. Diagrama del tRNA en forma de hoja de trebol. Caracteristicas comunes de los tRNAs. En A.

ferrooxidans el largo del brazo D no solo es distinto entre tRNAs que codifican para distintos aminoacidos,
sino también entre tRNAs que codifican para un mismo aminoacido, como es el caso para los tRNAs de

glutamato y glutamina, en que el brazo D esta formado por tres o cuatro pares de bases.

Brazo TyC Tallo aceptor

Lazo
variable

Brazo anticoddn

Figura 2. Esquema de la estructura tridimensional del tRNA. El lugar de union del aminoéacido es el
grupo 2’ 6 3" hidroxilo del residuo de adenosina en el extremo 3" de la molécula, mostrado en rojo.




El estudio de la sintesis de proteinas se ha dividido en tres etapas: iniciacion,
elongacién y término. En la iniciacion, el mRNA, el formilmetionitRNA™® iniciador y la
subunidad 30S del ribosoma se asocian para formar el complejo de iniciacion 30S. La
sefial de iniciacién en el mMRNA es AUG (o GUG) precedido de una secuencia rica en
purinas que puede parearse con el rRNA 16S. A continuacién, la subunidad 50S del
ribosoma se une al complejo 308 para formar el complejo de iniciacién 70S, en el que
el fMet-tRNAM® ocupa ef sitio P (de peptidiltRNA) del ribosoma. El EF-Tu coloca el aa-
tRNA® apropiado en el sitio A (de aminoacil-tRNA) del ribosoma para comenzar la
etapa de elongacion. Se forma un enlace peptidico entre el grupo carboxilo activado
del polipéptido en crecimiento y el grupo amino del aminoacido en el aa-tRNA*. Los
tRNAs se desplazan hacia los sitios en el ribosoma denominados P y E (de salida),
proceso de translocacién inducido por el EF-G. El tRNA desacilado se desplaza del
sitio P al sitio E, el nuevo peptidil-tRNA se mueve del sitio A al sitio P y el mRNA se
desplaza una distancia de tres nucledtidos, repitiéndose el ciclo con todos los codones
del mRNA. La sintesis de proteinas se termina por medio de los factores de liberacién,
que reconocen los codones de terminacion UAA, UGA y UAG y provocan la hidrdlisis
del enlace entre el polipéptide y el tRNA (Brock y Madigan, 1993, Stryer, 1995, Lewin,

1997).

Aminoacilacion de los tRNAs.

Los aa-tRNA® se forman por la esterificacion del grupo carboxilo de un
aminoscido al extremo 3-OH del tRNA, en una reaccidn altamente especifica
catalizada por las aminoacil-{RNA sintetasas (2aRS). Las aaR$S utilizan diversos
mecanismos para asegurar la especificidad. Por gjemplo, los aminoacidos que son

suficientemente diferentes unos con ofros son reconocidos por su correspondiente




aaRS. En cambio una discriminacion precisa entre dos aminoacidos similares (por
ejemplo, lle y Val) requiere mecanismos de edicién para evitar ta aminoacilacién
erronea del tRNA. Este mecanismo de discriminacion ocurre después que el
aminoacido se ha ligado covalentemente al AMP. En la edicién, el aminoacido se
hidroliza del AMP (o del tRNA si ya se hubiera formado el enlace éster) y se libera de la
enzima (Alberts y col., 2002). Del mismo modo, el reconocimiento preciso de los tRNA
es igual de importante para conseguir una elevada fidelidad en la sintesis de proteinas.
Ademas del anticod6n, otras bases juegan un papel importante en la especificidad de
la interaccién, siendo el brazo aceptor y algunos pares de bases en los brazos TWC y

D los principales puntos de contacto con las aaRS (Arnez y Moras, 1997) (Figura 2).

Formacion de Glu-tRNA®".

En la era pre-genémica se consideraba un hecho la hipétesis del adaptador
propuesta por Crick en 1958, que postulaba que cada célula debia contener veinte
aaR$S, cada una responsable de la sintesis de cada uno de los veinte aa-tRNA™.
Muchos organismos, incluyendo a E. cofi, poseen las veinte aaR$, cada una capaz de
aminoacilar el tRNA correspondiente con el aminodcido correcto (Ibba y Séll, 2000). De
este modo, todos los aa-tRNA™ son sintetizados en forma directa, segun la siguiente

ecuacion:

Via Directa
aaRS
aa + tRNA™ / \ —» aa-tRNA™
ATP AMP + PPi




Sin embargo, en la secuencia de los genomas de dos arqueas metanogénicas,
no se encontraron genes ortélogos para las aaRS responsables de la sintesis de
Glutaminil-tRNA (GIn-tRNAS"), Asparraginil-tRNA (Asn-tRNA*", CisteinilRNA (Cys-
tRNA®) y LisiltRNA (Lys-tRNA"®) (Stathopoulos y col., 2001). Surgié la interrogante:
¢ Como se sintetizan estos aa-tRNA®™ en estos organismos?.

Estudios previos demostraron la existencia de una via indirecta en [a formacion
de GIn-tRNA®" en B. subtilis. Esta via indirecta esta4 ampliamente distribuida en el reino
viviente. La poseen: arqueas (Tumbula y col., 2000), bacterias (Gagnon y col., 1996),
mitocondrias y cloroplastos (Schén y col., 1988). La via indirecta de aminoacilacion o

de transamidacién se describe en la siguiente ecuacion:

Via Indirecta

GluRs'P AdT
tRNAS" > Glu-tRNASR >» GInRNAS"

Glu+ ATP  AMP + PPi ATP + GIn ADP + Pi + Glu

En esta via, una GIURS no discriminante (GIURS"®) puede aminoacilar {fRNA®"
originando GIu-tRNAS®, y tRNA®" originando Glu-tRNA®" (Tumbula y col., 2000;
Salazar y col., 2001). A continuacién, una amidotransferasa dependiente de tRNA
(AdT), en presencia de un donante de grupo amida (por ejemplo: Gin, Asn), convierte

los GIu-tRNA®" en GIn-tRNA®" (Raczniak y col., 2001; Salazar y col., 2001).

El factor de elongacion EF-Tu en la sintesis de proteinas.
Durante la fase de elongacion, el factor de elongacién EF-Tu tiene una funcién

clave en la traduccién ya que es la proteina encargada de transportar los aa-tRNA* al




sitio A del ribosoma, donde se encuentra la informacién codificada por el mMRNA, de
modo que el aminoacido sea ubicado en la posicién correcta durante su incorporacion
a la cadena polipeptidica.

El EF-Tu es codificado por los genes {uf, los que estan presentes en un nimero
de copias variables por genoma dependiendo de la especie bacteriana. En |la mayoria
de las bacterias gram-positivas estudiadas hasta ahora se ha encontrado sélo una
copia del gen fuf, mientras que la mayoria de las bacterias gram-negativas estudiadas
poseen dos copias del gen (Ke y col., 2000).

E. coli posee dos copias del gen fuf ubicados en distintas zonas de su genoma.
Ambas copias se diferencian en 13 nucledtidos, con un solo cambio a nivel
aminoacidico: el coddén C-terminal de tufA codifica para Gly mientras que en B
codifica para Ser (Hershey, 1987). El gen fufA se encuentra en el operon sir junto a
tres genes que codifican para el factor de elongacion EF-G (fusA), y las proteinas
ribosomales S12 (rpsl) y S7 (rpsG), los cuales son cotranscritos en [a direccion rpst,
rpsG, fusA y tufA (Figura 3a1) (Syvanen y col., 1996). Los cuatro genes se encuentran
bajo el control de un promotor coman, sin embargo el EF-G y las proteinas ribosomales
87 y S12 se expresan en cantidades equimolares mientras que el EF-Tu se expresa
3,5 veces mas. Esto sugiere que algun tipo de sefial localizada entre el gen tufA y fusA,
o dentro de este Ultimo, es responsable de su mayor expresién (Grunberg-Manago,
1987). El gen tufB se ubica en el operdn tufB, junto a cuatro genes de tRNA (Figura
3a2) que codifican el tRNAT™™ (thrU), el tRNA™? (tyrU), el tRNA®Y (glyT) y el tRNA™"
(thrT) seguido por el gen que codifica para fufB, los que se cotranscriben en el mismo
orden en una Unica unidad transcripcional (Grunberg-Manago, 1987; Syvénen y col,,

1998).
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Figura 3. Organizacion de los genes tuf en el genoma de a) E. coliy b) A. ferrooxidans. a1) Operon

str. a2) Operon tufB. La anotacién del genoma de A. ferrooxidans indica una disposicion idéntica a E. coli
para tufA (b1)), y similar para tufB (b2)). La direccion de la flecha indica el sentido de la transcripcion.

El EF-Tu es una proteina monomeérica que pertenece a la superfamilia de las
proteinas G (Sprang, 1997), tiene un peso molecular de 43 kDa y esta formada por tres
dominios. La determinacién de la estructura cristalografica del complejo ternario EF-
Tu-GDPNP-Cys-tRNA®"® (Figura 4) formado entre el EF-Tu de T. aquaticus, el Cys-
tRNA®" de E. coli y el anlogo no hidrolizable de GTP, GDPNP (Nissen y col., 1999),
mostré que el EF-Tu interactia con el Cys-tRNA®® principalmente en tres sitios: el
extremo CCA-3'-Cys, el extremo fosfato 5" (ambos del brazo aceptor) y el brazo T. Los
tres dominios del EF-Tu estan involucrados en estas interacciones: el dominio |
(aminoacidos 1 al 199)* corresponde al dominio G de unién a nucleétidos de guanina
GDP y GTP (Hunter y Spremulli, 2004); el dominio Il (aminoacidos 209 al 299)* junto al
dominio | forman el sitio de unién al aminoacido y al extremo 3" del aa-tRNA*

(Pedersen y col., 1998; Hunter y Spremulli, 2004) y; el dominio Il (aminoacidos 300 al




393)* interacciona con el brazo TWC del aa-tRNA* y junto al dominio | interactian con
el factor de elongacion Ts (EF-Ts) (Hunter y Spremulli, 2004).

* Referido a los aminoacidos en el EF-Tu de E. coli.

Figura 4. Modelo del complejo ternario EF-Tu-GDPNP-Cys-tRNA®*®, E| complejo ternario formado por
el EF-Tu de T. aquaticus, GDPNP y Cys-tRNA®® de E. coli fue resuelto a 2,6 A de resolucion por Nissen y
col. (1999). En azul se observa el EF-Tu en su conformacién activa, unido a GDPNP (en rojo). En verde se
observa el Cys-tRNA®"® (Codigo PDB 1b23).

El EF-Tu cambia drasticamente su estructura terciaria al formar un complejo
binario con GTP. Un reordenamiento de los dominios Il y Il con respecto al dominio G
al tener unido GTP, permite formar un complejo ternario estable junto al aa-tRNA*

(Figura 5) (Sprang, 1997).
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Figura 5. Alteraciones estructurales del EF-Tu ocurridas a través de su ciclo funcional. En todos los
modelos el dominio 1 esta en la parte superior, el dominio 2 esta abajo a la izquierda y el dominio 3 esta
abajo a la derecha. Los nucledtidos se muestran en modelo de esferas y varillas. a) Estructura del EF-
Tu:GDP de T. aquaticus. b) Estructura del EF-Tu-GDPNP de T. aquaticus. E| GDPNP es un analogo no
hidrolizable del GTP.

La unidén inicial del complejo ternario al ribosoma, que es independiente del
codon (Rodnina y col., 1996), se sigue de la interaccion entre el anticodén del aa-
tRNA* y el codén del mRNA en el sitio A del ribosoma. El pareamiento correcto codoén-
anticodon induce un cambio conformacional en el sitio descodificador, resultando en la
estabilizacion del complejo ternario en el ribosoma (Eccleston y col., 1985). Ademas, el
correcto pareamiento codén-anticodon provee una sefial de activacion que es
transmitida al dominio G del EF-Tu que provoca rapidamente la hidrélisis de GTP
(Rodnina y col., 1995). El EF-Tu unido a GDP cambia su conformacion a una forma
con menor afinidad por el aa-tRNA*. El aa-tRNA* se libera del EF-Tu-GDP, se
acomoda en el sitio A y toma parte en la formacién del enlace peptidico, liberandose el

EF-Tu-GDP del ribosoma (Figura 6) (Kothe y col., 2004).
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Figura 6. Funcién del EF-Tu. E| EF-Tu-GTP ubica al aa-tRNA* en el ribosoma y luego es liberado como
EF-Tu-GDP. Se requiere el EF-Ts para el intercambio de GDP por GTP. La reaccion consume GTP y
libera GDP.

El complejo binario EF-Tu-GTP se regenera mediante el intercambio del GDP
por GTP, reaccion catalizada por el EF-Ts, que actia como factor de intercambio de
nucleétidos de guanina (GEF) (Sprang, 1997).

El EF-Tu es una de las proteinas mas abundantes tanto en las células
procariéticas como eucaridticas y se estima que hay aproximadamente 70000
moléculas de EF-Tu por bacteria (aproximadamente un 5% de la proteina total) y un
numero similar de moléculas de aa-tRNA*, lo que implica que la mayoria de los aa-
tRNA® estarian presentes en forma del complejo ternario EF-Tu-GTP-aa-tRNA*

(Lewin, 1997).
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El EF-Tu aparentemente comprueba la correspondencia entre el aminoacido y
el tRNA y rechaza a aquellos que estén erréneamente aminoacilados, al exhibir una
afinidad diferencial tanto por el cuerpo del tRNA como por el aminoacido en el aa-
tRNA® (Becker y Kern, 1998). Esta diferencia en afinidad no fue apreciada
previamente porque la contribucién del aminoacido y del tRNA a la afinidad total por
EF-Tu esta dispuesta de una manera compensatoria, de tal forma que todos los aa-
tRNA® bien aminoacilados presentan una afinidad por EF-Tu entre parametros
estrechos, con valores de constantes de disociacion (Kq) que van de los 50 a 100 niM
(Asahara y Uhlenbeck, 2002). Un tRNA aminoacilado incorrectamente puede presentar
una afinidad por EF-Tu débil, con valores de K, de hasta 400 nM (LaRiviere y col.,
2001) o una afinidad por EF-Tu muy fuerte, con valores de K, de hasta 0,05 nM
(Asahara y Uhlenbeck, 2002). Una interaccién fuerte del aa-tRNA* con el EF-Tu,
podria significar una liberacion mas lenta del aa-tRNA* desde el EF-Tu luego de Ia
 hidrélisis del GTP, impidiendo una acomodacion eficiente del aa-tRNA* en el sitio A
del ribosoma. Por otra parte, una interaccion debil podria significar un abandono
prematuro del aa-tRNA* desde el EF-Tu (LaRiviere y col., 2001).

Consecuentemente, se ha demostrado en cloroplastos de espinaca que el EF-
Tu no interactiia con el producto intermediario GIu-tRNA®", pero si lo hace con Gln-
{RNA®" (Stanzel y col., 1994). Algo similar ocurre en T. thermophilus, microorganismo
que utiliza la via indirecta para la sintesis de Asn-tRNA™", en donde el EF-Tu no se
une al producto intermediario Asp-tRNA™", mientras que si lo hace a Asn-tRNA"
(Becker y Kern, 1998).

En el laboratorio se encuentra en estudio [a bacteria gram-negativa
Acidithiobacillus ferrooxidans. Esta es una bacteria quimiolitofréfica, autotréfica y

acidofila del género Thiobacilli y de la familia Thiobacleraceae, que junto a otros
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microorganismos forma parte de la comunidad biolégica que participa en la
biolixiviacion de metales desde los minerales que los contienen.

El genoma de A. ferrooxidans ha sido secuenciado completamente por The
Institute for Genomic Research (TIGR), y se comprobé por analisis bicinformaticos de
su genoma y por estudios bioquimicos que no existe el gen para GInRS (g/nS) y que
utiliza la via indirecta de sintesis de GIn-tRNA®" (Salazar y cal., 2001), por lo tanto se
forma GIU-tRNA®". ;Cual es el paso siguiente luego de la accién de la GIURS™ en
este organismo?. Glu-tRNA®" podria estar disponible en el citoplasma e ir a la sintesis
de proteinas, lo que se traduciria en la frecuente formacién de proteinas incorrectas, o
bien Glu-tRNA®" podria ser captado inmediatamente por la AdT luego de la accion de
la GIURS™?, en un sistema tipo "canal de sustratos” (Stanzel y col., 1994}, o bien Glu-
tRNAS" podria también ser discriminado por el EF-Tu de este microorganismo, como
ocurre en T. thermophilus. Por otra parte en E. coli, un microorganismo que no utiliza la
via indirecta ya que cuenta con la Glutaminil-tRNA sintetasa correspondiente, su EF-Tu
no enfrenta al producto intermediario GIUHRNA®" in vivo, y de esta forma podria
interactuar indistintamente con el “mal aminoacilado” Glu-tRNA®" en comparacion a los
correctamente aminoacilados Glu-tRNA®" y GIntRNA®",

A. ferrooxidans posee dos copias idénticas del gen fuf ubicados en distintas
zonas de su genoma. La anotacién del genoma de A. ferrooxidans (Holmes, 2002)
indica que el contexto genético del gen fufA es similar al del {ufA de E. coli (Figura
3b1), mientras que junto a fufB se ubica el gen del tRNA'™ hacia 3" y los genes del
tRNA™ ] tRNA®Y y el tRNA™ hacia 5° (Figura 3b2).

La existencia de la via de transamidacion en A. ferrooxidans y la importancia
funcional del EF-Tu en la biosintesis de proteinas, llevé a que en esta iesis se

estudiara si el EF-Tu de A. ferrooxidans esté involucrado en el reconocimiento del
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producto intermediario Glu-tRNA®". Del mismo modo, se estudid la unién de los Glu-
tRNA®" incorrectamente aminoacilados al EF-Tu de E. cofi, un microorganismo que

utiliza 1a via directa de sintesis de GIn-tRNA®",

Hipdtesis.

El EF-Tu de A. ferrooxidans discrimina el producto intermediario Glu-tRNA®®
perteneciente a la via indirecta de sintesis de GIntRNA®", en tanto que el EF-Tu de E.
coli, un microorganismo que no utiliza esta via ya que posee la GInRS correspondiente,

no lo discrimina.

Objetivos.
1) Determinar si el EF-Tu de A. ferrooxidans discrimina al GIu-tRNA®" perteneciente a
la via indirecta de sintesis de GIn-tRNA®".

Del mismo modo, siendo el EF-Tu una de las proteinas claves en el fraspaso
correcto de la informacion contenida en el genoma, desde el DNA hasta las proteinas,
se propuso como segundo objetivo:

2) Comparar las propiedades de uni6n del EF-Tu de A. ferrooxidans y de E. coli con el

Glu-tRNA®" perteneciente a la via indirecta.
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MATERIALES Y METODOS

1. MATERIALES
1. Bacterias.

Para los experimentos de transformacion, extraccion de plasmidios e induccion
de proteinas se utilizaron las cepas de E. coli DH5a (supE44 AlacU169 (980lacZAM15)
hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relA1) y BL-21 DE3 (hsdS gal(Aclts857 indt Sam7
nin5 lacUV5-T7 genet)). Ambas se cultivaron y mantuvieron en medio Luria-Bertani

(LB) a 37 °C, excepto cuando se indique otra condicion.

2. VVectores y Plasmidos.

pCR®2.1-TOPO (Invitrogen): Este vector de 3931 pb codifica para un gen que
confiere resistencia a ampicilina y se utilizd para el clonamiento de los productos de
PCR. Los plasmidos generados se denaminaron pTEFTUAtf para los genes fuf de A.
ferrooxidans y pTEFTUEC para el gen fufB de E. coli.

pPGEX-2T (Amersham Pharmacia Biotech): Este vector de 4948 pb permite ia
expresion de genes fusionados a la glutation-S-transferasa (GST) y se utilizé para la
sobreexpresion y purificacién de proteinas. Posee un promotor fac inducible por IPTG,
un gen que confiere resistencia a ampicilina y un sitio de reconocimiento para trombina
entre la GST y la proteina en estudio, que permite su separacion por digestién
proteolitica desde el producto de fusion. Los plasmidos generados al clonar en este
vector se denominaron pGEFAtf o pGEFEc segtin correspondiera al gen tuf de A.
ferrooxidans o de E. coli, respectivamente.

pKK223-3 (Pharmacia Biotech): En este plasmido de 4584 pb se encuentran

clonados los tRNAs utilizados en este estudio en los sitios EcoRlI y Hindlll. El plasmido
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pAFEUUC1 contiene el tRNA®,, el plasmido pAFEUUC4 contiene el tRNA®,, el
plasmido pAFQCUG2 contiene el tRNA®", y el plasmido pAFQUUG3 contiene el
tRNAS", (Salazar y col., 2003; Katz, A., 2005).

pT7Blue3-3 (Novagen): En este vector de clonamiento de productos de PCR, de
3821 pb, se encuentra clonado el gen gafCAB que codifica para la enzima
amidotransferasa (AdT) de A. ferrooxidans, plasmido denominado pAAF (Salazar y
col., 2001).

pCBS2: En este plasmido se encuentra clonado el gen ginS, que codifica para
la enzima giutaminil-tRNA sintetasa (GInRS) de E. coli, en los sitios Ndel y Xbal. Este

plasmido denominado pCBSg/nS fue cedido por B. Ruan (Liy col., 1999).

3. Reactivos.

El glutamato, aceite mineral, ampicilina, borato de sodio, glutamina, glutation
reducido, resina de glutation agarosa, TEMED, persulfato de amonio, SDS, PPO,
POPOP, DEPC, bromuro de etidio, PMSF, acrilamida, bisacrilamida, azul de
Coomasie, ATP, GTP, GDP, fosfoenolpiruvato, piruvato quinasa y lisozima se
adquirieron en Sigma Chemical Co. (USA).

El L{U-"C] glutamato (238 mCi/ mol) se adquirié en Amersham Biosciences y
la L-[U-**C] glutamina (273,3 mCi/ mol} se adquirié en PerkinElmer Life Sciences, Inc.

El 2-mercaptoetanol, etanol, metanol, cloroformo, alcohol isoamilico, amoniaco
y las placas para la cromatografia en capa fina se adquirieron en Merck.

Las enzimas E£coRI, DNA ligasa, Tag DNA polimerasa, Mix Elongasa y los
nucledtidos dATP, dTTP, dGTP, dCTP se adquirieron en Invitrogen.

La fosfatasa alcalina intestinal de ternera (CIAP) se adquirié en Promega Corp.
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Los marcadores de tamafio de DNA: 100 pb y 1 kb "DNA ladder” se adquirieron
en MBI Fermentas. El marcador 1 kb “DNA ladder” utilizado para cuantificar las
muestras de DNA se adquirié en New England Biolabs.

El marcador de tamafio de proteinas BroadRange se adquirié en Bio-Rad.

Los oligonucleétidos utilizados en las reacciones de amplificacién por PCR se
adquirieron en Invitrogen.

Los reactivos para medios de cultivo; triptona, exiracto de levadura y agar se

adquirieron en Mo Bio Laboratories, Inc.

4. Medios de cultivo.

Medio Luria Bertani (LB): Triptona 1% (p/v), NaCl 1% (p/v) y extracto de
levadura 0,5% (p/v). Se esterilizé en autoclave por 20 min a 121 °C. Para el medio LB
sélido se agregd ademas agar 1,5% (p/v). Para el medio LB selectivo se agregb
ampicilina (LBA) a concentracién final de 100 yg/ml luego de esterilizar y enfriar a
aproximadamente 50 °C.

Medio SOC: Triptona 2% (p/v), extracto de levadura 0,5% (p/v), NaCl 10 mM y
KCl 2,5 mM. Se esterilizé en autoclave por 20 min a 121 °C. Al momento de usar se
agregdé Mg®* 2 M (1 M en MgCl; v 1 M en MgSO,) y glucosa 2 M esterilizados por

filtracion, a una concentracion final de 10 mM cada uno.
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Il METODOS
1. PREPARACION Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS.
1.1. Preparacion de DNA plasmidial.

Para purificar el DNA plasmidial se inocularon 10 ml de LBA con una colonia de
E. coli portadora del plasmidio de interés proveniente de una placa de cultivo. El cultivo
se incubd toda la noche a 37 °C con agitacién. Las bacterias se colectaron por
centrifugacion a 12000 x g por 1 min. Para la extraccion se utilizo el Plasmid Mini Kit

(Qiagen) siguiendo las indicaciones del proveedor.

1.2. Purificacién de los fragmentos del DNA desde geles de agarosa.

Para purificar los fragmentos del DNA producto de amplificaciones por PCR,
digestiones con enzimas de restriccion o desfosforilaciones se utilizé el QlAquick Gel
Extraction Kit (Qiagen). La muestra de DNA se sometié a electroforesis en gel de
agarosa, se cortd el frozo de gel que contenia la banda de DNA a purificar y se siguié
el protocolo del kit.

Para cuantificar las muestras se utilizé el marcador de DNA de 1 kb de New
England Biolabs. Se realizaron diluciones de la muestra de DNA a cuantificar y se
sometieron a electroforesis en un gel de agarosa junto al marcador. Se comparé
visualmente la intensidad de la banda del DNA con una de tamafo similar del
marcador. Las muestras de DNA plasmidial se linearizaron por digestién con una

enzima de restriccién para su cuantificacion.
1.3. Sobreexpresion y purificacion de tRNAs.
Para sobreexpresar y purificar los tRNAs se incubd toda la noche un preinéculo

de las células de E. coli DH5a, previamente transformadas con el plasmido pKK223-3
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recombinante que contiene el tRNA de interés, en medio LBA a 37 °C con agitacion. Al
dia siguiente se inocularon al 5% 1 6 2 L de LBA con las células del preinoculo y se
incubaron a 37 °C con agitacién hasta que el cultivo alcanzd una D.O.g de 0,4-0,5. Se
agregd IPTG a una concentracion final de 0,5 mM para inducir [a expresion del tRNA y
las células se siguieron incubando toda la noche. Terminado este periodo, las células
se centrifugaron a 4000 x g por 15 min.

Las células centrifugadas se resuspendieron en 12,5 ml de tampdn A (20 ml
Tris-Cl, pH 7.4; 20 mM MgCl,; 10 mM 2-mercaptoetanol), se agregé un volumen igual
de fenol saturado acido a pH 4,5 y se incubé 20 min con agitacion a temperatura
ambiente. Para separar la fase acuosa de la organica se centrifugé a 4000 x g por 10
min y se conservé la fase acuosa. A la fase fendlica se le agrego 12,56 ml de tampoén A
y se repitié el procedimiento. Se mezclaron las fases acuosas y se realizé una nueva
extraccion con un volumen igual de fenol. A la fase acuosa se le agregd 2-propanol
20% (viv) para precipitar el DNA y se centrifugo a 4000 x g por 15 min. Al
sobrenadante se le ajust6 al 60% (v/v) la cantidad de 2-propanol y se centrifugo a 4000
x g por 30 min para recuperar el tRNA. E! precipitado se resuspendié en 5 ml de 200
mM Tris-Acetato, pH 8,5 y se incub6 por 1 h a 37 °C para desacilar el {RNA. El tRNA se
precipité con 0,1 volumen de 3 M acetato de sodio, pH 4,5 y 2 voliimenes de etanol
100% por toda la noche a —20 °C. Se centrifugd a 12000 x g por 30 min y se lavé con
etanol al 70%, resuspendiéndolo finalmente en 5 mi de tampén | (20 mM Tris-HCI, pH
7,0).

E] tRNA obtenido se purificé de la preparacion de &cidos nucleicos utilizando
una resina de intercambio aniénico DES52 (Whatman) preparada segun las

recomendaciones del proveedor.

18




La muestra se aplicé a la columna previamente equilibrada con 10 volimenes
de tampén |, y se lavd con 2 voltimenes del mismo tampén. Posteriormente la columna
se lavd con 5 volimenes de tamp6n Il (20 mM Tris-Cl, pH 7,0; 200 mM NaCl) para
finalmente eluir el tRNA con 5 volumenes de tampén Il (20 mM Tris-Cl, pH 7,0; 1 M
NaCl) colectando fracciones de 0,5 ml. A estas fracciones se les midi6 la absorbancia a
260 nm, y se precipitaron aquellas que contenian una alta concentracidn de tRNA. La
precipitacion se realizd agregando 2 volimenes de etanol al 100% y dejandolo foda la
noche a —20 °C, centrifugando a 12000 x g por 30 min y lavando el precipitado tres
veces con etanol al 70%.

La Az se mide antes de pasar por la columna y luego en cada paso de Ia
purificacion del tRNA. Con este procedimiento se obtiene el tRNA total de las células

con una mayor proporcion del tRNA de A. ferrooxidans de interés.

2. CLONAMIENTOS.
2.1. Reaccidn en cadena de Ia polimerasa (PCR).

La preparacién de DNA gendémico utilizado para las reacciones de PCR
provenia de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans o de la cepa DH5a de E. coli. Los
partidores que se muestran en la tabla 1 se disefiaron para permitir un primer
clonamiento en el vector pCR®2.1-TOPO con el producto amplificado de la reaccién de
PCR y para un posterior subclonamiento en el vector pGEX-2T con el preducto de la
digestion por restriccion del vector pCR®2.1-TOPO recombinante, permitiendo quedar
en el marco de lectura de la GST.

La mezcla de reaccién para amplificar un gen de interés contenia Tag DNA
polimerasa (0,4 U para 25 pl), tampén 1x (20 mM Tris-Cl, pH 8,4; 50 mM KCI), MgCl,

1,5 mM, dATP, dTTP, dGTP, dCTP 0,2 mM cada uno y partidores cada uno a una
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conceniracion de 1 yM. La mezcla de reaccién para obtener un fragmento para ser
purificado y utilizado en clonamientos contenia Mix Elongasa (mezcla de Taq DNA
polimerasa y DNA polimerasa de Pyroccocus sp. GB-D), tampén A 1x (60 mM
Tris:SO,, pH 9,1; 18 mM (NH,).SO,; 1 mM MgSOy,), tampén B 1x (60 mM Tris-SO,, pH
9,1; 18 mM (NH,):SO4; 2 mM MgS0Oy,), dATP, dTTP, dGTP, dCTP 0,4 mM cada uno y

partidores cada uno a una concentracion de 0,4 pM.

Tabla 1
Oligonucleodtidos utilizados
Nombre Secuencia Largo Tm
) 53" (pb)  (°C)

F1EFTuAtf TGTCCAAAGGGAAATTTGAGCGG 23 68
R1EFTuAtf TTATTCGACCACCTTGGAGACGA 23 68
FtufBEc TGTCTAAAGAAAAGTTTGAACGTA 24 62
RtufBEc TTAGCTCAGAACTTTTGCTACAAC 24 66

2 partidores disefiados para la amplificaclén de los genes fuf desde DNA

gendmico de la cepa ATCC 23270 de A. ferrooxidans y de la cepa DHSa de E.
coli. El FAEFTUAtf y R1EFTuAff corresponden a los partidores utilizados para la
amplificacion de los genes fuf de A. ferrooxidans y FtufBEc y RtufBEc a los
utilizados en la amplificacién del tufB de E. coli.

Sobre la mezcla de reaccidn se agregd una gota de aceite mineral para evitar la
evaporacién de las muestras y las reacciones se realizaron en termocicladores MJ
Research, [nc. Los productos se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al

1%.
2.2. Clonamiento en pCR®2.1-TOPO.

El producto de PCR de la reaccién con Elongasa Mix se sometié a adenilacion

para un 6ptimo clonamiento en el vector pCR®2.1-TOPO. La adenilacién consiste en
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agregar un nucleétido de adenina al extremo 3 de la hebra de DNA producto del PCR
con la enzima Tag DNA polimerasa. Este método se basa en que esta enzima al
amplificar un DNA molde agrega normalmente un nucleétido, que generalmente es de
adenina. La reaccion se realizd en un volumen de 100 ul bajo las siguientes
condiciones; tampon 1x (20 mM Tris-Cl, pH 8,4; 50 mM KCI), 1,5 mM MgCl;, 4 U Taq
DNA polimerasa, 0,8 mM dATP y una cantidad de DNA mayor que 500 ng. Se incub6
10 min a 72 °C y se purificé el DNA desde el gel de agarosa utilizando el QlAquik Gel
Extraction Kit (Qiagen).

La mezcla de reaccion de! clonamiento en pCR®2.1-TOPO contenia los
elementos indicados por el proveedor: 10 ng del vector, solucién salina (50 mM NaCl;
2,5 mM MgCl,), H;O estéril y 0,5 a 4 pl del producto de PCR.

Los plasmidos obtenidos se denominaron pTEFTUAtf o pTEFTUEC, segln
correspondiera a los genes tuf de A. ferrooxidans o al gen tufB de E. coli. Para verificar
la ausencia de mutaciones que pudieran afectar los resultados de analisis posteriores
los vectores recombinantes se enviaron a secuenciar a centros automatizados de
secuenciacion (fuf A. ferrooxidans: Centro de Andlisis y Sintesis de Biomoléculas
(Facultad de Medicina, Universidad de Chile), fufB E. coli: Centro de Biotecnoloia,

Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).

2.3 Subclonamiento en pGEX-2T.

El vector pGEX-2T se digirié con la enzima EcoRl, obteniéndose un fragmento
lineal de aproximadamente 5000 pb. Para evitar su religacién, el vector lineal se
sometid a desfosforilacion de sus extremos con la enzima CIAP segin las
recomendaciones de! proveedor. El vector digerido y desfosforilado se purificé desde

geles de agarosa y se conservo a —20 °C hasta el momento de su utilizacion.
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Los plasmidos pTEFTUALf o pTEFTuUEc recombinantes se digirieron con la
enzima de restriccion EcoRl, liberando el DNA clonado del sitio de clonamiento
multiple, el cual se purificé desde gel de agarosa.

El producto de la digestion correspondiente al gen de interés se ligd a pGEX-2T,
digerido y desfosforilado, mediante la enzima T4 DNA ligasa en mezcla de reaccion
durante toda la noche a 16 °C generando los plasmidos pGEFALif o pGEFEc, seglin
corresponda a los genes fuf de A. ferrooxidans o al gen fufB de E. coli,

respectivamente.

3. TRANSFORMACION DE E. cofi.
3.1. Preparacion de células electrocompetentes.

Se incubé toda la noche un preindculo de la célula receptora a 37 °C en medio
LB con agitacion. Al dia siguiente se inocularon 500 ml de LB al 1% con las células del
preinoculo y se incubaron a 37 °C con agitacién hasta que el cultivo alcanzé una
D.0.q00 de 0,8. Se centrifugd a 1500 x g por 15 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante
y se lavaron las células dos veces en 30 ml de glicerol al 10% estéril y frio
centrifugando cada vez a 1500 x g por 15 min a 4 °C. Finalmente, las células se
resuspendieron en aproximadamente 500 ul de glicerol al 10%, se tomd una alicuota
de 5 pl de células, se diluyeron con 995 pl de H,O y se midi6 la D.O.e00, ajustando a

una D.0.eg final de entre 100 y 200, se alicuotaron y conservaron a —80 °C.

3.2. Electroporacion.
Se utilizaron 20 pl de células electrocompetentes por cada ensayo de
electroporacién, las que se colocaron en tubos eppendorf de 500 pl, agregando 1 de

muestra de DNA con una concentracion de 10 ngful. La mezcla se deposité entre los
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electrodos de la cubeta y éstas se colocaron en la camara de electroporacion
previamente enfriada. Se aplico un pulso de corriente a cada cubeta y se transfirieron
las muestras en forma estéril a un tubo eppendorf que contenia 1 ml de medio SOC.
Se incubaron 1 h a 37 °C y luego de este periodo de recuperacion, 50-200 pl de células
se plaquearon e incubaron toda la noche a 37 °C.

Las electroporaciones se realizaron en un equipo Cell-porator {(Gibco BRL Life

Technologies, INC), aplicando un pulso de 400 Volts.

4. SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS.
4.1. Induccidn de la expresién de proteinas de fusién GST-EF-Tu.

Para el andlisis de los clones y verificacion de la expresion se cultivo toda la
noche un preinéculo de E. coli DH5a transformada con el pldsmido recombinante a 37
°C. Se inocularon 2 ml de LBA con 100 pl de este preindculo y se incubo hasta una
D.0O.s00 de 0,8 a 37 °C. Para inducir la expresién de la proteina de fusién se adicioné
IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incub6 por 3 h a 37 °C. Se centrifugaron
las células y se resuspendieron en 200 pl de tampén de carga 1x para realizar la
electroforesis en geles de poliacrilamida. Las muestras se calentaron por 5 min a 90-
100 °C, se centrifugaron por 20 segundos y se cargaron 5 pl del sobrenadante en un
gel SDS-PAGE al 12% preparado como se describe en Sambrook y col, 1989. La
electroforesis se realizé en tampén 25 mM Tris; 0,25 M glicina; 0,1% SDS a 150 V

durante 60-80 min y luego se visualizé el gel por tincién con azul de Coomassie.
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4.2. Purificacién de GST y proteinas de fusion GST-EF-Tu, GST-GIURS1 vy
GST-GIluRS2.

Para la purificacién de GST y las proteinas de fusion GST*GIuRS1 y GST-EF-
Tu se cultivo toda la noche un preindculo de E. coli DH5a transformada con el plasmido
recombinante a 25 °C. Con éste se inocularon 500 a 2000 ml de LBA al 5%. Se
cultivaron a 25 °C hasta una D.O.sn de 0,8 vy se adicioné IPTG a una concentracion
final de 1 mM, incubandolo a 25 °C por 3 h mas. Para la purificacion de la proteina de
fusién GST-GIURS2 se cultivé toda la noche un preinéculo de E. cofi BL21
transformada con el plasmidio recombinante a 25 °C. Con éste se inocularon 2 L de
LBA al 5% y se cultivd a 25 °C hasta una D.O.s00 de 0,4-0,5. Se adiciond IPTG a una
concentracion final de 0,4 mM y se incubd toda la noche a 15 °C.

Se centrifugaron las células a 4000 x g por 10 min a 4 °C y se guardaron a —20
°C.

Las células inducidas con IPTG se resuspendieron en 150 ml de solucion de
lisis (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 2 mM EDTA; 20 mM 2-mercaptoetanol; 0,1% Triton X-100;
150 mM NaCl), se agregé el coctel A de inhibidores de proteasas (2 mM PMSF; 0,1%
aprotinina; 2 ug/m! pepstatina A; 2 ug/mi leupeptina) y lisozima (100 ug/ml). Luego de
mezclar bien, se incubd 30-45 min en hielo y se traté con ultrasonido con 7 pulsos de
10 s cada uno a 50 watt alternando cada pulso con 1 min de incubacién en hielo. Este
extracto total de protefnas se centrifugd a 4000 x g por 15 min a 4 °C para separar la
porcién soluble de los cuerpos de inclusion. Se aplico el sobrenadante a una columna
de glutatién agarosa previamente equilibrada con solucién de lisis y luego se lavo con
10 voltmenes de esta misma solucién. Se equilibré con 5 voltimenes de tampon 1 (50
mM Tris-Cl, pH 8,0; 150 mM NaCl). La proteina GST y las proteinas de fusién GST-EF-

Tu, GST*GIURS1T y GST+GIURS2 se eluyeron con 20 mM glutatién reducido en tampon
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1. Las fracciones colectadas se analizaron por electroforesis en geles SDS-PAGE y las
que poseian la mayor cantidad de proteina de fusion se reunieron y dializaron en una
solucion de almacenamiento, conservandose a =20 °C.

La solucién de almacenamiento para GST-GIURS 1 y 2 contenia 20 mM
Hepes'KOH, pH 7,2; 10 mM MgCl;; 50 mM KCI; 1 mM DTT,; 50% glicerol en tanto que
para GST y GST-EF-Tu contenia 50 mM Hepes-KOH, pH 7,5; 10 mM MgCl;; 20 pM
GDP; 1 mM DTT.

La cuantificacidén de proteina se realizé por la metodica de Bradford.

4.3. Extraccion de proteinas totales desde E. coli.

Para la extraccion de proteinas totales se cultivé toda la noche a 37 °C un
preindculo de E. coli BL21 transformada ya sea con el plasmido recombinante
pCBSginS, para la enzima GInRS, o pAAF, para la enzima AdT.

Para la preparacion de GInRS se inocularon 50 ml de LBA al 1% y se cultivo a
37 °C hasta una D.O.g0 de 0,4. Se centrifugaron las células a 4000 x g por 10 min a 4
°C, se lavaron en 1 ml de tampon (50 mM Tris-Cl, pH 8,0; 20 mM 2-mercaptoetanol) y
se centrifugaron a 3000 x g por 5 min. Se resuspendieron en 5 ml de tampén de lisis
(50 mM Tris‘Cl, pH 8,0; 20 mM 2-mercaptoetanol; 0,2% triton X-100), se agregd el
coctel A de inhibidores de proteasas y lisozima (100 pg/ml). Luego de mezclar bien, se
incubo 30-45 min en hielo y se traté con ultrasonido. Este exiracto total de proteinas se
centrifugd a 12000 x g por 30 min a 4 °C y el sobrenadante se ultracentrifugd a 200000
x g (Ultracentrifuga Sorvall, rotor T-875) por 1 h. El sobrenadante se dializé contra
tampén 20 mM Hepes-KOH, pH 7,2; 10 mM MgCl,; 50 mM KCI; 1 mM DTT; 50%

glicerol y se conservé a —20 °C.
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Para la preparacion de AdT se inocularon 750 mi de LBA al 2% y se cultivo a 37
°C hasta una D.O.s de 0,4. Se adiciond IPTG a una concentracion final de 1 mM
incubandolo a 37 °C por 2 h mas. Se centrifugé a 4000 x g por 10 min y las células se
resuspendieron en 5 ml de tampén para el tratamiento con ultrasonido (50 mM Tris-Cl,
pH 8,0; 500 mM NaCl; 5 mM 2-mercaptoetanol; 5 mM MgCl;; 10% glicerol} mas el
coctel A de inhibidores de proteasas y lisozima (100 pg/ml). Luego de mezclar bien, se
incubo 30-45 min en hielo y se traté con ultrasonido. Este extracto total de proteinas se
centrifugd a 12000 x g por 30 min a 4 °C y el sobrenadante se ultracentrifugé a 200000
x g por 1 h. El sobrenadante se dializé contra tampén 256 mM Hepes-KOH, pH 7.,5; 1

mM DTT; 0,1 mM EDTA; 0,1 mM benzamidina; 10% glicerol y se conservé a —20 °C.

5. ACTIVIDAD in vitro DE PROTEINAS.
5.1. Aminoacilacién de tRNAs.

La reaccién de aminoacilacion se llevé a cabo a 37 °C por 30-45 min en tampon
12,6 mM Hepes-KOH, pH 7,2; 3,8 mM KCI; 1,5 mM MgCl,; 10 pM glutamato (5 pM
glutamato frio y 5 UM glutamato radiactivo (actividad especifica 238 mCi/mmol)) o 10
UM glutamina (5 M glutamina fria y 5 uM glutamina radiactiva (actividad especifica
273.3 mCifmmol)), o 100 uM glutamato (75 uM glutamato frio y 25 pM glutamato
radiactivo (actividad especifica 238 mCi/mmol)) para la reaccion con GIURSII; 5 mM
ATP: 2 mM DTT; 0,2 pg/pl tRNA; 1 U de pirofosfatasa mas la aminoacil-tRNA sintetasa
adecuada a una concentracién de: 25 M GST-GluRS1; 200 nM GST-GIuRS2; 0,1
Hg/ul GInRS. Al finalizar la reaccion se realizé una extraccién con un volumen de fenol
acido seguido por una extraccién con cloroformo. Se precipité con 1/10 volumen de 3

M acetato de sodio, pH 4,5 y 3 volimenes de etanol al 100%, se lavé una vez con
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etanol al 70% y luego de secar se conservd a —80 °C hasta el momento de su
utilizacién.

Para estimar la actividad enzimética se tomaron 20 pl de la solucién de
reaccion, se depositaron en un filtro de papel (Whatman 3MM, 15 mm de lado)
previamente saturado con 0,75 mM de glutamato o glutamina y se introdujo en TCA 5%
frio, se [avd con TCA 5% frio dos veces por 30 min y luego con etanol 100% por 5 min.
Los filtros se secaron 15 min a 65 °C y se suspendieron en 3 m! 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 en los filtros se cuantificé en un contador de centelleo liquido Delta 300

(Searle Analytical Inc.).

5.2 Formacién del compilejo ternario.

La formacién del complejo ternarioc EF-Tu-GTP[“Claa-tRNA* y la posterior
contabilizacion del [“Claa-tRNA* se basé en el procedimiento para purificar aa-tRNA®
(Ribeiro y col., 1995), y se modificé para realizarlo mediante un ensayo “GST-
pulldown”. En el ensayo, se une la proteina de fusién GST*EF-Tu a las perlas de
glutatién agarosa, el EF-Tu se activa transformando todo el GDP en GTP con
fosfoenolpiruvato y piruvato quinasa. Se agrega el [“Claa-tRNA* y luego de dos
lavados, el [“Claa-tRNA® se eluye desde e! EF-Tu y se cuenta la radiactividad.

En un tubo eppendorf se mezclaron 5,7 g de la proteina de fusién GST-EF-Tu
con 30 pl de perlas de glutation agarosa preparadas segln las indicaciones del
proveedor, en 100 pl de tampén A (50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 50 mM KCI; 50 miM NH,CI;
10 mM MgCl,; 1 mM GTP; 1 mM DTT) vy se incubé por 45 mina 1 h a 4 °C con
agitacién suave, se centrifugd por 1 min a 12000 x g y se descarté el sobrenadante. El

pellet se lavd para descartar el EF-Tu no unido, con 100 pl de tampén A incubando por
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cinco min con agitacién suave, se centrifugd 1 min_a 12000 x g y se descart6 el
sobrenadante. El EF-Tu se activé con piruvato quinasa y fosfoenolpiruvato en 100 pl de
tampon B (50 mM Tris-Cl, pH 7,4; 50 mM KCI; 50 mM NH,CI; 10 mM MgCl,; 1 mM
GTP; 1 mM DTT; 5 mM PEP; 100 ug/ml PK) por 15 min a 37 °C, se centrifugé por 1
min a 12000 x g y se descarté el sobrenadante. El pellet se mezclé con 100 pl del
[*Clea-tRNA™ resuspendido en tampén A por 15 min a 4 °C con agitacién suave, se
centrifugd por 1 min a 12000 x g y se tom6 80 pl del sobrenadante para cuantificarlo en
contador de centelleo descartando el resto. El pellet se lavo con 100 pl de tampén A
por 5 min con agitacién, se centrifugdé por 1 min a 12000 x g y se tomé6 80 pl del
sobrenadante para cuantificarlo en contador de centelleo descartando el resto. El pellet
se lavo con 100 pl de tampon C (50 mM Hepes, pH 7,5; 150 mM NaCl; 50 mM NH.CI;
10 mM MgCl,; 50 pM GTP; 1 mM DTT) por 5 min con agitacién suave, se centrifugd
por 1 min a 12000 x g y se tomd 80 pl del sobrenadante para cuantificarlo en contador
de centelleo descartando el resto. Se eluyé el [“Claa-tRNA* desde el EF-Tu con 100
Ml de tampén D (100 mM borato de sodio, pH 7,5; 1 M NaCl; 10 mM MgCl,; 50 uM
GTP; 1 mM DTT) por 5 min con agitacion suave, se centrifugé por 1 mina 12000 x gy
se tom6é 80 pl del sobrenadante para cuantificarlo en contador de centelleo,

descartando el resto.

5.3 Transamidacion.

La reaccion se llevé a cabo en tampén de transamidacién 2x que contenia 20
mM Hepes-KOH, pH 7,2; 10 mM KCI; 2 mM DTT; 3 mM MgCl,; 2 mM ATP; 2 mM
glutamina el cual se utilizé para resuspender el [“Claa-tRNA*. Se agregé un volumen
igual de AdT (40 ug de extracto proteico) en 25 mM Hepes-KOH, pH 7,2; 1 mM DTT;

0,1 mM EDTA,; 0,1 mM benzamidina; 10% glicerol y ia mezcla se incubd a 37 °C por un

28




tiempo maximo de 1 h. La reaccién se detuvo agregando 1 volumen de 0,6 M acetato
de sodio, pH 5,2 seguido por una extraccién con 1 volumen de fenol saturado acido a
pH 4,5 y una extraccion con 1 volumen de cloroformo. La fase acuosa con el aa-tRNA™
se removié y precipitd con 3 volimenes de etanol 100%. El sedimento seco se
resuspendié en 50 pl de 25 mM KOH y se incubé a 65 °C por 15 min para desacilar el
[“C]aa-tRNA®. La mezcla se neutralizé agregando 1,3 pl de 100 mM HCI y luego se
secd al vaclfo. Las muestras se resuspendieron en 6 pl de H,O bidestilada y una
alicuota de 1-2 pl se cargd en placas de cromatograffa en capa fina (cromatofolios
plasticos de celulosa, espesor de capa 0,1 mm). Después de la cromatografia en
amoniaco:agua:cloroformo:metanol (2:1:6:6) la placa se secé a 65 °C y se expuso en
una pantalla tipo k de deteccion de radioisétopos por 48-72 h. Los [**Claminoécidos se
detectaron explorando la pantalla en un Personal Molecular Imager FX de Bio-Rad y se

analizé con el programa QuantityOne de Bio-Rad.




RESULTADOS

I CLONAMIENTO Y EXPRESION DE EF-Tu
1. Amplificacion por PCR de los genes fuf de A. ferrooxidans y del gen tufB de E. coli.
En el genoma de A. ferrooxidans existen dos copias del gen fuf. Las secuencias
nucleotidicas de ambas son idénticas (1188 pb), por lo que el producto amplificado por
la reaccion de PCR estara conformado por la amplificacién de ambos genes. En E. cofi
en tanto, [as secuencias nucleotidicas (ambas de 1182 pb) son distintas. Los partidores
se disefiaron segun la secuencia de fufB.
Los genes fuf se amplificaron por PCR desde el DNA gendmico de las cepas
ATCC 23270 de A. ferrooxidans y DHba de E. coli {Figura 7) utilizando el Mix Elongasa

de Invitrogen (Ver Materiales y Métodos).

Genes tuf——»
1000 — |

750 —
500 —

Figura 7. Amplificacién por PCR de los genes fuf. Fotografia de un gel de agarosa al 1% de los
productos de PCR. 1) marcador de tamafios de DNA 1 kb “DNA ladder” MBIl Fermentas, 2) conirol
negativo de amplificacion de PCR, 3} amplificacion desde el DNA gendmico de A. ferrooxidans ATCC
23270, 4) amplificacion desde el DNA gendmico de E. coli DH5q.
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2. Clonamiento de los genes tuf.

Luego de la amplificacién, el producto de PCR se separé por electroforesis en
geles de agarosa, purificando desde los geles la banda correspondiente a los genes
tuf. Se cloné en pCR®2.1-TOPO, dando origen a los vectores pTEFTuAtf o pTEFTuEc
segun correspondiera al gen de A. ferrooxidans o de E. coli, respectivamente. La
secuencia de los genes se confirmé por secuenciacion del DNA.

Los plasmidos recombinantes pTEFTuAtf y pTEFTuEc se digirieron con la
enzima de restriccion EcoRl liberando un fragmento de aproximadamente 1200 pb
correspondiente a los genes tuf. Estos genes se subclonaron en el vector pGEX-2T
previamente digerido con la enzima de restriccion EcoRI, generando los plasmidos
recombinantes pGEFAtf o pGEFEc segun correspondiera al gen de A. ferrooxidans o

de E. coli, respectivamente (Figura 8).

pGEX-2T GST | Genftuf | pGEX-2T

Figura 8. Representacion esquematica del subclonamiento en el vector de expresién pGEX-2T. La
digestion con la enzima EcoRI de los vectores pTEFTuAtf o pTEFTUEC libera los genes fuf, los que se
ligaron al vector pGEX-2T previamente digerido con la misma enzima, generandose los vectores pGEFAtf

para A. ferrooxidans o pGEFEc para E. coli.
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La amplificacién de los genes tuf se disefi6 de tal modo de permitir el
clonamiento en el marco de lectura de la glutation-S-transferasa, por lo que los
productos de expresion, las proteinas de fusién GST+EF-Tu, se pueden purificar por

columnas de glutation agarosa.

3. Sobreexpresion y purificacion de la proteina de fusion GST+EF-Tu.
Para sobreexpresar y purificar las proteinas de fusién GST*EF-Tu se transformo
E. coli DH5a con los plasmidos pGEFAtf o pGEFEc. Las células transformadas se
cultivaron en medio LBA liquido con IPTG 1 mM y se verifico por electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS la aparicion de una proteina de 70 kDa,
correspondiente al tamarno estimado para el producto de fusion de EF-Tu con GST
(Figura 9).
pGEFA(f pGEFEC pGEX-2T
Mw Pl 2 P "N

200000 —

116250 — |
97400 —

GST*EF-Tu—>»
66200

21500

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Figura 9. Sobreexpresién y purificacién de los EF-Tu. Fotografia de un gel de poliacrilamida al 12%
donde se separo el extracto total de proteinas de E. coli DH5a cultivadas a 3(°C: 1) Marcador de tamaio
de proteinas Broad Range de Bio-Rad, 2) y 5) Induccion con 0,1 mM IPTG, 3) y 6) Induccién con 0,5 mM
IPTG, 4) y 7) Induccién con 1 mM IPTG, 8) y 9) Células transformadas con pGEX-2T. 2), 3) y 4) Células
transformadas con pGEFAtf, 5), 6) y 7) Células transformadas con pGEFEc, 10), 11) GST+EF-Tu de A.
ferrooxidans y de E. coli respectivamente, purificadas en columnas de glutation agarosa.
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La purificacion de los EF-Tu de A. ferrooxidans y de E. coli se realiz6 a partir de
un extracto de células cultivadas en LBA liquido con IPTG 1 mM por cromatografia de
afinidad en columnas de glutatién agarosa. Las fracciones que contenian la proteina
mas concentrada se colectaron y se dializaron (Ver Materiales y Métodos). Se
cuantificaron por la metédica de Bradford obteniéndose el EF-Tu de A. ferrooxidans a

una concentracion de 53 uM y el EF-Tu de E. coli a una concentracion de 25 HM.

[l EXPRESION Y OBTENCION DE aa-tRNA*
1. Purificacién de GIURS1 y GIURS2.

Los genes de las aminoaci-iRNA sintetasas GluRS1 y GIuRS2 de A.
ferrooxidans utilizadas en esta tesis ya habian sido clonados como productos de fusion
con GST en el vector pGEX-2T, dando origen a los plasmidos recombinantes pAFgliX1
(GIURS1) y pAFgitX2 (GIuRS2) (Salazar y col., 2003). Estas proteinas se
sobreexpresaron en células de E. coli como se describi6 en Materiales y Métodos.

Las protefnas se purificaron por cromatografia de afinidad en columnas de
glutation-agarosa a partir de un extracto de celulas cultivadas en LBA liquido con PTG
1mM. GIuRS1 se obtuvo a una concentracién de 9,2 uM. GIuRS2 tuvo que ser

purificada frecuentemente y por lo tanto se obtuvo a concentraciones variables.

2. Obtencidn de GInRS de E.coli.
Se obtuvo la Glutaminil-tRNA sintetasa preparando un exiracto de proteinas
totales desde una cepa de E. coli BL21 transformada con el plasmido pCBSginS (Liy

col., 1999).
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3. Obtencién de [“Claminoacil-tRNAs,

Los tRNAs utilizados fueron; tRNA®Y,, tRNA®"Y,, tRNA®", y tRNA®";. Como se

aprecia en la Figura 10, los tRNA®Y,, tRNA®, y tRNA®", poseen un brazo D largo, es

decir, poseen cuatro nucleétidos en el tallo D, mientras que el tRNA®"; posee un brazo

D corto, de solo tres nucleétidos. Esta diferencia estructural implica la utilizacién de las

diferentes aaR$ para formar los distintos aa-tRNA* (Salazar y col., 2003).
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Figura 10. Representacién esquematica de los tRNAs de A. ferrooxidans. Estructura secundaria

segin el programa tRNAscan-SE (Lowe y Eddy, 1997) de los tRNAs utilizados en las reacciones de

aminoacilacian.
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Los distintos [**C]aa-tRNA® sintetizados con las enzimas GluRS1 y GluRS2 de
A. ferrooxidans y GInRS de E. coli (Tabla 2) se utilizaron posteriormente en el anélisis

de la formacion de los complejos ternarios EF-Tu-GTP-[“Claa-tRNA™.

Tabtla 2
[**Claminoacil-tRNA™s sintetizados en reacciones de aminoacilacién
(*) aaRS GIuRS1 GIuRS2 GInRS
utilizada
() aa-tRNA™ | GIU-IRNA®"; GHRNA", GIU-IRNA™, | Glu-tRNA®"; | GIntRNA®"; -
sintetizado

| as aaRS$ se utilizaron a una concentracion de 25 M GIURS1, 200 nM GIURS2 y 0,1 pg/pl GInRS.

b Una vez sintetizados, los aa-tRNA™ se conservaron a —80°C hasta su utilizacion.

Il UNION DE [*“Claa-tRNA®™ a GST-EF-Tu
1. Reacciones de formacién del complejo ternario utilizando el EF-Tu de AL
ferrooxidans y Glu-tRNA®",.

La formacién del complejo ternarioc GST-EF-Tu-GTP-[*Claa-tRNA™ se realizo
en tubo eppendorf mediante un ensayo “GST-pulldown” como se describe en la Figura
11 y en Materiales y Métodos. Este método se llevé a cabo a 4°C para evitar [a
desnaturacion de la proteina y la degradacion del aa-tRNA* (Louie y col., 1984).

Cuando se purifica EF-Tu, éste posee GDP unido y se encuenfra en su
conformacién inactiva, por lo tanto es necesario activarla intercambiando el GDP por
GTP, lo que se realizé inmediatamente antes de cada ensayo incorporando al tampon
de reaccion piruvato quinasa y fosfoenolpiruvato con el objetivo de convertir {odo el
GDP presente en GTP (Gromadski y col., 2002).

Se consideré ademas el hecho de activar el EF-Tu antes o después de unirla a
l[a resina de glutation agarosa ya que al unir el GTP, el EF-Tu cambia

considerablemente su conformacion, pudiendo afectar la unién a la resina.
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%
- [“Claa-tRNA®

@ Gilutation aaarosa IBB———_] GST+EF-Tu T-‘a

Figura 11. Metodologia para determinar la unién de los aa-tRNA* al EF-Tu. a) Se incuba el ['“Caa-
tRNA* con la proteina de fusion GST+EF-Tu ya activada, formando el complejo ternario EF-
Tu-GTP[*“Claa-tRNA®. b) Se centrifuga y el pellet se lava dos veces. c) Finalmente se eluye el [14C]aa-

tRNA*® desde el EF-Tu y el sobrenadante con el ['“Claa-tRNA* se contabiliza en contador de centelleo.

Para esto se realizd el ensayo en ambas condiciones siguiendo el
procedimiento general pero ademas, liberando la proteina de fusion desde la resina por
competencia con 40 mM glutation reducido como ultimo paso. La medicion por
Bradford de estos eluidos arrojé como resultado que al unir EF-Tu a la resina y luego
activarlo, se logré un porcentaje mayor de union de la proteina de fusion a la resina.
Mientras que al activarla y luego mezclarla con la resina la unién fue menor.

Una vez que se unié el EF-Tu a la resina y se activé, se incorporé el [*“Claa-
tRNA® a la reaccién. Se escogié [“C]Glu-tRNA®"; para realizar los primeros ensayos
control ya que con éste se estandarizaron las reacciones de aminoacilacion. Su validez
se probé utilizando como control negativo GST y GST+EF-Tu sin activar, los resultados

se muestran en las Figuras 12y 13.
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El ensayo “GST-puildown” utilizado para la formacion del complejo ternario
permite seguir su curso en diferentes etapas, como se muestra en la Figura 11 y
siguientes:

e T1: Recuento de [“Claa-tRNA* no unido a EF-Tu.

e T2: Lavado 1, recuento de [“Claa-tRNA®® unido inespecificamente.

» T3: Lavado 2, recuento de [**CJaa-tRNA® unido inespecificamente.

* T4 elu: Recuento de aa-tRNA* unido y eluido desde el EF-Tu. El [*“Claa-

tRNA* se eluye desde el EF-Tu con 1M NaCl.

En la Figura 12 se muestra el resultado del ensayo de formacién del complejo
ternario utilizando la proteina GST purificada como control negativo. Paralelamente se
utilizé ["“C]GIu-tRNA®, y GST-EF-Tu como control positivo. Luego de la formacién del
complejo ternario utilizando el GST*EF-Tu de A. ferrooxidans y la proteina control GST,
se contabiliza por medio de contador de centelleo la radiactividad del [**C]aa-tRNA* en
el sobrenadante inicial (T1), en los lavados (T2 y T3} y en la elucién desde el EF-Tu
(T4 elu). Se observa que la razén en la unién del [“C]GIu-tRNA®", al GST-EF-Tu con
respecto a GST es de 37 veces.

La reaccion de formacidn del complejo ternario con la proteina GST-EF-Tu se
realizé a una concentracién de [“C]Glu-tRNA®", de 639 nM, alcanzando una unién de
18,7 pmoles al EF-Tu (Barra T4 elu). En la reaccién control, la formacion del complejo
ternario con GST, se realizé a una concentracién de [“C]GIU-tRNA®", de 675 nM,

recuperandose 0,5 pmoles del aa-tRNA** (Barra T4 elu).
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El alto ndmero de pmoles de [“C]GIu-tRNA®Y, registrado en T1, en
comparacion a T4 elu, probablemente se debe al exceso de ['*C]GIu-tRNA®", utilizado

en este ensayo, situacion que se considera en los ensayos posteriores.
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Figura 12. Especificidad en la unién de aa-tRNA™ al EF-Tu. Pmoles de ["“C]GIu-tRNA®"; obtenidos a
través de ensayos de formacion del complejo ternario utilizando la proteina GST como control negativo y la
proteina de fusion GST*EF-Tu como control positivo. En el recuadro se muestra una ampliacién de las
barras correspondientes a T4 elu.

En la Figura 13 se muestra el resultado del ensayo de formacion del complejo
ternario EF-Tu-GTP-[“C]GIu-tRNA®", a partir de los complejos binarios EF-Tu-GTP y
EF-Tu-GDP. La concentracién de [*C]GIu-tRNA®", fue de 139 nM, con el fin de estar
mas cerca de los valores de Ky registrados por Asahara y col., que rondan los 50-100
nM (Asahara y Uhlenbeck, 2002). En T4 elu el ['*C]GIu-tRNA®", recuperado desde el
EF-Tu activado es de 7,6 pmoles mientras que del EF-Tu sin activar es de 2,8 pmoles,

indicando que si se logra la conversién del GDP por GTP unido al EF-Tu y que el EF-
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Tu unido a GDP se une mas débilmente al aa-tRNA* (Dell y col., 1990, Kothe y col.,

2004).

pmoles aa-tRNA

T1 T2 T3 T4 elu

| B Glu-tRNAGIu1, EF-Tu activado B Glu-tRNAGIu1, EF-Tu sin activar

Figura 13. Efecto de la activacién del EF-Tu en la formacién del complejo ternario. Pmoles de
[“CIGIu-tRNA®"; obtenidos a través del ensayo de formacion del complejo ternario utilizando el EF-Tu sin
activar como control negativo y el EF-Tu activado como control positivo.

2. Reacciones de formacion del complejo ternario utilizando el EF-Tu de A.
ferrooxidans o de E. coli.

GIu-tRNA®"Y;, GIutRNA®Y, y GIntRNA®"; corresponden a aa-tRNA®
correctamente aminoacilados y por lo tanto debieran tener una mayor afinidad por el
EF-Tu, por sobre los aa-tRNA* “incorrectamente aminoacilados” Glu-tRNAS", y Glu-
tRNAS";.

Antecedentes previos indicaban que la K, de los EF-Tu por cualquiera de los
aa-tRNA* con los que habia sido estudiado mostraban valores similares, entre 50 y

100 nM (Asahara y Uhlenbeck, 2002). Por este motivo las concentraciones de aa-
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tRNA* a las que se llevaron a cabo las reacciones de formacién del complejo ternario
fueron en promedio de 74 nM, correspondiendo a un valor cercano a lo descrito
(Asahara y Uhlenbeck, 2002) y asi estar mas cerca de la K, probable.

En la Figura 14 se muestran las graficas de los datos obtenidos en la formacién
de los complejos ternarios con el EF-Tu y los distintos ['“Claa-tRNA® de A.

ferrooxidans.

12 —_—— — — |
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‘ Glu-tRNAGIu1 B GIlu-tRNAGIu4 OGIlu-tRNAGIn2 ‘
OGIu-tRNAGIn3 B GIn-tRNAGIn3 ‘

Figura 14. Formacién del complejo ternario con distintos aa-tRNA* y el EF-Tu de A. ferrooxidans.
El complejo ternario se formé con ['“Claminoacil-tRNA™s correctamente aminoacilados (Glu-tRNA®";, Glu-
tRNA®", y GIn-tRNA®";) e incorrectamente aminoacilados (Glu-tRNA®", y Glu-tRNA®"s). Cada barra en el
grafico representa el promedio de dos experimentos independientes.

La concentracién de los [*C]GIu-tRNA®"Y;, [“C]GIu-tRNA®Y, y [“C]GIn-tRNAC",
en el ensayo mostrado en la Figura 14 fue 86, 74 y 81 nM respectivamente. La
concentracion de [“C]GIu-tRNA®"; y [“C]GIu-tRNA®"; en el ensayo fue de 81 y 76 nM

respectivamente.
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Al igual que el EF-Tu de 7. thermophilus, el EF-Tu de A. ferrooxidans presenta
una clara diferencia entre aa-tRNA® acilados correctamente (Glu-tRNA®", GIn-tRNA®")
en comparacion a los Glu-tRNA®" intermediarios de la via indirecta. La diferencia en la
union al EF-Tu entre aa-tRNA®™ acilados correctamente comparados con los Glu-

tRNA®" es de hasta 13 veces (Tabla 3).

Tabla 3
Union de Glu-tRNA y GIn-tRNA al EF-Tu de A. ferrooxidans

GIu-tRNA®", Glu-tRNAT", GIUtRNA", GIu-tRNA®™; | GIn-tRNA®™,

88y * (74) (76) (81) (81)
Gluo G_lg-tRNA 811+1.79 968+072|063+020 1.76+x0.75|7.12+049
uniqao
(pmoles) b

2 Concentracion {en nM) de [*“Claa-tRNA® en la mezcla de reaccion.
b pmoles de ['“Claa-tRNA™ eluido desde el EF-Tu. Cada nimero representa el promedio de dos

experimentos independientes.

Para determinar si el EF-Tu de E. cofi no discrimina los GIu-tRNA®", se
formaron los complejos ternarios con [“CIGIU-RNA®Y;, [“CIGIu-RNA®,, [*CIGIn-
tRNASP, [“C]GIu-tRNAS", y [“CIGIutRNA®"; de A. ferrooxidans y el EF-Tu de E. coli.

Los resultados se muestran en la Figura 15.
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pmoles aa-tRNA

T1 T2 T3 T4 elu
O Glu-tRNAGIu1 B GIu-tRNAGIu4 OGIlu-tRNAGIn2 1

Glu-tRNAGIn3 B GIn-tRNAGIn3

Figura 15. Formacién del complejo ternario con distintos aa-tRNA™ de A. ferrooxidans y el EF-Tu
de E. coli. El complejo ternario se formé con ['“Claminoacil-tRNA*s correctamente aminoacilados (Glu-
tRNA®Y;, GIu-tRNA®Y, y GIn-tRNA®"3) e incorrectamente aminoacilados (GIu-tRNA®"; y GIu-tRNA®"s).
Cada barra en el grafico representa el promedio de dos experimentos independientes.

La concentracion de los ["“C]GIu-tRNA®Y,, ["“C]GIu-tRNA®", y [*C]GIn-tRNA®",
en el ensayo mostrado en la Figura 15 fue 75, 80 y 66 nM respectivamente. La
concentracion de [“C]GIu-tRNA®", y ["“C]GIu-tRNA®"; en el ensayo fue de 76 y 42 nM
respectivamente.

Si bien E. coli es un organismo que posee las veinte aaRS, y por lo tanto no
utiliza la via indirecta de sintesis de GIntRNA®", su EF-Tu también es capaz de
discriminar los productos intermediarios Glu-tRNA®", aunque la diferencia en la unién
al EF-Tu entre aa-tRNA® acilados correctamente comparados con los Glu-tRNA®", es

menor que en A. ferrooxidans, se alcanza una diferencia de hasta 8 veces (Tabla 4).
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Tabla 4
Unién de GlutRNA y GIn-tRNA al EF-Tu de E.colf

GIU-tRNA"", GIu-tRNATY, | GIU-fRNAT"; GIu-tRNA®"; | GIn-tRNA"™,

(75) (80) (76) (42) (68)
GluéG_I:;-tRNA 5.04+0.14 4.63x0.11 | 0.64x0.20 0.66+0.03 2.64+0.16
unido
{pmoles) b

# Concentracion (en nM) de [“Claa-tRNA en la mezcla de reaccién.
b pmoles de [“Claa-tRNA eluido desde el EF-Tu. Cada numerc representa ef promedio de dos

experimentos independientes.

IV TRANSFORMACION DE Glu-tRNA®" EN GIn-tRNA®"
1. Reaccion de amidotransferencia utilizando la AdT de A. ferrooxidans.

En la secciodn 1l.2 se observé que tanto el EF-Tu de A. ferrooxidans como €l de
E. coli se unen mas débilmente a GIu-tRNA®", y GIu-tRNA®";. Esta union mas débil
con el EF-Tu probablemente impide su ingreso a la sintesis de proteinas, evitando
errores en la traduccién. Si ambos Glu-tRNAS" participan en la sintesis de proteinas
deben ser sustratos de la amidotransferasa dependiente de tRNA de A. ferrooxidans.

El gen gatCAB de A. ferrooxidans, que codifica para la amidotransferasa, se
encuentra clonado en el plasmido pT7-blue3 (plasmido pAAF) (Salazar y col., 2001).
Se prepard un extracto total de proteinas desde células de E. coli BL-21 DE3
transformadas con el plasmido pAAF y se prepard ademads, un extracto de proteinas de
E. coli BL-21 DE3 sin transformar para utilizar como control negativo en la reaccion de
transamidacién. La cantidad total de proteina se cuantificd con la metédica de Bradford
utilizando para el ensayo 40 pg de proteina total. Como sustratos de la reaccion se
utilizaron los siguientes ["*Claa-tRNA®: Glu-tRNA®",, GIu-tRNA®"; y GIu-tRNA®",, este
tltimo como conirol negativo.

En primer lugar se realizé un seguimiento del avance de la reaccion en el

tiempo (Figura 18) determinandose que a los sesenta minutos de incubacion se
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obtenia una mayor proporcién de glutamina (correspondiente al producto GIn-tRNA®",)

comparado a glutamato (correspondiente al sustrato Glu-tRNA®M,).

123 45617 8

Figura 16. Separacién por cromatografia en placa fina de ["“Clglutamato y [“C]glutamina
recuperados del ensayo de transamidacion. El progreso de la accion de la AdT se sigui6 a lo largo de
sesenta minutos. 1) [*Clglutamato, 2) 15 min, 3) 30 min, 4) 45 min y 5) 80 min de reaccion, 6) control
negativo, extracto de protelnas totales de la cepa BL-21 sin transformar, 7) control negativo, sin enzima, 8)

['“Clglutamina.

Establecidos los parametros de reaccion se probd un nuevo sustrato de la AdT,
GlutRNA®"; (Figura 17), un producto intermediario de la via indirecta, que como se

mostrd anteriormente, interactia débilmente con el EF-Tu.
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Figura 17. Actividad AdT, empleando Glu-tRNA®"; como sustrato. Separacion por cromatografia en
placa fina de [**Clglutamato y [**Clglutamina recuperados del ensayo de transamidacién tras una hora de
reaccién. 1) [“Clglutamato, 2) reaccién de Glu-RNA®";, 3) reaccién de GIU-tRNA®"; sin AdT, 4) reaccion
de GIURNA®", 5) reaccién de GIu-tRNA®; sin AdT, 6) reaccion de GIu-RNASY, (control negativo), 7)
reaccion de GIu-tRNA%"; (duplicado), 8) reaccion de GIu-tRNA™, (duplicado), 9) [*“Clglutamina.

De los resultados mostrados en la Figura 17, se desprende que GIu-RNA®"; es
sustrato de la AdT, al igual que GIu-tRNA®",. Si bien el ensayo se realizé durante una
hora, tiempo éptimo de reaccidén segun resultados de la Figura 16, no se alcanzd una
total conversién de los GIu-tRNA®" en GIn-tRNA®", quizas debido a pérdida de

actividad de la enzima.
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2. Ensayo de competencia entre GIu-tRNA®", y GIn-tRNA®", en la formacion del
complejo ternario.

En la seccion lI.2 se mostré la interaccion del EF-Tu con GIntRNA®Y;. La
sintesis de GIn-tRNAS" fue posible por el uso de la GInRS de E. coli, que permite la
aminoacilacién del tRNA®"; con glutamina. El tRNA®", sin embargo, no es sustrato de
esta enzima y sélo con la utilizacién de la AdT se puede conseguir transformar el Glu-
tRNA®", en GIn-tRNA®",.

El [“C]GIntRNAS", se obtuvo por la accién de la AdT sobre el producto
intermediario ["“C]GIu-tRNA®",, v si bien se obtenian como una mezcla ([“CIGIn-
tRNA®Y[C]GIu-tRNA®™, resultaba ser un sustrato interesante para la formacion del
complejo ternario con ambos aa-tRNA* a la vez, y observar la competencia entre ellos
por el EF-Tu. De este modo se realizd la reaccién de amidotransferencia de Glu-
tRNA®",, y alicuotas del producto de la reaccion se sometieron a una separacién por
cromatografia en placa fina de los [“Clamino4cidos glutamina y glutamato,
estimandose la relacién glutamina/glutamato (GIn-tRNAS"/GIUtRNA®"™,) por medio de
un programa computacional.

Conocida la relacién GIn-tRNA®",/GIu-tRNA®", obtenida de la reaccion de
amidotransferencia, se realizé el ensayo para la formacién de complejo ternario con
distintas proporciones de [“C]GIntRNA®",/[“C]GIu-tRNA®",. Finalizado el ensayo de
formacion del complejo ternario se desacilaron los GIntRNA®"; y los Glu-tRNA®";
eluidos desde el EF-Tu y los aminoacidos se aplicaron en una TLC, analizando la
proporcién de glutamina/glutamato por medio del programa QuantityOne de Bio-Rad.
Esta proporcién es la cantidad de GIntRNA®"; y Glu-tRNA®", que se uni6 al EF-Tu
(Tabla 5).
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Los datos mostrados en la Tabla 5 indican que dentro de una mezcla de aa-

tRNA*, correcta e incorrectamente acilados, el EF-Tu es capaz de discriminar y unirse

en mayor proporcion al GIn-tRNA®" aminoacilado correctamente, por sobre el Glu-

tRNAS®" situacion acorde al hecho que presente una mayor unién a GIU-RNA®" o Gin-

tRNAS" por sobre Glu-tRNAS",

Tabla &

Ensayo de competencia entre GIn-tRNAS" y GIu-tRNA®" para formar el complejo ternario

con e! EF-Tu de A. ferrooxidans

Carga (GIn/GIu)(®) | Elucién desde el EF-Tu (GIn/Glu)(")
24 51
0,5 1,6
0,2 1,3

2 Referida a la proporcién GIn-tRNAT,/GIU-tRNAS™, utilizada para la
formaci6n det complejo ternario con el EF-Tu.
® Referida a Ja proporcién GIn-tRNA®%/GIu-tRNA®"; eluida desde el

EF-Tu luego de la formacién del complejo ternario. Es el equivalente a

T4 elu de los gréaficos.
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DISCUSION

El factor de elongacién Tu cumple una importante funcién en la biosintesis de
proteinas, al reconocer y transportar los aa-tRNA* al ribosoma. La especificidad con [a
que el EF-Tu efectie su funcion en la formacién del complejo ternario, aumenta la
fidelidad en el proceso de traduccion.

Hasta hace poco, el EF-Tu se consideraba una proteina inespecifica por unirse
a todos los aa-tRNA* con una afinidad similar, a pesar de la amplia diversidad de
secuencia de los {RNAs y de las diferencias en el tamario, carga e hidrofobicidad del
aminoacido esterificado (Louie,1984; 1985). Esta era una consideracién plausible
teniendo en cuenta que es solo una proteina la encargada de unir y transportar todos
los aa-tRNA™ sintetizados en la célula al sitio A del ribosoma, a excepcién del fMet-
tRNA™! iniciador.

En la actualidad, se sabe que si bien el EF-Tu se une a los aa-t{RNA*
correctamente aminoacilados con una afinidad similar, la afinidad por un aa-tRNA*
incorrectamente aminoacilado puede ser muy fuerte o débil (LaRiviere y col., 2001,
Asahara y Uhlenbeck, 2002). Esta diferencia en afinidad por los aa-tRNA* podria
significar, en el caso de una interaccion fuerte, una liberacién mas lenta del aa-tRNA™
desde el EF-Tu luego de la hidrdlisis del GTP, impidiendo una acomodacion eficiente
del aa-tRNA? en el sitio A del ribosoma o, por otra parte, una interaccién débil podria
significar un abandono prematuro del aa-tRNA* desde el EF-Tu (LaRiviere y col,
2001).

En esta tesis se abordé la hipétesis que el EF-Tu de A. ferrooxidans discrimina
el producto intermediario Glu-tRNA®", perteneciente a la via indirecta de sintesis de

GIntRNA®", en tanto que el EF-Tu de E. coli, un microorganismo que no utiliza esta
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via ya que posee la GInRS correspondiente, no lo discrimina. De producirse in vivo, el
Glu-tRNA®" serfa téxico para la célula si ingresa a la sintesis de proteinas (Gagnon y
col., 1986} y el EF-Tu de A. ferrooxidans lo discriminaria al momento de la formacion
del complejo ternario, mientras que el EF-Tu de E. cofi formaria el complejo ternario, y
el Glu-tRNA®" se incorporarfa a las proteinas.

Para probar esta hipétesis se realizaron experimentos de formacion de los
complejos ternarios in vitro entre el EF-Tu de A. ferrooxidans y de E. coli con; Glu-
tRNA®" (intermediario de Ia via indirecta), Glu-tRNA®" y GIn-tRNAS",

Los resultados de los experimentos de formacion de los complejos ternarios con
el EF-Tu de A. ferrooxidans permitieron confirmar que en un organismo que utiliza la
via indirecta en la sintesis de GIn-tRNA®", el EF-Tu se une mas débilmente al producto
intermediaric Glu-tRNA®" (Figura 14), como se habfa demostrado con el EF-Tu de
cloroplastos de espinaca que discrimina el Glu-tRNA®" (Stanzel y col., 1994) y con el
EF-Tu de 7. thermophilus que discrimina e} Asp-tRNA*" (Becker y Kern, 1998).

Como el EF-Tu de E. coli no se ve enfrentado in vivo al Glu-{RNA®" de la via
indirecta, podia suponerse que se unirfa indistintamente a GIu-tRNA®" y a los Glu-
tRNA®" y GIn-tRNA®™ aminoacilados cotrectamente. Los resultados de la formacion del
complejo ternario con los mismos aa-iRNA* de A. ferrooxidans y el EF-Tu de E. cofi,
indican que en un organismo que presenta las veinte aminoacil-tRNA sintetasas, y que
por lo tanto no utiliza la via indirecta de sintesis de GIn-tRNA®", el EF-Tu también
presenta una unién mas débil con el GIU-tRNA®™ (Figura 15).

La unién mas débil del EF-Tu de E. coli con el Glu4tRNA®" no era el resultado
esperado, pero considerando que todas las arqueas conocidas (Tumbula y col., 2000),
los organelos eucariéticos (Schén y col., 1986) y la mayoria de las bacterias (Gagnon y

col., 1996) carecen de la glutaminil-tRNA sintetasa, E. coli pudo haber adquirido la
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GInRS por transferencia génica horizontal desde un ancestro eucaristico (Lamour y
col., 1994). Siendo asi, probablemente previo a la transferencia génica, E. coli utilizaba
la via de la transamidacion (Gagnon y col., 1996) y su EF-Tu se vela enfrentado al Glu-
tRNAS". El EF-Tu es una proteina altamente conservada en el reino procariético, solo
se encuentran unas pocas diferencias cuando se comparan las estructuras primarias
de varias especies (Pedersen y col., 1998), por lo tanto, luego de la transferencia
génica de GInRS a E. coli, su EF-Tu pudo haber mantenido su capacidad
discriminatoria.

En la Figura 18 se muestra un alineamiento multiple entre los EF-Tu de A.
ferrooxidans, E. coli y T. thermophilus. La identidad entre el EF-Tu de A. ferrooxidans y
el de E. coli es de 71%, mientras que la similitud alcanza el 80%. Este porcentaje de
identidad es similar cuando se compara el EF-Tu de A. ferrooxidans con el EF-Tu de T.
thermophilus, que ha sido cristalizado (Berchtold y col., 1993), con el que alcanza un
67% de identidad y un 76% de similitud. Este alto porcentaje de identidad y similitud
presumiblemente refleja la enorme fuerza contra la evolucién divergente de los EF-Tu,
resaltando su rol central en la traduccién (Benner y col, 1989).

Las estructuras cristalograficas disponibles de los complejos ternarios EF-
Tu-GDPNP-Phe-tRNA™ y EF-Tu-GDPNP-Cys-tRNA®* (Nissen y cal., 1995; Nissen y
col., 1999) muestran que las cadenas laterales de los aminoacidos esterificados en el
tRNA se unen a un mismo bolsillo en la superficie del EF-Tu, entre el dominio | y Il
Esto sugiere que cada uno de los veinte aminoacidos esterificados en el tRNA
interactian en este sitio con el EF-Tu, haciendo contactos diferentes con el bolsillo, lo
que implica diferencias en las propiedades de unién del aminoacido por el EF-Tu. A

esto deben agregarse las diferencias en secuencia del brazo TwC de los tRNA, el
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brazo que interactta con el dominio Ill del EF-Tu, que contribuirian también a que el

aa-tRNA™ presente distintas propiedades de unién por el EF-Tu.
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Figura 18. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los factores EF-Tu de diferentes
microorganismos. La secuencia aminoacidica completa del EF-Tu de A. ferrooxidans, E. coli y T.
thermophilus se alineéd utilizando clustalw (www.ebi.ac.uk/clustalw). “** significa que el amino4cido es
idéntico en las secuencias alineadas, “:" significa que una substitucion conservada ha sido observada y “."
significa que una substitucion semiconservada ha sido observada. En color turquesa se destaca el dominio
I, en verde el dominio Il y en gris el dominio IIl.

LaRiviere y col. (LaRiviere y col., 2001) denominaron como compensacion
termodinamica el fenémeno de que si un aminoacido presenta una gran afinidad por el
EF-Tu, estara esterificado a un tRNA que presente una baja afinidad por el EF-Tu, y

viceversa. De esta forma, todos los aa-tRNA® correctamente aminoacilados tendran
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una afinidad por EF-Tu entre parametros estrechos (Ver Introduccién) y seran los que
participen en la sintesis de proteinas.

La esterificacion de glutamato en el tRNA®" no lograria esta compensacion,
dando como resultado una unién mas débil entre el EF-Tu y el GIu-tRNA®" de la via
indirecta, como se observa en los resultados de esta tesis entre los EF-Tu-GTP de A.
ferrooxidans y E. coli con Glu-tRNA®". Esta unién mas débil podria significar in vivo, un
abandono prematuro del GlutRNA®" desde el EF-Tu, evitando ser incorporado a la
sintesis de proteinas. Ademas, dentro de un conjunto de aa-tRNA* correcta e
incorrectamente aminoacilados, la diferencia en afinidad entre ellos por el EF-Tu
permitiria a esta proteina unirse mayoritariamente a los correctamente aminoacilados,
como se observé en el ensayo de competencia realizado entre GIu-tRNA®", y Gln-
tRNA®",. Probablemente algo similar ocurra in vivo, situacién que no contradice el
hecho de que una GIURS no discriminante en E. coli sea toxica (NUfez y col., 2004), ya
que segun los resultados obtenidos en esta tesis, si bien el EF-Tu presenta una menor
union a GIutRNA®", de todos modos una pequefia fraccion puede formar el complejo
ternario EF-Tu-GTP-GIu-tRNA®", acorde al crecimiento observado por Nifez y cal. en
sus experimentos in vivo (NGfiez y col., 2004).

Si el producto intermediario Glu-RNA®" de la via de Ja transamidacién no es
captado inmediatamente por la AdT, y por ende el glutamato mal aminoacilado en el
tRNA®" no fuera convertido a glutamina antes que el Glu-tRNA®" interactiie con el EF-
Tu, probablemente sea el mismo EF-Tu el encargado de evitar su incorporacion a la
sintesis de proteinas, lograndose el descodificamiento correcio de los codones de
glutamina. Esta situacién quizd se extienda a algin aa-<tRNA* erréneamente
aminoacilado que haya pasado el estricto control de las aaR$, considerando que el EF-

Tu de E. coli también muestra una unién mas débil con el Glu-tRNA®", asegurando una
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mayor fidelidad en el proceso de traduccién. La necesidad de mantener fuera de la
sintesis de proteinas a los aa{RNA™ erréneamente aminoacilados seria [a presion
selectiva para mantener un EF-Tu discriminante.

En otro resultado, en la Figura 17, carril 6, se observa que la AdT no reacciona
con GIu-tRNA®", En este contexto, seria interesante conocer como la AdT puede
reconocer sélo el GIu-tRNA®". Un sistema tipo "canal de sustratos” (Stanzel y col.,
1994), en el que el GIu-tRNA®" pase directamente de la GIURS no discriminante a la
AdT podria ser una respuesta a esa interrogante que aun espera ser descifrada, y que
podria ser en conjunto al EF-Tu discriminante, un paso de control mas para mantener
al GIu-tRNA®® fuera de la sintesis de protefnas, asegurando asi su fidelidad. Del
mismo modo, identificar en detalle como el EF-Tu puede discriminar la interaccién con
el GlutRNA®" “incorrectamente aminoacilado” es una pregunta que adin espera ser
contestada,

Por su relativamente baja tasa de divergencia en la secuencia (Gaucher y col.,
2003}, y considerando que los aminoacidos en el EF-Tu que forman el bolsillo de unién
al aminoacido esterificado son altamente conservados (Dale y col., 2004), la capacidad
discriminatoria del EF-Tu podria ser una capacidad inherente a ella, y no ser
consecuencia de pertenecer 0 no, a un organismo que posee la via indirecta de
sintesis de GIn-tRNA®". De esta forma el EF-Tu actuaria como un paso de control mas

en la fidelidad del fraspaso de la informacién contenida en el DNA hasta las proteinas.
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CONCLUSIONES

El EF-Tu de A. ferrooxidans es capaz de discriminar los Glu-tRNAS"
pertenecientes a la via indirecta de sintesis de GIn-tRNA®",

El EF-Tu de E. cofi, un microorganismo que no utiliza la via indirecta, es capaz
de discriminar los GlutRNA®" pertenecientes a la via indirecta de sintesis de
GIn-tRNA®™,

GIu-tRNA®"; es sustrato de la amidotransferasa de A. ferrooxidans.

En una mezcla de GIu-tRNA®" y GIn4tRNA®", el EF-Tu de A. ferrooxidans forma
el complejo ternario preferentemente con el GIn-tRNA®", o que favoreceria el
desplazamiento del aa-tRNA™ incorrectamente aminoacilado de la sintesis de

proteinas.
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