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RESUMEN

El grupo hemo, que participa en diversos procesos del metabolismo oxidativo de las
células, es una molécula potencialmente toxica, debido a su capacidad de generar ROS,
hecho que se encuentra estrechamente ligado a la presencia del hierro en su estructura,
asi como a las reacciones fotoquimicas que pueden experimentar los intermediarios de
su ruta de biosintesis. En general, las bacterias poseen diferentes estrategias para evitar
los efectos nocivos del hemo al regular la biosintesis de este cofactor y la eliminacion de
las ROS. La regulacidon de estos mecanismos en conjunio es esencial para el
funcionamiento normal de las células y contribuye a su adaptacion a diferentes cambios
ambientales.

La biosintesis de hemo comienza con la formacién del acido 8-aminolevulinico
(ALA), conocido como el precursor universal de todos los tetrapitroles. En la mayoria
de las bacterias, arqueas y plantas el ALA se obtiene mediante la Via Cs, que consta de
dos reacciones. En la primera reaccion se produce la reduccion dependiente de NADPH
del glutamato esterificado al tRNA®™ para obtener glutamato-semialdehido (GSA),
catalizada por la glutamil-tRNA reductasa (GluTR). Posteriormente el GSA se
transforma en ALA en una reaccion de transaminacion catalizada por la glutamato-
semialdehido aminomutasa (GSAM). Uno de los puntos de regulacion de la biosintesis
de hemo es la GluTR. Existe poca informacion en la literatura sobre las propiedades esta
enzima, porque generalmente al sobreexpresarla en sistemas heterologos es insoluble y

el sustrato para medir su actividad (Glu-tRNA™) es muy labil y costoso de obtener.
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Hasta la fecha se ha caracterizado una sola GluTR bacteriana que une hemo, la de C.
vibrioforme, para la cual se ha descrito que 1a unién del cofactor disminuye la actividad
de la enzima. El sitio de unidn del cofactor no se ha sido caracterizado ni se ha reportado
el dominio de la enzima involucrado en la interaccion hemo—proteina.

Acidithiobacillus ferrooxidans es una y-proteobacteria acidéfila, mesdfila, aerobia
facultativa que puede utilizar Fe** o compuestos reducidos del azufre como fuentes de
clectrones y energia para la fijacion de CO; y N, Este microorganismo posee
concentraciones de hemo elevadas en comparacion con otras bacterias y ademas, al
cultivarse en un medio con Fe’* y ALA, el contenido de hemo se incrementa 1,5 veces
en comparacion con células crecidas solo en Fe**. En estas condiciones hemos
observado una disminucién de los niveles de la GIuTR sin cambios aparentes en los
niveles del RNAm correspondiente, lo que sugiere una posible regulacion de Ia
biosintesis de hemo a nivel de esta enzima. Tomando en consideracién que para 4.
ferrooxidans no existen herramientas genéticas que posibiliten el estudio detallado de
sus genes y productos, nos propusimos abordar la regulacién de la biosintesis de hemo
mediante el estudio de la GIuTR sobreexpesada en un sistema heterologo.

Segiin los resultados obtenidos en esta tesis la GIuTR recombinante de A.
ferrooxidans, aislada desde Escherichia coli, es una proteina soluble, dimérica y que une
hemo, en particular hemo 4. La GIuTR une hemo en funcion de los niveles intracelulares
del cofactor y dicha unidn no afecta el estado de oligomerizaciéon de la proteina, sin

embargo, disminuye la actividad enzimatica.
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El andlisis de la secuencia aminoacidica de la GluTR, deducida de la secuencia de
DNA, revela la existencia en el extreme amino terminal de un péptido de 21 residuos,
que no se encuentra en otras GluTRs. Dentro de este fragmento extra pudimos
identificar un posible sitio HRM de union para hemo. El analisis de una mutante trunca
en dicho fragmento sugiere que el sitio HRM no participa en la unién de hemo y que la
ausencia de estos 21 aminoacidos no afecta la actividad de la enzima, por lo que
inferimos que puede deberse a un error en la anotacion del genoma.

Nuestros resultados sugieren que el dominio carboxilo terminal, que es el dominio
de dimerizacion, es relevante en la union de hemo, porque una proteina mutante
(GluTR357), que carece parcialmente de éste, es mayoritariamente monomérica y no
alcanza los niveles del cofactor presentes en la GluTR silvestre. Solo se logran restaurar
estos niveles en una proteina mutante dimérica que inciluye practicamente todo el
dominio carboxilo terminal (GluTR426). Ninguna de estas proteinas truncas en el
dominio de dimerizacion es activa, por tanto, es imprescindible la presencia del mismo
intacto para la actividad de la enzima. En conjunto estos resultados indican que la
GIuTR de A. ferrooxidans puede estar regulada por los niveles de hemo y que para dicha
interaccion es importante el dominio carboxilo terminal, lo cual sugiere una nueva

funcién no reportada en la literatura para dicho dominio.
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SUMMARY

Heme is an essential molecule for most archaea, bacteria and eukaryotes. It is an
important cofactor of proteins involved in multiple electron transport chains, sensor
molecules and protective systems like catalases and peroxidases.

Biosynthesis of heme begins with formation of §-aminolevulinic acid (ALA), the
universal precursor of tetrapyrroles. In archaea, plants and most bacteria, ALA is formed
by Cs-pathway. The enzyme glutamyl-tRNA reductase (GluTR), encoded by hemA gene,
catalyzes the NADPH-dependent reduction of tRNA-bound glutamate to produce
glutamate-1-semialdehyde (GSA), the first committed step in this pathway. Subsequent
transamination by glutamate semialdehyde aminomutase (GSAM) produces ALA. The
stability of Salmonelia tiphymurium GIuTR as well as the activity of C. vibrioforme
GIuTR are known to be affected by heme. There are few scientific reports about this
enzyme because it is insoluble when it is overexpressed in heterologous systems and its
substrate (Glu-tRNA®™) is very expensive and difficult to obtain,

Acidithiobaciilus ferrooxidans, an acidophilic bacterium that participates in
bioleaching of minerals, uses ferrous ions or reduced sulphur compounds as electron
donors. 4. ferrooxidans requires high heme levels due its metabolism, in comparison
with other bacteria. Depending on the culture conditions, variable amounts of
intracellular heme are produced. The heme levels increase 1.5 times if the culture

medium is supplemented with ALLA in comparison when the culture medium has ferrous

XV




ion only. When cellular content of heme is high, the level of GIuTR is substantially
reduced, without changes in mRNA levels. This fact suggests a possible regulation of
heme biosynthesis by this enzyme in 4. ferrooxidans.

In order to know the effects of heme on 4. ferrooxidans GIuTR we analyzed the
molecular and catalytic properties of recombinant GIuTR expressed in E. coli containing
different levels of intracellular heme. Our results show that A. ferrooxidans GluTR is
soluble dimeric protein that binds heme 5. The amount of heme bound to GluTR
depends on the intracellular levels of the cofactor. Binding of heme does not affect the
enzyme oligomerization state, although it inhibits activity of enzyme.

Bioinformatics analysis shows 21 aminoacids in 4. ferrooxidans GluTR N-terminal
extreme. They are not found in other bacterial GluTRs. We identified one HRM site for
heme binding in this fragment. The studies in a truncated mutant suggest that heme does
not bind to this HRM site and truncated enzyme is active; therefore, these 21 aminoacids
are not essential for enzyme activity and for heme binding,

In order to study the dimerization domain role in heme binding, we obtained
GIuTR357, GluTR392 and GIluTR426; three truncated proteins in C-terminal domain.
GIuTR357 is mainly in monomeric form and it does not have the heme levels present in
wild type GluTR. The heme levels are restored in a dimeric mutant with practically C-
terminal domain complete (GluTR426). Neither one of truncated proteins was active;
therefore, the complete C-terminal domain is essential for the enzyme activity. All these
results suggest that dimer formation facilitates the binding of heme to GITR

contributing to the regulation of the enzymatic activity.
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INTRODUCCION

Los tetrapirroles constituyen una familia de compuestos muy diversa y ampliamente
distribuida entre bacterias, archeas y eucariontes, Sus miembros mas representativos son
el hemo, responsable del color rojo de la sangre, y la clorofila, que brinda el color verde
a las hojas de las plantas. Para facilitar su estudio se dividen en dos grandes grupos,
tetrapirroles ciclicos y lineales. Los tetrapirroles ciclicos son el grupo con mayor
diversidad en cuanto a estructura y funcion dentro de las células. Se caracterizan por unir
diferentes tipos de iones metalicos como el Fe**, Mg®", Ni** y Co®*, dando lugar al
hemo, la clorofila, la coenzima F43 y la vitamina By,, respectivamente. El crecimiento
de las bacterias y las plantas se sustenta sobre la correcta formacion de los tetrapirroles,
por esta razon el estudio de sus respectivas rutas biosintéticas ha sido a lo largo de los
afios un blanco atractivo para el desarrollo de nuevos tratamientos antibacterianos y
herbicidas (Frankenberg, y col., 2003; Heinemann, y col., 2008).

La capacidad de los microorganismos de responder a un gran nimero de sefiales
ambientales e integrarlas para desarrollar respuestas adaptativas constituye una
estrategia exitosa que les permite habitar en diversos ambientes. Los microorganismos
extremofilos constituyen un claro ejemplo de ello, porque son capaces de adaptarse, no
s6lo a valores de pH y temperaturas extremos, sino que toleran en muchos casos la
desecacion, la falta de nutrientes, altas dosis de radiacion ultravioleta y altas

concentraciones de metales pesados. Actualmente existe un interés creciente por

comprender los mecanismos moleculares que permiten el crecimiento de




microorganismos en ambientes extremos, y esto ha impulsado el estudio de todas
aquellas rutas metabolicas involucradas, entre las que se encuentra la biosintesis de
tetrapirroles.

Acidithiobacillus ferrooxidans es una bacteria acidéfila, y quimiolitétrofa, aislada
por primera vez de aguas provenientes de relaves mineros. Por ser la primera bacteria
descrita capaz de solubilizar metales (Colmer y Hinkel, 1947), aun cuando no es ni la
mas abundante ni la mas importante en el proceso de biolixiviacion, se ha convertido en
el microorganismo modelo en biomineria. Por esta razéon se han realizado varios
esfiterzos por comprender el metabolismo energético de dicho microorganismo. Hasta la
fecha, una parte de las investigaciones en este tema se han concentrado en entender el
funcionamiento de sus cadenas de transporte de electrones (Quatrini, y col., 2006),
compuestas fundamentalmente por citocromos (Yarzabal, y col, 2002), y los
mecanismos para mantener la homeostasts del hierro (Quatrini, y col., 2005); pero no se
ha abordado ain la biosintesis de hemo, cofactor estrechamente relacionado con los
procesos antes mencionados. Con el desarrollo de esta tesis nos propusimos abordar la
biosintesis de hemo en A. ferrooxidans mediante el estudio de la glutamil-{RNA

reductasa (GIluTR), enzima que cataliza la primera reaccion de la biosintesis de hemo y

que es considerada el punto de regulacion mas importante de esta ruta.




1.1. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1.1.1 El grupo hemo: caracteristicas generales

El hemo es un complejo de hierro con un macrociclo de protoporfirina. Este tltimo
consiste en cuatro anillos pirrolicos unidos por puentes meteno (Figura 1). El catién
hierro; en sus dos estados de oxidacién mas habituales, Fe** y Fe®*; se encuentra
coordinado con los cuatro nitrogenos de la protoporfirina en un mismo plano y puede
formar uno o dos enlaces de coordinacién adicionales, perpendiculares al plano anterior.
Las cadenas laterales de aminoacidos como la histidina, cisteina y tirosina pueden actuar
como ligandos axiales del hierro heminico, generandose de esta forma complejos penta o

hexacoordinados entre el hemo y las protefnas (Mahler y Cordes, 1961).

A

Hemo b Hemo ¢

Figura 1. Estructura de los grupos hemo & y ¢. Se muestra el complejo entre el Fe** y el
anillo de protoporfirina correspondiente a cada tipo de hemo.



Existen varios tipos de grupo hemo, los cuales difieren en los sustituyentes del
macrociclo de protoporfirina. El hemo b posee cuatro grupos metilo, dos propionatos y
dos grupos vinilo (Figura 1A) mientras que en el hemo ¢ (Figura 1B) los grupos vinilo
cambian por etilo y el atomo de carbono 1 de cada uno de ¢ellos se encuentra formando
un enlace tioéter con el azufre de la cadena lateral de una cisteina aportada por la
proteina. A pesar de estas diferencias estructurales, debido a la presencia del anillo de
protoporfirina altamente conjugado, todos los grupos hemo absorben en la region visible
del espectro, destacandose la banda y (Soret) ubicada entre 410-430 nm v las bandas Q

que se encuentran entre 520-560 nm (Mahler y Cordes, 1961).

1.1.2  Relacion estructura-funcion de las hemoproteinas
El hemo es una molécula esencial para la mayoria de las arqueas, bacterias y eucariontes
ya que es el cofactor de proteinas que poseen diversas funciones celulares. Entre ellas se
destacan transportadores de oxigeno, como Ia hemoglobina, componentes de las cadenas
de transporte de electrones, como los citocromos c, detectores de gases diatdmicos que
intervienen en procesos de transduccion de sefiales, como la guanilato ciclasa, y
enzimas, como las catalasas y peroxidasas, que participan en la eliminacion de
compuestos toxicos para las células (Rodgers, 1999; Dawson, 1998; Haser, y col., 1979).
En los ejemplos anteriores el hemo forma un complejo estable con las proteinas v Ia
remociéon del mismo implica una pérdida de la actividad de éstas. Sin embargo,
recientemente se ha propuesto que existen proteinas que pueden unir hemo
reversiblemente, como es el caso de HasA, un transportador de hemo encontrado en

bacterias patégenas (Ghigo, y col., 1997). De esta forma surge la idea de que el hemo




puede tener ademas un papel regulador dentro de las células y actualmente se han
descrito algunos ejemplos que corroboran esta afirmacion. Entre ellos se encuentra el
factor transcripcional Hapl de levaduras, el cual en ausencia de hemo estd formando
complejos con otras proteinas y no se une al ADN. La union de hemo a Hapl promueve
la liberacion de éste del complejo y la formacion de dimeros. La forma dimeérica del
factor transcripcional se une con gran afinidad al ADN activando genes que codifican
para proteinas que intervienen en la respiracion celular (Zhang y Hach, 1999). Para
algunas de las proteinas que son reguladas por hemo, como es el caso de Hapl, se
sugiere que la union de éste ocurre a través de un sitio llamado HRM (Heme Regulatory
Motifs) que posee la siguiente secuencia aminoacidica: Lys/Arg-Cys-Pro-Val/Ile-Asp-
His, en la que el dipéptido Cys-Pro se encuentra absolutamente conservado (Guarente y
Zhang, 1995).

Conjuntamente con la descripcion de nuevas funciones para el grupo hemo se han
realizado numerosos estudios estructurales para aclarar los mecanismos implicados en
éstas, y obtener informacién que permita predecir sus sitios de unién. Como resultado se
han descrito una gran variedad de plegamientos presentes en las hemoproteinas, los
cuales reflejan las maltiples soluciones estructurales que han surgido durante el proceso
evolutivo para unir la misma especie quimica (Pacli, y col., 2002).

Actualmente se ha desechado la afirmacion de que los enlaces de coordinacion
entre el hierro heminico y las cadenas laterales de aminoacidos aportados por la
proteina, constituyen la interaccion més importante que mantiene el hemo b unido a
éstas. Experimentos con mutantes puntuales de citocromos y globinas, en las cuales la

histidina proximal es sustituida por glicina, muestran que dichas proteinas ain pueden




incorporar hemo. Estos datos sugieren que la estructura aportada por la proteina
proporciona ademas las interacciones no covalentes suficientes para la union del hemo
en una region especifica (Barrick, 1994; McRee, y col., 1994).

En el caso particular de los citocromos ¢ se ha descrito la secuencia —CXXCH-
como una sefial en la estructura primaria para la unién del hemo ¢, el cual esta enlazado
covalentemente a la proteina a través de las dos cisteinas presentes en dicha secuencia
(Moore y Pettigrew, 1990). Sin embargo, para las proteinas que unen hemo 4 no se ha
descrito una secuencia sefial, un dominio o un patrén de plegamiento inico que permita
predecir el sitio de union para este tipo de hemo. Hasta la fecha se han encontrado mas
de 20 plegamientos diferentes en proteinas que unen hemo b y que abarcan una gran
variedad de funciones (Schneider, vy col., 2007; Perutz, y col., 1960; 1999).

Analisis estructurales comparativos de varias hemoproteinas, que poseen algunos de
estos 20 plegamientos, sugieren que existen patrones conservados para ciertos puntos de
contacto entre el hemo y la zona de union en la proteina (Schneider, y col., 2007).
Dichos contactos se dividen en tres categorias dependiendo de la parte del hemo
implicada en la interaccion; de esta forma, se describen aminoacidos que interactfian con
los grupos propionato, con el plano y con la periferia del anillo de protoporfirina. Se
plantea que aminoacidos como la arginina y la lisina son importantes para la interaccion
con los grupos propionato, mientras que la leucina y la isoleucina son muy frecuentes en

posiciones que permiten interacciones de van der Waals con el plano del anillo de

protoporfirina (Schneider, y col., 2007).

H



1.1.3 Biosintesis del grupo hemo

La biosintesis de todos los tetrapirroles comienza con la formacion del acido 6-
aminolevulinico (ALA), conocido como el precursor universal de estos compuestos.
Esta pequetia molécula proporciona todos los atomos de carbone y nitrogeno requeridos
para la sintesis del macrociclo tetrapirrdlico (Heinemann, y col,, 2008). Una vez
obtenido el ALA, y a partir de 3 reacciones catalizadas que son comunes para la
biosintesis de todos los tetrapirroles, se obtiene el uroporfirindgeno III, el primer
intermediario ciclico de la ruta. Después de la formacion de este macrociclo ocurre una
ramificacion de la via metabodlica, donde las reacciones de sintesis de tetrapirroles, como
la vitamina B v el sirohemo, se separan de la sintesis de hemo. Para la formacion de
este ultimo se requiere de cuatro reacciones enzimaticas que conforman una ruta

altamente conservada en eucariontes y procariontes (Heinemann, v col., 2008).

1.1.3.1 Biosintesis de ALA

Existen dos rutas conocidas para la obtencion del ALA, la primera descrita fue la Via
Shemin, en la cual se obtiene el ALA por una reaccion de condensacion entre la glicina
y el succinil-CoA, con una consecuente liberacion de dioxido de carbono, catalizada por
la ALA sintasa. Esta ruta se encuentra en eucariontes no fotosintéticos y en las o-
proteobacterias (Neuberger y Scott, 1953; Shemin y Russel, 1953). La segunda via de
obtencion de ALA es la ruta Cs, que consta de dos reacciones, y se encuentra en la

mayoria de las bacterias, arqueas y plantas (Beale y Castelfranco1973; Avissar, 1989).

En este caso se utiliza como sustrato el glutamato esterificado al tRNA®™ (Glu-




tRNA™), el cual también es usado para la sintesis de proteinas (Figura 2) (Jahn, y col.,

1992).
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Figura 2. Esquema de la Via Cs de biosintesis de ALA. En el esquema aparecen los dos
pasos requeridos para la sintesis de ALA, la primera reaccion catalizada por la glutamil-
tRNA reductasa (GIuTR) y la segunda catalizada por la glutamato semialdehido
aminomutasa (GSAM).

Como se muestra en la Figura 2, en la primera reaccion de la via Cs se produce la
reduccion dependiente de NADPH del glutamato esterificado al tRNA®™ para obtener
glutamato-semialdehido (GSA), un intermediario inestable a pH fisioldgico (Chen y col.,
1990). Esta etapa es catalizada por la glutamil-tRNA reductasa (GluTR), codificada por
el gen hemA (Jahn, y col, 1991; Verkamp, y col., 1992; Moser, y col, 1999).
Posteriormente el GSA se transforma en ALA en una reaccion de transaminacion
dependiente de fosfato de piridoxal (PLP) catalizada por la glutamato-semialdehido

aminomutasa (GSAM) (Ilag, y col., 1991; Ilag y Jahn, 1992).



1.1.3.2 Caracteristicas de la GIuTR, la primera enzima de la via Cs

Durante varios afios la GluTR, proveniente de diferentes filentes, ha sido estudiada con
el objetivo de determinar su estructura y mecanismo enzimatico. Sin embargo, aparecen
pocos trabajos publicados con relacion a dicha proteina, debido fundamentalmente a que
se encuentra en pequeiias cantidades en las células y a que de forma general, al emplear
sistemas heterologos para su produccion, genera cuerpos de inclusién. La determinacion
de la actividad de la enzima no se encuentra exenta de dificultades ya que en primer
lugar la obtencién del sustrato (Glu-tRNA™) es un proceso engorroso y costoso y en
segundo lugar no es posible cuantificar el producto de la reaccion (GSA) debido a su
inestabilidad a pH fisiolégico (Chen, y col.,, 1990).

Actualmente se cuenta con un modelo propuesto para la estructura tridimensional
de la GIuTR de Methanopyrus kandleri, sobre la base de datos cristalograficos. En dicho
trabajo se sugiere que la proteina es un dimero con una inusual estructura en forma de V.
El dimero estd compuesto por dos mondémeros idénticos y en cada uno de ellos es
posible distinguir tres dominios diferentes, uno catalitico, otro de unién al NADPH y un
tercero de dimerizacion (Moser, y col., 2001) (Figura 3A).

La formacion de dimeros de la GIuTR se ha comprobado experimentalmente para la
enzimas recombinantes de M. kandleri, E. coli y Chlorobium vibrioforme (Moser, y col.,
1999; Schauer, y col., 2002; Srivastava y Beale, 2005), las cuales ademas son proteinas
activas in vifro. Con relacion al estudio de la forma monomérica de esta enzima sélo se
ha obtenido una mutante de la GIuTR de E. coli, que al carecer del dominio carboxilo
terminal, no forma dimeros y posee un 5% de actividad remanente en comparacién con

la proteina silvestre (Liier, y col., 2005). Esto sugiere que es importante la presencia del
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dominio de dimerizacion para la actividad, pero no se ha descrito si estd implicado

directamente en la catélisis o en la formacion del complejo con el sustrato.

Dominio de
unién al
NADPH

Dominio
catalitico

Dominio de
dimerizacién

Figura 3. Modelos estructurales de la GluTR. A, modelo de la estructura propuesta para
el monémero de la GIuTR de M.kandleri (Moser, y col., 2001). B, modelo propuesto
para el complejo GIuTR (gris oscuro)-GSAM (gris claro) de E. coli (Liier, y col., 2005).

Al reportarse la inusual estructura en forma de V para la GluTR dimérica, y
teniendo en cuenta la inestabilidad del GSA formado en la reaccion catalizada por esta
enzima, se postulo la formacion de un complejo entre la GIuTR y la GSAM. Se propuso
un modelo para el complejo entre estas dos proteinas sobre la base de las estructuras
obtenidas mediante cristalografia de la GIuTR de M. kandleri y la GSAM de la
cianobacteria Synechococcus sp. 6301(Moser, y col.,, 2001) (Figura 3B). En dicho
modelo se sugiere que el sitio activo de cada monémero de GSAM se ubica en la cara
opuesta del sitio activo de la GIuTR, lo cual constituye la base para plantear un proceso

de canalizacion del sustrato entre ambas proteinas. Posteriormente se demostré la
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existencia de dicho complejo iz vivo en E. coli (Liier, y col., 2005).y en Chlamidomonas
reinhardtii (Nogal y Beale, 2005).

Se ha descrito que el mecanismo enzimatico de la GIuTR de M. kandleri involucra
primeramente un ataque nucleofilico del grupo suifidrilo de la Cys48 de la enzima, un
residuo altamente conservado en todas las GIuTR, al grupo carboxilo del glutamato
esterificado con la ribosa del nucledtido de adenina del extremo 3° del tRNASM
formandose un tioéster. En una segunda reaccion se reduce el tioéster por transferencia
de un hidruro desde el NADPH obteniéndose el GSA (Moser, y col., 1999; Schauer, y
col., 2002). Con relacion a los determinantes del tRNA®™ requeridos para la interaccién
con la GluTR se ha descrito que ni el anticodén ni el brazo aceptor son importantes en el
reconocimiento del sustrato por la enzima, a diferencia de lo reportado para las
aminoacil-tRNA sintetasas (Randau, y col., 2004), La especificidad de la interaccién
entre el Glu-tRNA®® y la GIuTR estaria determinada, segin trabajos posteriores, por la
unién del glutamato al sitio activo de la enzima, siendo el enlace éster existente entre el
glutamato y el tfRNA®" un determinante crucial para el reconocimiento especifico del

sustrato (Liier, y col., 2007).

1.1.3.3 El Papel de la GIuTR en la regulacion de la biosintesis de hemo

El hemo, ademas del importante papel que desempeiia en la mayoria de los organismos,
es considerado una molécula potencialmente tdxica. Esto ultimo se debe a su capacidad
de generar especies reactivas del oxigeno (ROS), hecho que se encuentra estrechamente
ligado a la presencia del hierro en su estructura, asi como a las reacciones fotoquimicas

que pueden experimentar los intermediarios de su ruta de biosintesis (Aft v Mueller,
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1984; Monteiro, y col., 1991; Imaly, 2003). Por esta razon la biosintesis de hemo es una
via metabolica que se encuentra sujeta a un estricto control. En bacterias se han descrito
diferentes estrategias para dicha regulacion en dependencia de los niveles de oxigeno,
hierro y hemo (O’Brian y Thény-Meyer, 2002; Schobert y Jahn, 2001).

Con relacion a la regulacion que ejerce el propio hemo sobre su sintesis se ha
reportado que en Bradyrhizobium japonicum la proteina Irr, un represor transcripcional,
coordina la homeostasis del hierro con la biosintesis de hemo. Cuando hay
disponibilidad de hierro para la sintesis de hemo, Irr se une a la ferroquelatasa, enzima
que cataliza la incorporacién de hierro al macrociclo de portoporfirina, y posteriormente
Irr experimenta una degradacion dependiente de hemo. Sin embargo, la limitacion de
hierro promueve la disociacion de las dos proteinas y de esta forma Irr puede ejercer su
funcidén como represor e inhibir la transcripcton del gen kemB, que codifica para la ALA
deshidratasa (Hamza, y col., 1998).

Ademas del ejemplo anterior existen varios trabajos que proponen que el hemo
regula su propia sintesis a nivel de la GluTR (Wang, y col., 1997; 1999a; 1999b). En
estos se reporta que en Salmonella typhimurium la estabilidad de la GIuTR esta
condicionada por el nivel de hemo intracelular, al aumentar éste se verifica una
disminucion en los niveles de la proteina, sin que se aprecien cambios en la transcripcion
del gen hemA. Adicionalmente se propone que la disminucion de los niveles de la
GIuTR se debe a la activacion de un mecanismo de degradacidn proteolitica. En dicho
proceso estan involucrados los sistemas de proteasas celulares CIpAP y Lon que

reconocen una sefial de degradacion presente en los primeros 18 aminoacidos de la

GluTR (Wang, y col., 1999a; 1999b). Uno de los modelos propuestos para explicar esta
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regulacion plantea que, como consecuencia de la unién de hemo a la GIuTR, se produce
un cambio conformacional en la proteina que expone la secuencia de reconocimiento
para las proteasas (Wang, y col., 1999a). Hasta el momento no se han encontrado
evidencias de que es el propio hemo el que transmite la sefial para la degradacion de la
GIuTR o si existen otros intermediarios de la biosintesis del hemo u otras proteinas
involucradas, pero si se ha reportado que algunas GluTR unen hemo (Srivastava y Beale,
2005; Vothknecht, y col., 1986).

Hasta la fecha se conocen dos GIuTR recombinantes de origen bacteriano que unen
hemo, la de C. vibrioforme (Srivastava y Beale, 2005) y la de Mycobacterium
fuberculosis (Paravisi, y col., 2009). Segun se plantea en el primero de estos trabajos, la
enzima de C. vibrioforme une un mol de hemo por cada mol de polipéptido y su
actividad no se afecta al ser tratada con hemina. Sin embargo, las preparaciones de esta
proteina obtenidas desde células tratadas con un inhibidor de la ALA deshidratasa
poseen un menor contenido de hemo, son mas activas y susceptibles a la inhibicion por
hemina (Srivastava y Beale, 2005). Con relacién a la GluTR recombinante de M.
tuberculosis se ha reportado que mayoritariamente se encuentra en cuerpos de inclusion,
que puede formar complejos con la GluRS de esta bacteria y que posee una relacion

hemo/proteina de 1:16 (Paravisi, y col., 2009).

1.1.4. Caracteristicas generales de Acidithiobacillus ferrooxidans

Acidithiobacillus ferrooxidans es una y-proteobacteria acidofila, mesofila, aerobia

facultativa que puede utilizar Fe** o compuestos reducidos del azufre como fuentes de
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electrones y energia para la fijacion de CO, y N, (Rawlings y Silver, 1995). Esta
bacteria forma parte de las comunidades microbianas involucradas en la biolixiviacion
(Rawlings, y col.,, 1999) y aunque no es la mas abundante ni la mas importante en dicho
proceso, s¢ ha convertido en un modelo de estudio para la biomineria. Actualmente se
dispone de la secuencia de su genoma (J. Craig Venter Institute) y esto ha impulsado el
desarrollo de multiples investigaciones para obtener una mejor comprension acerca de su
metabolismo, tomandola como modelo de estudio de estas comunidades biolixiviantes.
A. ferrooxidans habita en ambientes donde las concentraciones de Fe** son muy
altas, oxida grandes cantidades de este metal y debido a esto posee un elevado consumo
de oxigeno. Se ha reportado que la tasa respiratoria de este microorganismo es
aproximadamente diez veces superior a la estimada en las mitocondrias de
cardiomiocitos bovinos (Ingledew y Cobbley, 1980). Para alcanzar estas altas tasas
oxidativas A. ferrooxidans posee niveles elevados de los componentes redox
involucrados en las cadenas transportadoras de electrones, entre ellos se destacan los
citocromos (Ingledew, 1982; Yarzabal, y col, 2002). Este elevado nivel de
hemoproteinas implica que la bacteria debe tener una gran disponibilidad de hemo para
satisfacer esta demanda. De hecho, segiin datos de nuestro laboratorio, el contenido de
hemo de A. ferrooxidans crecido en un medio con Fe** es 7 veces mayor que el de £.
coli. Ademas, al cultivar el microorganismo en un medio con Fe** y ALA, el contenido
de hemo se incrementa 1,5 veces en comparacion con células crecidas solo en Fe**. En
presencia de ALA hemos observado una disminucién de los niveles de la GIuTR sin
cambios aparentes en los niveles del ARNm correspendiente, lo que sugiere una posible

regulacion de la biosintesis de hemo a nivel de esta enzima (Levican, y col., 2007).
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Teniendo en cuenta que un exceso de hemo puede provocar dafios oxidativos en las
células, y que por esta razdén su biosintesis estd estrictamente regulada; que A.
Jferrooxidans puede modular el contenido de citocromos en funcidén de las condiciones
de cultivo, para lo que requiere de cambios en los niveles de hemo, consideramos que
este microorganismo es un modelo atractivo para el estudio de la regulacion de la
biosintesis de hemo.

Tomando en consideracion que, a diferencia de otras bacterias, para A. ferrooxidans
no existen herramientas genéticas que faciliten el estudio detallado de sus genes y
productos, y que ademas, la cantidad de biomasa que se obtiene por cada litro de cultivo
no es suficiente para obtener extractos de proteinas concentrados, nos propusimos
abordar la regulacion de la biosintesis de hemo mediante el estudio de su GluTR
recombinante.

Por los antecedentes anteriormente expuestos se propone la siguiente HIPOTESIS:
La GluTR de 4. ferrooxidans podria unir hemo y éste regularia su actividad, lo cual
reflejaria una de las estrategias empleadas por la bacteria para mantener los niveles de

hemo en funcién de los requerimientos celulares.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar el efecto de la unidon de hemo sobre las propiedades cataliticas y
moleculares de la GIuTR recombinante de 4. ferrooxidans v determinar el dominio al

cual se une el cofactor.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

2.1.1 Cepasy plasmidos

Las cepas de E. coli v A. ferrooxidans que se emplearon en esta tesis se describen en la
Tabla 1. La cepa de F. coli DH5a se utilizo para la propagacion y almacenamiento de
plasmidos y la cepa BL21 (DE3) para la sobreexpresion de genes y la obtencion de
proteinas de fusion. Los plasmidos empleados para el desarrollo de esta tesis se

describen en la Tabla 2.

Tabla 1. Cepas de E .coli y A. ferrooxidans.

Cepas Genotipo/Descripcién Fuente

Escherichia coli

SupEAd AlacU169 (O80lacZ AMI15) hsdR17 Novagen
DH5u recAl endd1 gyvrA96 thi-1 reldl,
BL21(DE3) F "~ ompT hsdSp(ts mp ) gal dem (DE3) Novagen
Acidithiobacillus ferrooxidans
ATCC2327 Silvestre ATCC

Tabla 2. Plasmidos.

Plismidos Descripcion Fuente
pGEMT-Easy Plasmido de 3820 pb utilizado para clonar productos Promega
de PCR, Amp.
pET-15b Plasmido de 5708 pb utilizado para clonar ¢l gen Invitrogene

hemd silvestre y mutantes truncas de dicho gen,
Amp. Las proteinas de fusion obtenidas por la
expresion de los genes clonados en este pldsmido
poseen un hexapéptido de His en el extremo amino
terminal y un sitio de reconocimiento para Trombina.
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pET-21b

pAFgliX1

pGHAET
pUC18/Glu3

GluTR/pET-21b

GIuTR357/pET-15b

GluTR357,,/pET-15b

GIuTR392/pET-15b

GIuTR426/pET-15b

A21NH,GIuTR/pET-21b

Plasmido de 5443 pb utilizado para clonar el gen
hemA, Amp. Las proteinas de fusién obtenidas por la
expresién de los genes clonados en este plasmido
poseen un hexapéptido de His en el extremo
carboxilo terminal.

Plasmido que contiene el gen gitX! de A
Jerrooxidans en el sitio EcoRI del plasmido pGEX-
2T, Amp.

Plismido derivado de pET-15b que contiene el gen
hemA de A. ferrooxidans en el sitio Xhol, Amp.

Plasmido derivado de pUC18 que contiene el gen del
tRNA;™ de 4. ferrooxidans, Amp.

Plasmido derivado de pET-21b que contiene el gen
hemd de A. ferrooxidans clonado entre los stios Nhel
v Xhol, Amp.

Plasmido derivado de pET-15b que contiene en el
sitio Xhol una variante trunca del gen hemd de 4.
Jerrooxidans que codifica para la mutante
GluTR357, Amp.

Piasmido derivado de pET-15b que contiene en el
sitioc Xhol una variante trunca del gen hemd de A.
Jerrooxidans que codifica para la mutante GluTR357
con mutaciones puntuales, Amp,

Plasmido derivado de pET-15b que conticne en el
sitio Xhol una variante trunca del gen hemA de 4.
Jerrooxidans que codifica para la  mutanie
GIuTR392, Amp.

Plasmido derivado de pET-15b que contiene en el
sitio Xhol una variante tronca del gen hemd de A
Jerrooxidans que codifica para la  mutante
GIluTR426, Amp,

Plasmido derivado de pET-21b que contiene entre
los sitios Ndel y Xhol la variante trunca del gen
hemd de A. ferrooxidans que codifica para una
GIuTR que carcce de los primeros 21 aminodcidos,
Amp.
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col., 2006
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col., 2006
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Esta tesis

Esta tesis
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2.1.2 Medios de cultivo

Medio LB: 1% (p/v) Triptona, 1% (p/v) NaCl y 0,5% (p/v) extracto de levadura. Se

esterilizo en autoclave por 20 min a 15 atm. Para el medio LB so6lido se agrego 1,5%

(p/v) agar. En aquellos casos requeridos los medios se suplementaron con ampicilina a
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una concentracion final de 100 pg/ml. Para la seleccidn de transformantes de £. coli por
expresion del gen de la B-galactosidasa se suplement6 el medio con 20 mM IPTG y 80
ug/ml de X-gal.

Medio 9K-Fe**; 0,04 g/L KoHPOy; 0,04 g/L MgSO4 vy 0,1 g/L. (NHy);S0,. Se ajustd el
pH a 1,6 con H;SO;4 concentrado y se esterilizo en autoclave durante 15 min a 15 atm.
En el momento de usar se adiciond una solucién de sulfato de hierro (II), previamente

esterilizada por filtracion, hasta una concentracion final de 33,3 g/L.

2.1.3 Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (USA): lisozima, BSA,
ampicilina, TEMED, PMSF, persuifato de amonio, bromuro de etidio, ATP, CTP, GTP,
UTP, citocromo-¢ de caballo, mioglobina, glutamato, glutation reducido, resina de
glutatién agarosa, PPO, POPOP, El SDS se obtuvo en United States Biochemicals Co.
(USA) v el reactivo de Bradford en BioRad. Todas las endonucleasas de restriccion, la
CIAP, los desoxiribonucledtidos, la mezcla High Fidelity PCR Enzyme (Tag y Pfu DNA
polimerasas), los marcadores de peso molecular para DNA (100 pb y 1 kb) y los
marcadores de peso molecular para proteinas proceden de Fermentas. La T4 DNA ligasa
se obtuvo en New England Biolabs. Todas las sales, acidos, bases y compuestos
organicos de grado analitico proceden de Merck, Fluka o JT Baker. Los reactivos para
medios de cultivo: triptona, extracto de levadura y agar, se adquirieron en Mo Bio

Laboratories, Tnc. Las resinas de Ni**-sefarosa y Superdex 200HR se adquirieron en GE

Healthcare.
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2.1.4 Oligonuclectidos

Los oligonucledtidos utilizados en esta tesis se adquirieron en Fermelo y se describen en
la Tabla 3. Las secuencias reconocidas por enzimas de restriccion aparecen subrayadas v
se hace referencia a la enzima correspondiente en el nombre del oligonucledtido. En los
oligonucledtidos inversos que se disefiaron para obtener las mutantes truncas del gen

hemA aparece sombreada la secuencia del codon de parada que se utilizo.

Tabla 3. Listado de oligonucleotidos.

Temp. de

Oliganucledtidos Secuencia nucleotidica ( 5°-3°) ElSﬂ(Coiégiﬁn
A2 INH,GluTRAf-pET2 1b/Nhel-fd* CATATGACCACCATTTTCTGCTTCGG 61,4
A2INH,GInTRAf-pET2 1b/Xhol-Rv" CTCGAGTCCTTCGGCGTCACTG 60,7
GluTR357Af-pET15b/Xhol-{d" CTCGAGTTGCAATCCTGTCCGGCAT 63,1
GluTR3 57Af-pET15b/X11.oI-va ERECTCCCGCCATTGCTG 61,6
GluTR3 92Af-pET15b/X1101-va CTCGAGfm‘GTCCTGCCCCTGATCC 62,2
GIuTR426 Af-pET15b/Xhol-Rv" CTCGAGHHATTCGTTGGTCGCGTCC 62,3

fd* oligonucledtidos directos; Rv”: oligonucledtidos inversos.

2.2. METODOS

2.2.1 Condiciones de Cultivo

Los cultivos de 4. ferrooxidans se crecieron a 30 °C con agitacion (150 rpm) en medio
9K. EI crecimiento de A. ferrooxidans se evalud por recuento directo de células en
camara Petroff-Hausser. Las bacterias se colectaron en la fase tardia del crecimiento
exponencial mediante centrifugacién a 8000 rpm por 10 min, a 4 °C. Las células se
lavaron en medio 9K hasta obtenerlas libres de particulas.

Las distintas cepas de E. coli se cultivaron en medio LB o en medio LBA

suplementado con ampicilina (100 pg/ml, concentracion final) a 37 °C con agitacion
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(200 rpm) El crecimiento bacteriano se controlé midiendo la absorbancia a 600 nm. Las

bacterias se colectaron por centrifugacion a 6000 rpm por 10 min a 4 °C,

2.2.2 Preparacion de DNA plasmidial

Para la purificacién del DNA plasmidial de E. cofi se utilizd el Plasmid Mini Kit
(Qiagen). Las células de E. coli se cultivaron con agitacion toda la noche a 37 °C y se
colectaron por centrifigacion a 14000 rpm por 1 min. La extraccion del DNA plasmidial
se realizO mediante lisis alcalina y se purificd por cromatografia de intercambio idnico
segin las indicaciones del proveedor. La calidad de la preparacion de DNA plasmidial

se verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%.

2.2.3 Preparacion de DNA gendmico de A. ferrooxidans
La extraccion del DNA genémico de A. ferrooxidans se efectud a partir de cultivos
crecidos a 30 °C hasta alcanzar la fase exponencial tardia en medio 9K-Fe*" segin

describen Yates y Holmes (1987).

2.2.4 Preparacion y transformacion de células de E. coli quimiocompetentes

La preparacion y transformacion de células quimiocompetentes se realizé siguiendo los
protocolos descritos por Sambrook y col., 1989. Células de E. coli cultivadas durante
toda la noche a 37 °C y con agitacion constante se utilizaron para inocular 100 ml de LB
al 1% (v/v). El cultivo se incubd a 37 °C y con agitacion constante hasta que alcanzo una

absorbancia a 600 nm de 0,4-0,5. Posteriormente se centrifugd a 3000 rpm por 20 min a 4

°C, se elimino el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con 50 ml de una solucién
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de CaCl, fria (10 mM Hepes-NaOH pH 7, 15% glicerol, 60 mM CaCl,), centrifugando
cada vez a2 3000 rpm por 20 min a 4 °C. Después del altimo lavado, las células se
resuspendieron en 5 ml de la solucién de CaCl; anterior y se guardaron en alicuotas de 100
ul a -80 °C hasta su utilizacién.

Para la transformacion de las células quimiocompetentes se tomo6 una alicuota de
100 ul de éstas se mezcld con 1-5 ul (0,1-100 ng) de la preparacién de DNA plasmidial
y se incubd en hielo durante 30 min. Posteriormente la mezcla se incubd durante 45 s a
42 °C y luego en hielo durante 2 min. Se agregaron 0,9 ml de medio LB y se incubaron
las células a 37 °C con agitacion durante 1 hora. Por tltimo se sembraron 50-100 pl de
la suspensién de células en placas de LBA/agar, las cuales se mantuvieron durante toda

1a noche a 37 °C.

2.2.5 Estrategia de clonacion para obtener las mutantes truncas del gen hemA

Para obtener las cuatro mutantes truncas del gen hemA (Figura 4) se amplificaron los
fragmentos requeridos mediante PCR a partir del DNA gendémico de A. ferrooxidans
utilizando los oligonucledtidos descritos en Ia Tabla 3 y la mezcla de DNA polimerasas
High Fidelity PCR Enzyme. Para obtener las mutantes truncas GluTR357; 392 y 426 se
adicion6 el codon de parada (5°-TTA-3") en la secuencia de los oligonucledtidos

inversos (Rv).



22

1 150 357 392 426 443

I l I N B

L MMM
XNEGRE -

PP NN
SR NN
AN =

4 Dominio I Dominio IT de
& catalitico unién al NADPH

Dominio I de
e dimerizacion

Figura 4. Representacion esquemdtica de los dominios de la GIuTR. Se muestra un
esquema de los dominios presentes en las mutantes truncas de la GIuTR de A.
Jferrooxidans.

En general, se emplearon las siguientes condiciones para las reacciones de PCR:
una primera etapa de desnaturalizacion a 94 °C por 2 min, seguida de 28 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento de los oligonucle6tidos durante 30
s a 60 °C y extension del fragmento con High Fidelity PCR Enzyme Mix a 72 °C durante
un tiempo aproximado de 1 min por kb de DNA a sintetizar. Finalmente se realizo una
extension a 72 °C durante 10 min. En todos los casos los productos de amplificacion se
observaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%, realizadas a 100 V durante 45
min en amortiguador TAE (40 mM Tris-acetato y 1 mM EDTA). Los geles se tifieron
con bromuro de etidio (0,5 pg/ml) y se visualizaron los productos de amplificacion al

exponer el gel a la luz ultravioleta.
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Posteriormente los productos de PCR obtenidos se ligaron independientemente al
pGEMT-Easy. Las mezclas de reaccion se incubaron durante toda la noche a 4 °C
empleando los reactivos proporcionados por el proveedor y utilizando en todos los casos
una relacién plasmido:inserto de 1:3. Las mezclas de ligacion se utilizaron para
transformar células quimiocompetentes de E. coli. De todas las transformantes obtenidas
se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en medio LBA/agar/X-gal, v se
verifico la presencia del inserto mediante PCR de colonias.

Se purificaron los plasmidos y se liberaron los insertos mediante reacciones de
digestion con las endonucleasas correspondientes, segin los sitios de reconocimiento
incorporados en los oligonucledtidos (Tabla 3). De forma general las digestiones se
realizaron durante toda la noche a 37 °C, tomando en cuenta las indicaciones del
proveedor de las enzimas de restriccion. Los fragmentos obtenidos por digestion se
purificaron desde geles de agarosa al 1% usando el kit HiYield Gel/PCR DNA Fragment
Extraction (RBC, Bioscience) y se ligaron a los plasmidos de expresion (pET-15b o
pET21-b) previamente digeridos con las endonucleasas correspondientes y
desfosforilados con CIAP. La reaccién de ligacion se realizéd con la T4 DNA ligasa
empledndose una relacion plasmido:inserto 1:3, se incubd la mezcla durante toda la
noche a 16 °C y con ésta se transformaron células de E. coli quimiocompetentes. Se
utilizo LBA como medio de seleccion, se purificaron los plasmidos que contenian los

insertos deseados y se corrobord la identidad de los fragmentos clonados por

secuenciacion.
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2.2.6 Sobreexpresion de los genes gltxl, hemd silvestre y mutantes fruncas

La cepa BL21(DE3) de E. coli transformada con los diferentes plasmidos recombinantes
descritos en la Tabla 2 se cultivé toda la noche a 37 °C en LBA (50 ml). Dicho cultivo
se utilizod para inocular 1L de medio LBA al 5%. Las células se cultivaron a 37 °C con
agitacion hasta alcanzar una absorbancia a 600 nm entre 0,6 y 0,8, en este momento se
adicion6 IPTG a una concentracion final de 500 pM y se incubaron las células a 37 °C
por 3 horas més. Se centrifugaron las células a 6000 rpm por 10 min a 4 °C. Se lavaron
con 50 mM Tris-HCI pH 8 y se guardaron a -20 °C para su posterior utilizacion.

Cuando fue requerido aumentar el contenido de hemo de las células de E. coli, éstas
se cultivaron en las condiciones anteriormente descritas. Las células se crecieron hasta
alcanzar una absorbancia a 600 nm de 0,6 y luego se afiadio ALA para obtener una
concentracion final de 500 uM en el medio de cultivo (O’Brian y Gao, 2007). Cuando el
cultivo alcanzd una absorbancia a 600 nm de 0,8 se adiciono el IPTG y se incubd
durante 3 horas adicionales. Para disminuir el contenido de hemo de las células de E.
coli se desarrolld una estrategia similar a la anteriormente descrita, pero afiadiendo
ortofenantrolina a una concentracién final en el medio de cultivo de 100 pM (Saunders,

y col., 2008).

2.2.7 Purificacion de GST-GIuRS1

Las células obtenidas después de la induccion con IPTG del gen glfx] se resuspendieron
en 100 ml de una solucion A (50 mM Tris-HCl pH 8; 2 mM EDTA; 20 mM 2-
mercaptoetanol; 0,1% Triton X-100; 150 mM NaCl), se agregaron inhibidores de

proteasas (2 mM PMSF; 0,1% aprotinina; 2 pg/ml pepstatina A y 2 pg/ml leupeptina) y
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posteriormente se sonicé la mezcla, aplicando 7 pulsos de 10 s cada uno a 50 watt
alternando cada pulso con 1 min de incubacién en hielo. El extracto total de proteinas
obtenido se centrifugé a 20000xg por 45 min a 4 °C y se aplico el sobrenadante a una
columna de glutation agarosa previamente equilibrada con solucion A. Posteriormente se
lavé con 5 volimenes de solucion B (50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl) vy se realizo
la elusion de la GST-GIuRS1 con 20 mM glutation reducido en solucion B. Las
fracciones colectadas se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) vy las que poseian la mayor cantidad de proteina de fusién se unieron y se
dializaron en una solucién de almacenamiento (20 mM Hepes-KOH pH 7,2; 50 mM

KCl, 10 mM MgCl,; 50% glicerol; 1 mM DTT) conservandose posteriormente a -80 °C.
g g p

2.2.8 Purificacion de Hiss.Glu1R.

Las proteinas de fusion con cola de histidinas se purificaron todas mediante el siguiente
protocolo. Las células previamente obtenidas a partir de 1L de cultivo se resuspendieron
en 100 ml de una solucion A (50 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; 5 mM imidazol) y
se sonico la mezcla, aplicando 7 pulsos de 10 s cada uno a 50 W alternando cada pulso
con 1 min de incubacion en hielo. El extracto total de proteinas obtenido se centrifiigd a
20000xg por 45 min a 4 °C y se aplico el sobrenadante a una columna de Ni**-sefarosa
previamente equilibrada con solucion A. Posteriormente se lavd con 5 volimenes de
solucion B (50 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM NaCl; 20 mM imidazol) y la elusion de las
proteinas de fusion se realizd con una soluciéon C (50 mM Tris-HCI pH 8; 500 mM

NaCl; 200 mM imidazol). Las fracciones colectadas se analizaron mediante SDS-PAGE

y las que poseian la mayor cantidad de proteina de fusion se unieron y se dializaron en
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una solucion de almacenamiento (30 mM Hepes-NaOH pH 7,5; 200 mM NaCl; 20%
glicerol; 1 mM DTT) conservandose posteriormente a -80 °C.

En los casos que fue requerido se digirio la proteina de fusién con trombina para
eliminar el hexapéptido de His. Para ello se afiadio trombina (1u/pl) y 2,5 mM de CaCl,
a la fraccion obtenida de la columna de Ni**-sefarosa y se incubé durante toda la noche a
4 °C. DPosteriormente se dializ6 y se recromatografio la proteina digerida,

comprobandose la presencia de la GluTR mediante SDS-PAGE.

2.2.9 Cromatografia de filtracion en gel

Esta cromatografia se realizd con una columna de Superdex 200 HR de 30 ml, con una
velocidad de flyjo de 0,5 ml/min y usando como fase movil 50 mM Tris-HCI pH 8, 100
mM NaCl. El seguimiento de las corridas cromatograficas se realizd midiendo la
absorbancia a 280 nm y a 420 nm, empleando un detector Jasco acoplado a un
computador. Previamente se calibro la columna con las siguientes proteinas patrones: B-
amilasa (200 kDa), alcohol deshidrogenasa (150 kDa), BSA (66 kDa), anhidrasa
carboénica (29 kDa) y citocromo-¢ (12,4 kDa). Para determinar el volumen de exclusion

se utilizé azul dextrano (2000 kDa).

2.2.10 Cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind utilizando el método de Bradford (1976).

Para la curva de calibracion se utilizdo BSA y se midio la absorbancia a 595 nm.
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2.2.11 Cuantificacion de hemo

El contenido de hemo de las diferentes preparaciones de GIuTR recombinantes se
determiné usando el coeficiente de extincion de hemocromo piridina g419=1,915 x 10°M
'em™ (Srivastava y Beale, 2005). Se hicieron reaccionar las proteinas con una solucidén

de 25% piridina y 100 mM NaOH, posteriormente se adicioné ditionito de sodio a una

concentracion final de 5 mM y se midio la absorbancia a 419 nm,

2.2.12 Espectros de absorcion UV-visible

Los espectros de absorcién UV-visible se registraron en un espectrofotémetro de doble
haz Jasco (V-550) a temperatura ambiente, usando una cubeta de cuarzo de lem de paso
optico. Las mediciones se realizaron en intervalos de 1 nm entre 260-600 nm,
registrandose al menos 3 espectros para cada muestra. Las proteinas se diluyeron
previamente en solucion tampon 50 mM Tris-HCI pH 8, a una concentracion final de 50
uM., Para obtener los espectros del grupo hemo en condiciones reducidas se utilizd 1

mM de ditionito de sodio y para oxidarlo 1 mM ferricianuro de potasio.

2.2.13 Espectros de dicroismo circular (DC)

Los espectros DC se registraron en un espectropolarimetro Jasco (J-600), usando una
cubeta de cuarzo de 1 mM de paso Optico. Las mediciones fueron realizadas en
intervalos de 1 nm entre 260 y 190 nm, con una amplitud de banda de 2 nm, una
velocidad de barrido de 50 nm/min, obteniéndose el promedio de 5 espectros. Para estos

experimentos las proteinas se diluyeron en 20 mM de fosfato de sodio pH 8 a una

concetracion final de 2,5 uM y se incubaron durante 1 hora antes de registrar el espectro.
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Para el analisis de los espectros primeramente se restd el espectro del blanco y
posteriormente la elipticidad observada fue convertida en elipticidad residuo promedio
aplicando la ecuacion 1. Para esto ultimo se fuvo en cuenta la concentracion de proteina
de las muestras recuperadas de la cubeta y el nimero de aminoacidos de la cadena
polipeptidica. Para calcular el contenido de estructura secundaria se utilizo el método de
analisis CDSSTR (Compton, y Jhonson, 1986) disponible en la web

www.dichroweb.cryst.bbk.ac.uk (Whitmore, y Wallace, 2004).

(0)=—2

10xnxCpxl
Ecuacién 1
Donde:
(6): Elipticidad residuo promedio (grado n: nimero de aminoacidos de la proteina
cm? decimol™). Cp: Concentracion molar (mol/L).
& Elipticidad observada (mgrado) I: paso dptico de la cubeta (cm).

2.2.14 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Las electroforesis en geles de poliacrilamida para proteinas se realizaron segun el
sistema descrito por Laemmli (Laemmli, 1970), usando Tris-glicina como solucion
amortiguadora de corrida. Las muestras de proteinas se mezclaron previamente con
solucién amortiguadora de carga (25 mM Tris-HCI pH 8; 50% glicerol; 0,1% SDS y 5%
B-mercaptoetanol) y se emplearon geles separadores al 12% y al 8%. Para la deteccion

de las proteinas se utilizé azul de Coomassie R-250 segiin se describe en Current

Protocols (Sasse y Gallagher, 2003).
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2.2.15 Immunodeteccion de proteinas

La inmunodeteccion de GluTR se realizo siguiendo el protocolo descrito en Current
protocols (Sasse y Gallagher, 2003). Después de la electroforesis el gel se incubd
durante 30 min en solucion de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8,4; 150 mM glicina;
1% SDS (p/v) y 10% MeOH (v/v)), posteriormente se realizo la transferencia a 350 mA
durante una hora y media, y se dejo incubando la membrana de PVDF toda la noche a 4
°C con solucion de bloqueo (5% leche (p/v); 0,1% Tween-20 (v/v) y 10% TBS). Al dia
siguiente se lavo tres veces la membrana con TBS y se incubd durante 1 hora a
temperatura ambiente con el anticuerpo primario, posteriormente se repitieron los tres
lavados con TBS y se incubd con el anticuerpo secundario durante 1 hora. Por tiltimo se
lavdé nuevamente la membrana con TBS y se incubd la misma con los sustratos
cromogénicos requeridos para la deteccion de la actividad enzimatica conjugada al
anticuerpo secundario. Se emplearon anticuerpos primarios policlonales anti-GluTR
generados en conejo y anticuerpos secundarios anti-IgG de conejo conjugados con
fosfatasa alcalina. Para detectar las proteinas de fusion con el hexapéptido de His se
emplearon monoclonales anti-(His)s generados en ratén y anticuerpos secundarios anti-
IgG de raton conjugados con fosfatasa alcalina. En ambos casos se utilizaron los
sustratos cromogeénicos BCIP/NBT descritos para detectar la actividad de la fosfatasa

alcalina (Sasse y Gallagher, 2003).

2.2.16 Reaccion de entrecruzamiento de proteinas

Para determinar el estado de oligomerizacion de la GIuTR en sus diferentes

preparaciones se realizaron reacciones de entrecruzamiento con glutaraldehido

O
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(Willmund, y col., 2007; Kar, y col., 2008). Las proteinas (0,5 mg/ml) se incubaron, a
temperatura ambiente, en 20 mM fosfato de sodio pH 7 durante 30 min y 1 hora.
Posteriormente se afiadi¢ glutaraldehido a diferentes concentraciones (0,05-1% v/v)
continuando la incubacién durante 30 min El entrecruzamiento se detuvo al adicionar
amortiguador de carga para SDS-PAGE que contenia 400 mM de glicina y la mezcla se

aplico en un gel al 8%. La deteccion de las proteinas se realizo con azul de Coomassie.

2.2.17 Espectrometria de Masas (MALDI-TOF)

Se utilizd el servicio de la Unidad de Espectrometria de Masas de la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Los espectros de masa
se registraron en un equipo Microflex (MALDI-TOF, Bruker Daltonics), el cual se
calibré previamente con una mezcla de proteinas estandares de masas entre 20000-
70000 Da y se us6 una matriz de acido sinapinico (10 g/ml) en 0,1% acetonitrilo/acido

formico (v/v).

2.2.18 Preparacion y purificacion de tRNA;"™

El tRNA; (UUC) se obtuvo mediante una reaccién completa de transcripcion in vitro
(Sampson y Uhlenbeck, 1988; Randau, y col., 2004). El fragmento de ADN con el gen
del tRNA;™ de 4. ferrooxidans, incluyendo el promotor para la T7 RNA polimerasa, se
obtuvo mediante PCR utilizando como molde el plasmido pUC18/Glu3 (Levican, y col,,
2006). Para generar el extremo 3’-CCA en el transcripto se incluyd esta secuencia en el

partidor inverso usado para la amplificacién por PCR. La reaccion de transcripcion se

realizd a 37 °C durante 4 horas en una solucion tampon que contenia 40 mM Tris-HCI
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pH 8,1; 22 mM MgCly; 2 mM espermidina; 5 mM DTT; 0,05 mg/ml BSA; 4 mM de
cada uno de los 4 ribonucledtidos trifosfato (ATP, UTP, GTP, CTP); 20 mM GMP;
0,15U de pirofosfatasa; ADN amplificado por PCR (6,28 ng/pl) v 34,3 pg/ul de T7
RNA polimerasa. Posteriormente el producto de la reaccion de transcripcion se purifico
mediante cromatografia de intercambio ionico Mono-Q (Midi tip 100, Qiagen) (Jahn y

col,, 2001). El producto anterior se diluyé en solucion A (0,05% MOPS; 15%

isopropanol; 1% triton X-100 y 0,4 M NaCl) y se aplicé a la columna en estas
condiciones. Se lavd con solucion B (0,05% MOPS; 15% isopropanol y 0,4 M NaCl) y
se colectaron fracciones de 0,5 ml con solucién C (0,05% MOPS; 15% isopropanol y 1
M NaCl). Dichas fracciones se precipitaron con 0,1vol. de 3 M acetato de sodio pH 5,2 y
2vol. de 100% etanol, recuperandose los precipitado por centrifugacién a 12000 rpm, 30
min, 4 °C. Se resuspendieron en agua destilada estéril y se mezclaron todas las
fracciones donde se observo precipitado. Se verificd la homogeneidad de la preparaciéon
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida con urea. Por tltimo se cuantifico el

tRNA;™ obtenido midiendo la absorbancia a 260 nm (una solucién de RNAss de 40

pe/ml posee una absorbancia de 1 a 260 nm).

2.2.19 Ensayo de Actividad Enzimdtica para la GluTR

Aminoacilacién de tRNA;™: Primeramente se calento la preparacion de tRNA;" a 90
°C durante 3 min vy se dejo enfriar lentamente hasta 42 °C, para facilitar el plegamiento,
en este momento se agregd soluciéon de cloruro de magnesio hasta una concentracion
final de 2 mM y se continud enfriando hasta 37 °C (Randau y col., 2004). La reaccién de

aminoacilacion se llevd a cabo a 37 °C por 30 min en una solucién tampon compuesta
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por 30 mM Hepes-KOH pH 7.2; 3,8 mM KCI; 1,5 mM MgCly; 40pM glutamato
radiactivo (actividad especifica 238mCi/mmol); 5 mM ATP; 2 mM DTT, 0,2 pg/ul
tRNA;"® v 25 nM GST-GIuRS1. Al finalizar la reaccion se adiciond a la mezcla 0,1vol.
de 3 M acetato de sodio pH 5,2 y se realizd una extraccion con fenol/cloroformo. El
[MC-Glu]-tRNA;™ se recuper6é por precipitacion con etanol y se conservo a -80 °C
hasta el momento de su utilizacion (Moser y col., 1999).

M e resuspendio el precipitado

Para estimar la concentracién de [**C-GIu]-tRNA;
en 10 mM de acetato de sodio pH 5 y se colocaron 10 pl en un papel de filtro, el cual se
lavo tres veces con 5% TCA durante 5 min y luego con 95% etanol por 2 min. Los
filtros se secaron durante 30 min a 65 °C y se suspendieron en 3 ml de una solucién de
centelleo que contenia 3,92 g/I. de PPO y 0,08 g/L de POPOP disueltos en tolueno. La
radioactividad de los filtros se cuantificd en un contador de centelleo liquido Delta 300
(Searle Analytical Inc.).

Desacilacion de [**C-Glu]-tRNA;": La reaccién de desacilacion se llevé a cabo a
30 °C en 100u1 de una solucién tampon que contenia 30 mM Hepes-KOH pH 7,2; 4 mM
KCI; 1,5 mM MgCly; 2 mM DTT y 0,1 mg/ml BSA. Se afiadio la GluTR (200 nM) a la
mezcla anterior y se inicié la reaccion adicionando el [M*C-Glu]-tRNA;". Se utilizé el
sustrato en un rango de concentraciones entre 1-4 uM. Se tomaron alicuotas de 8ul de la
reaccion cada 1 min durante 10 min, se colocaron en papel de filtro y se cuantificaron
como se describid anteriormente (Moser y col., 1999).

A partir de las curvas de progreso obtenidas para cada concentracién de sustrato, se

determinaron las velocidades de la reaccion, la pendiente de la zona lineal. Para

determinar los parametros cinéticos Km ¥ Vmax se utilizé el grafico de Cornish-Bowden
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(Eisenthal, y Cornish-Bowden, 1974), en el mismo se ubican las concentraciones de
sustratos en el eje “x” (negativo) y las velocidades correspondientes en el eje “y”
(positivo). Se unen los pares de valores (s; v) por una recta, 1a cual se extiende hacia el
cuadrante positivo de ambos ejes. Para estimar los valores de Vimax (eje ") y K (eje
“x™) se determinaron las intersecciones de las rectas utilizando un sistema de ecuaciones

y se calaculd la mediana de cada serie. Para calcular la Vi, de la GIuTR sin hemo se

utilizo el grafico de Dixon (Dixon, 1953).

2.2.20 Recursos bioinformdticos
Los alineamientos de secuencias aminoacidicas de GluTR de diferentes
microorganismos se realizaron utilizando los recursos disponibles en la red, descritos en

la Tabla 4.

Tabla4. Recursos bioinformaticos.

Aplicacion Direccién hitp
Bascs de datos
NCBI www.ncbi.nlm nih. gov
TIGR www.ligr.org
KEGG www.genome.ad. jp/kegg/keped hitnl

Alineamiento de secuencias .
wwiw.ebi.ac.uk/Clusial W

aminoacidicas
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RESULTADOS

3.1 Caracteristicas de la GluTR recombinante de A. ferrooxidans

3.1.1 Sobreexpresion del gen hemA de A. ferrooxidans

Teniendo en cuenta la importancia de la GIuTR como un punto de regulacién de la
biosintesis de hemo (Schobert y Jahn, 2001) y basandonos en los resultados obtenidos
previamente en el laboratorio, que sugieren que la GIuTR de A. ferrooxidans se regula
en funcion de los niveles de hemo (Levican, y col., 2007), nos propusimos estudiar la
GIuTR recombinante de esta bacteria. Con este objetivo se transformaron células de E.
coli BL21 (DE3) con el plasmido pGtrAfET (Levican, y col., 2006), que contiene el gen
hemA clonado inmediatamente después de una secuencia que codifica para un
hexapéptido de histidina. Toda la construccion esta bajo el control de un promotor
reconocido por la T7 RNA polimerasa que posee sitios operadores para el represor lacl.
La induccioén se realizd a 30 °C durante 3 horas después de adicionar IPTG al medio de
cultivo a una concentracion final de 500 M. En la Figura 5A (carriles 2 y 3) se muestra
el resultado de la induccion, se puede apreciar que se obtuvo una proteina cuya masa

molecular relativa se corresponde con la esperada para la proteina de fusion (51 kDa).

3.1.2 Purificacion de la GluIR recombinante

La GIluTR recombinante se obtuvo en forma soluble, a diferencia de las GluTRs

recombinantes de E. coli (Schauer, y col, 2002) y M. tuberculosis (Paravisi, y col,,
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2009), que segin se describe en la literatura se encuentran mayoritariamente en cuerpos

de inclusion, lo cual ha complicado el estudio de estas proteinas.
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Figura 5. Electroforesis de diferentes preparaciones de GIuTR. A y C, Geles de
poliacrilamida al 12% tefiidos con azul de Coomasie. A, 1 y 6, marcadores de masa
molecular; 2 y 3, extractos de proteinas de E.coli BL21(DE3) transformadas con
pGtrAfET antes y después de la adicion de IPTG, respectivamente; 4, Hise-GluTR
obtenida de la columna de Ni2+-Sefarosa; 5, GIuTR obtenida después de la digestion con
trombina. B, membrana de PVDF después de la transferencia e inmunodeteccion con
anticuerpo primario anti-(His)s. C, 1, marcador de masa molecular; 2, GluTR-Hisg; 3,

A21NH,GIluTR-Hisg.

La proteina de fusion (Hise-GIuTR) se purificé mediante cromatografia de afinidad,
obteniéndose preparaciones homogéneas segun el analisis mediante SDS-PAGE (Figura
5A, carril 4). La concentracion de proteina de las preparaciones vario entre 5 y 6 mg/ml
por cada litro de cultivo. La masa molecular calculada para la cadena polipeptidica de
Hisg-GluTR a partir de la secuencia nucleotidica se corroboré mediante espectrometria

de masas (MALDI-TOF), obteniéndose 50.489 + 10 Da.
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Para eliminar el hexapéptido de histidina se realizé una digestion de la proteina de
fusidén con trombina durante toda fa noche a 4 °C y posteriormente se recromatografic
para eliminar cualquier remanente de proteina sin digerir y los hexapéptidos de histidina.
Como resultado se obtuvo una preparacion de GIuTR, cuya masa molecular relativa (48
kDa) coincidio con la esperada para este caso (Figura 5A, carril 5). Se verifico el
procedimiento mediante inmunodeteccion con anticuerpos anti-(His)s, detectandose sdlo
una pequefia cantidad de la proteina de fiision remanente en la preparacion (Figura 5B).

Adicionalmente se obtuvo una proteina de fusion con el hexapéptido de His en el
extremo carboxilo terminal (GluTR-Hiss) como resultado del clonamiento del gen hemd
en los sitios Nhel y Xhol del plasmido pET-21b. Se realizd el procedimiento de
induccién y purificacion descrito anteriormente y se obtuvieron preparaciones solubles y
homogéneas de GluTR-Hise, segin refleja el analisis por SDS-PAGE (Figura 5C, carril

2).

3.1.3  Actividad enzimdtica de la GluTR

Se ha reportado en la literatura que como consecuencia de la sobreexpresion del gen
hemd aumenta el contenido de hemo en las células de E.coli y éstas adquieren un color
pardo-rojizo (Wang y col., 1997; Paravisi y col. 2009). Esta caracteristica se ha
empleado para obtener hemoproteinas recombinantes en su forma holoproteica al
cotransformar en la cepa de E. coli un plasmido auxiliar con el gen hemA (Harnastai y
col.,, 2006). Teniendo en cuenta esto podemos considerar que el color rojo, que

adquieren las células de F.coli al sobreexpresar el gen que codifica para la GIuTR, es un

primer indicio de que la enzima es activa in vivo. En la Figura 6 se muestra que al
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inducir la GIuTR de A. ferrooxidans se obtiene un resultado similar al descrito, lo que

corrobora la identidad del gen sobreexpresado.

Figura 6. Células de E. coli transformadas con el plasmido pGtrAfET. A, células
colectadas después de tres horas de induccion con IPTG. B, células colectadas sin
adicionar IPTG.

La actividad enzimatica in vitro de la GIuTR se determiné mediante el ensayo de
desacilacion del [*C-Glu]-tRNA;" descrito por Moser, y col. (1999). Para esto se
obtuvo el tRNA;" por transcripcion in vitro y posteriormente se aminoacilo con
glutamato radiactivo ["*C-Glu], en una reaccion catalizada por la GIuRS1. Se separo el
producto de la reaccion de la mezcla mediante precipitacion con etanol, el precipitado se
suspendié en 10 mM de acetato de sodio pH 5 y se cuantifico el ['4C-Glu]-tRNA3Gl“
usando un contador de centelleo. La reaccion de desacilacion se llevo a cabo con 1,7 uM
de sustrato y 200 nM de enzima. En todos los experimentos se hizo un control sin la

proteina, debido a la hidrélisis quimica del Glu-tRNA;G'“.
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Las curvas de progreso obtenidas en los ensayos de desacilacion se muestran en la
Figura 7. Se observa que las tres preparaciones de GIuTR son activas, lo cual nos
permitié continuar trabajando con las proteinas de fusion. Se aprecia que la hidrolisis del
sustrato sin enzima es mucho mas lenta que la reaccion catalizada, obteniéndose una

disminucidn del 10% en la concentracion de ["*C-Glu]-tRNA;" después de 15 min.
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Figura 7. Ensayos de actividad enzimatica de diferentes preparaciones de GluTR. Curvas
de progreso de los ensayos de desacilacion de [MC-Glu]-tRN A, (1,7 uM) catalizados
por GluTR (¢), Hiss-GIuTR (») y GluTR-Hiss (A) y en los tres casos se empled 200 nM
de enzima. Reaccion sin enzima (m). En los graficos cada punto representado es el
promedio de tres experimentos independientes y la desviacion estandar.

3.1.4 Caracteristicas espectroscopicas de la GluTR
Al purificar las proteinas de fiisién apreciamos que éstas son de color pardo-rojizo, color

que se mantiene después de la digestion con trombina. Teniendo en cuenta que existen

antecedentes de dos GluTRs de bacterias que unen hemo (Srivastava y Beale, 2005;
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Paravisi, y col., 2009), se registraron los espectros de absorciéon UV-visible. En la Figura
8A se muestran los espectros de absorcion en la region visible de las formas oxidada y
reducida del hemo de la Hise-GluTR. La forma oxidada posee un maximo en 422 nm
(banda y o Soret) y una banda ancha en 540 nm. La reduccion del hemo con ditionito de
sodio provoca un leve corrimiento de la banda y hacia 424 nm y un aumento en la
intensidad de la misma, resultados que se corresponden con los descritos en la literatura
para otras hemoproteinas (Mahler y Cordes, 1961). Ademas se pueden apreciar dos
bandas de menor intensidad en 529 y 558 nm conocidas como bandas B y «
respectivamente. Segun se describe en la literatura este patron de sefiales es
caracteristico de complejos de hemo hexacoordinados de bajo espin (Igarashi, y col.
2008). Este mismo patron de sefiales se obtuvo para las formas oxidada y reducida del

hemo de la GIuTR y la GluTR-Hiss (Tabla 5).
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Figura 8. Espectros de absorcion en la region visible del hemo unido a la GluTR. A,
espectros de las formas oxidada (linea verde) y reducida (linea azul) del hemo. B,
espectros de la forma reducida de los derivados de piridina de Hisg-GIuTR (linea verde)
y citocromo-c (linea azul), en ambos casos el numero sobre el grafico sefiala la longitud
de onda de la banda a. Para la reduccion del hemo se emple6 ditionito de sodio.
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Tabla 5. Maximos de absorcién (nm) de diferentes preparaciones de la GluTR.

, Fe* Fe**
Proteinas Soret o/p Soret B o
Hiss-GluTR 422 540 424 529 558
GluTR-Hiss 420 539 425 528 558
GluTR 423 539 424 529 557
A2INH,/GIuTR-Hiss 421 540 425 529 558

Para determinar el tipo de hemo unido a la GluTR se obtuvieron los derivados de
piridina en medio alcalino de las diferentes preparaciones de la proteina y se registraron
los espectros de los mismos en la zona visible. Segiin se reporta en la literatura la
posicion de la banda o de dichos derivados indica el tipo de hemo que se encuentra
unido a la proteina. Para el hemo ¢ dicha banda aparece en los 550 nm y para el b en 556
nm (Berry y Trumpower, 1987). En la Figura 8B se muestran los espectros de los
derivados de piridina reducidos de la Hise-GIuTR y del citocromo-c, usado como
control. La banda o en 556 nm de la GluTR indica que el hemo unido es de tipo 5, el
cual no se encuentra enlazado covalentemente a la proteina. Este mismo experimento se

realizé con todas las preparaciones de GIuTR obteniéndose resultados similares.

3.1.5 Determinacion de la masa molecular nativa de la GluTR

Con el objetivo de determinar la masa molecular nativa de la GIuTR se realizaron
experimentos de filtracién en gel, usando una columna de Superdex 200HR previamente
calibrada con patrones de masa molecular conocida. El volumen de exclusién (9 ml) se

determind con azul dextrano. Los cromatogramas obtenidos se adjuntan en el Anexo 1,

en ellos se puede apreciar que coincide la forma de los perfiles al medir la absorbancia a
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420 nm y a 280 nm, lo cual nos sugiere que la unién del hemo a la GIuTR es estable en
estas condiciones.

En la Figura 9 y la Tabla 6 se muestran las masas moleculares relativas de cada una
de las preparaciones de GIuTR. Estos datos, en conjunto con la masa molecular relativa
de la GIuTR obtenida por SDS-PAGE y ESM, sugieren que la enzima estaria compuesta
por la asociacion de tres cadenas polipeptidicas. Mediante el analisis por SDS-PAGE de
las fracciones obtenidas después de la cromatografia en gel se verifico que en todos los

casos el oligbmero estd formado solamente por GluTR.

1000
His;-GlnTR
A p-amilasa ,l\
: o Alcohol deshidrogenasa
PRUS J
2 ' GITR
TED' o Anhidrasa carbonica
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Figura 9. Masa molecular relativa de la GIuTR en estado nativo. Se muestra la curva de
calibracion de la columna de Superdex 200HR, obtenida con los patrones de masa
molecular sefialados, y la ubicacion en la misma de Hiss-GluTR (o) y GIuTR (o). En el
grafico los puntos son el promedio de dos experimentos independientes y la curva se
construy6é mediante regresion lineal (R*=0,9822).
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Tabla 6. Masas moleculares relativas de diferentes preparaciones de GIuTR.

Masa molecular relativa Masa molecular relativa + d.e

rralnaG nativa + d.e (kDa) (kDa) (SDS-PAGE)
Hiss-GIuTR 148 + 1 5142
GIuTR 140 + 1 4942
GIuTR-His, 140+ | 4942
A21NH,/GIuTR-His, 131+ 1 4742

d.e: desviacion estandar

Con el objetivo de determinar el estado de oligomerizacion de la GIuTR se
realizaron experimentos de entrecruzamiento con glutaraldehido de la Hisg-GluTR. En la
Figura 10 se muestran los resultados obtenidos. Se aprecia que al aumentar la
concentracion de glutaraldehido en la reaccion, aumenta la forma dimérica (104 kDa) de

la GluTR y disminuye la forma monomérica (51 kDa).

+ Glutaraldehido (%)
kba M C() 0,05 0,1 0,5 1

116

5 <«Mo

Figura 10. Reacciéon de entrecruzamiento de la GluTR. Gel de poliacrilamida al 8%
(SDS-PAGE), tefiido con azul de Coomassie, donde se muestran los resultados de las
reacciones de entrecruzamiento con diferentes concentraciones de glutaraldehido de la
Hise-GluTR. M, marcador de masa molecular; C(-), control sin agente entrecruzante. Se
sefialan el dimero (D) y el monémero (Mo).
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Teniendo en cuenta los resultados de los experimentos de entrecruzaminento que
sugieren que la GIuwTR es un dimero, se puede argumentar que las caracteristicas
hidrodinamicas de la enzima hacen que el tiempo de retencién en la columna de
filtracion en gel no coincida con el esperado para dicha forma. Estos resultados se
corresponden con los reportados para las enzimas de E. coli y M. kandleri (Moser, y col,

1999).

3.2 Efecto de los primeros 21 aminodcidos de la GluTR en la union de hemo y en la
actividad
Al hacer un analisis bioinformatico de comparacion de la secuencia de aminoacidos de
la GIuTR de A. ferrooxidans, deducida de la secuencia de DNA, con la de otros
microorganismos de las que existen reportes experimentales (Figura 11), una de las
diferencias mas notables es que la proteina de 4. ferrooxidans posee 21 aminoacidos en
su extremo amino terminal que no se encuentran presentes en la estructura primaria de
las otras enzimas. Actualmente no conocemos si la proteina in vivo posee este fragmento
adicional. Dentro de este péptido se encuentra un posible sitio de unién de hemo del tipo
HRM, donde se destaca el dipéptido Cys-Pro, que es la secuencia mas conservada de
éste, segtin se describe en la literatura (Guarente y Zhang, 1995). Se puede apreciar
ademas que la mayor proporcion de aminodcidos conservados entre las GluTRs se
encuentra en el extremo amino terminal, regidn en la cual estan el dominio catalitico y el

de union al NADPH, segin se ha descrito para la proteina de M. kandleri; mientras que

en el extremo carboxilo terminal estd el dominio de dimerizacion (Moser, y col., 1999).
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Figura 11. Alineamiento muitiple de las secuencias aminoacidicas de GIuTRs de
diferentes microorganismos. El alineamiento se realizé utilizando ClustalW, se
adquirieron las secuencias desde las bases de datos NCBI y KEGG y se utilizo BioEdit
para generar el grafico. Se destacan en negro los aminoacidos idénticos y en gris los
similares. Se encuentra subrayado el posible sitio HRM de unién para hemo y con
triangulos las mutaciones de la GluTR357m.

Con el objetivo de determinar la importancia de los 21 aminoicidos iniciales de la

GIuTR de A. ferrooxidans para la unién de hemo y para la actividad de la enzima se

clond en el plasmido pET-21b una variante trunca del gen AemA, que carecia de la

secuencia nucleotidica codificante para el péptido. Para esto se amplifico mediante PCR
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el fragmento de 1278pb que codifica para dicha mutante trunca, utilizando un partidor
directo que se alined a partir del nucledtido 64 de la secuencia anotada para el gen semA.
En la Figura 12 se muestra el producto de PCR obtenido que coincide con el tamafio
esperado. Al finalizar el proceso de clonacion se corroboré la identidad de la mutante

mediante Ja secuenciacion del plasmido A21NH,GIluTR/pET-21b.

Figura 12. Producto de PCR que codifica para la mutante A2INH,GIuTR. Electroforesis
en gel de agarosa al 1% para analizar el producto de PCR que contiene el gen que
codifica para la mutante trunca A21NH,GluTR. 1, marcador de masa molecular (100
pb); 2, producto de amplificacion; 3, control negativo de la reaccion de PCR.

Para obtener la proteina mutante A21NH;GluTR-Hiss se realizaron los mismos
procedimientos de induccion y purificacién descritos anteriormente, obteniéndose una
preparacion soluble y homogénea, segtn refleja el analisis por SDS-PAGE (Figura 5C
carril 2). La proteina A21NH,GIluTR-Hiss posee un comportamiento en los experimentos
de filtracion en gel similar a la proteina silvestre, ya que segun los datos mostrados en la
Figura 9 y en la Tabla 6, su masa molecular en estado nativo se corresponde con la
esperada para un trimero. Sin embargo, el entrecruzamiento con glutaraldehido sugiere
la presencia de una proteina dimérica de 95 kDa (¥igura 13).

Las preparaciones de A21NH;GluTR-Hiss mantuvieron el color pardo-rojizo
caracteristico de la GIuTR, comprobandose la presencia de hemo al realizar los espectros

de absorcion UV-visible (Tabla 5). No se detectaron cambios en las posiciones de los
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maximos de absorcion en la region visible, lo que sugiere que en esta mutante el hemo
se mantiene unido a la proteina a través del mismo tipo de ligandos que en la GluTR
silvestre. Se obtuvieron los derivados de piridina reducidos de esta preparacion y la
posicion de la banda a coincidi6 con la descrita para el hemo 4. En conjunto estos datos
sugieren que en la GIuTR el hemo no estd unido al sitio HRM encontrado dentro de los

21 aminoacidos iniciales.

+ Glutaraldehido (%)
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Figura 13. Reaccion de entrecruzamiento de A21NH,>GIluTR-Hisg. Gel de poliacrilamida
al 8% (SDS-PAGE), tefiido con azul de Coomassie. Se muestran los resultados de las
reacciones de entrecruzamiento con diferentes concentraciones de glutaraldehido de
A2INH,GIuTR-Hiss. M, marcador de masa molecular; C(-), control sin agente
entrecruzante. Se sefialan el dimero (D) y el monémero (Mo).

Para analizar el efecto del péptido inicial sobre el contenido de hemo de la GIuTR,
se determind la relacion hemo:proteina. Para esto se cuantificaron las proteinas mediante
el método de Bradford (Bradford, 1976) y se expresaron las concentraciones teniendo en
cuenta la masa molecular relativa de la cadena polipeptidica de la GIuTR. El hemo se

cuantificé empleando el coeficiente de extincion descrito para la banda en 419 nm de los
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derivados de piridina reducidos (Srivastava y Beale, 2005) y se estableci6 la relacion
entre ambas concentraciones. Los resultados muestran la misma relacién hemo:proteina
de 1:4 para la Hiss-GIluTR, GIuTR, GluTR-His; y A21NH,GluTR-His,, lo que sugiere
que el cambio en la posicion del hexapéptido de His en la proteina de fusion, la
remocién del mismo y la ausencia de los 21 primeros aminoacidos de la GIuTR, no
gjercen ningun efecto sobre el contenido de hemo de la enzima. En conjunto estos datos
indican que el hemo se une de una manera estable a la GIuTR, sin que para dicha unién
sea imprescindible la presencia de alguno de los elementos anteriores. La actividad
enzimatica de la mutante A21NH,GIuTR-Hiss tampoco se ve afectada por la ausencia de

este péptido, segin lo refleja la cinética de desacilacién mostrada en la Figura 14,
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Figura 14. Ensayo de actividad enzimatica de A21NH,GluTR-Hiss. Curvas de progreso
de los ensayos de desacilacion de [MC-GluJ-RNA;™ (1 uM) catalizados por Hise-
GluTR (¢), A2INH,GluTR-Hiss (=) y A2INH2GIuTR-Hiss (A, +ortofenantrolina), en
los tres casos se empled 200 nM de enzima. Reaccion sin enzima (e). En los graficos
cada punto representado es el promedio de tres experimentos independientes y la
desviacion estandar.
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3.3 Efectos del hemo en la estructura y la actividad de la GluTR

3.3.1 Obtencion de preparaciones de GIuTR con diferente contenido de hemo

Con el objetivo de evaluar el efecto del hemo sobre la actividad de la GIuTR se
obtuvieron preparaciones de la enzima con diferente contenido de este cofactor. Para
aumentar la concentracién de hemo intracelular se suplementé con ALLA (O’Brian y
Gao, 2007), previo a la adicion de IPTG, el medio de cultivo de las células de E. coli que
contenian el plasmido pGtrAfET. Para disminuir los niveles intracelulares de hemo se
sigui6 una metodologia similar a la descrita anteriormente, pero en este caso se
suplemento el medio de cultivo con ortofenantrolina. Este compuesto es un agente
quelante de hierro que se usa fundamentalmente para obtener la forma apoproteica de
proteinas con centros Fe-S (Saunders, y col., 2008). En este trabajo se empled con el
objetivo de disminuir los niveles de hierro disponibles para la sintesis de hemo y de esta
forma disminuir el contenido de hemo de las células.

En la Figura 15 se muesiran las curvas de crecimiento de las células de E.coli que se
sometieron a los tratamientos anteriores; ademas se muestra un control sin aditivos. El
crecimiento de las células suplementadas con ALA no exhibe diferencias con relacién a
las céluias control. Sin embargo, al adicionar ortofenantrolina al medio, se aprecia un
ligero retardo en el crecimiento, hecho esperado debido a la importancia del hierro para
el metabolismo aerdbico de la bacteria. Otra observacion interesante es que las células
crecidas con ALA se tornaron mas rojas, mieniras que las células crecidas con
ortofenantrolina adquirieron una coloracion mucho mas clara que el control, lo cual fue
un indicador importante de que estos compuestos ejercian el efecto requerido para el

experimento.

]
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Figura 15. Efecto del ALA y de la ortofenatrolina sobre el crecimiento de E. coli
BL21(DE3). Se muestran las curvas de crecimiento de células de E. coli BL21(DE3)
transformadas con el plasmido pGtrAfET y suplementadas con ALA u ortofenantrolina.
Se sefiala con una flecha el momento de adicidn de ALA u ortofenantrolina. En los
graficos cada punto representa el promedio de tres réplicas del experimento y la
desviacion estandar.

Las proteinas de fusion obtenidas desde cada uno de estos cultivos se purificaron
siguiendo el protocolo descrito con anterioridad y se determind la relacion
hemo:proteina. Los resultados se muestran en la Tabla 7 e indican que el contenido de
hemo de la GIuTR esta determinado por los niveles del propio cofactor en las células, El
mismo tipo de experimento, pero solamente usando ortofenantrolina, se realizé con la
mutante A21NH,GIluTR-Hiss, obteniéndose resultados similares a los de la GIuTR
silvestre. De esta forma, en presencia de ortofenantrolina se obtuvo una relacién

hemo:GIuTR de 1:12; en cambio, al agregar ALA al medio, se obtiene una relacion 1:2.
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Teniendo en cuenta que las relaciones anteriores estan expresadas en funcion de la masa
molecular de una cadena polipeptidica de GIuTR, estos datos sugieren que en la
preparacion obtenida desde células crecidas en presencia de ALA hay una molécula de

hemo por cada dimero de GluTR.

Tabla 7. Relacion hemo:proteina de diferentes preparaciones de GluTR.

GIuTR (aditivo del medio de cultivo) Relacidn hemo:GluTR”
Hiss-GluTR (+ortofenantrolina) 1:12
Hiss-GluTR 1:4
Hiss-GluTR (+ALA) 1:2
A2 INH,GIuTR-His; (-+ortofenantrolina) 1:12
A21NH,GIuTR-Hiss 1:4

*relaciones expresadas en funcién de la masa molecular de la GluTR monomérica

3.3.2 Efecto del hemo sobre el estado de oligomerizacion de la GluIR

Con el objetivo de determinar el efecto del hemo sobre el estado de oligomerizacion de
la GIuTR se realizaron experimentos de filtracion en gel, usando una columna de
Superdex 200HR previamente calibrada con patrones de masa molecular conocida. Los
perfiles cromatograficos obtenidos se adjuntan en el Anexo 1, y en la Tabla 8 se
muestran las masas moleculares relativas de cada una de las preparaciones de GluTR
con diferente contenido de hemo. La GluTR con menor contenido de hemo (1:12) tiene
una masa molecular relativa de 151,5 kDa mientras que la proteina con mas hemo (1:2)

posee 140 kDa.
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Tabla 8. Masas moleculares relativas de GluTRs con diferente contenido de hemo.

Masa molecular relativa nativa + d.e

GIuTR (relacién hemo:proteina) (kDa)
Hisg-GIuTR (1:12) 151,51
Hisg-GIuTR (1:4) 148 + 1
Hisg-GIuTR (1:2) 140 + |

Para corroborar los datos anteriores se realizaron experimentos de entrecruzamiento
con glutaraldehido de las GluTRs obtendidas en presencia de ortofenantrolina y de ALA
(Figura 16). En ambos casos se observa la forma dimérica de la GluTR, lo cual nos

sugiere que la unién de hemo no cambia el estado de oligomerizacién de la proteina.

A B
+ Glutaraldehido (%) + Glutaraldehido (%)
kDa M C(-) 0, 0,5 1 kDa C(-) 0,1 0.5 1
116 <D 116
«—D
66 66
45 Mo 45 «— Mo

Figura 16. Reaccion de entrecruzamiento de preparaciones de GIuTR con diferente
contenido de hemo. Se muestran 2 geles de poliacrilamida al 8% (SDS-PAGE), tefiidos
con azul de Coomassie, con los resultados de las reacciones de entrecruzamiento con
diferentes concentraciones de glutaraldehido de dos preparaciones de GIluTR. A, Hisg-
GluTR(+ortofenantrolina) y B, Hisg-GluTR(+ALA). M, marcador de masa molecular;
C(-), control sin agente entrecruzante.
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3.3.3 Efecto del hemo sobre el contenido de estructura secundaria de la GluTR

Para determinar el efecto del hemo sobre la estructura secundaria de la GluTR se
registraron los espectros de dicroismo circular de las preparaciones de GIuTR con una
relacion hemo:proteina 1:12 y 1:2. En ambos casos se diluyeron las proteinas en 20 mM
de fosfato de sodio pH 8 para obtener una concentraciéon final de 2,5 uM y se registraron
los espectros después de 1 y 2 horas de incubacion a temperatura ambiente. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 17.
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Figura 17: Espectros de dicroismo circular de preparaciones de GluTR con diferente

contenido de hemo. A, espectros de dicroismo circular de GluTR (2,5 pM) 1:12
incubada 1 y 2 horas. B, cuantificacion de estructura secundaria de GIuTR 1:12. C,
espectros de dicroismo circular de GluTR (2,5 pM) 1:2 incubada 1 y 2 horas. D,
cuantificacion de estructura secundaria de GIuTR 1:2.
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Para ambas proteinas se puede apreciar que hay un efecto del tiempe de incubacion
en el contenido de estructura secundaria. A las dos horas hay una disminucién del
contenido de o-hélice y un aumento del contenido de hoja-f y de estructuras al azar.
Estos cambios pueden deberse a que el sistema ain no ha alcanzado el equilibrio o a que
las proteinas estan perdiendo su estructura. Para analizar con mayor profundidad esto
seria necesario realizar experimentos aumentando el tiempo de incubacion.

El analisis de los datos de cuantificacion de estructura secundaria para ambas
proteinas indica que el aumento del hemo unido a la GluTR provoca un pequefio
aumento del contenido de a-hélice, que se correlaciona con una disminucién en igual
proporcion del contenido de hoja-p (Figura 18). Estos resultados sugieren que la union
de hemo provoca pequefios cambios en el contenido de estructura secundaria de la
GIuTR, lo cual se podria correlacionar con las pequefias diferencias observadas en las
masas moleculares relativas de las proteinas nativas, obtenidas en los experimentos de

filtracion en gel.

TR 112 45- W GITR 1:12 B GWTR 1:2

40 39 33

(@), grado eni’ dmol "y
% estructura secundaria

5000 . R . : :
190 200 M0 20 230 0 250 260

longitud de onda (nm)
Figura 18: Comparacion de los espectros de dicroismo circular de preparaciones de

GIuTR con diferente contenido de hemo. A, espectros de dicroismo circular de GIuTR
(2,5 tM) 1:12 y GIluTR (2,5 uM) 1:2, ambas incubadas 1 hora. B, cuantificacon de
estructura secundaria de GIuTR 1:2 y GIuTR 1:12,

o-hélice Hoja-B Giro olro
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3.3.4 Efecto del hemo sobre la actividad de la GIuTR
En la Figura 19 se muestran las cinéticas de los ensayos de desacilacion catalizados por

las tres preparaciones de GluTR que difieren en su contenido de hemo.
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Figura 19. Ensayos de actividad enzimética de GIuTRs con diferente contenido de hemo.
Se muestran las cinéticas de desacilacion de [“*C-Glu]-tRNA3™ catalizadas por Hisg-
GluTR(1:2, m), Hiss-GIuTR (1:4, ¢) y Hiss-GIuTR (1:12, &A). A, [*C-Glu]-tRNA;" (1
uM); B, [“C-GuJ-tRNA;™" (2 uM); C, [MC-Glu]-+RNA;*™ (4 uM). En todos los casos
se utilizd una concentracion de proteina de 200 nM, Se realiz6 un control sin enzima (s)
y cada punto del grafico refleja el promedio de tres experimentos independientes y la
desviacion estandar.
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Las curvas de progreso se realizaron empleando tres concentraciones de [**C-Glu]-
tRNA; (1; 2 y 4 uM) y 200 nM de cada enzima. Debido a las dificultades inherentes a
la obtencion del ["*C-Glu]-tRNA;"™ sélo se pudieron utilizar las concentraciones antes
mecionadas para estos experimentos. A partir de los datos de las curvas de progreso se
determiné la velocidad de la reaccion, la pendiente de la zona lineal de los gréaficos, para
cada concentracion de sustrato.

En la Tabla 9 se muestran los valores, en porcentaje, de la actividad enzimética de
cada una de las preparaciones de GluTR con diferente contenido de hemo. Considerando
la actividad de Ia enzima con menos hemo unido (GIuTR, 1:12) como el 100%, se puede
apreciar que el aumento del hemo provoca una pérdida del 49% de ia actividad
enzimatica en la GluTR con una relacion hemo/proteina de 1:4 y del 69% en la GIuTR

coil una relacién 1:2.

Tabla 9. Parametros cinéticos aparentes de GIuTRs con diferente contenido de hemo.

Glu
GluTR (relacion hemo/proteina) % de actividad _GluARNA ™
enzimatica Kn"=de Vines” £d.e
(1M) (WM min™)
GiuTR (1:12) 100 17,2+0,9 10,8 0,4
GIuTR (1:4) 51 12,8+1,2 44+03
Glu'TR (1:2) 31 11+£1,3 24+03

d.e: desviacion estandar

Con el objetivo de determinar el efecto del hemo sobre los parametros cinéticos K,
y Vuax se utilizaron los valores de velocidad obtenidos para cada concentracidn de
sustrato para construir el grafico de Cornish-Bowden (Eisenthal, y Cornish-Bowden,

1974) (Anexo 2). En esta representacion grafica Km v Vmax Se corresponden con la
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mediana de las intersecciones de las rectas obtenidas para cada par de valores de
concentracién de sustrato y velocidad. Los parametros Kn ¥y Vi aparentes (Kp," y
Vmax ) de las preparaciones de GIuTR con diferente contenido de hemo se reportan como el
promedio de los valores calculados para cada una de las tres determinaciones
experimentales realizadas. Como se puede apreciar en la Tabla 9, la Vi, ® de la
preparacion de GluTR con menor contenido de hemo (1:12) es 4,5 veces mayor que la
Vmex T de la enzima con mayor contenido de hemo (1:2), lo cual sugiere que en la
preparacion de GluTR con mayor contenido de hemo hay una menor cantidad de enzima
activa para catalizar la transformacion del sutrato en producto.

Con el objetivo de estimar la Vpux de la GIuTR sin hemo se contruyoé el grafico de
Dixon (Dixon, 1953), 1/Vy.x vs concentracion de hemo (Figura 20). En esta
representacion la interseccion de la recta obtenida con el eje “y” se corresponde con el
inverso de la Ve Segun este analisis el valor de Vi calculado para la GIuTR sin
hemo es 57 pM min™ y ke €s 4,75 5. La enzima de E. coli es hasta la fecha la Gnica
GIuTR para la cual se han determinado los parametros cinéticos, reportandose una ke
para el Glu-tRNA®™ de 0,13 s (Schauer, y col., 2002). En conjunto estos datos sugieren

que la enzima de A. ferrooxidans tiene una mayor eficiencia catalitica que la de E. coli.
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Figura 20. Grafico de Dixon. Se muestra el grafico de 1/Vyay vs concentracion de hemo.

[L 3]

La interseccion de la recta con el eje “y”, se corresponde con el inverso del valor de V.
para la GluTR sin hemo.

Los datos mostrados en la Tabla 9 indican ademas que la unién de hemo a la GluTR
provoca una disminucion de la K. Una posible explicacion para estos resultados es que
al utilizar una concentracion de enzima (0,2 pM) muy cercana a la concentracion de
sustrato (4 M) en la expresion de la velocidad de la reaccion la Ky, esta afectada por la
concentracion de enzima activa (eo) (Ecuacion 2) (Eisenthal, y Cornish-Bowden, 1974).
Teniendo en cuenta que la uniéon de hemo disminuye la cantidad de enzima activa
disponible para la catalisis, es de esperar que al aumentar el hemo unido a la GluTR

disminuya la K,*.
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o= V(So —p)
(Km + 80) + (SO - p)
Ecuacion 2
Donde:
v: velocidad de la reaccion K, constante de Michaelis-Menten
So: concentracion inicial de sustrato ep. concentracion de enzima activa
p: concentracion de producto KPP =K, +e,

Con el objetivo de estimar la Ky, de la GluTR se construyd un grafico de K,F vs
concentracion de GIluTR activa (ep) corrigiéndose los valores de K, por la
concentracion de sustrato (Glu-tRNA®™) real que se combina con la enzima activa. Para
calcular la concentracion de enzima activa se emplearon las razones hemo/proteina de
cada una de las preparaciones de GluTR y la concentracion de enzima total utilizada en
la reaccion. En la Figura 21A se muestra el grafico obtenido, en el mismo se aprecia que
a medida que aumenta la concentracion de enzima activa es mayor el efecto de ésta
sobre la K, lo cual se refleja en la pérdida de la linealidad del grafico en el punto
comrespondiente a la GluTR que tiene menor contenido de hemo (1:12). En la Figura
21B se muestra la recta que relaciona los valores de Ku™ y [GluTR]active para las
preparaciones de GIuTR 1:4 y 1:2, la cual se utilizo para calcular la K, de la GluTR. Al
realizar este analisis el valor de Ky, calculado para la GIuTR de A. ferrooxidans es 6,4
uM. Este valor es 4 veces menor que el reportado para la GIuIR de E. coli, lo que
sugiere que la enzima de A. ferrooxidans posee una mayor afinidad por el Glu-tRNA®™

que la de E. coli.
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Figura 21. Grafico de Kn® vs [GluTR]aiva. A, se muestra el grafico de K, vs
[GIuTRJ.ciiva para las tres preparaciones de GluTR con diferente contenido de hemo. B,
se muestra Ia recta que relaciona los valores de Kn™ y [GIuTRJaaiva de las prepraciones
de GIuTR con mayor contenido de hemo. La ecuacion de la recta mostrada se

corresponde con K = 41[GIuTR] yepwa + 6.4, donde la interseccién con el eje

el valor de K,..

£

Y’ es
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3.4 Determinacion del dominio de union de hemo de la GluTR

Para determinar el dominio de union de hemo se disefié la mutante trunca GluTR357
que, tomando como referencia la estructura propuesta por Moser v col. (2001) para la
GIuTR de M. kandleri, comprende los dominios cataliticos y de union al NADPH, asi
como una parte de la a-hélice que conecta estos dominios con el extremo carboxilo
terminal, (Figuras 3A y 4). Para obtener dicha mutante se amplificé mediante PCR el
fragmento de 1083 pb correspondiente, incluyéndose en la secuencia del oligonucle6tido
inverso un codén de parada (Figura 22). Al finalizar el proceso de clonacion, se
corroboré la identidad de la mutante mediante la secuenciacion del plasmido

GIuTR357/pET-15b.

pb

1500

1200
1000

500

Figura 22. Productos de PCR que codifican para las mutantes truncas de la GluTR.
Electroforesis en gel de agarosa al 1% para analizar los productos de PCR que contienen
los genes que codifican para las mutantes truncas de la GIuTR. 1, marcador de masa
molecular (100 pb); 2, GluTR357; 4, GIluTR392; 6, GluTR426; 3, 5 vy 7, controles
negativos de las reacciones de PCR.

Como resultado de la secuenciacion del plasmido GluTR357/pET-15b se identifico,
ademés de la construccion esperada, un segundo plasmido con 4 mutaciones puntuales

(GluTR357-R16H/A88T/H163D/F316C/pET-15b). Con el objetivo de abordar el efecto

de estas cuatro mutaciones puntuales sobre la unién de hemo vy la actividad de la GIuTR
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se realizaron experimentos en paralelo usando ambos plasmidos. Se obtuvieron las
proteinas de fusion Hise-GIuTR357 e Hisg-GluTR357-R16H/A88/H163D/F316C (Hisg-
GIuTR357m) siguiendo los mismos procedimientos de induccion y purificacion
descritos anteriormente. Las preparaciones resultantes de ambas proteinas fueron
solubles y homogéneas, segun refleja el analisis por SDS-PAGE (Figura 23A y B, carril

2).

kDa 1 2 3 4 5 kDa 1 2
116

66

45
35

25

18,4
144

—

Figura 23. Geles de poliacrilamida con las mutantes truncas de la GluTR. Se muestran
dos geles de poliacrilamida al 12% (SDS-PAGE) tefiidos con azul de Coomasie. A, 1,
marcador de masa molecular; 2, Hise-GIuTR357; 3, Hisg-GluTR392; 4, Hisg-GluTR426;
5, Hise-GluTR. B, 1, marcador de masa molecular y 2, Hisg-GluTR357m.

Las masas moleculares relativas obtenidas mediante filtracion en gel indican que
ambas mutantes se encuentran mayoritariamente en su forma monomérica, resultado

esperado al no abarcar esta construccion el dominio de dimerizacion (Figura 24, Tabla

10).
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Figura 24. Masa molecular relativa de las mutantes truncas de la GIuTR. Se muestra la
curva de calibracion de la columna de Superdex 200HR obtenida con los patrones de
masa molecular sefialados y la ubicacion en la misma de la Hiss-GIuTR (o), Hiss-
GluTR426 (0), Hiss-GluTR392 (A) e Hiss-GIuTR357 (o). En el grafico los puntos son
el promedio de dos experimentos independientes y la curva se construydé mediante

Tabla 10. Masas moleculares relativas de las mutantes truncas de la GluTR.

Mutantes truncas de la Masa molecular relativa Masa molecular relativa
GluTR nativa + d.e (kDa) + d.¢ (SDS-PAGE) (kDa)
Hiss-GInTR37 5211 42+ 2
Hiss- GIuTR357m 56+1 42+£2
Hisg-GluTR392 66+1 4512
Hiss-GluTR426 1311 482

d.e: desviacion estindar

La reaccion de entrecruzamiento con glutaraldehido de la mutante 357 corrobora los

resultados anteriores, ya que como se muestra en la Figura 25A no se aprecian cambios

en la relacion mondmero:dimero al aumentar las concentraciones de glutaraldehido. Sin

e
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embargo, aparecen agregados de alta masa molecular, lo cual coincide con lo observado
en el perfil cromatografico de la misma (Anexo 1) y ademas se aprecia una pequeia
cantidad de dimero. Esto ultimo puede deberse a que dentro de los 357 residuos que

comprende esta mutante trunca hay un pequeiio fragmento del dominio de dimerizacion.

A B
+ Glutaraldehido (%) + Glutaraldehido (%)
kDa M C) 0.5 1 kDa M C(-) 05 1
116 116
<D <D
66 66
45 45
w < Mo T g < Mo
C
+ Glutaraldehido (%)
kDa M C(-) 0,1 0,5 1
116
<D
66
45 e— < Mo

Figura 25. Reaccion de entrecruzamiento de las mutantes truncas de la GIuTR. Se
muestran 3 geles de poliacrilamida al 8% (SDS-PAGE), tefiidos con azul de Coomassie,
con los resultados de las reacciones de entrecruzamiento con diferentes concentraciones
de glutaraldehido de tres mutantes truncas de la GIuTR. A, Hise-GIuTR357; B, Hise-
GluTR392; C, Hise-GluTR426. M, marcador de masa molecular; C(-), control sin agente
entrecruzante.
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Para detectar la presencia de hemo unido a la GluTR357 se realizaron los espectros
UV-visible. Segiin los resultados mostrados en la Tabla 11, se obtuvieron las sefiales
caracteristicas del hemo. Sin embargo, en el espectro de la forma oxidada se evidencia
un corrimiento de los maximos de absorcion hacia menores longitudes de onda en
comparacion con los maximos obtenidos para la forma oxidada del hemo unido a la
GIuTR silvestre. Estos resultados podrian sugerir que hay un cambio en los ligandos
implicados en la formacion del complejo entre el hemo oxidado y la GluTR357. Como
resultado de la reduccién con ditionito de sodio se obtuvo un espectro del hemo unido a
la GIuTR357 cuyas sefiales se encuentran en las mismas posiciones que las de Ia GluTR
silvestre, lo cual sugiere que con la reduccion del hierro heminico se produce la

restauracion de los ligandos del hemo.

Tabla 11. Caracteristicas espectroscopicas y relacion hemo:proteina de las mutantes
truncas de la GluTR.

Mutantes truncas de la GluTR Fe’* Fe’ Relacién
Soret o/ Soret P o hemo:proteina
Hiss-GIuTR357 410 529 423 528 557 1:10
Hiss-GluTR357m 410 530 422 528 558 1:24
Hise-GIuTR392 423 539 423 530 557 1:6
Hiss-GIuTR426 420 540 423 5290 558 1:4

Los espectros UV-Visible de la mutante Hisg-GluTR357m indican que también une
hemo pero se diferencia de la Hise-GIuTR357 en la proporcion en que une dicho
cofactor. El contenido de hemo de ambas mutantes aparece en la Tabla 11 y las
diferencias entre ellas pueden deberse al efecto de las mutaciones de la Hiss-

GIuTR357m sobre la estructura secundaria y/o terciaria de la proteina. Ambas mutantes
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unen hemo, lo que sugiere que dentro de estos 357 aminoéacidos hay un sitio de unién
para el cofactor. Sin embargo, el contenido de hemo de ambas es menor que el de la
GIuTR silvestre (1:4), lo que indica que el dominio carboxilo terminal esta ejerciendo
alglin efecto en la union del hemo, ya sea proporcionando una mayor estabilidad para el
complejo o creando un nuevo sitio con diferente afinidad.

En la Figura 26 se muestran las cinéticas de desacilacion catalizadas por cada una
de las mutantes GIuTR357; como se observa, ninguna de las dos variantes es activa. Se
realizaron ademas cinéticas aumentando la concentracién de enzima y se obtuvieron los
mismos resultados. Esto sugiere que la presencia del dominio de dimerizaciéon es

relevante para la actividad de la enzima.

—M— Sin enzima

—x— His§-GluTR357m
—8&— His6-GluTR357

Concentracion Glu-tRNA;% (uM)

0,4 -
—— His6-GluTR
0,2 1
O T T T T T
0 2 4 6 8 10

Tiempo (nzin)

Figura 26. Ensayos de actividad enzimatica de las mutantes truncas Hise-GluTR357 e
Hise-GIuTR357m. Se muestran las cinéticas de desacilacion de [“*C-Glu]-tRNA;™ (1,2
uM) catalizadas por Hiss-GluTR357(e), Hise-GluTR357m (4) e Hise-GIuTR (¢). En
todos los casos se utilizo una concentracion de proteina de 200 nM. Se realizd un control
sin enzima (m) y cada punto del grafico refleja el promedio de tres experimentos
independientes y la desviacion estandar.
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3.5 Efecto del dominio de dimerizacion sobre la actividad y la unién de hemo

Con el objetivo de determinar el efecto del dominio de dimerizacidn sobre la actividad y
la union de hemo se disefiaron las mutantes truncas 392 y 426, que incluyen
respectivamente un 50% y un 80% de dicho dominio (Figura 4). Para obtener estas
mutantes se amplificaron mediante PCR los fragmentos de 1188 pb y 1290 pb
comrespondientes, incluyéndose en la secuencia de los oligonucledtidos inversos un
codon de parada (Figura 22). Al finalizar el proceso de clonacién se corrobord la
identidad de las mutantes mediante la secuenciacion de los plasmidos GluTR392/pET-
15b v GluTR426/pET-15b. Se obtuvieron las proteinas de fusion Hisg-GluTR392 e Hisg-
GluTR426 siguiendo los mismos procedimientos de induccion y purificacion descritos
anteriormente, obteniéndose preparaciones solubles y homogéneas de ambas proteinas,
segun refleja el analisis por SDS-PAGE (Figura 23, carriles 3 y 4).

En la Tabla 11 se muestran los maximos de absorcidn obtenidos de los espectros
UV-visible para las mutantes 392 y 426, los cuales coinciden con los obtenidos para la
proteina silvestre. Estos datos sugieren que los ligandos involucrados en la formacion
del complejo del hemo con las proteinas mutantes 392 y 426 tienen la misma naturaleza
quimica que los que participan en la formacion del complejo del hemo con la GluTR
silvestre. La relacién hemo:proteina obtenida para ambas mutantes se muestra en la
Tabla 11. Seglin estos datos la GluTR392 une hemo en mayor proporcién (1:6) que la
mutante 357 (1:10) y la GluTR426 alcanza la misma relacion (1:4) que la GIuTR
silvestre. En conjunto estos resultados sugieren que el fragmento del dominio carboxilo
terminal, comprendido entre los aminoacidos 357 y 426, es relevante para la union de

hemo.
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La masa molecular relativa de la mutante GluTR426, obtenida mediante filtracién
en gel fue 131+1 kDa (Figura 24 y Tabla 10). Estos datos indican que para la formacion
completa del dimero no se requieren los 27 aminoacidos finales de la proteina. En los
experimentos de entrecruzamiento con glutaraldehido de la mutante 426, que se
muestran en la Figura 25C, se observa que al afiadir glutaraldehido aparece una sefial
que se corresponde con la forma dimérica de la proteina.

Los resultados de los experimentos de entrecruzamiento de la mutante 392 (Figura
25B) y el analisis del perfil cromatografico (Figura 27), indican que la misma se
encuentra mayoritariamente en forma monomérica. La sefial para hemo obtenida del
perfil cromatografico registrado a 420 nm coincide con la fraccion de la proteina
mutante que se encuentra en forma dimérica. Estos resuitados indican que ¢l hemo se
une preferentemente al dimero, ya sea porque en esta forma existe un sitio de union de
mayor afinidad, o porque es la interaccion entre ambos mondmeros lo que genera el sitio
de union.

En la Figura 28 se muestran los ensayos de actividad de la GIuTR392 y la
GluTR426. En ambos casos se observa que estas mutantes truncas no son activas,
independientemente de la concentracién de proteina utilizada. Estos datos sugieren que
aunque para la union de hemo es suficiente con la presencia de un 50% del dominio de

dimerizacion, para que la proteina sea activa, se requiere del dominio carboxilo terminal

integro.
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Figura 27. Perfil cromatografico de la GIuTR392. Se muestran los perfiles
cromatograficos de la mutante trunca GluTR392, medidos a 280 nm (linea verde) y a
420 nm (linea azul), obtenidos de una columna de Superdex 200HR.
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Figura 28. Ensayos de actividad enzimatica de las mutantes truncas GluTR392 y 426. Se
muestran las cinéticas de desacilacion de ['*C-Glu]-tRNA;™ (1,2 pM) catalizadas por
Hise-GluTR392 (A), Hise-GIuTR426 (o) e His¢-GluTR (¢). En ambos los casos se
utiliz6 una concentracion de proteina de 200 nM. Se realizé un control sin enzima (m) y
cada punto del grafico refleja el promedio de tres experimentos independientes y la
desviacion estandar.
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DISCUSION

4.1 Caracteristicas de la GIuTR recombinante de A. ferrooxidans

La GIuTR, al ser un punto de regulacion de la biosintesis de hemo, ha sido objeto de
varias investigaciones (Chen, y col.1990; Jahn, y col. 1991; Srivastava y Beale, 2005;
Moser, y col., 1999; Laiier, y col., 2002). Hasta la fecha se han reportado dos GluTRs de
bacterias que unen hemo, de las cuales solamente la enzima de C. vibrigforme es
soluble, lo cual permiti¢ su caraterizacion bioquimica (Srivastava y Beale, 2005). La
GIuTR de M. tuberculosis es muy poco soluble y el Gnico dato reportado es que une
hemo en una relacion 1:16 (Parsivi, y col., 2009).

A. ferrooxidans es un microorganismo que regula su contenide de hemo en funcion
de las condiciones de cultivo. Segun resultados obtenidos en nuestro laboratorio, al
aumentar los niveles de hemo disminuye el contenido de GIuTR de las células de A.
Jferrooxidans (Levican, y col., 2007). Al sobreexpresar el gen hemA de A. ferrooxidans
en F.coli las células se tornan rojas, lo cual se debe al aumento del contenido de hemo
como consecuencia de la actividad de la enzima. La GluTR recombinante de A.
ferrooxidans se obtiene en forma soluble, a diferencia de las GluTRs de E. coli y M.
tuberculosis, en alta concentracion y es una enzima activa segln los ensayos de
desacilacion del Glu-tRNA;"™, Estas caracteristicas hacen de esta proteina un sistema

atractivo para abordar futuros estudios que complementen la informacion existente

acerca del mecanismo enzimatico y de la unién de hemo.
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En 1999, Moser v col. {1999), sugirieron que la GluTR de M. kandleri era un
tetramero y posteriormente se propuso una estructura dimérica sobre la base de analisis
cristalograficos (Moser, y col., 2001). Actuaimente se plantea que las GluTRs de F. coli
(Schauer, y col., 2002) y de M. kandleri (Moser, y col., 2002) son dimeros, cuyas
caracteristicas hidrodindmicas provocan que los tiempos de retencién en columnas de
filtracion en gel no coincidan con las esperados para esta forma. En nuestro trabajo
obtuvimos resultados muy similares para el comportamiento de la GluTR de A.
Jerrooxidans en experimentos de filtracion en gel, aunque en lugar de un tetramero la
masa molecular relativa determinada mediante estos ensayos sugeria que la proteina era
un trimero. Al realizar experimentos de entrecruzamiento pudimos corroborar que la
enzima es un dimero. Segln Srivastava y Beale (2005) la enzima de C. vibrioforme es
un mondmero que dimeriza en presencia de glicerol, lo cual constituye una caracteristica
bien particular de esta GluTR. Para la GIuTR de M. tuberculosis no se ha reportado el
estado de oligomerizacion.

El color pardo-rojize de las fracciones de GIuTR obtenidas después de la
cromatografia de afinidad nos llevo a realizar los espectros de absorcion en la region
visible, encontrando las bandas Soret y Q, tipicas del hemo (Mahler y Cordes, 1961).
Los espectros obtenidos reflejan la presencia de un complejo de hemo hexacoordinado
de bajo espin, cuyas sefiales son muy similares a las obtenidas cuando los ligandos
axiales son His/His o Cys/His (Igarashi, y col., 2008; Sasakura, y col. 2002). Teniendo
en cuenta estos datos, y que en la literatura aparecen opiniones divergentes en cuanto al

uso de los hexapéptidos de histidina para la produccion de hemoproteinas recombinantes

(Arnesano, y col,, 2002; Fergurson, y col,, 2003), evaluamos el efecto de estos en
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nuestro sistema. Segin los datos mostrados en esta tesis el hexapéptido de histidina no
afecta la union de hemo ni el contenido del mismo en la GIuTR, lo cual hace mas
factible el trabajo con las proteinas de fusion.

La interaccion entre el hemo y la GIuTR es estable, al menos en las condiciones de
trabajo descritas en esta tesis, ya que pudimos constatar que no hay pérdida del hemo al
dializar las fracciones obtenidas después de la cromatografia de afinidad ni durante los
experimentos de filtracion en gel. Estos resultados son similares a los descritos para la
GluTR de C. vibrioforme (Srivastava y Beale, 2005).

Al realizar un analisis de la secuencia aminoacidica de la GluTR no se encontro la
sefial -CXXHC-, caracteristica para la unidon covalente del hemo ¢, lo cual nos sugirié
que éste no es el tipo de hemo presente en la GluTR recombinante de 4. ferrooxidans.
La posicion de la banda o en 556 nm de los derivados de piridina de la GIuTR confirmé
lo anterior, indicando la presencia de hemo 5. Para ninguna de las dos GluTRs
bacterianas que unen hemo se ha reportado el tipo ni el sitio de unién para el mismo,
aunque analizando la secuencia de aminoédcidos de ambas proteinas no se encuentra la
sefial va indicada para la unidén de hemo c.

Segun los trabajos de Moser y col. (1999) y Schauer y col. (2002), Ias enzimas de
E.coli y M. kandleri no unen hemo, lo cual es un hecho llamativo teniendo en cuenta que
comparten entre un 30 v un 40% de identidad entre sus secuencias aminoacidicas y la de
las GIuTRs que si unen hemo. La explicacion que sugieren Srivastava y Beale (2005)
para el caso de la enzima de M. kandleri es que este microorganismo no sintetiza hemo.
Actualmente existen varias interrogantes con relacion a la biosintesis de hemo en

arqueas. Una de ellas es que atn no se han identificado los genes que codifican para las
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enzimas que catalizan las (ltimas etapas de la biosintesis de hemo (Panek y O'Brian,
2002). Los genomas secuenciados disponibles de estos microorganismos carecen de los
genes homologos que codifican para las enzimas que catalizan los pasos involucrados en
la transformaci6n del uroporfirinbgeno Il en hemo (Heinemann, y col., 2008). Segiin se
ha reportado las archeas emplean otros tetrapirroles como la vitamina By; y la coenzima
Fa430 en rutas metabolicas esenciales como la metanogénesis (Ferry y Kastead, 2007).
Para la ausencia de hemo en la GIuTR de E. coli no se ha planteado ninguna explicacion
plausible, quizds en este caso sea importante tener en cuenta que dicha proteina es
insoluble y que su caracterizacion bioquimica se pudo realizar empleando métodos de
renaturalizacion y utilizando plasmidos que contienen genes que codifican para
chaperonas, lo cual explica la no obtencion de preparaciones con hemo (Schauer, y col.,
2002).

Estos resultados; en conjunto con los trabajos que proponen un papel regulador para
el hemo, no sélo con relacién a su propia biosintesis, sino dentro de un contexto
metabolico mas general en las células; nos impulsaron a profundizar en el efecto de esta

union sobre las propiedades de la enzima y en la bisqueda del dominio de unidn.

4.2 Efecto de los primeros 21 aminodcidos de la GluTR en la union de hemo y en la
actividad de la enzima

La comparacion de la secuencia aminoacidica de la GluTR de A. ferrooxidans, predicha

de la secuencia del DNA, con la de otras GluTRs (Figura 11) indica que existen 21

aminoacidos adicionales en el extremo amino terminal de la misma. Debido a que no

sabemos si la proteina in vivo posee este segmento extra, y teniendo en cuenta que
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dentro del mismeo identificamos un posible sitio de unién para hemo (HRM), evaluamos
la unién de hemo y la actividad de una mutante que carece de dicho fragmento
(A21NH,GIluTR-Hiss). T.0s resultados obtenidos indican que el sitio HRM no estd
involucrado en la unién del cofactor, porque en los espectros de absorcion se obtienen
las mismas sefiales que para la proteina silvestre y no se aprecian cambios en el
contenido de hemo. Ademas la proteina mutante A2INH>GluTR-Hiss comparte
caracteristicas similares en cuanto a solubilidad y actividad con la GIuTR silvestre.
Teniendo en cuenta estos datos podemos plantear que el segmento adicional de 21
aminoacidos podria deberse a un error en la anotacién del genoma de A. ferrooxidans, o
si se encuentra en la proteina in vive, pudiera ser un sitio HRM que cumple otra funcion,
quizas es un sitio de unién adicional para hemo que se activa ante determinadas sefiales
celulares. Se analizaron ademas las secuencias aminoacidicas de las enzimas de C.
vibrioforme y M. tuberculosis sin que encontrasemos elementos HRM en ninguna de
ellas. Estos resultados sugieren, hasta el momento, que la unién de hemo a las GluTRs
podria ocurrir en un sitio diferente a los HRM, lo cual genera nuevas interrogantes,

fundamentalmente en cuanto a la estructura del mismo. |

4.3 Efectos del hemo en la estructura y la actividad de la GluTR
La obtencion de preparaciones de GluTR con diferente contenido de hemo nos permitid ‘
evaluar el efecto de éste en las propiedades cataliticas y estructurales de la proteina. Para

lograr esto se le afiadid a los medios de cultivo de E. coli ALA, para aumentar el

contenido de hemo, y ortofenantrolina, para disminuirlo. Los resultados obtenidos

sugieren que la GluTR de A. ferrooxidans puede unir hemo en funcion del contenido de

O
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éste en las células. De esta forma, al suplementar con ALA el medio, obtuvimos
preparaciones de GluTR con una relacion hemo:proteina (1:2), mayor que la obtenida
para las condiciones normales de cultivo (1:4). El empleo de ortofenantrolina permitio
obtener la enzima con una relacion hemo:proteina muy pequefia (1:12). A diferencia de
lo descrito para la enzima de C. vibrioforme, que une 1 mol de hemo por mondémero
(Srivastava y Beale, 2005), para la GluTR de A. ferrooxidans lo maximo que obtuvimos
fue una relacion de 1 mol de hemo por dimero al suplementar el medio de cultivo con
ALA, Estos datos sugieren que ambos monoémeros podrian estar partipando en la
formacion del sitio de union para hemo.

El aumento del contenido de hemo de la GIuTR no afecta la dimerizacion, segin los
resultados obtenidos de los experimentos de filtracion en gel y entrecruzamiento. Sin
embargo, si observamos una pequefia disminucién en el contenido de a-hélice que se
correlaciona con un aumento en el contenido de hoja-B, segin el analisis de los espectros
de DC. Con relacion a la actividad de la GluTR se observo que el aumento del hemo
provoca una disminucion en la misma, especificamente el efecto del hemo se ve
reflejado en una disminucion de la Vi, '. La GIuTR con menor contenido de hemo
(1:12) tiene un valor de V- 4,5 veces mayor que la GIuTR con mayor contenido de
hemo (1:2). Estos datos sugieren que la unién de hemo a la GluTR de 4. ferrooxidans
disminuye la cantidad de enzima activa disponible para la catalisis. La ke calculada
para la GIuTR de A, ferrooxidans es mayor que la reportada para la enzima de E. coli, lo
que indica que la GIuTR de A. ferrooxidans posee una mayor eficiencia catalitica. Este
dato podria explicar por qué la enzima de 4. ferrooxidans es regulada por hemo y la de

E. coli no. Con relacion al efecto del hemo sobre la actividad de la GluTR, solamente se
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ha reportado que una preparacion de la enzima de C. vibrioforme con menos hemo es
mas activa que la proteina que une hemo en una relacién 1:1, utilizando como sustrato

Glu-tRNA™ de . coli (Srivastava y Beale, 2005).

4.4 Determinacion del dominio de union de hemo de la GluiR

Teniendo en cuenta que el hemo unido a la GIuTR es de tipo b, que la unién de hemo a
la mutante A2INH;GIuTR descarta la participacion en dicha interaccion del sitito HRM
identificado y que no existe ningtin trabajo publicado acerca del sitio de union de hemo
para las GluTRs, nos propusimos abordar este aspecto. Para ello se disefié una mutante
trunca de la proteina que abarca los primeros 357 aminacidos, la cual comprende los
dominios catalitico, de unién a NADPH vy la mitad de la a~hélice que conecta a ambos
con el dominio de dimerizacién (Figura 4), tomando como referencia la estructura
propuesta por Moser y col. (2001) para la GIuTR de M. kandleri (Figura 3A).

La GluTR357 es una proteina soluble que se encuentra mayoritariamente en su
forma monomeérica, segun lo indican los resultados de los experimentos de filtracidn en
gel y entrecruzamiento. Esta mutante no es activa y une hemo en menor proporcion
(1:10) que la GluTR silvestre (1:4). Estos datos sugieren que la ausencia del dominio de
dimerizacion no impide la unién de hemo, pero que hay un efecto del mismo en la
cantidad del cofactor que se une a la proteina mutante. Teniendo en cuenta estos
resultados, el fragmento ausente en la proteina mutante puede actuar estabilizando el
complejo hemo-proteina o proporcionando un sitio de union de diferente afinidad en la
proteina silvestre. Un resultado que pudiera reflejar este ultimo punto, es que las sefiales

del espectro del hemo en su forma oxidada en la GluTR357 poseen un ligero corrimiento
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hacia menores longitudes de onda (Tabla 11) en comparacion con las sefiales obtenidas
para la proteina silvestre, lo cual puede deberse a un cambio en los ligandos del hierro
heminico.

Otro resultado que refleja la importancia del dominio carboxilo terminal para la
GIuTR, es la ausencia de actividad de la mutante GluTR357. Con relacion al papel de
dicho dominio en la funcidon de la GIuTR solo existe un reporte experimental de una
mutante trunca de GIuTR de £. cofi, que conserva un 5% de la actividad de la proteina
silvestre (Latler, y col., 2002).

Ademas se logro aisiar una mutante GluTR357-R16H/A88/H163D/F316C (Figura
9), la cual une hemo en menor proporcién (1:24) que la GIuTR357 (1:10). La primera
mutacion R16H se encuentra entre los primeros 21 aminoacidos, cuyo efecto se evaluo
mediante el estudio de la proteina mutante A2INH;GluTR. En este caso se observd que
la ausencia de dicho péptido no ejerce ningln efecto sobre la unién de hemo. Teniendo
en cuenta el alineamiento de las secuencia aminoacidicas de las diferentes GluTRs
(Figura 11), identificamos que las mutaciones A88T y HI163D se encuentran en el
dominio catalitico y la F316C en el dominio de uniéon a NADPH, en los tres casos las
sustituciones implican un cambio dréastico en cuanto a las caracteristicas de los
aminoacidos, lo cual puede provocar alteraciones en la estructura secundaria y/o terciaria
de la proteina. Un hecho llamativo es que los aminoacidos H163 y F316 se encuentran
conservados en la GIuTR de C. vibrioforme. Tratamos de independizar estas mutaciones
puntuales pero no tuvimos éxito, por lo que es dificil interpretar estos resultados ya que

una de ellas o todas podrian estar contribuyendo a la disminucion de la afinidad de la

enzima por el hemo.
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4.5 Efecto del dominio de dimerizacion sobre la union de hemo y la actividad

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la mutante GluTR357,nos propusimos
abordar el efecto del dominio de dimerizacion en la unidon de hemo y la actividad de la
GIluTR, mediante el analisis de dos mutantes truncas, la GIuTR392 vy la 426 (Figura 4).
Las construcciones que dieron lugar a estas proteinas mutantes contienen secuencias
nucleotidicas que codifican para diferentes porciones del dominio de dimerizacion. A
diferencia de la proteina mutante 357, la GIuTR392 posee integro el segmento que
conecta los dominios catalitico y de union al NADPH con el dominio carboxilo terminal.
La proteina mutante 426 incluye el segmento anterior y ademas un fragmento adicional
de 34 residuos, que segin la estrutura propuesta por Moser, y col. (2001) para la GIuTR
de M. kandleri, se corresponde con una segunda hélice que conforma ¢l dominio de
dimerizacion (Figura 3A).

La proteina mutante 392 se obtuvo mayoritariamente en forma monomérica, pero el
perfil cromatografico muestra que el hemo en dicha preparacion se une Uunicamente a la
forma dimérica de la enzima. Este resultado sugiere que en presencia de ambas formas,
el hemo se une preferentemente al dimero, lo cual soporta la idea de la importancia del
dominio carboxilo terminal en la oligomerizacion y la union del cofactor. La mutante
426 se obtuvo completamente en forma dimeérica y con la misma cantidad de hemo que
la proteina silvestre, lo cual indica que para estas funciones los 27 Gltimos aminoacidos
de la enzima son prescindibles.

En cuanto a la actividad enzimatica ninguna de las dos proteinas mutantes
(GIuTR392 y 426) es activas, lo cual indica, que aunque se formen dimeros, la GIuTR

require para ser activa la presencia del dominio carboxilo terminal intacto. Este hecho
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podria relacionarse con el modelo propuesto por Moser y col. (2001) para la formacién
del complejo con el Glu-tRNA™, en el cual el dominio de dimerizacién esta en contacto

con la region del anticodon del tRNA.

4.6 El papel de la GIuTIR de A. ferrooxidans en la regulacion de la biosintesis de hemo

Durante varios afios en nuestro laboratorio se ha abordado mediante diferentes
estrategias experimentales la regulacion de la biosintesis de hemo en A. ferrooxidans, y
uno de los aspectos mas relevantes del estudio de la GIuTR en dicho proceso es que
hayamos identificado, asociados a un mismo microoganismo, dos efectos del hemo
sobre la regulacion de su biosintesis, descritos en la literatura de forma independiente
para distintas bacterias. Este planteamiento se sustenta por una parte en los resultados de
esta tesis, en la cual mostramos que la GluTR recombinante une hemo b en funcion de
su disponibilidad dentro de las células, y que dicha unién provoca una disminucién en la
actividad de la enzima, lo cual podria considerarse una estrategia de la bacteria para
contrarrestar el efecto de un pequefio aumento de los niveles de hemo. Por otra parte,
ante un aumento mayor del contenido de hemo la respuesta celular podria ser una
disminucion de los niveles de la GiuTR, como ha sido descrito por Levican y col,
(2007), lo cual seria un segundo nivel en la respuesta de la bacteria. Otra manera de ver
el mecanismo es considerar que tanto la disminucién de la actividad como la posterior
degradacion son dos etapas de una misma respuesta ante un aumento del hemo
intracelular, Tomados en conjunto estos hechos podrian ser un indicio de que el hemo

regula su propia biosinteis en A. ferrooxidans al disminuir la actividad y los niveles de [a

GIuTR. Otro aspecto a tener en cuenta para esta hipdtesis es la posibilidad de que la
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GluTR posea mis de un sitio de unién para el hemo, con diferente afinidad, como
aparentemente lo refleja el analisis de las mutantes truncas descritas en esta tesis.

Si en este contexto consideramos ademas el modelo de canalizacion de sustrato
propuesto por Moser v col. (2001) para la GIuTR y la GSAM, cuyos complejos se han
aislado 7r vive (Latier, y col., 2005), podriamos especular acerca de una conexidn entre
ambas etapas regulatorias. Por ejemplo, ante un aumento en la concentracion intracelular
de hemo, éste se uniria a la GIuTR, lo cual produciria un cambio conformacional en la
enzima que provocaria una disminucion de su actividad y ademas promoveria la ruptura
del complejo con GSAM, Este hecho por un lado, disminuiria la velocidad de sintesis de
hemo, va que aunque se forme GSA, éste no es estable. En segundo lugar, la ruptura del
complejo GIuTR-GSAM puede dejar expuesta alguna secuencia en la GluTR que sea
reconocida por proteasas intracelulares. Para abordar esta hipotesis seria necesario
primero demostrar la formaciéon de complejos entre la GIuTR y la GSAM de A4.
Jerrooxidans y si se corrobora, entonces estudiar el efecto del hemo sobre dicha
interaccidn, lo cual deja abierta una pregunta muy interesante para el grupo de trabajo.
Con relacion a la interaccion de la GIuTR con otras proteinas también se ha propuesto la
formacion de un complejo con la GluRS (Jahn, y col. 1992), tema en cual se trabaja
actualmente en nuestro laboratorio. Si tenemos en cuenta esta propuesta, se podria
estudiar el efecto del hemo sobre la interaccién entre ambas proteinas, y ademas,
empleando Jas mutantes obtenidas en esta tesis investigar el papel del dominio carboxilo

terminal en dicha interaccion,
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CONCLUSIONES

e La GIuTR recombinante de A. ferrooxidans es una proteina dimérica, soluble y
activa que une hemo b.

e La union del hemo requiere de la formacién de dimeros, lo cual implica que el
dominio carboxilo terminal es relevante en la union del cofactor. No se observo
participacion del sitio HRM en la unién de hemo.

e La presencia del dominio carboxilo terminal integro es imprescindible para la
actividad de la enzima.

¢ La GluTR une hemo en funcién del contenido intracelular de dicho cofactor.

e J.a unidén de hemo no repercute en el estado de oligomerizacion de la proteina,

sin embargo si afecta la actividad enzimaética, observandose una disminucion en la

velocidad maxima a medida que aumenta el hemo unido a la proteina.
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PROYECCIONES

Sobre la base del trabajo desarrollado en esta tesis con relacion a la biosintesis de hemo
consideramos que existen dos caminos relevantes en esta investigacion. El primero de
ellos involucra el papel de la GIuTR en la regulaciéon de esta ruta metabdlica, y el
segundo estd vinculado al hecho de que la GluTR es un sistema interesante y factible
para abordar estudios estructurales relacionados con la unidn de hemo.

Como una proyeccion futura consideramos que seria interesarte abordar el efecto
del hemo unido a la GluTR en la interaccion propuesta con la GSAM y la GluRS. Si el
hemo afecta de manera diferencial la interaccion con estas proteinas, se generaria una
nueva arista en la investigacion acerca del papel del hemo como elemento regulador de
su propia sintesis. En otra direccion seria relevante identificar si existe alguna proteina
mediando la unién entre la GIuTR y el hemo, teniedo en cuenta que cada vez hay un
mayor numero de trabajos publicados sobre la asignacion de nuevas funciones
relacionadas con el transporte del hemo dentro de las células (Tong v Guo, 2009). Por
ultimo el hecho de que la GIuTR recombinante de A.fer;“ooxidans sea una proteina
soluble, activa y que se obtiene en alta concentracion, abre la oportunidad de abordar
estudios estructurales relacionados con el mecanismo v el sitio de union para hemo. Con
relacion a esto ultimo seria relevante determinar mediante mutagénesis sitio-dirigida los
aminoacidos involucrados en la unién de hemo y/o estudios estructurales de la

holoenzima. El papel del dominio carboxilo terminal en la interacciéon con hemo abre un

nuevo camino en la investigacién de otras funciones de dicho dominio, no descritas

hasta la fecha.
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