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RESUMEN

La amÍnoacilación específÍca de fos tRNA es catalizada por las aminoacil-tRNA

s¡ntetasas (AARSs), las cuales deben discriminar y distinguir entre múltiples

aminoácidos y tRNAs sustratos. Existen dos vías en la formación de Gln-tRNAGln. La vía

d¡recta, presente en eucariontes y en algunas bacter¡as que involucra Ia participación

de una GInRS que forma el Gln-tRNAcln y la vía indirecta, presente en arqueas y en la

mayoría de las bacterias. En la vía ¡ndirecta una GluRS-ND forma Glu-tRNAGlu y Glu-

tRNAGln. Este úhimo que es un am¡noac¡l-tRNA "mal acilado" se transforma en Gln-

tRNAGln por la acción de una a midotransferasa dependiente de tRNA. En esta tesis

surgió la pregunta écuáles son los determ¡nantes moleculares involucrados en la

interacc¡ón entre los tRNAs sustratos y las enzimas en la vía indirecta?, que se abordó

mediante la identificación de los residuos aminoacídicos en la AFGIuRS1 y AFGIuRS2 de

A. Jerrooxidons que interaccionan con los tRNAs (Glu y Gln). Con el modelamiento por

homología, se predijeron las estructuras de ambas GluRSs. Se identif¡co una R351 en la

AFGIURS1 y se construyo un modelo de la mutante de la AFGIuRS1 (R351Q) con el

tRNAclu de brazo D largo. El análisis bioinformát¡co revelo que no se observan cambios

importantes a nivel de los dominios catalíticos de la GluRS. Sin embargo, el rearreglo

estructural relevante ocurre en los dominios de interacción con el anticodón del IRNA.

El mayor cambio es de 7A' en la G337. Para identificar diferencias y similitudes entre la

AFGIuRSl y la AFGluRS2, se construyeron los modelos de la AFGIuRS2 con los tRNAGI'



(Brazo D largo) y tRNA6r" (Brazo D corto). De acuerdo a los resultados obtenidos, una de

las variantes de la AFGIURS1 que adquiriría las propiedades de la AFGIuRS2 es la

mutante R351Q. Mediante mutagénes¡s sitio d¡r¡g¡da por PCR se construyo la mutante

R351Q. Mediante experimentos de comple mentación in vivo en E. coli, se evaluó la

formación de GlutRNAsl'y GlutRNAGln, en ambos casos la mutante R351Q se comporto

como una AFGIURS2 capaz de complementar las mutaciones, una mutación única fue

capaz de camb¡ar la especificidad de interacción funcional in vivo de una GluRS.

Para identificar los determinantes de identidad en los tRNAGln que interaccionan con las

GluRt se construyeron variantes de tRNAGln3, sustrato único de la AFGluRS2. El tRNAGln3

de brazo D corto, se transformo en uno de brazo largo, tRNAGln3s.-51. Además, se

construyo una mutante (C32-U) en el loop del anticodón, tRNAcln3u ' Ensayos de

aminoacilacion ¡n vitro en curvas de progreso se evaluó la capacidad de la AFGluRSl. y

AFGIuRS2 de aminoacilar estos tRNAs. Este resultado sug¡ere que tRNAGln de brazo D

largo no es sustrato de la GluRS2, por lo tanto el largo del brazo seria determinante en

la discriminación de las enzimas por un sustrato específico. Además, U32 pareciera ser

un determinante de identidad ya que el tRNAGln3u' deja de ser sustrato de la GluRS2.

lnteracción entre las GluRSs de A. ferrooxidons y otras proteínas que involucran el

GIu-tRNA.



Para estudiar una posible interacción entre proteínas de A.ferrooxidans que involucran

el Glu-tRNA: AFGIuTR (Glutamil-tRNA reductasa) y la AFGlueRS, parálogo truncc de la

GIuRS se utilizo la técnica de doble hibrido implementada en el Laboratorio de la Dra.

Weygand-Durasevic. Se realizo el ensayo de interacción entre la AFGIuTR que actúa

como "anzuelo" y AFGIUQRS que es la "presa". El gen completo de la GIuTR fue clonado

en el vector pACT2 y se construyo la proteína de fusión LexA-AFGlueRS. La levadura

reportera usada fue la S.cerevisiae 140, preparada para una doble transformación con

los vectores anteriores. Para identíficar si hay interacción entre las proteínas se evaluó

la act¡vidad de la B-galactosidasa de Ia 140 transformada. No hubo expresión de B-

galactosidasa, GIuQRS no interactúa con GluTR, además en el ensayo de interacción

entre GIUQRS y GIUQRS tampoco hubo interacción, lo que sugiere que GlueRS sería un

monómero ya que no interactúa consigo misma.
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RESUMEN EN INGIES

The specifíc aminoacylation of IRNA is catalyzed by the amÍnoacyl-tRNA syntñetases (AARSsi,

which discriminate and distinguish between multiple amino ac¡ds and tRNAs substrates. There

are two ways in the format¡on of Gln-tRNAGln. The direct pathway, present ¡n eukaryotes and

some bacteria that ¡nvolves the participat¡on of a GlnRs form¡ng cln-tRNAcln and the ¡ndirect

pathway, present in archaea and most bacteria. ln the ¡ndirect route a GIuRS-ND forms a Glu- -

GIu- tRNAGT'and a Glu-tRNAG,". The latter ¡s an am¡noacyl-tRNA ,,misacylated,', transformed ¡nto

Gln-tRNAGr" by the action of a tRNA-dependent amidotransferase. rn this thes¡s, the question is

what are the molecular determ¡nants involved in the ¡nteraction between the substrate tRNAs

and the enzymes in the indirect pathway? lt was addressed by identifying the amino ac¡d

residues and AFGIURS2 AFGluRsl from A. ferroox¡dqns fhat interact w¡th tRNAs (Glu and cln),

with the model¡ng by homology were pred¡cted structures of both GluRss. R351 was ¡dentif¡ed

in the AFGluRsl and a model of AFGluRsl mutant (R351e) was constructed w¡th a long D arm

IRNAGT'. Bioinformat¡c analys¡s revealed no s¡gn¡f¡cant changes at the catalyt¡c domains of

GluRs. However, signif¡cant structura¡ rearrangement occurs in the domains of interact¡on with

the ant¡codon of IRNA. The b¡ggest change was 7A " ¡n a G337. To ¡dentify differences and

s¡milar¡t¡es between the AFGluRsl and AFGluRs2, we constructed models w¡th tRNAGlu

AFGIURS2 (long D arm) and tRNAGln (short D arm). According to this results, a variant of the

AFGIuRS1 mutant R351Q would acquire the properties of the AFGluRs2. By s¡te-directed

mutagenes¡s by PCR was built the R351e mutant. Us¡ng,n ylyo complementat¡on exper¡ments

in E. coli, was evaluated the formation of GlutRNAGr" and GlutRNAsr,, in both cases the mutant



R351Q behaved as a AFGluRs2 capable of complementing mutations, a single mutat¡on was

able to change the specif¡city of functional interaction rn v¡yo of a GluRS.

To identify the ¡dentity determinants of a tRNAGr" that interact w¡th GluRs, tRNAG|"3 var¡ants

were bu¡lt, AFGIuRS2 un¡que substrate. The short D arm tRNAGrn3 turned ¡nto a long arm,

tRNAGrn3b"'br. ln addit¡on, a mutant construct (c32-U) in the ant¡codon loop, tRNA Gr"3'''

Aminoacylation assays rn vitro in progress curves assessed the ab¡lity of aminoacyl AtcluFS2

AFGIuRSl and these tRNAs. This result suggests that D TRNAG'' long arm is not GluRS2 substrate,

so the long arm would be decisive in the discrimination of the enzymes by a specif¡c substrate.

Furthermore, U32 appears to be a determ¡nant of identity as the-c tRNAGln3u longer GluRs2

substrate.

lnteraction between A. GluRSs ferrooxidans and other proteins that ¡nvolve the Glu-tRNA.

To study a poss¡ble ¡nteraction between A. Jerrooxidans proteins involving the Glu-tRNA as:

AFGIUTR (Glutamyl-tRNA reductase) and AFGIUQRS, truncated paralogue of GluRS, was used

double-hybrid techn¡que, implemented in the laboratory of Dr. Wéygand -Durasevic. We

performed the test for interaction between AFGIuTR serv¡ng as "bait" and AFGIuQRS wh¡ch is

the "prey". The complete gene of GIuTR was cloned in pACT2 vector and was constructed as a

fusion protein LeXA-AFGIuQRS. The yeast S. cerev¡sioe reporter used was 140, prepared for a

double transformation with the vectors above. To ¡dentify whether is the interact¡on between

the proteins, the activ¡ty of the B-galactosidase of the 140 transformed was assessed. There

was no expression of B-galactosidase, so GIUQRS does not interact with GIUTR as well as in the



test of ¡nteraction between GlueRS and GlueRS , suggest¡ng that GluqRS woüld be a monomer

that does not interact with ¡tself.



INTRODUCCION

Aminoacil tRNA sintetasas.

La traducción es el proceso med¡ante elcuai la información génica, en el mRNA,

se descodifica para sintetizar las proteínas. La especificidad de la inserción de un

aminoácido en una pos¡ción padicular en un polipéptido nac¡ente está determinado

por una adecuada interacción codón - anticodón y por la correcta unión entre un

aminoácido específico con su correspondiente IRNA, proceso denominado

aminoacilación del tRNA. La aminoacilación es catalizada por las aminoacil-tRNA

sintetasas (AARSs), las cuales deben dlscriminar y distinguir entre múlt¡ples

aminoácidos y tRNAs sustratos (lbba, 2000; lbba y Soll, 2000).

Previo a la identificación experimental de los componentes indivlduales de la

síntesís de proteínas, Crick en su hipótesis del adaptador postuló la existencia de IRNA

adaptadoi"es (Cric( 1958). Según esta hipótesis se requería que la formación de los 20

aminoacil-tRNA sea catalizada por una enz¡ma especifica, por lo tanto se esperaba que

en cada célula y organelo se encuentren veinte de estas enz¡mas. Posteriormente esta

teoría se confirmó en Escherichio coli y Soccharomyces cerev¡sioe por estud¡os

bioquímicos, genéticos y por biologia molecular (Forster,2003).

vía alternativa en ta formación de Gln-tRNAGln

Rec¡entemente, mediante la secuenciación completa del genoma de dos

arqueas metánogénicas, se determinó que en estos organismos existen sólo dieciséis

v



genes ortólogos que codifican para AARSs. No se encontraron genes que cod¡f¡quen

para Asparraginil, Cisteinil, Lisil y Glutaminil-tRNA sintetasas {Stathopoulos, 2000). En

esta tesis reaiizamos estudios relaciorrados con la vía de formación de Gln-tRNAGln.

En eucariontes y algunas bacterias la formación de Gln-tRNAGln ocurre por la acc¡ón de

la Glutamil-tRNA s¡ntetasa, GIuRS (vía directa) (Stathopou los, 2000). En cambio en la

mayoría de las bacterias, en arqueas, en cloroplastos y probablemente en

mitocondr¡as, en los que no existe una glutam¡n¡l-tRNA sintetasa (GlnRS), existe una vía

alternativa en la formación de Gln-tRNAGln (Arnez, 1997). Esta vía consta de dos pasos,

en una primera etapa el tRNAGln es aminoacilado con gtutamato por una glutamil-tRNA

sintetasa no discriminante (GIuRS-ND) enzima capaz de aminoacilar tRNAGlu y tRNAGrn

para generar Glu-tRNAGln. El producto de esta aminoac¡lación "errónea" es

transformado a Gln-tRNAGln por la gluta mil-tRNAcln a midotra nsferasa (AdT) lWilco&

1968) (Fi8ura 1, Vias de formacion de Glu-tRNAGI'y cln-tRNAGr')

---}t (ii,;-IRNA Gl'r

tñf.¡A Gln rRf.ie6'n op.",ti"

[Glrr-AdT)

{:iLr-tRNA Gln

Gln + ATP
\

IRNA"'' \-- > cr.._tRNAGl"
Oiscriñi.lñtiñ§
GtURS

íi t!, + ATP

v t

{Francklyn,2001)



Glutamíl tRNA sintetasas (GluRSs)

En los organismos que usan la via directa de formación de Gln_tRNAGh, la GIuRS

es de carácter discrim¡nante (GruRS-D), es decir, aminoacira el tRNAGru pero no er

tRNAurn lBrown y Doolittle, 1999).

En estudios en la GIuRS de E. coti, que es del tipo díscriminante, se han

identificado los determinantes de identidad en ertRNAcl', que corresponden a aqueflos

nucleótidos importantes en Ia interacción funcionar con ra enzima. La mayor parte de

los elementos de identidad se encontraron en et brazo D, en el anticodón y en el brazo

aceptor (Sek¡ne, 1996; Sek¡ne, 2001) (Figura 2).

Arquileemra bra¡o B

Figura 2: Estructura secundaria del IRNA- se destaca la estructura variable del

brazo D, denominado aumentado de 4pares de bases (4pb) y corto de 3 pb.

IX



Años atrás, se determinó la estructura cristalográfica del complejo GIuRS-

IRNAGT' de Thermus thermophilus (Nureki, 1995; Sekine, 2001 y Sekine, 2OO3). De

acuerdo con este modelo, la arg¡n¡na 358 (conservada en algunas GIuRS) interacciona

con la C36 del anticodón del tRNAGI'cuc (siatecka, 1998). En la mutante de la GIuRS de

T. thermophilus que presenta un cambio en la arginina 358 por una glutamina (R358Q,

se analizó la capacidad de esta enzima de aminoacilar un tRNAclu silvestre y un tRNAGlu

mutante C36G (mutación que transforma el anticodón de glutamato en el de

glutamina). El cambio R358Q en la GIuRS de T. thermophilus perm¡tió a esta enzima

reconocer el anticodón de glutamina. Este experimento confirma que la arginina 358

¡nteracciona con el nucleótido C36 del anticodón y sugiere que puede ser esencial para

que la GIuRS pueda diferenciar entre eltRNAGl'y el tRNAcin (Sekine, 2oo3).

En bacterias Gram positivas del género Bacillus y Clostridium, las cuales

sintetizan Gln-tRNAGln por medio de la vía indirecta, presentan en las GIuRS un residuo

de glutamina en una posición equivalente a la arginina 358 de L thermophilus

(Siatecka, 1998).

ln vitro la GIuRS de B. subtittis aminoacila con glutám¡co el tRNAGln de E. coti(brazo D

corto, es decir de tres pares de bases) y los tRNAGI' y IRNA Gl' de Bocitlus subtillis

(ambos de brazo D corto, Figura 2) (Pelchat, 1998 y Lapointe, 1986).

La mutante (Q373R) de la GIURS-ND de B. subtillis en una posición equivalente a

la R358 de la GIuRS de T. thermophilus, fue capaz de complementar una mutación



termosensible en el gen gltX de E.cor¡. Este resultado implica que rn vivo la GIuRS

mutante aminoacila con glutámico el tRNAclu de 6. coli (brazo D aumentado, Figura 2).

De acuerdo con la información disponible hasta el momento, esta mutac¡ón provoca un

cambio en la especificidad por el antícodón y/o el largo del brazo D del IRNA (Núñez,

2004).

Enzimas que involucran el Glu-tRN Aen Acidithiobocillus ferrooxidons

Med¡ante análisis en genomas completos se ha observado que varíos

organismos contienen más de un gen para GluRS. El papel de la duplicación de estas

enz¡mas no es clara. En Helicobocter pylori se demostró que la GluRSl genera sólo Glu-

IRNAGI' m¡entras que la GluRS2 genera Glu-tRNAGln (Skouloubris, 2003 y Salazar, 2003).

En el genoma de A. ferrooxidons, ex¡sten los genes denominados gltxl, gltx2,

hemA, y gluqrs que codifican para las correspondientes enzimas: GluRSl y 2, GIuTR

(Glutamil-tRNA reductasa, involucrada en la síntesis de tetrapirroles) y la GluQRS,

parálogo trunco de Ia GIuRS cuya función biológica se desconoce. (Levicán,

2007)(Salazar, 2004)- Además, en la vía indirecta de formación de Gln-tRNAGrn, la

enzima clave es la glutamil-tRNA a midotransferasa (AdT) codificada por los genes

gotCAB (Salazar, 2001],.

A. Jerrooxidons posee un complejo sistema para la sintesis de Glu-tRNAGl',

sustrato necesar¡o para producir hemo y proteínas. Las GluRSl y GluRS2, encargadas de

aminoacilar con glutamato a cuatro tRNAGlu y cuatro tRNAGln. Se ha evaluado la

XI



act¡vidad in vitro de estas enzimas con los siguientes sustratos: tres tRNAGI' y dos

tRNAGln. Med¡ante ensayos in v¡tro, se observó que la GluRSl am¡noac¡la

preferentemente a tRNAGlu y tRNAcr'(ambos de brazo D largo) en cambio la GluR52

aminoacila tRNAGrn de brazo D corto (Sa¡azar, 2003) (Levicán., 2005). Ensayos ¡n v¡vo en

F. coli confirmaron la especificidad de las GIuRS por el largo del brazo D de los tRNAs

sustrato (Núñez, 2004)- Estos antecedentes, sugieren que la interacción de un tRNA

sustrato con las GluRSs depende del anticodón y/o del largo del brazo D delIRNA y de

los aminoácidos presentes en la zona de interacción con el anticodón y de otros

aminoácidos que estabilizan la interacción específica. Brevemente, con respecto a la

GIuTR y la GluQRS, nuestro laboratorio ha investigado la regulación de la actividad de

las GluRSs y de GIuTR en respuesta a cambios en la biosíntesis de hemo (Levicán, 2007).

La GIuQRs es un parálogo trunco de las GIuRS muy conservado en las bacterias. Esta

proteína ha sido estudiada en E. coli . Es una aminoacil-tra nsferasa capaz de transferir

Glu a la queosina 34 del tRNAep (S alazar, 2OO4\. Sin embrago, la función biológica de

esta modificación se desconoce.

lnteracción de Aminoacil-tRNA s¡ntetasas

En procariontes, las AARS suelen funcionar como monómeros u homo-dÍmeros,

a diferencia de los eucariontes superiores, donde han sido ídentificadas nueve AARS,

incluidos MetRS y GluRS, asociadas para formar un muhi-complejos enzimáticos.

x



En E.col¡, se ha 
'nvestigado 

un s¡stema para la canal¡zación de sustratos. La

inusual estructura de la GIuTR en forma de "V" sugiere que esta enzima es capaz de

formar múitiples interacciones no sólo con su sustrato natural el glutamiJ-tRNA, síno,

también simultáneamente con la enzima que sigue en la b¡osíntes¡s de tetarpirroles,

G luta mato-1-semialdeh ido 2,1-am¡nomutasa GSAM (Moser,2001). En Sacchoromyces

cerev¡s¡ae, se ha demostrado que tanto sintetasas así como los tRNAs pueden formar

parte de complejos (Galani,2005). Un ejemplo en levaduras es la interacción de la

Seryl-tRNA sintetasa (SerRS) con peroxina Pex21p una proteína de la membrana

peroximal, involucrada en la biogénesis e ¡mporte de proteínas de la matriz del

peroxísoma, que actúa como un activador de la SerRS por estimular la unión al IRNA

sustrato. La interacción entre SerRS y PexP21 fue identificado en un s¡stema de doble

hibrido usando SerRS como cebo y una genoteca de cDNA como presa (Rocak,2002).

Amidotransferasas

En la vía indirecta de formación de Gln-tRNAcr', la enzima clave es la glutam¡l-

IRNA amidotransferasa (AdT). Se han descrito dos tipos de AdT especie específica. La

pr¡mera corresponde a una enzima heterotrimér¡ca con tres subunidades denominadas

CAB respect¡va mente. La activ¡dad de esta enzima ha sido probada rn vitro en algunas

bacterias, dentro de las cuales se cuentan B. subtillis, T. thermophilus, C. trochomotis,

D. rodiodurans y A. ferrooxidans {Curnow, 1998; Becker, 2000; Racznia( 2001 y Salazal

2001). Esta enzima puede formar Gln-tRNAcln a paftir del sustrato mal acilado (Glu-
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tRNAGln). La segunda clase de AdT, es un heterodímero (D y E) que se ha encontrado

sólo en argueas. Análisis bioquímicos y genómicos en A. Jerrooxidans revelaron que asÍ

como en B. subt¡tl¡s los genes que codifican para la Adf están organizados en un cperón

(gotCABl. Esta enzima es capaz de amidar tanto Glu-tRNA6ln como Asp-tRNAA'n, siendo

la única fuente de formación de esos aminoacil-tRNAs en este organismo (Salazar,

2001).

Recientemente, se publicó la estructura cristalina del complejo

amidotransferasa de Staphylococcus eureus con Glutamina y una análogo de ATP

(Nakamura, 2006). Se describe que los nucleótidos del brazo aceptor y del "loop" del

brazo D del tRNAcln son los elementos de identidad esenciales para la discriminac¡ón en

la AdT.
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Hipótes¡s

El conjunto de estos antecedentes, muestran que algunos de los determinantes

de identidad entre el IRNA y la GIuRS corresponderían a aminoácidos que se

encuentran en la zona de ¡nteracción con el anti codón, pero los antecedentes sugieren

que no serían los únicos que participan en la estabilización de la interacción específica,

por lo tanto la hipótesis que planteo es que la especificidad de la interacción de las

GluRS2 de A. ferrooxidans con el tRNAGln está determ¡nada por elementos de

identidad de la proteína (zona de ¡nteracción con el anticodón) y por el largo det brazo

D del IRNA sustrato.

Ob¡etívo General

ldentificar los nucleót¡dos en elIRNAGln y los residuos y/o segmentos aminoacídicos en

las GluRSs que determinan la interacción funcional específica.

Objet¡vos Específicos

l.ldentificar los residuos aminoacídicos en la GluRSl y GluRS2 que determinan una

interacción funcional específica por su tRNA sustrato.

2.-ldentificar los nucleótidos en el IRNAGln que determínan la interacción específica

con las GluRSs.

3.-Estudiar la interacción entre las GluRSs y otras proteínas que involucran el Glu-tRNA:

la Glutamil-tRNA reductasa y la GIuQRS de A. ferrooxidans.
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MATERIATES Y METODOS

Métodos BÍofnformátícos

Búsqueda bioinformática de secuenrias de tRNA, GtuRS, GIuQRS y AdT.

Para la búsgueda de los distintos genes de A. ferrooxidoas, se utilizó el genorna

secuenciado por ERGO y IIGR (htto://erao.intearqtedgelgrpics.com/. www.tigr.org) y

cuyas secuencias se encuentran disponibles en la red. La búsqueda de las proteínas

presentes en los genomas de los organismos seleccionados, se realizó utilizando el

programa Blastp en el servidor del NCBI {http://www. ncbi. n lm. nih.gov/). A una de las

secuencias encontradas se consideró homóloga trunca de las GIuRS denominado

GIUQRS (-300 aminoácidos) resultado que se confirmó con alineamientos de proteínas

usando como referencia la GIUQRS de E. coli en el programa Clustal W

(http://w:vw.ebi.ac.u'xfioo!s/clustalw2/index. html) (Salazar, 2004) (Blaise, 2004). Para

la búsqueda de los IRNA, la secuencia parcial del genoma de A. ferroox¡dons AICC

2327 0 analizó el progra ma tRNAscan-SE

(http://www.ge netics.wustl.edu/eddy/tRNAsca n-SE/) en su modo "Cove only" para

buscar los IRNA presentes en cada fragmento.

Modelamiento de la GluRst.

Los modelos de las GluRSs son de gran utílidad en la predícción de ínteracciones

enzima sustrato y serán de utilidad para interpretar los resultados obtenidos en esta
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tesis. En base a alineamientos de 21 secuencias prote¡cas, (programa Modeller,

http://www-01.¡bm.com/software/awdtools/modele r/ swmodeler/l la construcción de

los modelos estructurales de la GIuRSL y GluRS2 se realizó por homología estru.tural

con otras GIURS cr¡stal¡zadas usando la base de datos PDB donde se encuentran

disponibles las estructuras de las GIuRS de Thermus thermophílus, Thermotogo

mor¡timo, Soccharomyces cerevisiae y Thermosynechococcus elongotus. Entre éstas, la

secuencia de la GIuRS de T. thermophilus es la que posee mayor identidad con la de /.

ferrooxidons (36%). Estos modelos fueron construidos sobre la base de la enzima

nativa. Para generar los complejos con IRNA, se uso como referencia el complejo

GIuRS-tRNAslu de T. thermophitut se superpuso el complejo de A. Jerrooxidans y se

elinlinó la estructura de referencia (Salas,2005).

Métodos experimentales

Cepas

En este trabajo se utilizó la cepa de A. ferrooxídons ATCC23270, secuenciada por

ERGO y TIGR, y cuyas secuenc¡as se encuentran disponibles en la red.

JP1449 de E. coli: El uso de esta la cepa mutante en el gen gltx de E. col¡ )P7449

termosensible permitirá realizar las pruebas de funcional¡dad de los genes heterólogos.

Este ensayo permit¡rá determinar la formación Glu-tRNAGl'ln vivo (Núñez, 2004).
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Pruebas de funcionalidad de los genes glü de B. subtilis y A. ferroortdons en

la cepa KS463 de E. coli. La cepa KS463 posee una mutación que impide su crec¡miento,

solo crece si es aportado triptófano al medio y con la formación in vivo de Glu-tRNAGln

se corregirá la mutación que impide el crecimiento de la cepa KS463. Asi la

incorporación de genes que complementan la mutación será necesaria para permitir el

crec¡miento. (Núñez, 2004)

En la sigu¡ente tabla se describen las cepas ut¡l¡zadas en esta tes¡s.

d eoR, L( I o cZY A- o rgF) U 169, phoA cloníng : a laboratory manual.

BL21 BL21(DE3) F-, ompT, hsdSs(rs-, ma ) Maniatis, T.,Fritsch, E. F,

dcm, ga!, A(DE3) Sambrook, J. 1982. Molecular

.Cloning : A laboratory manual.

Hf(PO12), thr-1, leuB6(Aml- ú.i¿,,Lpoi"t" ¡ O"t*r" e. rc7s.JPL449

'glnV44(AS),LAM-,gltx351(ts) Thermosensitive mutants of

Escherichia coli K-12 altered in

Cepa Genotipo Fuente ó Referencia
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the catalytic Subunit and in a

K5463

Regulatory fador of the

glutamy-transt'er ribonucleic

acid synthetase. l. Bac. L22l2l:

352-358.

(30) 26893-26903.

,Sacharomyces

,cerevisiae

To his320, trpL-907, leu2-3772, Laboratorio

F, LAM,lrpA33, lN(rrnDrrnE)1, rhaT Feh lner-ga t d iner C., Roshick

C., Carlson J., Hughes S.,

Belland R., Caldwell H, and

McclaÉy c. 2OO2. Molecular:Mcclarty c. 2AO2. Molecular

ibasis defining human

:.chlamydio trochomotis tissue

trop¡sm a possible role for

tryptophan synthase. The

journal of biological chemistry
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ode2 LY52:t4lexAop-Hl53)

{SlexAopJacZ)GAL4

Tabla 1. Cepas

Medios de cult¡vo.

Medio de cultivo Luria-Bertani (LB): Este med¡o contenía triptona 1%, NaCl 1% y

extracto de levadura O,5oA. Para obtener medio sólido se agregó L,5/o de agar- El medio

se esterilizó en autoclave a L219 C por 20 min. Cuando fue necesario se agregó 100

Fg/ml ampicilina antes del uso.

Medio de cultivo YEPD:0,5% extracto de levadura, L% bactopeptona 2%

glucosa.

Medio SD mínimot 0,67% de bases nitrogenadas sin aminoácídos, 2% glucosa. En

placas se agregó agar M9 al 3%. Al suplementar con aminoácidos se agregaron a

0,OO3% p/v por cada uno.

Condícíones de cuftivo

Los cult¡vos de las cepas de E. colise incubaron a 37o C con agitac¡ón constante

150 RPM en caldo Luria Bertani (LB). En los casos que se requirió, se adicionó ampicilina

(100mg/ml). La cepa 140 se creció en medio YEPD o SD suplementado con aminoácidos

a 30sC a 350 RPM por 2 dias.

UflA3:: Weygand-Durasevic
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Plásmidos y construcciones génicas.

Los pfásmidos comerciales y fas construcciones generadas en este trabajo se

resumen en la Tabla 2,

Plásmido

pGEX-27 de expresión de proteínas bacterianas Pharmacia Biotech

pGEX-2T-

GluRSl

pGEX-2T y gen GluRSl de A. Jerrooxidons

pACT2 Vector de clonamiento doble hibrido

'Disponible

pGEX-2T-

GluRS2

ector pGEX-2T y gen GluRS2 de A. Jerrooxidans

R351Q

pGEX-2T- Vector pGEX-2T y gen GIuRS de E. coll

G lrx

:pABL51 ector de clonamiento doble híbrido

borator¡o

en el:

l

Weygand-.

:

:

ible

XX¡

Origen

el

:

"nJ

A. Jerrooxidans



pAB151-

SerRSs

pucL8-tRNA

puc18-tRNA

Gln3* bc-bl

pAB151 y gen SerRS de S. cerevisde

pACT2 y gen Pex21p de S. cerevísoe

pAB151 y gen GIuQRS de A. ferrooxidons

pACT2 y gen GIuQRS de A./errooxidans

pACT2 y gen GIUTR de A. ferrooxidons

de clonamiento technologies

pUC18 y gen IRNA Gln3 mutante de A. Esta tesis

cambio U32{.

pUC18 y gen tRNA Gln3 mutante de A.

cambio brazo D corto- largo

pkk223-3 y gen tRNA G ln3 Wf de A. Dispon ible

xx

Weygand-pACT2-

Pex21p

pAB151-

G luQRs

pACT2-

GIUQRS

:Esta tesis

I

t
t

i

pACT2-

GIUTR

el



tRNAGln3 Jerrooxidons laboratorio

WT:

pkk223-

tRNAGln2

WT

y gen IRNA Gln2 WT de A. Disponible

laboratorio

..."_1
Tabla 2. Plásmidos y construcciones génicas.

Preparación de células electrocompetentes y transformación de E, cori mediante

electroporac¡ón.

Se preparó un preinóculo de la cepa receptora que fue ¡ncubado por 12 a 16 hr a 37e C

en med¡o LB con agitación. Al día siguiente se inoculó 500 ml de medio de cultivo LB al

1% con {as células del preinóculo y se incubó a 37e C con agitación hasta que el cultivo

alcanzó una D.O.6¡¡ de Q8. Luego se centrifugó a 1500xg por 15 min a 4e C. Se eliminó

el sobrenadante y las células se lavaron dos veces con 30 ml de glicerol 10% estér¡l y

frío. Las células se resuspendieron en 2 ml de glicerol 10% se alicuotaron y guardaron a

-30e C para su uso poster¡or.

Para real¡zar la transformación se mezclaron 20 ¡rl de células electrocom petentes con 1

¡rl de muestra de DNA (-10 ng/pl). La mezcla se depositó entre los electrodos de la

cubeta de electroporación que luego se colocó en la cámara de electroporación

prev¡amente enfriada. Se aplicó un pulso de 400 Volt y se transfirió la muestra en

Vector pkk223-3

ferrooxidans

el
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forma estéril a un tubo que contenía i. ml de medio SOC. Se incubó una hr a 37s C y

luego de este período de recuperación, se plaquearon 50 a 200 ¡.rl de células en agar LB

con ampicilina. Luego se incubó toda la noche a 37e C.

Las electroporac¡ones se real¡zaron en un equ¡po Cell-porator (Gibco BRL Life

Technologies, INC).

Generación de Ia mutante R351Q de la GluRSl de A . ferrooxidans.

Hay 3 reacciones de PCR para obtener el producto final con la mutac¡ón. Según el

esquema, los productos de las reacciones PCR1 y pCR2 se mezclan para ser templados

para la reacción PCR3. Se necesitan 4 oligonucleótidos (A, L C, D). A y D flanquean al

gen en el extremo 5'y 3'. (Los oligonucleót¡dos A y D se han diseñado con sitios de

restricción para la facilidad en el clonamiento en el vector de expresión pGEX-2T). B y C

se han diseñado para incorporar el cambio de ¡nterés (R351OJ.

El gen gltxl es de 1500 pb de longitud, y quería añad¡r un par de en la base Ns j.050. A

continuación, se mezclan los dos productos en el mismo tubo y sirven de molde para la

última reacción, PCR 3, donde se obtiene el producto final de 1500pb con la mutación

incorporada.

Se diseñaron partidores específicos A: AF-351Q-1, B: AF351e-2, 5': AFGI-F y 3':AFGI-TR,

sus secuencias se adjuntan en la lista de partidores usados en esta tesis {Tabla 3).
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El modelo experimental se muestra en el siguiente esquema .

5'

.r'

l{'

ltl( 1 ¡ ¡rar;í¡ll)

-' "e -

.{ t*\
1

I)B(!tl{ i "f5:

ft,X --1 ( rtseii*ñ1

:,:,-

5',<
¡i

Figura 3. Modelo experimental de mutagénisis sitio dirigida por pCR.

Oligonucleótidos secuencra

tRNA-gln3*d ir U-C 5'a gctttaatacga ctca ctata gggggcgta gcca a gcggtaa ggcaccggacttt
gattccggattccca ggttcgatccctggcgcccca gccatgcatg3'
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tRNA-gln3*dir bc-bl 5'agctttaatacgactcactatagggggcgtagtctagcggta ggacaccggattttg
attccggcattcccaggttcgatccctggcgccccagccatgcatg3'

tRNA-gln3*int, U-C 5á attcatgcatggctggggcgcca gggatcgaa cctgggaatgccgga atcaaagt
ccggtgcctta ccgcttggctacgccccctatagtgagtcgtatta a3'

tRNA-gln3*inv bc-bl 5' aattcatgcatggctggggcgccagggatcgaacctggga atgccgga atcaaaa
tccggtgtccctaccgct a ga cta cgc c ctat a gf ga gt cgtatta a3'

AFGI-F 5' gaattctgccttccgtca aa cgatgttcg3'

AFG I.TR 5'gaattccta gatccaggcggccgccc3'

AFR351Q-1 5'tgcaggaacaatccaagacc3'

AFR351Q.2 5' ggtcttggattgttcctgc3'

Tabla 3. Lista de oligonucleótidos.

clonamiento del ,**oenrÉc-bt} y el tRNAGtn3(,32*32) en puclg.

Para el clonamiento en pUC18 se debe preparar el inserto de DNA, paia lo cual

se adquirieron los oligonucleótidos del tRNA-gln3 (bc-bl) y del tRNA-gln3 lu32-c321

(Tabla 3), los que contienen respectivamente la secuencia del gen mutado y las

secuencias de los sitios de restricción para las enzimas EcoRI y Hlndfll. Los

oligonucleótidos fueron fosforilados por separado utilizando la PNK del fago T4 según

las recomendaciones del proveedor. Los oligonucleótidos complementarios fueron

hibridizados en una mezcla que contenía 5 mM de cada uno y buffer 1X para la T4 DNA
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ligasa. La muestra fue hervida por 5 min en presencia de aceite mineral y luego se dejó

enfr¡ar lentamente.

El plasmidio pUC18 se pur¡ficó a partir de E. coli DH5q/pUC18 utilizando el

Plasmid Mini Kit de Qiagen según las ¡nstrucc¡ones del fabricante. Luego fue digerido

ut¡lizando en forma simultánea las enzimas EcoRl y Hlndlll en buffer de reacción 2

según las instrucciones del fabricante. El plasmidio digerido se separó

electroforéticamente en un gel de agarosa al !yo, se cortó la banda que contenía el

fragmento de interés (-2800 pb) y se extrajo el DNA del gel utilizando el QlAquick Gel

Extraction Kit (Qiagen) según las recomendaciones delfabricante. El plasmidio digerido

purificado fue desfosforilado en una mezcla de 55 [L que contenía 0,35 U/¡.rL de CIAP.

La mezcla se incubó por 30 min a 37p C y luego se inactivó la enzima a 65e C por 30 min.

Luego se reallzó una extracc¡ón fenólica con fenol básico:cloroformo:alcohol isoamílico

(25'24:1) y una segunda extracción con cloroformo:a lcohol isoamílico (2a:1). El DNA

desfosforilado fue precipitado por 2 hr a -20e C utilizando dos volúmenes de etanol y

un décimo de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2.

El plasm¡dio digerido y desfosforilado se l¡gó a los óligos fosforilados durante 12

a 16 hr a 16e C en una mezcla que contenía 30 ng del vector, 180 ng del inserto, 1U de

T4 DNA ligasa y buffer de ligación en un volumen final de 20 ¡rL. Para finalizar la

reacción, se precipitó el DNA por dos hr a -20e C en dos volúmenes de etanol, un

décimo de volumen de acetato de sodio 3 M pH 5,2. El DNA ligado se recuperó por
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centrifugación a 4eC (15 m¡n a 14000 rpm) y se lavó con etanol 7O%. Luego se secó la

pella y se resuspendió en 4 pL de agua bidestilada estéril. Finalmente, se transformó

células competentes de E coli BL21 con el plasmidio.

Sobreexpresión de un IRNA de A. Jenooxidans en E coli y purificac¡ón de IRNA total

def. colí enriquecido en un IRNA d e A. ferroortdans.

Se preparó en med¡o de cultivo LB con ampicilina un preinóculo de E. coli BL21

transformada con el plásmido que contiene el IRNA de interés. Este cultivo se usó para

inocular al 5% 1 litro de LB con ampicilina que fueron incubados con agitación a 37e C.

Cuando el cultivo alcanzó una D.O.66e de 0,4-0,5 unidades de absorbancia se agregó

IPTG a una concentración f¡nal de 0,5 mM para inducir la expresión del tRNA. Se siguió

incubando el cultivo durante toda la noche en las mismas condiciones. Terminado este

período se colectaron las células por centrifugación a 4000xg por 15 min. La pella se

resuspendió en 12,5 ml de tampón A (20 mM Tris.Cl pH 7,4; 20 mM MgCl¡ 10 mM 2-

mercaptoetanol) y se le agregó un volumen igual de fenol saturado ácido pH 4. Esta

mezcla se incubó 20 mín con ag¡tación a temperatura ambiente. Luego se separó la

fase acuosa de la orgánica med¡ante una centrifugación a 40o0xg por 10 min. La fase

acuosa se guardó en h¡elo mientras que se le realizó una segunda extracc¡ón a la fase

fenólica con 12,5 ml de tampón A. Luego se juntaron ambas fases acuosas y se les

realizó una re-extracción con un volumen de fenol ácido. El DNA se precipitó agregando

2-propanol (20% de concentración final) y centrifugando a 4000xg por 15 min. Luego se
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ajustó la concentración del sobrenadante a 60% de 2-propanol y se centrifugó a 4000xg

por 30 min para recuperar el IRNA. El precípitado fue resuspendido en 5 ml de 200 mM

Tris-Acetato pH 8,5 para deacilar et IRNA, La mezcla se incubó durante t hr a 37s C y

luego se precipitó el IRNA con 0,J. volúmenes de acetato de sodio 3 M pH 4,5 y 2

volúmenes de etanol 100%. Esia mezcla se dejo precipitando a -20e C por toda la

noche y luego se recuperó el RNA por centrifugac¡ón a 12000x9 por 30 min. El RNA se

lavó con etanol 70% y luego se resuspendió en 5 ml de agua estéril.

Para purif¡car el IRNA se ut¡lizó una resina de ¡ntercambio an¡ónico DE52

(Whatman) preparada según las recomendaciones del proveedor. La muestra se cargó

en la columna (1ml) previamente equilibrada con 10 volúmenes de tampón I y se lavó

con 2 volúmenes del mismo tampón. Luego se lavó con 5 volúmenes de tampón ll (20

mM Tris.HCl pH 7,0; 200 mM NaCl) y finalmente se eluyó el IRNA con tampón lll (20

mM Tris.HCl pH 7,0; 1 M NaCl) colectando fracciones de 0,5 ml. Se midió la absorbancia

a 260 nm de cada fracción y se seleccionaron aquellas que contuvieran una alta

concentración de IRNA. A estas fracciones se les agregó 2 volúmenes de etanol 100p26 y

un décimo de volumen de acetato de sodio 3 M pH 4,5. Se dejó precipitando a -20p C

por toda la noche y después se centrifugó a 12000x9 por 30 min. El RNA prec¡pitado se

lavó tres veces con etanol 70% y luego se disolvió en agua bidestilada estéril. La

concentración del IRNA se determ¡nó espectrofotometr¡camente a 260 nm (una unidad

de absorbancia a 260 nm corresponde a 40 ¡-rg/ml de IRNA).
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Purificación de GST.GIuRSl y GST.GluRS2.

Para purifrcar GST.GfuRSl se cuftívó a 25e C durante toda fa noche un preÍnócufo

de E. coli BL2L-DE3 transformada con el plasmidio recombínante pGEX-2T-G|uRS1. Al

día siguiente se inocularon al 5% 1Lt de medio LB con ampicilina. Se incubó con

agitación a 25e C hasta una D.O.6s6 de aproximadamente 0,9. Se adicionó lpTG a una

concentración final de 1mM y se continuó incubando en las mismas condiciones.

Después de tres horas, se colectaron las células por centrifugación a 4000xg por 10 min

a 4e C. Las proteínas se guardaron a -209 C.

Las céfufas se resuspendÍeron en 150 mf de solucÍón de físÍs (50 mM TrÍs.HCl pH

8,0; 2 mM EDTA; 20 mM 2-merca ptoet anol; O,Lo/o Tritón X-100 y 1S0 mM NaCl) por

cada L de medio de cultivo. Luego se agregaron los inhibidores de proteasas (2 mM

PMSF;0,1% aprotinina;2 pg,/ml pepstatina A; 2 pg/ml leupeptina) y la lisozima (100

Ug/mli. La mezcla se incubó 30 a 45 m¡n en h¡elo. Luego se sonicó 7 veces con pulsos de

10seg a S0watt alternando cada pulso con un m¡nuto de incubación en hielo. La

muestra se centrifugó a 15000x9 por 15 m¡n a 4s C y se filtró para separar posibles

restos celulares. Se cargó la muestra en una columna de glutatión agarosa previamente

equilibrada con solución de lisis. Se lavó con 10 volúmenes de la misma solución y se

equilibró con 5 volúmenes de una solución 50 mM Tris.Cl pH 8,0; 150 mM NaCl para

luego eluír con 20 mM glutatión reduc¡do en 50 mM Tris.Cl pH 8,0; 150 mM NaCl. Se

colectaron fracciones de 0,5 mL que fueron analizadas por SDS-PAGE en un gel al 10%.
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Las fracciones con mayor cantidad de proteína de fusión fueron colectadas y dializadas

contra la solución de almacenamiento (20 mM Hepes.KOH pH 7,2;10 mM MgCl¿ 50

mM KCI; 1- mM DTT y 50% glicerol). La proteina fue cuantificada utilizando el método

de Bradford y luego se la almacenó a -20s C.

La sobreexpresión de la proteína de fusión GST.GIURS2 produce cuerpos de

inclusión, por lo que se tuvo que incluir ciertas modificaciones al protocolo utilizado

para purif¡car la GST.GluRSl. Se cult¡vó un preinóculo de E. coliBL2L-DE3 transformada

con el plasmidio recombinante pGX-2T-GluRS2. Ele, se ínoculó al 5% 2 Lts de medio LB

con ampicilina que se incubó a 25e C- Cuando el cultivo alcanzó una D.O.66s de 0,4 a 0,5

se le agregó IPTG para una coñcentración final de 0,4 mM. El cult¡vo con IPTG se incubó

toda la noche a 15e C. Después de esto, se siguió un protocolo similar al utilizado para

purificar GST.GluRSl.

Réacc¡ón de am¡noacilación con GIuRsl y GluRS2.

La mezcfa para las reacc¡ones de amÍnoacÍfación contenía L00 mM de Hepes KOH pH

7,2; 30 mM de KCI; L2 mM de MgClu;5 mM de ATP; 2 mM de DTT; 75 ¡rM de glutamato

y 25 ¡rM de 1ac-glutamato. Las cantidades de enzima y IRNA variaron según el

exper¡rnento. Se mezclaron todas las salet el ATP, el DTT, el glutamato, el 14C-

glutamato y la enzima. Esta mezcla se incubó a 37p C por tiempos variables: Tiempo 0

sin IRNA, 20, 40 y 60 minutos agregando el IRNA. Se extrajeron alicuotas de 20 UL a
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distintos tiempos. Estas alÍcuotas fueron depositadas en papeles f¡ltro de 1,5 X 1,5 cm.

saturados en glutamato 0,75 mM. Los papeles se lavaron dos veces en TCA 5% a 4p C

por 30 min y luego una vez en etanol técnico por 5 min. Se secaron a gOe C y se

cuantif¡có el c1a-Glu-tRNA en un contador de centelleo Delta 300 (searle Analitic lnc.)

en tres ml de solución de centelleo.

Tabla 4. Cantidades de

aminoacilación de tRNA.

enzima y IRNA usadas para los experimentos de

construcción de proteínas de fusión para realizar experimentos de doble hÍbrido en

levaduras

La primera aproximación fue clonar el gen completo de GlueRS en el vector

denominado pABL51, pABls1-GlueRS, que codifica para la proteína de fusión LexA-

GIuQRS que actúa como "anzuelo" y la ',presa,, se mant¡ene en el vector pACT de

expresión en levaduras (Clontech) para la fusión con el dominio de activación Gal4

(Figura 10). El fragmento de pCR que corresponde al gen completo de g/ueRS de A.

Jerrooxidans fue clonado en el vector comercial pGEMT-easy. posteriormeñte mediante

IRNA (Total E. coli, Gln3 wt, Gln3* u-c, Gln3*bc-

bl) (ue)

GluRSl nM GluRS2 nM

o,2 50 200
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el uso de enzimas de restricción gtueRS fue subclonado en pAB151en los sitios de

multiconam¡ento Ncol-BamHl en marco de lectura coñ el gen de la proteína LexA.

Western Blot.

Los Western Blot, asi como otros experimentos de b¡ologia moiecular

realizaron ut¡lizando metodologías establecidas para ello (Ausubel., 1999).

anticuerpo usado fue anti-LexA (lnvitrogen TM).

S¡stema de doble híbrido en levaduras

El sistema del doble híbrrdo permite in v¡vo ¡dentíf¡car una interacción proteína-

proteína, mediante la reconstitución de un activador tra nscripciona l. EI método, se

basa en las propiedades de la proteína GAL4 de S. cerev¡sioe, y consiste en la

separación del dominio responsable de ia unión al ADN y de la actividad

transcripcional, los que funcionan de manera independiente y pueden por lo tanto ser

separados. Este sistema consiste en el rastreo con un anzuelo de una genoteca

codif¡cante. Dos t¡pos de vectores se construyen y cada uno codifica para proteínas

híbridas. La genoteca se construye fusionando los genes codificantes con el gen que

contiene el dominio activador de GAL4. El vector usado como cebo contiene el gen que

codifica para el dominio GAL4 de unión al ADN fusionado al gen de la proteína x. La

cepa de levadura es cotransformada con los vectores. La interacción entre proteínas

conduce a la reconstitución de una proteína GAL4 funcional y por tanto a la activación

se

EI
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de la transcripción del gen reportero que contiene un sitio de unión a GAL4. La

identificación de las proteínas que interaccionan se realiza por mediciones de actividad

B-galactosidasa (B-Sal) y posterior secuenciación del clon de la genoteca que resulto

positivo para la actividad B-gal (http://www.clontech.com/ ).

Esquema 1: Vectores usados como anzuelo (pAB151) y la presa (pACI2). Se destaca el

ori de replicacion 2¡r y ColEl (para levaduras y E. coli), Ias proteínas LexA y Gala4 y el

sitio de policlonamiento (MCS).

D
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RESULTADOS

Obietivo 1

L.-Para identificar los residuos y/o segmentos aminoacídicos en la GluRSl y GluRS2 que

determinan una interacción funcional específica por su tRNA sustrato. Se realizo una

aproximación bioinformática que consistió básicamente en la construcción de los

modelos estructurales de la GluRSl-tRNAGlu Brazo D largo y la GluRS2-tRNAGln brazo

D corto.

Generación y análisis de los modelos estructurales de los compleios GIuRS-tRNA de A.

ferrooxidans

Se alínearon secuencÍas de GluRSs de dístintos organísmos bacterianos con el fin de

realizar una comparación de dominios. para construir los modelos por homología

éstructural, se compararon las secuencias aminoacídicas de las GIuRS L y 2 de A.

ferrooxidans y las secuencias de las GluRSs de Thermus thermophilus y Thermus

elongotus (enzimas que se encuentran cristal¡zadas, códigos pdb: 1G59 y 2CFO

respect¡vamente) (Figura 4). La similitud e ídentidad entre las GluRSl y la GIuRS de L

thermophilus resulto ser de 49T" y 39% respectivamente. para la GluRS2 en

comparación a la GIuRS de T. thermophilus resulto ser de 45% de similitud y 36% de

identidad. Estos porcentajes están por sobre el mínimo exigido para realizar un

modelamiento por homología, por lo tanto, se predijeron las estructuras de ambas

GluRSs usando como molde estructural la GIuRS de T. thermophitus.
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Figura 4 Alineamiento de Secuencias aminoacÍdlcas de GluRSs. GluRSl- y 2 de A.

ferrooxidans y las GIuRS de T. thermophilus (cluRSTTh) y de T. elongotus (GluRSTel), se

uso el programa clustalw.. (http://www.eb¡.ac.uk/Tools/clustalw2/index.htm l)
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Se identificó una arginina (R351) en la GluRSl en una posición equivalente a la R358 de

T. thermophilus- Cabe destacar que las GluRSs de carácter no discriminante en

bacterias, poseen una Glutamina en esta posición. Con estos antecedentes, se

construyó un modelo estructural de Ia mutante de la GluRSl (R351Q) con el tRNA Glu

de brazo D largo. El residuo Q al ser más corto que la R, impl¡ca que la distancia entre la

C36 y el res¡duo R debería ser mayor. (Figura 5). Para identificar si este residuo es

¡mportante en la interacción específica GIuRS-IRNA, y si la mutación provoca un

desplazamiento estructural en la proteína, se superpusieron los carbonos alfa de ambas

estructuras y se compararon.

Figura 5. Modelos estructurales de la GluRSl s¡lvestre R351 (A, izquierda, color naranjo)

y GluRSl mutante R351Q (8, derecha, color amarillo) ambas acomplejadas con el

tRNAGlu brazo D aumentado (color verde). Residuo en cotor gris corresponde a la

arginina R351 y en amarillo la Q351. Se destaca en morado el nucleótido C36 del anti

codón cUC en el tRNA6r'. (Salas, 2Oo5)
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Para cuant¡f¡car este desplazamiento, se consideraron las coordenadas x, y, z de

cada carbono c¿ de ambas enzimas y se obtuvo el RMSD (Root Mean Square

Deviation). Los valores de RMSD se calcularon por scbre posición de ias estructuras

proven¡entes de dinámica molecular (Salas, 2005). El RMSD globalfue de 0,9Ae y no se

observan cambios importantes a n¡vel de los dominios 1,2 y 3. Sin embargo, el

rearreglo estructural relevante ocurre en los dominios 4 y 5 que son los de interacción

con el anti codón. El mayor cambio es en el dominio 4 el que supera los 7Ae, a nivel

local corresponde a la G337. (Salas,2005). (Fígura 6)
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Figura 6, Sobre pos¡c¡ón de los carbonos o de la GluRSl en color naranja y la GluRSl-

R351Q en amar¡llo. Los dominios se indican del 1 al 5. En el círculo rojo se muestra la

ubicación de la R351. En el gráfico de distancia As v/s aa muestra el RMSD de los

carbonos c¿ de la GluRSl y Ia mutante R, se destaca la ubicación de R351 y la glicina

337 (G337). (Salas, 2000s)

Para ¡dentificar las diferencias y similitudes entre la GluRSl y la GluRS2, se

construyeron los modelos estructurales de la GluRS2 con los tRNAclu (Brazo D largo) y

l-
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tRNAGln (Brazo D corto). En la posición equivalente a la R351 de la GluRSl, en Ia GluRS2

se encuentra la N459 frente a la c¡tosina 36. Cabe destacar que una región de 9

aminoácidos (treonina 33l-glutamico 340) zona del carboxilo terminal en Ia GluRSl

está ausente en la GluRS2, por esta razón se observa un estiramiento en el modelo

estructural. (Fisura 7).

F¡gura 7. Modelo estructural de la GluRS2 con los tRNAs Glu brazo D aumentado
(derecha) y Gln brazo D corto (izquierda) Residuo de color morado corresponde a la
asparragina N459 (ubicación equivalente a la R351 de GluRSl). La zona de 9 aa que se

encuentra ausente en la GluRs2 se destaca en círculo morado.
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Transformación de la GluRSl en GluRS2.

De acuerdo a fos resuftados obtenídos en fas predÍccÍones bioínformáticas fa

GluRsl mutante que se construyo mediante muta génesis sitio dir¡gida fue la R351e. En

la Figura 8 se observan los fragmentos obtenidos del pCR para generar la mutación

R351Q. El fragmento de 1500pb corresponde al producto final de amplificación con

extremos romo que fue clonado en el vector de expresión de proteínas de fus¡ón a GST,

pGEX-2t según la metodología descr¡ta en esta tes¡s y en otras tesis del laboratorio.

Figura 8. Electroforesis en geles de agarosa de los fragmentos obtenidos por
mutagénesis sitio d¡r¡gida por PCR, generados para formar el inseÉo de 1500pb que
Ileva la mutación para la GluRSl mutación R351e" M: rnarcador de peso molecular, 1:

carril con los fragmentos de PCR. En 4 primer producto de pCR obtenido con los
part¡dores AF351Q-1 y AFGI-TR de 362pb; B, segundo producto obtenido de pCR con
los partidores AF351Q-2 y AFGl-F de 1166pb; C producto finaldel pCR de 1500pb.
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Formación de Glu-tRNAcr' ín viuo en lo cepa de E, coti !P7M9.

Mediante el uso de la E. coti JP7449 se puede evaluar la formación de Glu-tRNAslu-La

JP1449 posee el gen gltx con una mutación que es termosensible, a 42sC expresa una

GIuRS ¡nactiva (a 30eC es capaz de sobrevivir). Al complementar esta cepa con un

plasmidio que codifique para una GIuRS activa, es capaz de formar Glu-tRNAsr'y la cepa

sobrevivirá a 42sc. Los resultados de la complementación se observan en la Figura 9. A

30eC crecieron todas las GluRSs, de E. coli y las de A' ferrooxidans. A 42sC solo

crecieron las complementaciones con la GIuRS de E. coli y la GIuRS 1 de A. ferrooxidans.

Estos resultados sug¡eren que la mutante R351Q se comporto como una GluRS2

incapaz de complementar la mutación termosensible.

Figura 9. Formación de Glu-tRNAGl' in vivo en Escherichio coli JPL449. Rescate de una

mutación termosensible en e[ gen gltx de E. coli por GluRSs heterólogas. R351Q

(GluRSl mutante cambío R351Q), Afly Af2 corresponden a GluRSl y GluRS2 silvestres.

Ec y pGX corresponden a la GIuRS de E. coliy al plasmidio control pGEx-2T'
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Formación de Glu-tRNAcln in yivo en E- coli t$463

Mediante el uso de la cepa de E- coli K5463 se puede evaluar la formación in vivo de

Glu-tRNA8l". Esta cepa posee una mutación en el gen que codifica para la triptófano

sintetasa que inact¡va a la enzima y la bacteria no crece si no se suplementa triptófano

al medio. La modifícación consiste en el cambio del codón de gfutamato por el de

glutamina en la posición 49 de la subunidad o de la enzima (TrpA). Al complementar

esta cepa con un plasmid¡o que contenga un gen cod¡f¡cante para una GIURS activa

capaz de formar Glu-tRNABln, la cepa sobrevivirá sin triptófano. Este ensayo fue

realizado mediante la co transformacion de la cepa KS453 con el plasmidio portador de

la mutante del gen trpA (trpA -49-CAA) y con el plasmid¡o que contiene las GluRSs a

probar. Los resuhados de la complementación se observan en la Figura 10. En medio

carente en triptófano crecieron la cepa de E coli trañsformada con la GIuRS de E coli

con la GluRS2 y con la mutante de la GluRSl-R35lQde A. ferrooxidons. A diferencia de

la transformada con la GluRSl que no crec¡ó en estas condiciones. La mutante R351Q

se comporto como una GluRS2 capaz de complementar la mutación mediante la

formación de Glu-tRNAGln in vivo-
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Figura 10. Formación de Glu-tRNAGrn in vivo en Escherichio coll KS463. Rescate de una

mutación en la posición 49 de la subunidad c¿ de la enzima (TrpA) por GluRSs

heterólogas. R351Q (GluRSl mutante cambio R351Q), Afly Af2 corresponden a GluRSl

y GluRS2 silvestres. Ec y pGX corresponden a la GIURS de E. coli y al plasmidio control
pGEX-2T.

Obietivo 2

2.-Para identificar los nucleótidos en los tRNAs que determinan la interacción específica

con las GluRSl y el IRNA c¡n. 
Se diseñaron variantes del tRNAcln.

tRNAs en A. JFerrooxidans.

En el genoma de A. ferrooxidans existen genes que codifican para cuatro

potenciales tRNAd'y tRNAGln. Un análisis genóm¡co comparat¡vo en bacterias y arqueas

revela que esta organizac¡ón es única. Siete de los tRNAs poseen un brazo D largo

(cuatro IRNAGT'y tres tRNAcr") y el denominado tRNAGr"3 que posee un brazo D corto.
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Variantes de los tRNAs.

Para identificar los determinantes de identidad en los tRNAGln que interaccionan

con las GluRS, se construyeron variantes de tRNAGln3, sustrato único de la GluRS2. El

tRNAdn3 de brazo D corto, lo transformé en uno de brazo largo. Además, se construyó

una mutante (C-U) en el loop del anticodón en que la C 32 está presente sólo en el

tRNAGrn3 silvestre y por lo tanto podría ser un determ¡nante de identidad en la

interacción con la GluRS2. Con experimentos de amínoacilación ln yi¿ro se evaluó la

capacidad de la GluRSl y GluRS2 de aminoacilar estos tRNAs, y se estimó la importancia

del largo del brazo D y de los nucleótidos que lo componen en la especificidad de la

interacción (Fitura Ll).

F¡gura 11. Esquema del tRNAGln en el que se destacan en rojo los nucleótidos del brazo

D y del loop del anticodón que fueron mutados.

túlr¡A q¡n3 t.!(.¡G Gl¡ l¡¡JGt ?t t4d.
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Especificidad de la GluR51 y la GluRS2 de A. lerrooxidons.

En e[ laboratorio se encuentra montado el s¡stema de purificación de la GfuRSl

recombínante fusionada a GST. Así m¡smo, se t¡ene montado un s¡stema para purificar

tRNA de E coli enriquecido con los tRNA de A. ferrooxidans. También se encuentra

montado el sistema para medir el progreso de la reacción de aminoacilación mediante

la incorporación del aminoácido radioactivo altRNA en cinét¡cas cortas.

Se purificaron la GST.GIURSI y la GST.GIURS2 a part¡r E. cori BL21-DE3 transformada con

los plasmidios pAFgltxl y pAFgltX2 respectivamente (Salazar, 2003). Los genes del

tRNAGln3 y sus variantes fueron clonados en el vector pUC18 (Salazar, 2003). Los

plasmidios que contienen los genes de los tRNA se transformaron en E. coli BL21 y se

indujo la expresión. De esta manera se obtuvo preparaciones de IRNA total que se

encuentran enriquecidas en cada IRNA. Estas preparaciones de tRNA se utilizaron en

Ios experimentos de aminoacilación. Debido a que la GluRS2 aminoacila

preferentemente a los tRNA de brazo D corto, se uso el tRNAcln3 como control positivo

de las reacciones de aminoacilación de esta enzima. Para la GluRSl se uso como

sustrato otro IRNA denom¡nado Gln2 que tiene brazo D largo. Para determinar

exper¡menta lmente si los tRNAs variantes de Gln3 dejan de ser sustratos de la GIuRS¿

se realizaron experimentos de aminoacilación ¡n vitro con éstos. De este modo, se

realizaron experimentos con el tRNAcln, (brazo D largo), el tRNA6ln3 (brazo D corto), el
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tRNAGln3 
bc-bl (brazo D largo) y el tRNAGI,3 ''" 1U32-C32). Los resultados se muestran en la

F¡gura 12.

Crrrvas f)rogreso GlrlR S?.varl¿r)tes lRNA Glti3

§
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F¡gura 12. Cináicas de aminoacilación de los TRNAGN y sus variantes por las €luñS1 y

GluRS2. Reacc¡ón de aminoacilac¡ón con 1ac-glutamato catal¡zada por las enzimas

GST.GIuRSI o GST.G|uRS2. La desviación estándar en barra corresponde al promedio de

dos experimentos independientes.
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Los estudios de aminoacilación muestran que el tRNAGln. es sustrato de la enzima

GluR52 en tanto que las variantes tRNAGln3 
bc-br y tRNAd¡3' " dejarían de ser sustratos de

la GluRS2. Estos resultados reafirman que tRNAGln de brazo D largo no son sustrato de

la GluRS2 ya que esta enzima aminoacila el tRl,lAcln, de brazo D corto (Salazar, 2003).

Además, el U en la posición 32 pareciera ser un determínante de ¡dentidad ya que al

ser mutado por C, provoca que el tRNAGln deje de ser sustrato de la GluRS2. Cabe

destacar, que estos resultados no descartan la posibilidad de que los tRNAs var¡antes

en Gln3 sean inactivos o que los cambios en su secuencia hayan afectado alguna

modificación posterior que los imposibilite de ser reconocidos como sustrato de la

enzimas en E coli.

Obietivo 3

3.-Estudíar la ínteracción entre GluRSs y proteínas que involucran el Glu-tRNA como:

la Glutamil-tRNA reductasa y la GluQ?S de A. lerrooxldons.

La fidelidad del proceso de aminoacilación del IRNA sustrato es un prerrequis¡to

para la apropiada traducción del código genético. En general las Am¡noacil-tRNA

sintetasas (MRSS) no requieren de cofactores prote¡cos para el reconoc¡m¡ento en la

especificidad del sustrato, sin embargo, dominios específicos de las enzimas son los

encargados de reconocer y discriminar entre los que son sustratos de los que no lo son.

En eucariontes, las AARSS part¡cípan en la formación de complejos con otras sintetasas

y con enz¡mas no sintetasas. Los dominios de interacc¡ón de esas enzimas y la topología
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de los complejos ha sido estudiado por anális¡s del sistema de doble hibrido en

levaduras. Mediante el uso de esta técnica er grupo liderado por ra Dra. rvana

weygand-oura§evié ident¡ficó a la peroxina pex21p que interacciona específicamente

con la seril-tRNA sintetasa de levadura (Roca( 2003).

Las enzimas que involucran el Glu-tRNA son la Glutamil-tRNA sintetasa (GluRS),

Glutamil-tRNA reductasa (GluTR)) y la Glutamil eueosine sintetasa (GlueRS). GlueRS es

un parálogo de las GluRS, el gen gluqrs codtfica para una GIuRS trunca en sus dominios

de interaccíón con los IRNA. GlueRS es capaz de transferir Glutamato a la queousine 34

del tRNAap {salazar, 2005). Para dilucidar si existe interacción entre proteínas que

involucran un m¡smo sustrato la técnica de doble híbrido resulta muy útil. una manera

de conocer en que ruta metabólica part¡cipa GlueRS es evaluando qué proteínas de Á.

Íerrooxidons interactúan con ella.

Para abordar esta Ínterrogante, prÍmeramente se realizo un alineamieanto entre

distintas GluRSs (Figura 13) y GlueRS de E. coli (única GIueRS estudiada

funcionalmente) y la GluQRs de A. ferrooxidans. Del resultado de estos alineamientos

se destaca que la GIuQRS de A. ferrooxiddns comparte un 42o/o de identidad y 54% de

simil¡tud con la GIUQRS de E coli y las demás GluRSs.
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GluRSl A. ferroo

Glu2_A- fearoo

yadB__¡-. ferIo.

YadB_E. coli

DRYREVLAQMIAAGTAYHCYCSREEVEAMREDORQP.GEKPRYDGRCRERTTVP-.-__.E 165

-.._---._-_-EIYAYACYCSADDI,AAERAVSRSAGKAPRYGGRCRHLDAAAMEREAA 131

A]YQEALTALOTRGIAYPCAC1'RRElP.GIGE---------RYPGVCRQG-.------LAS 1 26

DAYREAI,AIIT,HEQGLSYYCTCTRARI0SlGG---------TYDGHCRV---,-----IHH 134

yadB_

YadB

G1uRS1 A. ferroo

G1u2_A-ferroo

GIuRS_T. therm

A. ferlo.

E. colÍ

G1uRS1 A. ferroo

GIu2_A. fe¡roo

yadts_A . fer ro ,

YadB E. coli

GVAP.VIRERSPDDGETWEDLIHGTVRFONSET,IDDI,I IARSDGTPTYNFCVII/DDUTM3 224

GLLP.TLRERVPDQG"TITVPDLWGERHYAIAD]-GD|VIRRSDGSPAFFFANAIDDAL}C 190

RGEPI{VIRLK\"RPGTTEVKDELRG\,MYDNQEIPDW],LKSDGYPTYHI¿N}\,¡DDHLMG 1 9 9

GRRARSWRLTüPETLPLWEDRFI{G--WQDTPAPQGDPILI,RADGYFAYII,ACWDDGEQG 184

GPDNMVRIRQQIIPVTOF'TDQLRGI IHADEKLAREDFIIHRRDGLFAYNI,AVWDDHFQG 194

ITI{VIRGDDHINNTPRQMQlLQALGAR\?VYAHVPMl LGPDKQK],SKRHGAVSVLEYREQ 28 4

\4'¡LVLR,GEDHLTNTPRQI LILQATGIPVPAYGiII,PLLLGAD@PLSKRYGAASLRDTRKD 2 5O

ISEVlRGCDLR{LTGTORYLQWIELPYPQYGHLPI,],CNADGRKLSKSI,GSP'1'VIA-GEPS 243

VIEI\EGADLIEPlVRQI SLYQLEGWKVPDYI HLPl,A],NPQGAK!SKQNHAPALPKGDPR 2 5 4

F¡Bufa 13. Alineam¡entos de GluRSs. Secuenc¡as parciales de las GluRSl y 2 de A.

ferrooxidons (GluRSx_A.ferroo) las GIuRS de E. coli y T. thermophilus (Gltx_E.coli y

GluRST.Therm) y las GIuQRS de A. ferrooxidans y E. coli(Y adB_A.ferro y YadB_E.coli).

lhttp://www.ebi.ac.uMIools/clusta lw2lindex. html).



Para verificar la expresión de la proteína de fusión LexA-GluQRS (60 Kda) se realizó un

Western Blott usando el anticuerpo anti LexA (Figura 14). El vector pABlS1-GluQRS se

uso como anzuelo. Como presa se quería usar una genoteca de DNA genóm¡co en el

vector de expresión pACT2. Después de var¡os intentos para clonar el DNA genómico en

el vector pACT2, se decidió hacer el ensayo de interacción entre proteínas involucran el

GlutRNA: la GIuTR y GluQRS. Para lo cual, el gen completo de la GIuTR fue clonado en el

vector pACT2, A partir del vector pET15B- GluTR, disponible en el laborator¡o, la GIuTR

de A. ferrooxidons fue subclonada en pACT2 en los sitios de clonamiento Sf¡l-Xhol.

É

IiJest*n¡ arlti
lexA
rur-.--a

Frgura 14. Expresién de la proteína de fusión LexA- GIuQRS en levadura L4O. En el panel

A se observa la membrana de nitrocelulosa y las proteínas teñidas con Rojo ponceau.

En B se observa el resultado del Western-Biot de las proteínas en los carriles 1 ,2 ,3 y 4
que corresponden a proteínas totales de L40 transformadas coni pAB151, pAB151-

GluQRS, pAB151-5erRS y el marcador de peso molecular (MW). LexA de23 Kda y LexA-

GIuQRS de 60KDa.

A
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La cepa reportera usada fue la 5. cerevisiae 140, la cual es preparada para una

doble transformación con los vectores pAB15L-GluQRS y pACT2-GluTR. Para la

identificación de la interacc¡ón entre proteínas se evaluó la actividad de la B-

galactosidasa de la cepa reportera. Para testear que la doble transformación del

plasmidio pAB151-GluQRS y pACT2 no produce expresión de B-galactosidasa y que no

recupera la autotrofía para el aminoácido histidina, se seleccionan las colonias de 140

en medio selectivo SD sin trp, leu e his. En la Figura 15 se observa que el control

positivo 140 transformada con pAB151-SerRS y pACT2-pex21 crece en medio SD-trp-

leu-his y además hay producción de B-galactos¡dasa (colonias azules).

-trp,leu
.trp-leu

Figura 15. Selección de colonias de 140 doblemente transformadas en medio SD-tp-

leu. La transformación de 140 fue con: pABL51-SerRS y pACT2-pex21 control positivo,

pAB151-GIuQRS y pACT2 y pAB151-GluQRS y pACT2-GluTR.
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El ensayo de doble híbrido para GIuQRS y GluTR, se real¡zo mediante la doble

transformac¡ón de los plasmidios: pAB1S1-G|uQRS y pACT2-GIUTR y se seleccionaron

las colonias en medio SD sin trp, leu, his. Además se reporto la expresión de la proteína

B-galactos¡dasa. En la Figura 15 se observa el resultado de este ensayo, GIUQRS no

interactúa con GluTR. También se realizo el ensayo de interacción entre GIUQRS y

GIuQRS (plasmidios pAB151-GluQRS y pAcT2-GluQRS) cuyo resultado fue que GIuQRS

sería un monómero ya que no interactúa cons¡go misma (resultados no mostrados). Así

mismo la GIuQRS de E coll también es un monómero (Bla¡se,2004).

[] r,.rl f illt,r .rc\,¡y

Figura 15. Selección de colonias de 140 en medio SD-trp-leu-his y producción de B-

galactosidasa (colonias azules). La transformación de 140 fue con: pAB151-SerRS y

pACT2-pex21 control pos¡tivo, pABl5l-SerRS y pACT2 control negat¡vo y pAB151-

GIUQRS y pACT2.
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En la Figura 17 se resumen los resultados obtenidos de interacción con GIUQRS

mediante el exper¡mento de Doble híbrido en levaduras.

GIUQRS inte¡-actions

Batt t-erdl§d
GIUQRS

eaH{d
GIUTR

GIUQR§

lnteract¡oñ
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DISCUSION

Especifícldad de la cfuRSI y fa cfuF;Sz de A. fenooxidans.

La función de las aminoacil IRNA sintetasas consiste en catalizar la unión de su IRNA

especifico con el aminoácido correspondiente, por lo tanto deben discriminar y

distinguir entre los diferentes tRNAs. Existen dos tipos de GIuRS: Ias discriminantes (D)

son aquellas enzimas que forman especfficamente Glu-tRNAGl, y las No Discriminantes

(ND) reconocen ambos tRNAGlu y tRNAGln y sintetizan Glu-tRNAGln, un intermediario

requerido en la síntesis de proteínas para la formación de Gln-tRNAGtn en organismos

carentes de GlnRS. A. Jerrooxidons posee un complejo sistema de aminoacilación de los

IRNAGI' y tRNAGln. Existen 2 genes para g/tx que cod ifican para GluRSl y GLuRS2 y

además un gen que codifica para un paralogo trunco GlueRS. posee 4 tRNAGru y

4tRNAGln, cuatro de los cuales se encuentran en una isla genómica recientemente

descr¡ta en el genoma de A. ferrooxidans (Levicán, 20091. Esta diversidad es poco

común en las bacterias. Las GluRSs de A. ferrooxidons tienen especificidades distintas.

La GIuRS2 aminoacila eficientemente sólo alIRNAGI^3, de brazo D corto, a dlferencia de

la GluRSl que carga los tRNAGI' y tRNAGIn ambos de brazo D largo. La Tth-GluRS es del

tipo discriminante que reconoce Ia base pirimidina de la C36 a través de R35g, a

diferencia de la Tel-GluRS ND, esta R es reemplazada por gl¡cina (Gly366) que permite

aceptar a ambas citosinas y a la base purÍca G3G del IRNAGIn (Schulze, 2006). Al

comparar los modelos estructurales generados de la GluRSl y GluRS2 (Figuras 5 y 7)



revelaron diferencias y sim¡litudes, dentro de las cuales cabe destacar un residuo de

arginina en la posición 351 en la GluRSl mientras que en la GluRS2 se encontró una

asparragina {N) en la posición 459, además se detecto un segmento de 12 aminoácidos

ausente en la GluRS2 en la zona de interacción con el tRNA. La R351 se encontraría en

posición equivalente a la arg¡nina R358 de la GIuRS de Tth que ¡nteracciona con la C36

del anti codón del IRNAGI'. En las GluRSs del genero Bacillus se encuentra una

glutam¡na Q en esta posición equivalente, en base a esta antecedente, la mutante

R358Q de Tth-GluRS in vitro cargo el tRNAGlu de E. cotí que tiene el anti codón para

glutamina (CUG). 8. suótil/s posee una ND-GluRS que ¡n vitro aminoacila al tRNAGru y el

tRNAclnuuo de E. coli. La mutante de la GIuRS de B. subtitlis Q373R in v¡vo en E. col¡ así

como la AF-GluRSl forman Glu-tRNAcl' (Núñez, 2004L por lo tanto un cambio único en

esta GIuRS fue capaz de cambiar la especificidad de la enzima. En esta tesis se evaluó in

vivo en E. coli la formación de Glu-tRNAGr' y clu-tRNAcr' de AF-GluRSl R351Q, esta

mutante pierde las propierlades de la GluRSl (formación de Glu-tRNAcl'). La mutante

R351Q se comporto como una GluRS2 y adquiere las propiedades de la GluRS2 capaz

de complementar la mutación mediante la formación de Glu-tRNAGl" rn ulvo, (Figuras 9

y 10) lo que sugiere que una mutación única eñ las GluRSs puede cambiar la

especificidad por eltRNA sustrato.

Anális¡s c rista lográficos de Ia estructura de la ND-GluRS de Methonothermobocter

thermautotrophicus (Mth) Nureki,2010) revelan que la estructura global de las ND-
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cluRs es altamente similar a la de la GInRS de E. coli, aunque la ND-GIuRS está

desprov¡sta de dos módulos estructurales que podrían part¡c¡par en la discr¡m¡nac¡ón

entre el tRNAGI'y tRNAGln. La superposición riel complejo E coli GInRS-tRNAnln con la

estructura de la ND-G'-URS de MTh revela que los aminoácidos (arginina) que

reconocen las primeras dos bases del anti codón son conservados. La gran diferencia

esta a nivel de la zona de reconocimiento de la base 36, los anticodones de IRNAGI'

(34YUC36) y tRNAnrn (34YUG36) difieren en la base 36. En las clnRs una arginina, glicina

y lisina (N, K, Q) específicamente reconocen la G36. En las ND-GluRS, esta triada de

aminoácidos está ausente lo que permitiría a la GluRSl reconocer ambos tRNAGru y

,¡¡4Gr.) lFigura 4).

Elementos de ¡dentidad de los IRNA.

Las ND-G|uRS reconocen ambos tRNAcl' y tRNAGh, mientras las D-GluRS y GInRS

son altamente específicas, en esta tesis me intereso estudiar la especificidad de la AF-

GluRS2. Los estudios de aminoacilación muestran que el tRNAGln3 es sustrato de la

enzima GluRS2 en tanto que el tRNAGlul, el tRNAGlnz y el tRNAGrua son sustrato de la

GluRSl (Salazar, 2003), la GluRSl aminoacila los IRNA de brazo D largo y la GluRS2

am¡noac¡la el tRNAcln3 de brazo D cofto [Salazar, 2003]. Los resukados muestran que el

IRNAGI'4 se comporta como los IRNA de brazo D largo y que por lo tanto ambos

tRNAGI'uuc son sustratos preferentes de la GIuRSl. Aún asi, estos resultados no
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descartan la posibilidad de que el sistema de dos GIuRS y múltiples tRNA responda a las

condiciones de cultivo.

Debido a que la GluRS2 aminoacila preferentemente a los IRNA de brazo D corto, se

uso el tRNAGrn3 como control positívo de las reacciones de aminoacilación de esta

enzima. Para la GluRSl se uso como sustrato un tRNAGln denominado Gln2 que t¡ene

brazo D largo. Para determinar experimentalmente si fos tRNAs variantes de Gln3 dejan

de ser sustratos de la GluRS2, se realizaron experimentos de aminoacilación in v¡tro co¡t

éstos. De este modo, se realizaron experimentos con el tRNAGln2 (brazo D largo), el

tRNAGln3 (brazo D corto), el tRNAGln3 b"-b' 
1br.ro D largo) y el tRNAGln3 u. (u32-C32).

(Figura 12). Los ensayos de aminoacilación muestran que el tRNAcln3 es sustrato de la

enzima GluRS2 en tanto que las variantes tRNAGln3 b.-bl y tRNA6ln' u' deja ría n de ser

sustratos de la GluRS2. Estos resultados reafirman que tRNAGln de brazo D largo no

son sustratos de la GluRS2 ya que esta enzima aminoacila el tRNAGln, de brazo D corto

(Salazar, 2003). Además, el U en la posición 32 pareciera ser un determinante de

identidad ya que al ser mutado por C, provoca que el TRNAG¡n deje de ser sustrato de la

GluRS2. Cabe destacar, que estos resultados no descartan Ia posibilidad de que los

tRNAs variantes en Gln3 sean inactivos o que los cambios en su secuencia hayan

afectado alguna modificac¡ón posterior que los imposibilite de ser reconocidos como

sustrato de la enzimas en E cof.
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En A. Jerrooxidons la clasificación de las AF-GluRSs no cae dentro de los grupos

discriminantes o no discrim¡nantes ya que esta clasificación no incluye la específicidad

por el largo del brazo D delIRNA sustrato. Resultados prel¡minares de esta tesis junto a

otros estud¡os del laboratorio sugiere al largo del brazo D como determinante en la

especificidad del tRNA sustrato, este factor podría ser considerado en una

reclasificación de este tipo de enzimas.

Duplicación de GluRS.

Se ha postulado que la duplicac¡ón de las cluRS está relacionada con la

necesidad de un sistema especifico para Ia síntesis de Glu-tRNAGl' y otro sistema

específico para la síntesis de Gln-tRNAGln. Este es el caso de organismos como

Helicobocter pylori dontle una GIuRS aminoacila específicamente a los tRNAGru y la otra

GIuRS aminoacila específicamente a los tRNAGln {Salazar, 2003) (Skouloubris, 2003). Sin

embargo, éste es el caso de A. ferrooxidons, ya que la GluRSl aminoacila a todos los

tRNAGI'y parte de los tRNAcln y la GluRS2 aminoacila a uno de los tRNAGln y en menor

grado a algunos IRNAGL y tRNAGln. La GluRS2 aminoacila preferentemente a los tRNA

de brazo D corto, podría am¡noacilar suficientes tRNA para traducir los codones de

glutamato y glutam¡na, lo que apoyaría la idea de la existencia de dos sistemas

independientes de aminoacilación de los tRNAGlu y tRNAGln en A. ferrooxrdons.
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La presencia de 2 GIuRS parece estar relacionada más bien con la modulación de

la síntesis de hemo que es altamente requerido por A.ferrooxidons. Cuando la bacteria

se cultiva en un medio con Fen2 posee un conterrido de hemo mayor a! de un cultivo en

un medio con Ss. En estas mismas condiciones se ha observado un aumento en el

mRNA de la GluRSl (Levicán, 2005). Además, existen datos experimentales que

muestran un aumento en los niveles de la GIuTR (primera enz¡ma en la vía de síntesis

del precursor de hemo ALA) en cultivo con Fe*2 (Levicán, 2005). En condiciones de alto

requerim¡ento de hemo se observan altos niveles de expresión de GIuRS y GluTR, pero

cuando hay un exceso de hemo intracelular las células responden con una disminución

de la actividad de GIuRS junto a bajos niveles de GluTR. Resultados experimentales

sugieren que el rol primordial de las GIuRS es en regular el nivel celular de hemo

(Levicán,2007).

Protefnas que invofucran el Glu-tRNA: la Gfutamif-tRNA reductasa y la GIuQRS de A.

ferrooxídons.

En A. ferrooxidans hay varias proteínas que involucran el Glu-tRNA (Glutamil-

IRNA sintetasa (GluRS), Glutam¡l-tRNA reductasa (GluTR)) y la GluQRS. GIuQRS es un

paralogo de las GluRl el gen gluqrc codifica para una GIuRS trunca en sus dominios de

interacción con los tRNA. GIUQRS es capaz de transferir glutamato a la queousine 34

del tRNAap (Salazar, 2005). Debido a los altos requerimientos celulares de hemo en A.

Jerrooxidons, pensamos que aquellas proteínas que forman GlutRNA como las GluRSg
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GIuTR y GIuQRS podrían interactuar optim¡zando la canalización de sustratos. Para

enfrentar este problema la técnica de doble híbrido resulta muy út¡|. Mediante estos

exper¡mentos probamos que la GIuTR y la GIUQRS no ¡nteractúan por lo tanto descarta

algún rol de GIuQRS en la canalización de sustrato en la síntesis de hemo (Figuras 15,

16 y 17).

La GluQRs de A. ferrooxidans comparte un 42% de identÍdad y 54% de simÍlitud

con la GIUQRS de E. coli mediante el ensayo de doble hibrido mostramos que la AF-

GIUQRS sería un monómero al igual que Ia GIuQRS de E col/. (Figura 14)
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coNctustoNEs

- A. ferrooxidons posee un sistema de aminoacifacÍón de los tRNA6l'y tRNA6''

que está compuesto por dos GluRS, una GIuQRS y cuatro tRNAcln y cuatrc tRNAcl'.

- La GluRSl aminoacila específicamente a tRNAcl' y tRNAGln de brazo D largo y el

tRNAGln3bc 
br (brazo D largo) y el tRNAGrn3'-' (U32-C32) los que dejarían de ser sustratos

de la GluRS2.

- La GluRS2 aminoacila a tRNAGlnde brazo D corto. Existe una correlación entre el largo

del brazo D de los IRNA y la especificidad de las GluRS.

- El nucleótido U32 del loop del anti codón del tRNAcli seria un determinante de

identidad en la discriminación por la GIuRS2.

- AF-GluTR y la AF-GiuQRS no interactúan por lo tanto se descarta algún roi de GIuQRS

en la canalización de sustrato en la sintesis de hemo.

LX



REFERENCIAS

- Arnez, J.G., y Moras, D. (1997)- Structural and funct¡onal cons¡derations of the

a minoacylation reaction. Tl BS 22(6) : 277-2L6.

- Ausubel, F., Brent,R., Kingston, R., Moore, O. (L999 ) Short Protocols in Molecular

Biology : A Compendium of Methods from Current Protocols in Molecular Biology ISBN:

047132938x 4th edition.

- Becker, H.D., B. Min, C. Jacobi, G., Raczn¡ak, J. Pelaschier, H. Roy, S. Klein, D. Kern, and

D. Sóll. 2000. The heterotrimeric Thermus thermophilus Asp-tRNMsn am¡dotransferase

can also generate Gln-tRNAGln FEBS Lett. 476,140-744.

- Blaise, M., Becker, H.D., Keith, G., Cambillau, C., Lapointe, J., Giege, R. y Kern, D.

(2004). A minimal¡st glutamyl-tRNA synthetase dedicated to aminoacylation of the

tRNAAsp QUC anticodon. Nucleic Ac¡ds Res. 32(91:27 68-7 5.

- Brown JR, Doolittle WF. Gene descent, duplication, and horizontal transfer in the

evolution of glutamyl- and glutaminyl-tRNA synthetases. i. Mol. Evol. 1999; 49: 485-

495.

- Curnow AW, Tumbula DL, Pelaschier JT, Min B, sóll D. Glutamyl-tRNAcrn

a midotransferase in Deinococcus radiodurons may be confined to asparagine

biosynthesis. Proc Natl Acad Sci USA. 1998;95:12838-12843

-. Fehlner-gard iner C., Roshick C., Carlson J., Hughes S., Belland R., Caldwell H, and

Mcclarty G. 2002. Molecular basis defining human chlamydia tracl,omot s tissue

tropism a possible role for tryptophan synthase. The journal of biological chemistry 277

(30) 26893-26903.

Forster, Zhongp¡ng *, Madhavi N. L. Nalam, Hening, Hu¡ Q,. Cornisht, and C. Blacklow-

(2003). Programming peptidom¡metic syntheses by translat¡ng genetic codes designed

de novo. PNAS 100:6353-57.

- Francklyn, C. 2001. Charging two for the price of one. Nat Struct Biol, 8: 189-91.

LX t



Galani, K., Hurt, E., and Simos, G. 2005. The IRNA aminoacylation co-factor Arclp ¡s

excluded from the nucleus by an Xpolp-dependent mechanism. FEBS Lett, 579:969-75.

- Ibba, M., Becker, H.D., Stathopoulos, C., Tumbula, D.L. y Sóll, D. (2000). The adaptor

hypothesis revisited. TIBS 25(7):311-316.

- lbba M, Sóll D. Aminoacyl-tRNA synthesis. AItnu Rev B¡ochem. 2000;59: 617-650.

- Lapointe, J., L. Dupla¡n, and M. Proulx. 1986. A single glutamyltRNA synthetase

aminoacylates tRNAGlu and tRNAGln in Bocillus subtilis and efficiently misacylates

Escherichio colitRNAl Gln in vitro. J. Bocter¡ol. 165,88-93.

- Levicán, G., Katz, A., Valenzuela, P., Sóll, D., Orellana, O. (2005). A tRNAGlu that

uncouples protein and tetrapyrrole biosynthesis. FEBS Letters, 579:

- Levicán, G., Nuñez, H., de Armas, M. y Orellana, O. (2005). Datos no publicados-

Laboratorio de Genét¡ca Molecular Bacteriana, ICBM, Facultad de Medic¡na,

U n iversidad de Chile.

- Levicán, G., Katz, A., de Armas, M., Núñez, H. y Orellana, O. (2007). Regulation of a

glutamyl-tRNA synthetase by the heme status. Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 104 (9):

3135-3140.

- Levicán, G., J. Valdés, A. Katz, R. Quatrin¡, D. S. Holmes y O. Orellana. (2009). A 300 kb

genome segment, including a complete set of IRNA genes, is dispensable for

Acidithiobacillus ferroox¡dans. Adv. Material Res. 71-73: 187-190.

- Lapointe 1., Delcuve G. 1975. Thermosens¡tive mutants of Escherichia coli K-12 ahered

¡n the catalytic Subunit and ¡n a Regulatory factor of the glutamy-tra nsfer ribonucleic

acid synthetase. J . Bac. L22(21.:352-358.

- Maniatis, T., Fritsch, E.,5ambrook, i. 1982 Molecular cloning: a laboratory manual.

Cold Spring Harbor, N.Y. Cold Spring Harbor Laboratory.

- Moser, J., Schubert, W., Beier, V., Bringemeier, 1., Jahn, D. and Heinz DW. (2001). V-

shaped structure of glutamyl-tRNA reductase, the first enzyme of tRNA-dependent

tetrapyrrole biosynthesis. EMBO J. 20: 6583-90.

LX IV



- Nuñez, H., Lefimil, C., M¡n, B., Sóll, D. y Orellana, O. (2004). tn vivo format¡on of

glutámyl-tRNAG¡' in Escherichia coll by heterologous glutamyl-tRNA synthetases. FEBS

Lett.557(1-3);133-5.

- Nureki O, O'Donoghue P, Watanabe N, Ohmor¡ A, Oshikane H, Araiso Y, Sheppard K,

Sóll D, lshitani R.(2010). Structure of an archaeal non-d iscriminating glutamyl-tRNA

synthetase: a miss¡ng link in the evolution of Gln-tRNAGln formation. Nucleic Acids Res.

38(201:7286-7291.

- Pelchat, M., L. Lacoste, F. Yang, and J. Lapo¡nte. 1998. Overproduction ofthe 8¿c lus

subtllis glutamyl-tRNA synthetase in its host and ¡ts toxicity to Escherichio coli. Con. J.

Microbiol. 4437a-38I.

- Raczniak, G., Becker, H.D., M¡n, B. y Sóll, D. (2001). A single amidotransferase forms

asparaginyl-tRNA and glutaminyl-tRNA ¡n Chlamydio trochomotis. J. Biol. Chem.

276(491:4s862-4s867 .

- Rocak S, Landeka l, and Weygand -Du rasevic l. 2002. ldentifying Pex2Lp as a protein

that specif¡cally interacts with yeast seryl-tRNA synthetase. FEMS Microbiol Lett. 214:

101-6.

-Salas, 8., lnostroza, C. y Orellana, O. (2005). Tesis pará optar al título de Bioquímico.

Universidad de Santiago de Chile.

- Salazar, J.C., Zúñiga, R., Raczniak, G., Becker, H., Sóll, D. y Orellana, O., (2001). A dual-

specif¡c Glu-tRNAGln and Asp-tRNAtu" amidotra nsferase is envolved in decoding

glutamine and asparagine codons in Acidithiobacillus Jerrooxidons. FEBS Lett.

s00(3):129-131.

- Salazar, J.C., Ahel, 1., Orellana, O., Tumbula-Hansen, D., Krieger, R., Daniels, L. y Sóll, D.

(2003). Coevolution of an aminoacyl-tRNA synthetase with its tRNA substrates. Proc

Natl. Acad. Sci. USA 100(24):13863 1.3868.

LxV



- Salazar, j.C., Ambrogelly, A., Crain, P.F., McCloskey, J.A. y Sóll, D. (2004). A truncated

aminoacyl-tRNA synthetase modifies RNA. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 7o1l20l:7536-

754L.

- Sekine, S., Nureki, O., Sakamoto, K., Níim¡, T., Tateno, M., Go, M,, Kohno, T., Brinsson,

A., Lapointe, J. y Yokoyama, S. (1996). Major identity determinants in the "augmented

D helix" oftRNAGtu from Escherichio coti. J. Mol. Biol. 256(4):685-700.

- Sekine,5., Nureki, O., Niim¡, T., Tateno M. y Yokoyama, S. (1999). The ¡dentity

determ¡nants required for the discriminat¡on between tRNAGlu and tRNAAsp by

glutamyl-tRNA synthetase from Escherichia coli. Eur. J. Biochem. 261(21:354-60.

- Sekine, S.1., Nureki, O., Shimada, A., Vassylyev, D.G. y Yokoyama. Sh. (2001). Structural

basis for anticodon recogn ition by d¡scrim¡nat¡ng glutamyl tRNA synthetase. Nat. Struct.

Biol. 8(3):203-206.

- Siatecka M., Rozek M., Barciszewski J. 1.998. Modular evolut¡on of the Glx-tRNA

synthetase family. Rooting of the evolut¡onary tree between the bacteria and

anchea/eukarya branches. Eur. J. Biochem. 256:80-87.

- Skouloubris, S., Ribas de Pouplana, 1., de Reuse, H. y Hendrickson, T. (2003). A

noncognate aminoacyl-tRNA synthetase that may resolve a missing link in protein

evolution. P¡oc. Natl. Acad. Sci. USA 100(20):1.t297 -11302.

- Schulze, l. O., Schubert, W.-D., Moser, J., Jahn, D. & Heinz, D. W. (2006). Evolut¡onary

relat¡onship between initial enzymes of tetrapyrrole biosynthesis. J. Mol. Biol. 358,

L2L2-L220

- stathopoulos C., Li T., Longman R., Vothknecht U.C., Becker H. D., lbba M., Sóll D.

2000. One polypeptide with two aminoacyl-tRNA synthetase activit¡es. Sc¡ence. 287:

479-82.

- Wilcox M., Niremberg M. 1968. Transfer RNA as a cofactor coupling amino acid

synthesis with that of protein. Proc. Natl. Acad. Sci USA6l:229-236.

LXV I


