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INTRODUCCION

“El cientifico no tiene por objeto un resultado inmediato, €l no espera que
sus ideas avanzadas sean fdacilmente aceptadas. Su deber es sentar las bases

para aquellos que estdn por venir, y senalar el camino.” Nikola Tesla.

A mediados de los anos 50, junto con el “Dogma central de la Biologia Mo-
lecular”, Francis Crick predijo la existencia de una molécula adaptadora para
explicar la transferencia de informaciéon desde los dcidos nucleicos a las pro-
teinas[17] (figura 1). Esta molécula adaptadora se unirfa enzimdticamente a
su aminoacido correspondiente, con lo que el orden de adiciéon de un amino&ci-
do, en una proteina en sintesis, vendria determinado por el reconocimiento
especifico entre este adaptador y el dcido nucleico portador de la secuencia
informativa. Hoagland y colaboradores, en 1957, demostraron la existencia de
esta molécula adaptadora y su naturaleza de RNA [45], llamada actualmen-

te tRNA. Por tanto, ya que los tRNAs contribuyen a descifrar el material

Uni6n covalente A Aminoacido

Infromacién e (s
proteica =
-
-
| N
) | N ]
| W |
z = '0 L 1)
g ., e s tRNA
B :‘ annns’ =:-"t.0
[=1
g %t e
[ N ]
| B ]
| N |
£3
Apareamiento bases [ L\
] complementarias ~—
Inormaf:lérl P S — mRNA
genética
Transcripcion
DNA

Figura 1: El tRNA es un adaptador entre la informacién contenida en
acidos nucleicos y proteinas

genético, su correcto funcionamiento es esencial para la viabilidad celular. La
evolucion ha ido conformando los diferentes tRNAs en objetos compactos, de
alrededor de 80 nucledtidos (nt) de media, capaces de ser reconocidos por los

diferentes elementos de la maquinaria de sintesis de proteinas. Todos los tRNAs
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INTRODUCCION

deben ser capaces de unirse a la misma maquinaria ribosomal pero, ademas,
cada uno de ellos debe ser reconocido especificamente por su aminoacil-tRNA
sintetasa, encargada de anadir al tRNA el aminoacido correspondiente, asi
como por enzimas especificas implicadas en su biogénesis incluyendo las enzi-
mas modificadoras, encargadas de introducir post-transcripcionalmente grupos
quimicos en diferentes posiciones de los tRNAs. Por esta razén los tRNAs han
mantenido cierta homogeneidad estructural lo que les permite ser reconoci-
dos por parte de la maquinaria ribosomal pero, a su vez, poseen elementos

especificos que le confieren a cada uno de ellos su propia identidad estructural.

1. Estructura de los tRNAs.

La estructura secundaria canénica del tRNA tiene forma de trébol de cua-
tro hojas debido a los 4 brazos formados por diferentes regiones nucleosidicas
que aparean entre ellas (figura 2A). En primer lugar, tenemos el brazo aceptor
formado por los extremos 5P y 3"OH libres, siendo este ultimo, con la conser-
vada secuencia CCA, el que serd atacado por una aminoacil-tRNA-sintetasa
especifica anadiendo el correspondiente aminoacido. Avanzando en sentido 5°
— 37 nos encontramos con el llamado brazo D que incluye un tallo formado
por el apareamiento de tres o cuatro bases junto con un lazo que varia entre 7 y
11 bases de longitud, llamado lazo D porque siempre tiene una dihidrouridina
conservada y al que se debe el nombre asignado al brazo. A continuacion tene-
mos el brazo anticodén formado por un tallo de unas 5 bases y un lazo de siete
bases entre las que se incluyen las tres que forman el anticodén (posiciones 34,
35 y 36). Siguiendo hacia el extremo 3 tenemos el dltimo brazo conservado,
llamado brazo T o TWC, debido a su composicién, con un tallo de 5 pares de
bases y un lazo compuesto por siete bases. Algunos tRNAs poseen un brazo
adicional entre el brazo anticodén y el brazo TWC formado por un lazo de una
longitud variable, de ahi el nombre, entre 3 y 21 bases. Esta conformacion en
trébol se pliega sobre si misma produciendo la estructura canoénica tridimen-
sional en L de los tRNAs , situdndose el brazo aceptor de aminoédcido (CCA)
en un extremo y el anticodén en el extremo opuesto, quedando a un minimo
de 50 A el uno del otro (figura 2B). En el “Protein Data Bank” (PDB) exis-
ten estructuras depositadas para tRNAs correspondientes a 19 aminodcidos
distintos. Hay un total aproximado de 180 estructuras depositadas, estando

representados 34 tRNAs bacterianos, 10 eucariéticos y 5 de arqueobacterias,
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INTRODUCCION

cubriendo por tanto los tres reinos de la vida [36]. Ademds, métodos de andlisis
de tRNA en soluciéon y computacionales aportan evidencias de su flexibilidad

bajo una amplia variedad de condiciones, incluyendo la interaccién con otras

moléculas.
A aa ! ; . 30 B
RIS
5p = Brazo aceptor
<. B @ h
3 an
7 ~-8 n
’ s
Coa
S S Plegamiento
K T 3D
L
:" ®ennnns’ 4" ey
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w .‘Ill‘ "
an s A"
Brazo D == Brazo variable
:t
& 9
@ Triplete
anticodon
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Figura 2: Estructura secundaria y terciaria de los tRNAs. A) Represen-
tacién esquematica de la estructura secundaria en forma de trébol del tRNA. Las
flechas en linea discontinua indican la trayectoria de los diferentes brazos al adquirir
su estructura tridimensional. B) Representacion en cintas de la estructura cristalina
tridimensional del tRNAS™ obtenida del PDB 2DET. Las bases nitrogenadas per-
tenecientes a los nucledsidos estan representadas en varillas color gris y los puentes
de hidrégeno entre ellas en azul claro.

2. Modificaciones post-transcripcionales mol-

dean la conformacion de los tRNAs.

Para adquirir su conformacién nativa final los tRNAs requieren de toda
una serie de modificaciones postranscripcionales, es decir, de grupos quimicos
que son introducidos en los tRNAs una vez transcritos. Los tRNAs son las
moléculas de RNA mas modificadas pues se han encontrado, en el conjunto
de tRNAs;, alrededor de 100 modificaciones distintas [49] (figura 3). La célula
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Figura 3: Localizacién de las modificaciones de tRNA descritas hasta el
momento en E. coli y S. cerevisiae. Notese la gran variedad de modificaciones

identificadas en las posiciones 34 y 37.
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invierte mucha energia en la introduccién de estas modificaciones, calculando
que entre el 1% y el 10% de los genes de un genoma dado estdn implicados
en la modificacién de tRNA [25]. Estas modificaciones amplian la diversidad
quimica de las moléculas de tRNA que de otra forma quedaria restringida a
las cuatro bases nitrogenadas clédsicas. La modificacién del tRNA es un pro-
ceso universal que se da en los tres reinos de la vida, afectando también a
los tRNAs de los organulos de origen endosimbionte mitocondria y cloroplas-
to [76]. Generalmente, la falta de alguna de estas modificaciones por si sola
no genera fenotipos muy severos, a pesar de su alta conservacion evolutiva,
complicando asi la identificacién de los genes implicados. La mayoria de las
modificaciones cuya ausencia genera los fenotipos mas severos, llegando a ser
letales en condiciones de estrés o en determinados fondos genéticos, son aque-
llas que se encuentran en el brazo anticodén y que, por lo tanto, van a afectar
directamente al reconocimiento codén-anticodén.

Los nucleétidos modificados se agrupan principalmente en dos regiones del
tRNA: el nicleo estructural de la forma en L tridimensional y el brazo antico-
don (ASL). Modificaciones en el nicleo estructural se generan por reacciones
relativamente simples de biosintesis, implicando por lo general metilacién o
pseudouridinacién, y contribuyen a la estabilizaciéon de la estructura tridimen-
sional. En cambio, en el ASL, ademéas de metilaciones y pseudouridinaciones,
existe toda una serie de modificaciones mas complejas que combinadas con
las anteriores contribuyen a estabilizar la interaccién codén-anticodén, mante-
niendo la pauta de lectura, dandole forma al anticodén y facilitando la trans-
locacién del sitio A al sitio P en el ribosoma [88, 1]. De hecho, la quimica
diferencial que exhiben los nucleésidos modificados localizados en el lazo anti-
codén, principalmente en la posicién 34 (posicién de tambaleo) y la posicién
37 (adyacente al anticod6n), es crucial para el proceso de descodificacién vy, asi,
no es extrano que ambas posiciones sean las que presenten la mayor diversidad
de modificaciones (figura 3) [25]. Hay que destacar que en estas dos posicio-
nes (34 y 37) también se encuentran modificaciones introducidas por enzimas
cuyos genes han resistido la erosiéon genémica acontecida en organismos endo-
simbiontes como los de la clase Mollicutes o de las especies Buchnera aphidicola
y Candidatus Riesa pediculicola [18, 37, 40]. Este hecho sugiere que las enzi-
mas mencionadas pertenecen a la maquinaria minima de sintesis proteica y las
modificaciones que introducen al conjunto minimo de modificaciones de tRNA

que son necesarias para una correcta traduccién de proteinas (figura4).

19



INTRODUCCION

— v
. . Brazo variable
9 1 11 @)
... . m’G €— TrmD
Brazo D

Brazo anticodon

m'G €— TrmB

‘m omplejo enzimatico

KEOPS\EKC

""aunasn
@a‘.-.‘

a

}

TilS —> K2C
MnmA — s2U

@ Complejos enzimaticos
MnmEGy Elongator

Figura 4: Figura 4. Conjunto minimo de modificaciones de tRNA suge-
rido para una correcta traducciéon de proteinas. Representacion esquemaética
de la localizacion de las modificaciones con indicacion de las enzimas responsables
de su sintesis. Con linea roja se han rodeado las modificaciones que requieren la
formaciéon de un complejo enziméatico. En la figura “s” representa un grupo tiol y
“k” una lisina.

Dentro de las modificaciones criticas se encuentran las derivadas de la adi-
cién de un grupo treonil-carbamoilo al carbono 6 de la adenina 37 (t5A37) y
las derivadas de la adiciéon de un grupo metileno al carbono 5 de la uridina 34
(derivados xm°U34).

Estas modificaciones son complejas por la naturaleza del grupo que incor-
poran y porque requieren la participacion de mas de una proteina en forma de
elaborados complejos enziméaticos. Estos complejos comparten caracteristicas
comunes como la habilidad de hidrolizar nucleétido, una alta conservacion evo-
lutiva y, especialmente, su caracter multifacético al haber sido asociados con
una amplia variedad de funciones. La t®A37 es sintetizada por las protefnas de
las familias universales Sua5/TsaC y Kael/Qri7/TsaD. Kael forma el com-
plejo enzimatico KEOPS/EKC con otras proteinas conservadas entre arqueas

y eucariotas, al igual que su homdloga bacteriana (TsaD) se asocia con pro-
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teinas conservadas solo en eubacterias (tabla 1) [19, 24]. Qri7 es la versién
mitocondrial de Kael/TsaD [67]. Por otra parte, el complejo Elongator, for-
mado por las proteinas Elp (1-3) y la ATPasa hexamérica tipo-RecA Elp (4-6),
se encarga de la generacién de los derivados xm®U34 de tRNAs de arqueas y ci-
tosol de eucariotas, introduciendo los grupos metoxicarbonil-metileno (mem?)
y carbamoil-metileno (necm?) en la posicién 5 de la U34. Ambos complejos,
KEOPS y Elongator, fueron relacionados en un primer momento con funcio-
nes aparentemente no relacionadas con la modificacion de tRNAs. El complejo
KEOPS/EKC y sus homdlogos han sido relacionados con mantenimiento de
DNA en bacterias y mitocondrias y con regulacién de la transcripcion y la ho-
meostasis de telémeros en eucariotas [24]. Por otro lado, el Elongator ha sido
asociado con acetilacion de histonas, exocitosis, acetilaciéon de a-tubulina, si-
lenciamiento transcripcional y desmetilacién del genoma zigético paterno [39].
Actualmente ain estd en discusién si la relacién de estos complejos con las
funciones mencionadas ocurre exclusivamente a través de su papel en la mo-
dificacién de tRNAs y, por consiguiente, de la regulacién traduccional de la

expresién génica, y/o a través de actividades adicionales.
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Tabla 1. Caracteristicas generales de los complejos enzimaticos modificadores de tRNA

altamente conservados

Modificacion = Organismo/ " Grupo tRNA
tRNA ASL Complejo Proteinas conservadas snulo Nucleétido Botador diastratos
TsaD . 8
= Prokarya ua‘ 37
TsaB, TsaE .
35 36
tRNAve
tSA37 KEOPS/EKC | ﬂ...u._ Mitochondria ATP Thr/HCO3 tRNATH
tRNAAsn
_ Archaea/ TRNAS
tikast] Eukarya(citosol) tRNAAG
Pcc1,Bud32, Cgi121, Gon7 b tRNA Ser
M
:3i Prokarya mu.- ‘.u.._.
cmnm>U34
amsU34 MnmEG GTP Gly(Tau)/MTHF 35 36
tRNALys
vmTo1-GIPEPs| Mitochondria ooy
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| tRNAGI
tRMNAA
Archaea/
m(n)emsU34 Elongator Elp(1-3)-Elp(4-6) Eukarya NTP Ay TRnA
“ & % CoA/SAM tRNASY
(citosol) -

_ | t8A37 Las enzimas homologas que participan en la sintesis de t8A37 se resaltan en verde

I Las enzimas responsables de la sintesis de cmnm®U (bacterias, levadura, nematodos) o tm°U (humanos) que
son homologas se resaltan en el mismo color

Solo fungi - Solo Elongator
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3. Funcién de las modificaciones complejas en

las posiciones 34 y 37 del tRNA.

Nuestra investigacion se centra en el complejo enzimético que introduce
los derivados xm®U34 en bacterias y mitocondrias. Este complejo estd for-
mado, en FEscherichia coli, por las proteinas homodiméricas MnmG y MnmE
que comparten alrededor de un 50 % de identidad secuencial con sus homdlo-
gas mitocondriales humanas MTO1 y GTPBP3, respectivamente. Los deriva-
dos xm®U34 encontrados en eubacterias son 5-carboximetilaminometiluridina
(ecmnm®U34) y 5-aminometiluridina (nm°U34), en funcién del uso de una
molécula de glicina (gly) o de amonio (NH4) como sustrato, respectivamente
[63]. En la mitocondria, el derivado xm®U34 es taurinometiluridina (tm®U34)
debido a que en la via mitocondrial se usa como sustrato taurina en lugar de

glicina o amonio como sucede en la via bacteriana (figura 5) [91, 87].
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Figura 5: Ruta de modificacién de la U34 en tRNAs de E.coli y mi-
tocondria. Tanto las modificaciones como las proteinas que las introducen estan
representadas en color azul (E. colt) y en color naranja (mitocondria). Los grupos
quimicos anadidos en cada paso estan rodeados en rojo. Se ha representado en primer
lugar el paso de tiolacién en la posicién 2 de la U34 catalizado por MnmA /TrmU
pero realmente las modificaciones en posicién 2 y 5 ocurren independientemente por
lo que la localizacion en el diagrama es arbitraria.

Al igual que en el caso de KEOPS/EKC y Elongator, diversos fenotipos se
han asociado con mutaciones en MTO1 y GTPBP3 o en genes de tRNA cuyo
efecto implica la falta de modificacion en la U34 de los tRNAs mitocondriales

(mt-tRNAs). Por ejemplo, en la encefalomiopatia mitocondrial con acidosis
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lactica y episodios similares a apoplejia (sindrome MELAS) y en la epilepsia
mioclénica asociada con fibras rojas rasgadas (sindrome MERRF) los pacientes
portan frecuentemente mutaciones en el genoma mitocondrial que afectan al
mt-tRNALe" (VUR) v mt tRNAMS, respectivamente. Estas mutaciones previe-
nen la modificacién de la U34 llevada a cabo por MTO1 y GTPBP3 . Ademas,
desde 2012, se han encontrado mutaciones en MTO1 y GTPBP3 en pacientes
con cardiomiopatia hipertrofica, acidosis ldctica y encefalopatia [35, 9, 50].

En eubacterias, la inactivacién de la via MnmEG (contraccién de MnmE
y MnmG, las proteinas que controlan la ruta) produce una disminucién de
la velocidad de crecimiento, defectos en traduccién de proteinas y sensibilidad
extrema a pH acido [4, 5]. En los casos especificos de Salmonella, Streptococcus
y Aeromonas, se observo una notable reduccién en la virulencia cuando MnmG
era inactivada, lo que llevé a proponer MnmG como posible diana para la
generacion de vacunas vivas atenuadas [84, 83, 15]. Ademads, la combinacién
de mutaciones en los genes bacterianos mnmFE o mnmG con mutaciones en el
gen mnmA (responsable de tiolar la U34 en la posicién 2) o la de mutaciones en
sus genes homologos en levadura o en Caenorhabditis elegans produce letalidad
sintética (figura 5) [91, 5] (datos propios no publicados). También produce
un fenotipo letal en levadura la combinacién de mutaciones en cada uno de
los homologos de mnmE v mnmG con una mutacién en el rRNA mitocondrial
15S que confiere resistencia a la paromomicina, revelando la fuerte interaccion
funcional que existe entre la modificacién de los mt-tRNAs en la posicién U34 y
los mitorribosomas [91]. Esta combinacién impide la respiracién mitocondrial,
haciendo que el crecimiento de las levaduras sea totalmente dependiente de su
capacidad fermentativa.

Al igual que ocurrié con los genes responsables de los complejos Elonga-
tor y KEOPS/EKC, MnmG fue asociada inicialmente con una funcién apa-
rentemente independiente de la modificacion de tRNA. De hecho hasta hace
relativamente poco tiempo MnmG recibia el nombre de GidA (Glucose Inhi-
bition Division protein A) debido a la observacién de que la divisién celular
se inhibia en presencia de glucosa cuando el gen gidA estaba inactivado [93].
Los genes gidA (ahora mnmG) y mioC se encuentran junto al origen de re-
plicacién (oriC') en todas las eubacterias. Dado este contexto genémico y la
inhibicién de la divisién celular en presencia de glucosa, se asoci6 al gen gidA
con replicacién de DNA aunque, posteriormente, cuando se descubrié el papel

de GidA/MnmG en la modificacién del tRNA, gané terreno la idea de que su
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papel en la division celular serfa indirecto, al controlar la traduccién de alguna
proteina requerida para la division celular en presencia de glucosa. Este mismo
ano, Lies and col. han sugerido que gidA y mioC forman parte del programa
destinado a coordinar replicacién y divisién celular pues controlan, en sentidos
opuestos, la expresién de una proteina implicada en la formacién del septo
(YmgF): mientras que GidA tiene un efecto negativo, MioC tiene un efecto
positivo. Los autores no entran a analizar las bases moleculares de este efecto,
quedando pues por aclarar si GidA tiene una funcién independiente de la modi-
ficacién de tRNA [54]. Por otro lado, en los dos tltimos aflos se ha demostrado
que proteinas GidA son capaces de inhibir la Topoisomerasa II interaccionando
fisicamente con ella y que su homodloga humana, MTO1, interacciona directa-
mente con proteinas ribosomales, lo que sugiere que podria estar implicada
en el ensamblaje del mitoribosoma [89, 65]. Todos estos datos sugieren, para
las proteinas GidA/MnmG y sus homdlogas, funciones independientes de la
modificacién de tRNA.

La diversidad de fenotipos asociados al déficit en los complejos modifica-

dores de tRNA genera las siguientes cuestiones:

» ; Los fenotipos son exclusivamente causados por defectos en la traduccién

de proteinas a su vez originados por la falta de la modificacién?

» ;Las proteinas que integran estos complejos o las modificaciones que
generan llevan a cabo otras funciones en la célula independientes de la

traduccion de proteinas?

Aunque el papel central de los tRNAs sigue siendo el de actuar como adapta-
dores en la traduccién de proteinas, en las ultimas décadas se ha descubierto
su implicacién directa en procesos metabdlicos, de senalizacién intracelular e
incluso en varias respuestas a estrés [83, 69]. Por ejemplo, en 2009, Fu y cola-
boradores observaron que algunos tRNAs, ante diferentes estimulos de estrés,
eran cortados por la angiogenina en el anticodén, generando dos fragmen-
tos de tRNA [30]. Estas “mitades” de tRNA, llamadas actualmente tiRNAs,
son capaces de inhibir apoptosis inducida por estrés osmotico, interaccionando
directamente con el citocromo ¢ [77]. Estos autores sugieren que las modifi-
caciones en estos tiRNA pueden determinar su estrutura asi como la afinidad
en la unién con sus ligandos. Por tanto, es légico pensar que las modificacio-

nes también van a jugar un papel importante en funciones no convencionales,
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no asociadas directamente con la traduccién de proteinas. Delimitar qué efec-
tos de las modificaciones se ejercen a través de funciones no convencionales
(senalizadoras) y de funciones convencionales (traduccién de proteinas), puede
ser una tarea dificil dado que la afectacion de la sintesis de proteinas concretas
puede alterar diversos procesos celulares y explicar la aparicién de fenotipos
pleiotropicos. Curiosamente, tanto en F. coli como en S. cerevisiae se ha ob-
servado que la superproduccién de ciertos tRNAs en cepas deficientes en la
modificacién de la U34 puede compensar ciertos fenotipos, a pesar de que los
tRNAs superproducidos no estan, obviamente, modificados [11, 12]. Esta ob-
servacion ha llevado a proponer que las modificaciones de la U34 son necesarias
para optimizar la lectura de los codones propios ( “cognate codons”) y no para
evitar la lectura de los codones impropios (“near cognate codons”) [4, 5] . Sin
embargo, considerando el papel senalizador de los tRNAs y el jugado por las
modificaciones en el mismo, no podemos descartar otras explicaciones para la
reversién del fenotipo conferido por la acumulaciéon de tRNAs no modifica-
dos. En este contexto, lograr un conocimiento en profundidad de las proteinas
que la llevan a cabo podria aportar una informacién valiosa para contestar las

preguntas planteadas.

4. Aspectos estructurales y bioquimicos de los

complejos modificadores de tRNA.

4.1. Organizacién estructural de los complejos enzimati-
cos KEOPS y Elongator.

En la actualidad, no se dispone de la estructura de los holocomplejos
KEOPS y Elongator aunque en los tdltimos anos se han caracterizado bio-
quimica y estructuralmente varias de las proteinas individuales asi como al-
gunos subcomplejos, pudiéndose elaborar modelos de los holocomplejos que
ayudan a entender su funcionamiento y regulacién. El complejo KEOPS/EKC
de eucariotas y arqueas esta formado por cuatro proteinas diferentes, salvo en
fungi donde la proteina Gon7 también forma parte de KEOPS, interaccionan-
do de manera lineal de la siguiente manera: Gon7-Pccl-Kael-Bud32-Cgil21
[57, 71, 99] (figura 6). En cambio, el complejo Elongator estd formado por un

subcomplejo hexamérico, compuesto por las proteinas Elp4, Elp5 y Elp6, con

26



INTRODUCCION

Gon7 Pccl | i Bud32 Cgi121

Figura 6: Modelo estructural del holocomplejo KEOPS de levadura. Re-
presentacién en cintas de la estructura tridimensional de las diferentes proteinas
que forman parte de KEOPS mostrando la superficie que ocupan. En la parte infe-
rior se muestra un esquema de su organizacién en funcién de los colores utilizados.
El modelo estéd basado en las estructuras de los subcomplejos Cgil21-Bud32-Kael
(PDB: 3EN9), Kael-Pccl (PDB: 3ENO) y Pccl-Gon7 (PDB: 4WXT7) ademaés de la
informacién publicada por Mao et al. 2008 y Zhang et al. 2015

actividad NTPasa, que interacciona con dos sucomplejos formados por las pro-
teinas Elpl, Elp2 y Elp3 llegando a alcanzar una masa molecular total de 850
kDa, estimada por filtracién en gel [39, 38, 72] (figura 7). Estos dos complejos
modificadores de tRNA hidrolizan nucleétido y, en ambos casos, esta activi-
dad hidrolitica se ha relacionado con la liberacién del tRNA ya modificado
|71, 39]. La energia producida en la hidrdlisis del nucleétido es transformada
en energia conformacional que genera importantes movimientos intraproteicos,

transfiriéndose incluso a proteinas interaccionantes, que llevan finalmente a la
liberacion del tRNA.
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Figura 7: Modelo estructural del holocomplejo Elongator. Representacién
en cintas de la estructura tridimensional de las diferentes proteinas que forman parte
de Elongator mostrando la superficie que ocupan. En la parte inferior se muestra un
esquema de su organizacién en funcioén de los colores utilizados. En linea discontinua
se muestra la posicion que ocuparia Elp3 de la cual no se ha depositado en el PDB
ninguna etructura 3D. Modelo basado en el publicado por Glatt et al. 2013 y en
las estructuras cristalinas del subcomplejo Elp (4-6) y de las proteinas Elp2 (PDB:
1PI6) y Elpl (PDB: 5CQR)
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4.2. El complejo heterotetramérico MnmEG esta com-

puesto por una GTPasa (MnmE) y una flavoenzima
(MnmG).

Actualmente la estructura del complejo formado por las proteinas bacte-
rianas MnmE y MnmG (complejo MnmEG) no ha sido resuelta, aunque se
dispone de la estructura cristalina de las proteinas que lo forman en varios mi-
croorganismos. Resultados de diferentes grupos indican que ambas proteinas
sufren importantes cambios conformacionales que pueden afectar al complejo,
lo que, probablemente, complica su cristalizaciéon. Tanto MnmE como MnmG
han sido descritas como proteinas diméricas que interaccionan entre ellas for-
mando un heterotetrdmero tipo 0232 y ambas son esenciales para catalizar la

incorporacién del grupo cmnm al carbono 5 de la U34 [97].

MnmE es una GTPasa dimérica con una dinamica conformacional

regulada por la hidrdlisis de GTP.

Nuestro grupo fue el primero en describir las peculiares caracteristicas de
la actividad GTPasa de MnmE. A diferencia de las GTPasas como Ras, Mn-
mkE tiene baja afinidad por nucleétidos y una alta actividad intrinseca, no
necesitando activadores externos tipo GAP ni factores intercambiadores de
nucledtidos, GEF. También fuimos los primeros en demostrar que la hidrolisis
de GTP era necesaria para la funcién de modificacién del tRNA [13, 58, 96].
En 2005, se obtuvo la estructura cristalina de MnmE de Thermotoga maritima

[80] , que reveld su organizacién en tres dominios (figura 8):

= Dominio N-terminal, formado por los residuos del 1 al 102. Responsable
de la dimerizacién constitutiva de MnmkE y de la unién del metilentetra-
hidrofolato (sustrato donador del grupo metileno que se une directamente
al C5 de la U34 en la reaccién de modificacién de tRNA).

= Dominio helicoidal que comprende los residuos del 102 al 220 y, de la
parte C-terminal de la proteina, del 385 al 454. Cada regién se estructu-
ra en dos largas hélices-a que interactian entre si formando dos largos

“brazos”.

= Dominio G, compuesto por los residuos del 221 al 385. Se encarga de la

unién e hidrélisis de GTP. La dimerizacién y disociacion de este domi-
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nio como consecuencia del ciclo GTPasa son necesarias para la funcién

modificadora de tRNA [74].
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Figura 8: Estructura cristalina de MnmE de Thermotoga maritima. Represen-

tacién en cintas del dimero de MnmE con los dominios en diferentes azules como indica el
esquema. Las flechas continuas muestran la direccién de los movimientos del dominio G y
en consecuencia del dominio helicoidal debido a la unién (gris) o la hidrélisis (rojo) de GTP.
Las flechas discontinuas indican la direccién de la transmisién del cambio conformacional

desde los dominios G a los helicoidales.

Scrima y Wittinghofer (2006) encontraron que la unién de GTP y potasio pro-
ducia la dimerizacion del dominio G y la estimulacién de la actividad GTPasa.
Por esa razén, MnmE se incluyé dentro de un grupo relativamente nuevo de
GTPasas llamadas GAD (Proteina G activada por dimerizacién) [32]. Aquel
hallazgo explicé por qué MnmE, presentando su dominio G un plegamiento
candnico, tiene un mecanismo catalitico que difiere del de las clasicas GT-
Pasas Ras y no requiere la participacién de ninguna proteina activadora de
GTPasa (GAPs) ya que la dimerizacién estimulada por la unién de GTP (o
un mimético) y potasio estabiliza el estado de transicién. Recientemente, la
cinética del ciclo GTPasa de MnmE ha sido estudiada revelando que se tra-

ta de un proceso secuencial que consiste en unién de GTP, dimerizacién del
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dominio G, hidrélisis de GTP, disociacién del dominio G y liberaciéon de los
productos de reaccion GDP y Pi [74]. Estos productos, a su vez, controlan
negativamente el ciclo GTPasa de MnmE ya que a concentraciones fisiolégicas
inhiben la hidrolisis de GTP. Por ello, se ha sugerido que un cambio confor-
macional promovido por algin paso del ciclo de modificacién del tRNA (por
ejemplo, la unién de una nueva molécula de tRNA no modificada) promueve
la liberacion del GDP y del Pi, permitiendo el inicio de un nuevo ciclo GT-
Pasa y de modificaciéon del tRNA [74]. A pesar de la informacién que se tiene
sobre el ciclo GTPasa de MnmE, la funcién precisa de la hidrdlisis del GTP
en el mecanismo de modificacion de tRNA todavia se desconoce. Wittinghofer
y colaboradores propusieron que los cambios conformacionales generados en el
dominio G, que implican movimientos de hasta 20 A [62], a consecuencia del

ciclo GTPasa podrian transmitirse al resto de MnmE y a MnmG dado que:

1. Mutaciones que afectan al ciclo GTPasa alteran la afinidad de MnmE
por MnmG [61].

2. Mutaciones que parecen interferir en la transmision de los cambios con-
formacionales (como el cambio D175A en el dominio helicoidal de MnmE)

afectan severamente el proceso de modificacién [61].

La transmisién de cambios conformacionales desde el dominio G de MnmE
a sus dominios helicoidales estd apoyada por un modelo construido por Fis-
lage et al. (2014) a partir de datos obtenidos mediante dispersién de rayos
X de pequetio dangulo (SAXs) [28]. Estos datos indicaron que la dimerizacién
del dominio G de MnmE, como consecuencia de la sustituciéon del GDP por
un mimético del GTP, esta acoplada con un movimiento de apertura de los

dominios helicoidales (figura 8).

Proteinas GidA: flavoenzimas capaces de modificar tRNA.

Las proteinas MnmG pertenecen al grupo originalmente clasificado como

proteinas GidA. Este grupo se divide en dos clases:

s GidAj, del que forman parte proteinas de alrededor de 600 aminodcidos
y cuya posicién en el cromosoma junto a oriC esta conservada en todas
las eubacterias. A este grupo pertenece la proteina GidA de E. coli que
se ha renombrado como MnmG tras la demostracién de que participa en

la sintesis de la modificacién carboximetilaminometil (cmnm) de la U34.
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» GidAg compuesto por proteinas de unos 450 aminodcidos y de posicién
variable en el cromosoma bacteriano. En los iltimos anos, al igual que
las GidAj, como MnmG, las GidAg han sido renombradas como TrmFO,
al demostrarse su participacion en la metilacion de la uridina 54 de los
tRNAs de especies en las que la enzima estd presente. A diferencia de
MnmG, TrmFO solo se conserva entre eubacterias, principalmente en

Gram positivas.

MnmG y TrmFO son paralogas, manteniendo un alto grado de similitud se-
cuencial, radicando la mayor diferencia en la regién C-terminal ya que TrmFO
carece del dominio helicoidal que se encuentra presente en MnmG. Ambas pro-
teinas contienen un motivo consenso de unién a dinucleétido GxGxxG en la
region N-terminal, habiéndose demostrado experimentalmente que unen fla-
vin adenin dinucleétido (FAD) y que las glicinas pertenecientes a ese motivo
son esenciales para dicha unién [94, 97]. Ademés, MnmG une NADH [60] y lo
necesita para llevar a cabo la reaccion de modificaciéon de tRNA in vitro, en
determinadas condiciones [63]. Por tanto, las proteinas GidA son flavoenzimas
que, ademads, son capaces de unir NADH (MnmG) o NAD(P)H (TrmFO) [95],
y estan implicadas en la modificacion de ciertos tRNAs.

En el ano 2007, una vez publicada la estructura de MnmE [80], sabiendo
que MnmG es una flavoenzima, y que ambas proteinas forman un complejo
funcional para llevar a cabo la modificacién de tRNA [97], nos planteamos la
caracterizacion estructural de MnmG. Colaborando con el grupo de cristalo-
grafia del Dr. M. Cygler, en el laboratorio de Estructura de Macromoléculas de
la Universidad McGill de Montreal, realizamos un estudio sobre las relaciones
estructura-funcién de la proteina MnmG de FE.coli [82]. Nuestra estructura de
la proteina de E. coli coincidié con la obtenida por otros grupos con proteina
MnmG también de E. coli y de otras bacterias [68, 60]. En esencia, la pro-
teina MnmG es un homodimero en el que cada protomero se organiza en tres

dominios estructurales (figura 9, arriba):

= Dominio FAD, subdividido en dos regiones separadas que incluyen los
residuos del 1 al 201 y del 342 al 454.

= Dominio insercién compuesto por los residuos del 202 al 341 insertado
en el dominio FAD.
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Dominio inserciéon Dominio helicoidal
1 201 3 455 629

|— Dominio FAD 4’

Figura 9: Estructura cristalina de MnmG de Aquifex aeolicus. A) Repre-
sentacion en cintas del dimero de MnmG (PDB:2ZXI) con los dominios en diferentes
colores como indica el esquema. B) Representacién del potencial electrostético de
superficie del dimero MnmG. En azul se muestran las regiones expuestas al solvente
cargadas positivamente, en rojo las cargadas negativamente y en blanco las zonas
sin carga neta. En verde se ha representado el FAD que queda alojado en la zona
més cargada positivamente.
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= Dominio helicoidal, ausente en TrmFO, que comprende los residuos del
455 al 629.

La interfaz de dimerizacién propuesta por todos los autores a partir de los cris-
tales obtenidos [60, 68, 82] estd formada por la interaccién antiparalela entre el
dominio FAD de un protéomero y el dominio inserciéon del protémero opuesto.
Como se puede observar en la figura 9 los dominios FAD e insercién forman un
ntcleo (aqui llamado nicleo catalitico), delimitando un profundo surco donde
se aloja el FAD con el anillo de isoaloxacina orientado al solvente (figura 9,
abajo). El dominio helicoidal se proyecta desde el nicleo catalitico, quedando
la regién C-terminal de MnmG (550-629), que esta especialmente conservada,
relativamente separada del resto de MnmG y a la que en esta tesis se le ha
llamado Carm por su forma alargada similar a un brazo. Las estructuras de
las proteinas procedentes de E. coli no se pudieron obtener con el FAD unido
ni con suficiente densidad electrénica en la regién correspondiente al Cagwm,
seguramente debido a una alta movilidad [82, 60]. Gracias a los cristales obte-
nidos con MnmG de los microorganismos termoestables Chlorobium tepidum y
Aquifex aeolicus se pudieron resolver estructuras de MnmG con FAD y con el
Carum [68, 60]. El calculo del potencial electrostatico de superficie, tanto de las
proteinas de F.coli como las de los microorganismos termoestables [82, 68, 60],
revelé que la carga positiva en MnmG se concentraba en la zona donde que-
da el surco en el que se aloja el FAD, sugiriendo que esta zona podria ser la
implicada en unién de tRNA (figura 9, abajo). De hecho, usando ensayos de
retraso en gel (EMSA) [68], se demostré la interaccién directa de MnmG con
tRNA y la participaciéon de varios residuos pertenecientes al parche cargado
positivamente en la unién de tRNA. Los datos de EMSA de Numata y col.
también apoyaron un papel principal para MnmG a la hora de unir el tRNA
yva que indicaban que MnmE unia tRNA con una constante de disociacion
aparente (Kp) alrededor de 15 uM, a diferencia de MnmG que lo hacia con
una Kp del orden de nanomolar. Dos cisteinas conservadas en MnmG han sido
identificadas como residuos cataliticos: C47 y C277, situadas a unos 3 A y 15
A del FAD, respectivamente [68]. Estas cistefnas también estdn conservadas en
TrmFO y su estructura cristalina revelé que ocupaban la misma posicién en el
espacio que las de MnmG. Hamdane y colaboradores demostraron que la C53
(C47 en MnmG@G) estaba implicada en el mantenimiento de la configuracién y
accesibilidad del sitio FAD y que la C226 (C277 en MnmG) actuaria como
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nucledfilo atacando el carbono 5 de la uridina 34 del tRNA [42].

5. Bases moleculares de la modificacion intro-

ducida por el complejo MnmEG.

5.1. Modelo del mecanismo catalitico.

Dados los requerimientos de la reaccién de modificacion in vitro catalizada
por el complejo MnmEG, nuestro grupo propuso un modelo para su meca-
nismo basado, en parte, en el utilizado por la timidilato sintasa pues ambas
enzimas utilizan un derivado del tetrahidrofolato en las respectivas reacciones
[63]. Ademds, uno de los dos tipos de timidilato sintasa también requiere FAD
[64]. Sin embargo, el grupo introducido por MnmEG es més complejo con lo que
esta enzima también usa como substrato, ademés del derivado de tetrahidrofo-
lato, amonio o glicina, lo que junto a otros requerimientos de la reaccién, tuvo
que ser tomado en cuenta a la hora de elaborar el modelo (figura 10) [63, 4].
En primer lugar, Moukadiri et al. (2009) determinaron experimentalmente que
el derivado de THF con el que era més eficiente la reacciéon de modificacién
era el metilentetrahidrofolato (ya que MnmE une, con afinidad similar, todos
los derivados del THF in wvitro), descartando al formiltetrahidrofolato que se
habia propuesto previamente por su mayor reactividad [80].

La propuesta de Moukadiri et al. implica que el metilentetrahidrofolato
tiene que ser previamente activado por un acido general de MnmE o MnmG,
transformdndose en un reactivo i6n imino (paso 1), permitiendo asi la pos-
terior adicién del grupo carboximetilamino (si procede de una glicina libre)
o amino (si procede de amonio) al folato (paso 2). El grupo ahora unido al
N5 del metilentetrahidrofolato (unido a su vez a MnmE) es deshidrogenado
por el FAD unido a MnmG (pasos 3-4 ), facilitando asi el ataque nucleofilico
al carbono 5 de la U34 previamente activado a través de un enlace covalente
transitorio entre el carbono 6 de la U34 y un residuo, que actia como Aaci-
do general, del complejo MnmEG (pasos 5-6). La C277 de MnmG, segtn los
estudios de Hamdane et al. (2011) en TrmFO, seria la encargada de formar
este enlace covalente transitorio con la U34. Posteriormente, el FAD reduci-
do (FADH,) como consecuencia del paso de deshidrogenacién actuaria como

reductor de la base de Schiff formada (pasos 8-9), liberdandose finalmente el
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Figura 10: Modelo del mecanismo catalitico de la reaccién de modificacién de tRNA llevada a cabo por MnmEG. En
naranja péalido se representa a MnmE, en azul a MnmG y los cambios en sus formas simbolizan las reorganizaciones conformacionales
necesarias para poner en contacto los sitios de unién de MTHF en MnmE y de FAD en MnmG. El esquema delimitado con linea
discontinua representa la accién del NADH manteniendo la forma reducida del FAD necesaria para la reduccién de la base de Schiff
formada.

36



INTRODUCCION

tRNA modificado. Los requerimientos de la reaccién de modificacion puesta a
punto por Moukadiri et al. (2009) indican que el NADH no es esencial para
la modificacién de tRNA in vitro. Solo en concentraciones limitantes de FAD
la adiciéon de NADH produce un aumento en la proporciéon de cmnmbU34 for-
mado. Dado este resultado, y teniendo en cuenta que la estructura de MnmG
indica que el anillo de isoaloxacina del FAD esta expuesto al solvente, se le
otorgd al NADH el papel de asegurar el mantenimiento del FAD en su forma
reducida que es requerida para los ultimos pasos de la reacciéon de modifica-
cion. El mecanismo catalitico planteado, considerando también la organizacion
estructural de MnmE y MnmG, implica que el sitio de union de MTHF en Mn-
mkE deberia estar muy préximo al sitio de unién de FAD en MnmG, formando
un Unico centro catalitico, al menos en la primera parte de la reaccién de modi-
ficacién en la que el FAD debe reaccionar con el grupo carboximetileno unido
al MTHEF. Por otro lado, el FAD seria esencial para dos reacciones; en primer
lugar, actuaria como oxidante en una reaccion aparentemente independiente
del tRNA (figura 10, pasos 3-4) y, en segundo lugar, actuaria como reductor
de la base de Schiff formada en la posicién 5 de la U34 (figuralO, pasos 8-9).
En los trabajos publicados sobre las estructuras de MnmG, los autores siem-
pre comentan las elaboradas a partir de cristales en los que, a consecuencia
de la conformacién adoptada por el homodimero, los anillos de isoaloxacina
de los FAD estan expuestos al solvente, apuntando en sentidos opuestos hacia
el exterior de MnmG [82, 68, 60]. Esta conformaciéon complica la formacién
del centro catalitico entre ambas proteinas en una interacciéon dimero a dime-
ro, dadas las posiciones del FAD (en MnmG) y del MTHF (en MnmE), ya
que no se observa ningun acceso que permita la interaccién simultanea entre
ambos ligandos (FAD y MTHF). Ademés, como se ha dicho, los FAD quedan
expuestos al solvente, lo que contraviene una condicion clave del modo de ac-
cién de las flavoenzimas: la catélisis mediada por FAD debe tener lugar en un
microambiente protegido del solvente [29]. Asi pues, parece que la reaccién de
modificacién de tRNA requiere importantes reorganizaciones conformaciona-
les en el complejo MnmEG para soslayar los dos inconvenientes citados. La
hidrélisis de GTP, segiin el mecanismo de reaccién descrito arriba y dada la
lejania del dominio G del sitio de unién del MTHF en MnmE (figure 8), no
parece tener un papel directo en la reaccién de modificacién aunque sabemos
que es esencial para la misma, tanto in vivo como in vitro [96, 58, 63]. Por ello,

se ha propuesto que la hidrélisis de GTP por MnmE controla la reaccién de
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modificacién ejecutada por el complejo MnmEG a través de la transmision de
cambios conformacionales desde el dominio G de MnmE a MnmG, regulando
y coordinando las interacciones entre los diferentes ligandos que intervienen en

la reaccién [60, 63)].

5.2. Modelos estructurales de la organizacion del holo-

complejo MnmEG.

Aunque la estructura cristalina del complejo MnmEG no se ha obtenido
hasta el momento, se han propuesto dos modelos para este complejo basados
en las estructuras cristalinas de los dimeros y en diferentes datos bioquimicos
y biofisicos [60, 28]. También se tienen en cuenta los resultados indicando que
MnmE y MnmG interaccionan a través de sus dominios helicoidales [82, 60].
Wittinghofer y colaboradores, analizando la interaccién de proteinas MnmE
y MnmG silvestres y mutantes, mediante filtracién en gel, propusieron como
participes de esa interaccion a los residuos E171 y E179 de MnmE y, de MnmG,
a los residuos E585 y K589, ambos pertenecientes al Cary [60]. Con ello, da-
ban soporte a un modelo en el que las proteinas interaccionan dimero a dimero
por sus dominios helicoidales aunque, como ya se ha mencionado y se observa
en la figura 11A, los sitios de FAD en MnmG y MTHF en MnmE quedan
muy alejados, impidiendo cualquier tipo de reaccién entre ellos. Por ello, estos
autores propusieron que el acercamiento entre tales sitios de unién podria ser
promovido por cambios conformacionales que tendrian lugar en el complejo,
posiblemente asociados al ciclo GTPasa de MnmE [60]. Sin embargo, nues-
tro grupo demostré mediante SPR que el residuo E585 de MnmG no estaba
implicado en la interaccion con MnmE aunque su cambio a alanina o lisina
afectaba significativamente la modificacion del tRNA in vivo, por lo que que-
daba pendiente dilucidar el rol de este residuo y aclarar las bases moleculares
de la interaccién MnmE-MnmG [82].

Recientemente, Versées y col. presentaron un segundo modelo del complejo,
generado a partir de experimentos de dispersion de rayos X de pequeno angulo
(SAXS), modelado bioinformético y otros datos de interaccién de calorimetria
isotérmica de titulacién (ITC) [28]. En este modelo, el heterotetramero estd
formado, asimétricamente, a través de la interaccién entre los dominios N-
terminal vy helicoidal de un protémero de MnmkE con el Cary de un protémero
de MnmG (figura 11B, arriba).
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Este modo de interaccién permite el acercamiento entre el sitio de unién del
MTHF en MnmE vy el sitio de unién de FAD en MnmG, lo que es esencial para
la primera parte de la reacciéon de modificacién segun el modelo propuesto
por Moukadiri et al. (2009). Cabe destacar que esta manera asimétrica de
interaccionar deja libre un protémero de cada uno de los homodimeros. Pero
estos autores, estudiando como afectaba la unién de un mimético de GTP a la
conformacion global del complejo, concluyeron que tal unién producia cambios
conformacionales en MnmE que se transmitian a MnmG, promoviendo que en
el protomero libre de MnmG se uniese un segundo dimero de MnmE, formando
un complejo 04B2 (figura 9B, abajo), que se disociarfa con la hidrdlisis de
GTP, regenerandose el complejo 0252,

Los dos modelos propuestos asumen que el modus operandi del complejo
MnmEG implica una intrincada dinamica conformacional dados los numerosos
datos indicativos de los cambios conformacionales que le afectan tras la unién
de diferentes ligandos. Por ello, conviene no perder de vista que las estructu-
ras cristalinas de las proteinas solo nos muestran instantdneas de un proceso
dindmico en el que aun quedan muchos aspectos por resolver. Varias publi-
caciones han confirmado que MnmkE sufre cambios conformacionales globales
como consecuencia de su ciclo GTPasa [80, 61, 28] y, por tanto, MnmG debe
responder a esta dindmica conformacional coordindndose con MnmkE para lle-
var a cabo los distintos pasos de la reaccién de modificacién. Ademds, se ha
visto que MnmG juega un papel importante en la estabilizacién del dimero
del dominio G de MnmE tras su unién a un mimético del GTP [61]. En esta
Tesis hemos abordado la interaccion funcional entre MnmE y MnmG desde
la informacién que nos proporciona MnmG. Nuestros resultados indican que
MnmG sufre una compleja dinamica conformacional que afecta desde la for-
macién del sitio de unién de FAD hasta su estado de oligomerizacién, pasando
por una serie de conformaciones diméricas que podrian modular la intervencion
del FAD en las reacciones con el MTHF y el tRNA, asi como la interaccién de

la proteina con el tRNA y con otros dcidos nucleicos.
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OBJETIVO GENERAL.

MnmG y MnmE son dos proteinas homodiméricas conservadas evolutiva-
mente que forman un complejo enzimatico (MnmEG), heterotetramérico de
tipo 0232, encargado de la modificaciéon de tRNAs bacterianos y mitocondria-
les. No conocemos con precision ni el mecanismo de la reaccion catalizada por el
complejo MnmEG ni la funcién de MnmG, mas alla de la posiblemente relacio-
nada con su capacidad de unir FAD. En esta Tesis se ha pretendido profundizar
en el conocimiento sobre estas cuestiones a través de un estudio minucioso de
la estructura, conformaciones diméricas y actividades ademads del analisis de
la unién de substratos, cofactores y otras macromoléculas fundamentales para

la funcién de MnmG.

OBJETIVOS CONCRETOS.

1. Contribuir a la caracterizacién estructural de MnmG (en colaboracién

con el grupo del Dr. Mirek Cygler, McGill University, Canad4)

2. Realizar un analisis comparativo de las estructuras depositadas de MnmG

hasta la fecha.
3. Caracterizar las consecuencias de la uniéon a FAD en MnmG.
4. Realizar un estudio de las relaciones estructura-funcién de MnmG.

5. Determinar la importancia funcional del Cary (dominio helicoidal) de
MnmG.

6. Estudiar la conformacién dimérica de MnmG vy la interfaz de dimeriza-

cién.

7. Analizar la interaccién entre el dominio N-terminal de MnmE y el nicleo
catalitico de MnmG.

8. Estudiar la interaccion de MnmG con el tRNA.

9. Elaborar un modelo de la reacciéon de modificaciéon basado en los datos

proporcionados por MnmG.

Como consecuencia de los descubrimientos hechos durante el abordaje de los

objetivos mencionados, planteamos una ampliacion de los mismos destinada al
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estudio de las dos conformaciones diméricas que tiene Mnm@G, lo que constituye

la segunda parte de esta Tesis en la que se abordan los siguientes objetivos:

1.

Estudio de la oligomerizacion de orden superior de MnmG

. Asociacién de MnmG con el rRNA
. Estudio de competicion tRNA y rRNA por la uniéon a MnmG
. Actividad NADH oxidasa del oligdmero de MnmG

. Relacién de las conformaciones diméricas de MnmG con la formacion del

oligémero

. Elaboracién de un modelo estructural de los oligdbmeros de MnmG

44



Parte 111

METODOLOGIA

45






METODOLOGIA

6. Material biolégico y oligonucleétidos.

Tabla 2. Relacion de cepas bacterianas

SupE44 AlaacU169 (A80 lacZ AM15) hsdR17 recAl

DHSa endA1 gyrA96 thi-Al Elseviers et al. 1984
DEV16 thi-1 rel-1 spoT1 lacZ105,,; val® mnmE-Q192X Cabedo et al 1989
BL21 (DE3) hsdS gal (Aclts857 ind1 Sam7 nin5 lacUV5 T7 gene 1)  Stuider et al. 1990
IC5241 MG1655 mnmG::Tn10 [Tet?] Yim et al. 2006
IC5975 BL21-DE3 mnmG::kan Shi et al., 2009
IC4639 DEV16 mnmE* bgl (Sal+) Yim et al. 2003
IC5975 BL21-DE3 mnmG::kan Sietal., 2009

Tabla 3. Relacién de construcciones

plC1180 FLAG-mnmG insertado entre sitios Ncol and Xbal of pBAD22 Yim et al., 2006
piC1181 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG- mnmG G13A Yim et al., 2006
piC1182 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG- mnmG G15A Yim et al., 2006
plC1183 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG G13A/G15A Yim et al., 2006
pIC1256 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG Y377H Shi et al. 2009
plC1274 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG G369A/G373A Shiet al. 2009
plC1276 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG G373A/Y377H Shiet al. 2009
plC1283 Plasmido derivado de pIC1180 expresando FLAG-MnmG, 535 Shi et al. 2009
plC1326 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG G52A/G53A Shi et al. 2009
plC1327 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG GE7A/GE8A Shi et al. 2009
plC1364 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG Y377A Shi et al. 2009
plC1365 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG G156A/T157A Shi et al. 2009
pIC1366 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG R174A Shi et al. 2009
plC1368 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG F158A Shi et al. 2009
plC1382 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG K56A Shi et al. 2009
pIC1383 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG K283A Shi et al. 2009
pIC1384 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG R286A Shi et al. 2009
pIC1385 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG R427A Shi et al. 2009
pIC1386 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG K88A Shi et al. 2009
pIC1387 Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG N48A/P49A Shi et al. 2009
plC1388 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG GB9A/PS0A Shi et al. 2009
pIC1389 Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG R204A Shi et al. 2009
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Tabla 3 (continuacién). Relacién de construcciones

plC1390
pIC1391
plC1392
plC1440
plc1442
piC1446
pIC1755
pIC1756
plC1760
piC1716
piC1690
piC1688
plC1689
piC1703
pIC1757
pIC1574
plC1758
pIC1759
piCé84
plC1325
piC1614
plC758
pIC1760
pIC1761
pIC1675
pIC1710
plC1711
piC1692
pIC1676
pIC1618

plC1619

Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG T201A/P202A

Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG R196A

Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG T199A/G200A

Plasmido derivado de plC1180 conteniendo FLAG-mnmG E585K
Plasmido derivado de pIC1180 conteniendo FLAG-mnmG R436A
mnmG insertada entre los sitios Ndel y Xhol de pET15b
Plasmido derivado de plC1446 conteniendo mnmG E585K
Plasmido derivado de pIC1446 conteniendo mnmG R436A
Plasmido derivado de pIC1446 conteniendo mnmG C47S
Plasmido derivado de pIC1446 conteniendo mnmG C277S
Plasmido derivado de plC1446 conteniendo mnmG D575K
Plasmido derivado de plC1446 conteniendo mnmG Y576G
Plasmido derivado de pIC1446 conteniendo mnmG L582G
Plasmido derivado de plC1446 conteniendo mnmG E566K
Plasmido derivado de plC1755 conteniendo mnmG R436A
Plasmido derivado de plC1446 expresando MnmG(1-550)
Plasmido derivado de pIC1574 expresando MnmG(1-550) R436A
Plasmido derivado de plC1574 expresando MnmG(1-550) C277S
mnmE insertada entre sitios BamHI y EcoRl pGEX4T

mnmE insertada entre los sitios Ndel y Xhol de pET15b
mnmE(1-360) insertada entre los sitios Ndel y Xhol de pET-15b
Plasmido derivado de plC684 expresando MnmE (220-385)
Plasmido derivado de plCE84 expresando MnmE (1-390)
Plasmido derivado de plC684 expresando MnmE (102-454)
mnmG(1650-1887) insertada entre los sitios Ndel y Xhol de pET-15b
Plasmido derivado de pIC1675 conteniendo mnmG E585K
Plasmido derivado de pIC1675 conteniendo mnmG K589E
Plasmido derivado de plC1675 conteniendo mnmG R603D
pIC16Plasmido derivado de pIC1675 conteniendo mnmG G606A
tRNAL insertado entre los sitios EcoRl y Pstl de pBSKrna

tRNA®¥ insertado entre los sitios EcoRl y Pstl de pBSKrna
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Tabla 4. Relacion de oligonucleé6tidos para mutagénesis

Nombre

G13A (F)
G13A (R)
G15A (F)
G15A (R)
G13AIG15A (F)
G13A/G15A (R)
N4BAIP49A (F)
N4BA/P49A (R)
G52A/G53A (F)
G52A/G53A (R)
KS6A (F)
K56A (R)
GB7A/GBBA (F)
GB7A/GESA (R)
K88A (F)
KB8A (R)
GBIA/PIDA (F)
GB9IPI0A (R)
G156AIT157A (F)
G156AIT157A (R)
F158A (F)
F158A (R)
R174A (F)
R174A (R)
R196A (F)
R196A (R)
T199A/G200A (F)

T199A/G200A (R)

5' — 3' Secuencia

CGTCATCATCATTGCCGGGGGTCATGCAG
CTGCATGACCCCCGGCAATGATGATGACG
CATCATTGGCGGGGCTCATGCAGGCACCG
CGGTGCCTGCATGAGCCCCGCCAATGATG
CGTCATCATCATTGCCGGCGCCCATGCAGGCACCG
CGGTGCCTGCATGGGCGCCGGCAATGATGATGACG
ATGAGCTGCGCCGCGGCGATCGGC
GCCGATCGCCGCGGCGCAGCTCAT
CCGGCGATCGCCGCTATTGGGAAG
CTTCCCAATAGCGGCGATCGCCGG
GGCGGTATTGGGGCGGGACATCTGGTA
TACCAGATGTCCCGCCCCAATACCGCC
GATGCACTCGCCGCTCTGATGGCG
CGCCATCAGAGCGGCGAGTGCATC
CTAAACGCAAGCGCAGGACCGGCGGTTC
GAACCGCCGGTCCTGCGCTTGCGTTTAG
GCAAGCAAAGCCGCGGCGGTTCGC
GCGAACCGCCGCGGCTTTGCTTGC
GCTCACCGTTGCGGCATTCCTCGACGG
CCGTCGAGGAATGCCGCAACGGTGAGC
CTCACCGTTGGGACGGCCCTCGACGGTAAAATTC
GAATTTTACCGTCGAGGGCCGTCCCAACGGTGAG
TACAGCGGTGGCGCTGCTGGTGATCCG
CGGATCACCAGCAGCGCCACCGCTGTA
TGCGCGTTGGTGCACTGAAAACCGG
CCGGTTTTCAGTGCACCAACGCGCA
TCGTCTGAAAGCCGCCACACCACCGC

GCGGTGGTGTGGCGGCTTTCAGACGA
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Tabla 4 (continuaciéon). Relacion de oligonucleétidos para mutagénesis

Nombre
T201A/P202A (F)
T201A/P202A (R)

R204A (F)

R204A (R)

K283A (F)

K283A (R)

R286A (F)

R286A (R)

Y377A (F)

Y377A (R)

R427A (F)

R427A (R)

R436A (F)

R436A (R)

R440A (F)

R440A (R)

R447A (F)

R447A (R)

E585K (F)

E585K (R)

E585A (F)

E585A (R)

E536X (F)

E536X (R)

C47S (F)

C47S (R)

C277S (F)

C277S (R)

550X (F)

550X (R)

GAAAAACCGGGGCAGCGCCGCGTATTGA
TCAATACGCGGCGCTGCCCCGGTTTTITC
GGACACCACCGGCAATTGATGCTCGA
TCGAGCATCAATTGCCGGTGGTGTCC
CCGTCGATCGAAGACGCAGTCATGCGCTTCGCC
GGCGAAGCGCATGACTGCGTCTTCGATCGACGG
GAAGACAAAGTCATGGCCTTCGCCGACAGAAAT
ATTTCTGTCGGCGAAGGCCATGACTTTGTCTTC
CGGCACTACCGGTGCCGAAGAAGCCGCT
CAGCGGCTTCTTCGGCACCGGTAGTGCCG
CCAAAGAACCGTATGCTATGTTTACTTICGCG
CGCGAAGTAAACATAGCATACGGTTCTITGG
CGCGCGCAGAATATGCTCTGATGCTACGCG
CGCGTAGCATCAGAGCATATTCTGCGCGCG
GAATATCGTCTGATGCTAGCGGAAGATAATGCGGATCTG
CAGATCCGCATTATCTTCCGCTAGCATCAGACGATATTC
GATAATGCGGATCTGGCTTTGACTGAAATCGGTC
GACCGATTTCAGTCAAAGCCAGATCCGCATTATC
CCGGTCTTTCTAACAAAGTGATCGCCAAAC
GTTTGGCGATCACTTTGTTAGAAAGACCGG

CCGGTCTTTCTAACGCAGTGATCGCCAAAC

GTTTGGCGATCACTGCGTTAGAAAGACCGG
GCGTTGACAGACTAACAGGCGGCGG
CCGCCGCCTGTTAGTCTGTCAACGC
TGGGGCAGATGAGCAGCAACCCGGCGATCGG
CCGATCGCCGGGTTGCTGCTCATCTGCCCCA
GTCGGCCCACGCTACAGCCCGTCGATCGAAGAC
GTCTTCGATCGACGGGCTGTAGCGTGGGCCGAC
GGCCTCGAGTTAATAATAACCTTCGTATTTAACCTG

CAGGTTAAATACGAAGGTTATTATTAACTCGAGGCC
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7.

7.1.

7.2.

7.3.

Material quimico y bioquimico.

Electroforesis

Agarosa en polvo de uso habitual Pronadisa. Uso: geles de dcidos nuclei-

cos y geles de retardo acido nucleico-proteina.

Acrilamida procedente de una mezcla comercial 29:1 acrilamida, N”,
N “metilen-bis-acrilamida Amresco. Uso: Geles de poliacrilamida para

migracion de proteinas en condiciones nativas y desnaturalizantes.

Geles comerciales de poliacrilamida en gradiente 3-12 %, Invitrogen. Uso:

Migracion de proteinas en condiciones nativas.
Agentes de tincién:

e Rojo Ponceau (Sigma) para Electroforesis Roja Nativa.

e “Gel Red” (Invitrogen) agente de tincién de &cidos nucleicos en

agarosa

e Azul de Coomassie R-250 (BioRad)

Extraccion y purificacion de DNA.

Extracciéon de DNA gendémico bacteriano con “High Pure PCR Template
Preparation Kit” (Roche).

Purificacion de pldsmidos con “High Pure Plasmid Isolation kit” (Roche).
Purificaciéon de fragmentos de DNA productos de PCR “Hig Pure PCR

Product Amplification kit” (Roche).

Extraccion y purificacion de tRNA.

Columnas Nucleobond (AX500).

Columnas de agarosa conjugada con Estreptavidina “HiTrap Streptavi-
din HP 1 ml “(GE Healthcare) para purificacién de tRNAs especificos.
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7.4.

7.5.

7.6.

Extraccion y purificacion de tRNA.

Columnas tRNA total.

Columnas de agarosa conjugada con Estreptavidina “HiTrap Streptavi-
din HP 1 ml “(GE Healthcare) para purificacién de tRNAs especificos.

Reacciones de PCR.

Oligonucledtidos cebadores (Sigma).
Desoxinucledtidos (ANTPs) (Invitrogen).

Taq DNA polimerasas.

e Para fragmentos de DNA largos “Expand Long Template” (Roche).
e Para fragmentos de DNA cortos DNA polimerasa (Biotools).

Enzimas.

Diferentes enzimas de restriccién para clonacién en plasmidos de frag-
mentos de DNA y comprobacién de secuencias mutadas (MBI Fermentas,

Amersham Bosciences, Roche, New England Biolabs y Promega).
T4 DNA ligasa (Roche).

Tripsina tratada con TPCK (Sigma), para ensayos de proteccién inducida
por FAD.

Trombina (Sigma), para purificacién de GST-MnmE.

Nucleasa P1 (Sigma), para digestién de tRNAs y posterior defosfofori-
lacién con Fosfatasa alcalina (Sigma) para el anélisis de nucléosidos por
HPLC.

RNasa A (Gibco), para degradacién de RNA asociado a MnmG.

DNasa I (Pharmacia), para degradaciéon de DNA en extracciones de RNA
total.
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7.7.

7.8.

Transferencia e inmunodeteccion.

Anticuerpo anti MnmG primario obtenido a partir de la inoculacién de
la proteina purificada MnmG a conejos neocelandeses blancos. El suero
obtenido es posteriormente inmunopurificado a través de su retencion y
posterior elucién en una membrana de nitroceluosa (Hybond Amersham

Biosciences) con MnmG purificada previamente fijada.

Anticuerpo secundario policlonal anticonejo IgG conjugado a peroxidasa

(Sigma).

Membranas de PVDF (Amersham Biosciences), para inmunodeteccion
de MnmG.

Revelado sistema ECL (Amersham Biosciences).

Purificacién de proteinas.

Isopropyl-B-D-thiogalactopirandsido (Apollo Scientific) induccién de la
expresién de proteinas en el sistema pET y pGEX.

Arabinosa (Sigma), induccién de la expresién de proteinas en sistema
pBAD.

Cromatografia de afinidad:

e Resina de agarosa conjugada a glutation (Sigma), para purificacién
de GST-MnmE.

e Resina de agarosa conjugada con anticuerpo AntiFlag(GE Health-

care), para purificacién de proteinas etiquetadas Flag-MnmG.

e Resina de agarosa conjugada con cobalto (Clontech), para purifica-

cion de proteinas etiquetadas con 6xHis.

e Peptido FLAG (Genescript), para elucién proteinas etiquetadas con
Flag.

e Imidazol (Sigma), para elucién proteinas etiquetadas con 6xHis.

e Concentracién y lavado de proteinas con sistema de filtracién cen-
tricones: Amicon Ultra 4 (NMWL 10K y 30K) y Amicon ULTRA
15 (NMWL 30K y 50K).
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e Membranas de didlisis (Spectra Por).

e Columna cromatografia exclusiéon molecular para FPLC Superdex
200 HR 10/30 o para Ettan LC Superdex 200 5/150 GL (Amersham

Bioscienes).

7.9. Ligandos de MnmG y agentes quimicos especificos.

= FAD, NAD+, NADH y NADPH (Sigma), en ensayos de unién y activi-
dad.

» Jodacetamida (Amersham) alquilacién irreversible de grupos tiol.
= Dithiotreitol agente reductor de proteinas.

» Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (Sigma), usado como inhibidor de Ser/ Thr-

proteasas en purificacién de proteinas y ensayos de tripsinolisis.

» Glicerol (Sigma) agente estabilizante de proteinas en electroforesis.

7.10. Medios de cultivo.

= Los productos especificos para la elaboracién de medios de cultivo fueron

de Difco y Pronadisa.

» Ampicilina, Cloranfenicol y tetraciclina (Roche y Sigma), fueron los an-

tibidticos usados para la seleccion de resistencias en medios de cultivo.

8. Aparatos.

= Centrifugas: Hereaus Biofuge 22R, Beckman Avanti J25 y Beckman Avan-
ti J20XD.

» Termociclador PTC-100 y PTC-150 de MJ Research.

» Espectrofotémetros:

e Nanodrop (Applied Biosciences).
e Spectra Max M5 (Molecular Devices).

= Espectroluorimetro JASCO FP6500.
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9.1.

9.2.

Dicrégrafo JASCO J-810.

Sistemas automatizados de cromatografia liquida :

e Elite LaChrom (HPLC) WWR Hitachi.
e AKTA Purifier FPLC (Amersham Biosciences).

e Ettan LC (Amersham Biosciences).

Sonicador (Labsonic Braun).
Calorimetro Isotérmico de titulacién (Microcal LLC).
Biacore T100 (GE-Healthcare).

Otros aparatos como cubetas y fuentes de electroforesis, balanzas, incu-
badores, estufas, pHmetros..., habituales en un laboratorio de biologia

molecular.

Software y servidores informaticos.

Analisis matematico.

Microsoft Excel: preparacion de datos experimentales para su posterior

analisis.

GraphPad Prism 4.0: ajuste de datos experimentales a modelos tedricos

preestablecidos y construccién de graficas.

Analisis de secuencias de proteinas y acidos nuclei-

COsS.

“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)” base de datos de

secuencias de genes y proteinas y rutas metabdlicas [47].

Protparam computacién de pardmetros fisico-quimicos a partir de se-

cuencias de proteinas [33].
BLAST alineamientos de secuencias de dcidos nucleicos [3].

Clustal W alineamiento local de secuencias de proteinas [53].
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9.3.

9.4.

10.

Consurf alineamiento multiple de secuencias de proteinas [6].
BioEdit edicién de secuencias de dcidos nucleicos y proteinas [41].
NEBCutter generacion de patrones de restriccion de secuencias de DNA

92].

Analisis de estructuras de proteinas y RNA.

“Protein data bank” (PDB) base de datos de estructuras tridimensionales

de proteinas y dcidos nucleicos [10].

Chimera visualizacion, analisis, alineamiento y generacién de imagenes

de estructura de proteinas y volimenes obtenidos por EM [73].

“Adaptative Poisson-Boltzman Solver” (APBS) cédlculo de potenciales

electrostaticos de superficie de proteinas [8].

Servidores DALI y PDBeFold para alineamineto multiple de estructuras
de proteinas [46, 51].

Servidor elNemo para el andlisis de modos normales [86].

Otros.

“Modomics” base de datos de modificacién de tRNA[22].

Microsoft PowerPoint y Adobe Ilustrator para composicién de figuras

Técnicas microbioldgicas.

10.1. Crecimiento de cepas bacterianas.

Las cepas de E. coli se crecieron a una temperatura de 37°C, en presencia

de antibidtico o no segin convenga, usando el método descrito por Miller et
al. 1992. El medio utilizado para ello fue LBT (extracto de levadura 5 g/L,
bacto-triptona 10 g/L, 10 g/L de NaCl y 40 mg/ml de timina) para cultivo

liquido o LAT (LBT+ agar 20 g/L) para cultivo en placa. El crecimiento en

cultivo liquido es monitorizado por turbidometria midiendo la densidad 6ptica
(DO) a 600 nm de longitud de onda.
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10.2. Conservacion de cepas bacterianas.

Las diferentes cepas bacterianas fueron conservadas, guardando una mues-
tra de cultivo liquido en presencia de glicerol al 20 % rédpidamente congelada

en N2 liquido y almacenada en un congelador a -80°C.

Generacion de células bacterianas competentes para posterior trans-

formacion.

Las células son crecidas en LBT a 37°C vy en agitacién hasta una DOggo de
0.6, se recoge el cultivo por centrifugacién a 4°C a 4000 g. Manteniendo siempre
las células en frio, se resuspende el pellet en CaCl, 0.1 M y se incuban en
hielo durante 30 min. El CaCl, favorece la adhesién de las moléculas de DNA
exogenas a la membrana celular ayudando ademads a la permeabilizacion de
ésta. Tras la incubacion se recogen las células por centrifugacion en frio a 4000
g y se resuspenden en CaCl, 0.05 M v 20 % de glicerol para ser posteriormente

congeladas y guardadas en congelador a -80°C.

10.3. Transformacion de una cepa bacteriana.

La transformacion bacteriana es un proceso, basado en la conjugacién na-
tural ocurrida entre bacterias, por el cual se introduce un DNA plasmidico
en una célula bacteriana. El método consiste en poner un volumen de unos
100 pl de células competentes con 50-100 ng de DNA plasmidico. Se incuban
durante 30 min en hielo y tras ese periodo se les aplica un choque térmico (90
s a 42°C y 120 s en hielo) lo que abre poros en la membrana plasmética de las
células competentes permitiendo la entrada del DNA. A continuacion se deja
que las células se recuperen anadiendo medio LB (1ml) e incubdndolas durante
90 min a 37°C en agitacién. Tras la recuperacién se siembran en placas con

medio LAT selectivo y se dejan 20 h en una estufa a 37°C.

11. Técnicas de acidos nucleicos.

11.1. Extraccion de DNA gendémico y plasmidico.

Mediante los kits comerciales “High Pure PCR Template” y “High Pure
Plasmid Isolation” se extrajeron DNA genémico y DNA plasmidico de diferen-

tes cepas bacterianas para su posterior uso. El protocolo del fabricante consiste
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basicamente en resuspension de cultivo, lisis celular, neutralizacion, recupera-
cién de fraccién soluble, adsorcién del DNA a una columna de intercambio

iénico y finalmente elucién en tampén TE (Tris-EDTA).

11.2. Determinacién de la pureza y tamano de acidos

nucleicos.

Cuantificaciéon de DNA: midiendo la Asgy podemos calcular la concentra-
ci6on de DNA y conociendo la ratio Aggy/Asso podemos hacernos una idea
de su pureza. Usando el NanoDrop cuantificamos todas nuestras muestras de
DNA asegurdndonos que la ratio Aggo/Agso sea mayor que 1.8. Para conocer
el tamano de una muestra con uno o varios fragmentos de DNA, se carga, en
presencia de glicerol al 10 %, en un gel horizontal de agarosa de un porcentaje
determinado en funcién de los tamanos esperados de los fragmentos de DNA a
analizar. Los geles se someten a un voltaje constante de alrededor de 80 voltios
el tiempo necesario para una separacién optima. Estos geles son previamente

tenidos con “Gel Red” para su posterior revelado en un transiluminador UV.

11.3. Amplificacién del gen mnmG a partir de DNA

gendomico extraido de FE.col:.

Se disenaron oligonucleétidos cebadores a partir de la secuencia genémica
de E.coli (b3741 KEGG). Se realizé la siguiente mezcla para a reaccién: dNTPs
2.5 uM, MgCl, 1.5 uM, oligonucledtidos cebadores a 3 uM, 1 unidad de Taq
DNA polimerasa y entre 20 y 100 ng de DNA genémico procedente de E. coli.
Para la amplificacién completa de este gen (1800 pb) se aplicé el siguiente

protocolo en el termociclador:
» 1 ciclo de 3 min a 94°C, apertura de las hebras de DNA

= 30 ciclos de :

e 30 s a 94°C.
e 30 s a 63°C temperatura de hibridacién de los oligonucleétidos.

e 5 min 72°C tiempo y temperatura de extension.

= 1 ciclo de 10 min a 72°C.
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11.4. Mutagénesis dirigida de MnmG.

Introducciéon de mutaciones especificas en las construcciones pBAD-FlagMnmG,
pET15b-HisMnmG, pET15b-HisMnmG (1-550) y pET15b-HisMnmG (535-629).
Se disenan oligonucleétidos entre 30 pb y 40 pb con el cambio a introducir en
el centro de la secuencia, lo que permitira una correcta hibridacién entre los
oligonucledtidos y el DNA a mutagenizar a pesar del pequeno desapareamiento
que se producira en el centro. Ya que el proceso implica amplificar un DNA
circular largo (plasmidos entre 4000 pb y 5000 pb) aumentaremos la concen-
tracion de dNTPs en la mezcla, el nimero de ciclos y el tiempo de extension
y usaremos la Taq DNA polimerasa Expand Long Template de alta robustez

y fidelidad de copia. El protocolo aplicado en el termociclador fue el siguiente:
» 1 ciclo de 3min a 94°C

= 40 ciclos de:

e 30s a 94°C.
e 30s a 63°C.

e 10min a 68°C (T 6ptima de la DNA polimerasa “Expand Long
Template” )

= 1 ciclo de 10min a 68°C.

El producto amplificado es ahora digerido con la enzima de restriccién Dpnl.
Esta enzima reconoce las hebras de DNA parentales a través de las secuencias
GAmTC metiladas por la metilasa Dam en FE. coli. Las hebras sintetizadas
de novo no estaran metiladas y por tanto no seran digeridas por Dpnl. El
producto ya digerido es transformado en una cepa DH5a que no tiene el sistema

de restriccién que degradaria el DNA no metilado exdgeno.

Comprobacion de la mutacién introducida por analisis de restriccion.

Habitualmente al introducir una mutacién se produce un cambio en la se-
cuencia diana de algin enzima de restriccién. Para analizar esta posibilidad
usamos el programa NEBCutter para identificar las secuencias diana que ha-
yan podido cambiar asi como los enzimas de restriccion asociados. De esta
manera comparando el patrén de restriccién en un gel de agarosa podemos

diferenciar los clones que han introducido la mutacién de los que no lo han
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hecho. El proceso consiste en extraer el plasmido a comprobar, amplificar una
region alrededor de 500pb que incluya la zona supuestamente mutagenizada,
digestién toda la noche con el enzima adecuado (segin NEBCutter) y pos-
teriormente comparar los patrones de restriccién en un gel de agarosa. Por
ultimo se confirmara por secuenciacion la presencia de la mutacién y, ademas,
que no se han introducido otras mutaciones no deseadas durante el proceso

(Servicio de Secuenciacién CIPF).

11.5. Clonacién de MnmG y MnmG (535-629).

El producto amplificado de mnmG procedente del DNA gendémico de FE. coli,
se reamplificé por PCR anadiendo colas con las secuencias diana de las en-
zimas de restriccién Ndel y Xhol con los oligonucleétidos 5 Ndel-mnmG-
CCGCATATGTTTTA TCCGGATCCTTTTGACGTC y 3"Xhol-mnmG-CC
GCTCGAGTTATGCGCT ACGACGCAGCATACCCTG. A continuacién se
digiere el fragmento y el plasmido cerrado pET15b con Ndel y Xhol lo que
genera extremos cohesivos complementarios entre el amplificado mnmG y el
vector pET15b. Tras la digestién se precipitan con 2.5 voliumenes de etanol ab-
soluto y 0.1 volimenes de acetato sédico 3 M. Finalmente se lleva a cabo una
reaccién de ligacién con ligasa T4 y se deja reaccionar toda la noche a 16°C. La
construccién serd entonces comprobada por secuenciacion. El mismo proceso
se utilizé para clonar la regién correspondiente a MnmG(535-629), pero par-
tiendo de la construccién pET15b-mnmG (pIC1446) de donde fue amplificada
usando los oligonucledtidos 5’ Ndel-Cary-GCAGCCATATGACAGA CGAA-
CAGGCGGCGGAACAG y 3’ Xhol-mnmG-CCGCTCGAGTTATGC GCTACG
ACGCAGCATACCCTG.

11.6. Clonacién tRNAMs y tRNACYs,

Los genes correspondientes a los tRNA™s y tRNAYs fueron amplificados a
partir de DNA gendémico procedente de E. coli anadiendo colas con las secuen-
cias diana de los enzimas de restricciéon EcoRI y Pstl con los oligonucleétidos
5" EcoRI-EcLys-CCGGAATTCGGGTCGTTAGCTCAGTTGGTAGAG, 3 Pstl-
Ec Lys-TGCAC TGCAGTGGTG GGTCGTGCAGGATTCGA, 5" EcoRI-EcCys-
CCGGA ATTCGGCGCGT TAACAAAGCGGTTATG y 3 Pstl - Ec Cys-
TGCA CTGCAGTGGAGGC GCGTTCCGGAGTCGAAC. Los fragmentos

resultantes fueron insertados en el vector pBSKrna [Ponchon2009] siguiendo
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el procedimiento antes descrito pero usando los enzimas de restriccion EcoRI
y Pstl.

11.7. Extraccion de RNA total.

Se crecen 10 ml de un cultivo bacteriano hasta una DOggy 0.6 y se recogen
las células. El pellet se resupende en 0.6 ml de un tampén (25 mM Tris-HCI
pH 7.4, 60 mM KCI, 10 mM MgCl,, 0.6 % Brij58, 0.2% Na-deoxycholate,
0.02% SDS) [26] y se anade 0.6 ml de fenol, se agita vigorosamente durante
1 min y se centrifuga a 16000G 5 min. Se recupera entonces la fase acuosa y
se anade el mismo volumen de cloroformo. Se agita y centriguga de la manera
antes mencionada y se recupera la fase acuosa. En este momento si se quiere
recuperar solo el RNA total se trata con DNasa I durante 45 min a 37°C y
si no, se anade directamente 2.5 volimenes de etanol absoluto frio y se deja
precipitando toda la noche a -20°C. A continuacién se recuperan los 4cidos
nucleicos tras 30 min de centrifugacién a 16000 g a 4°C y dos lavados con

etanol 70 % frio. Finalmente el pellet se guarda seco a 80°C.

11.8. Purificacion de tRNA total.

Un pellet de RNA total se resuspende en tampén R200 (100 mM Tris-
H3PO4, pH 6.3, 15 % Etanol, 200 mM KCl) y se anade a columnas Nucleobond
(AX500) equilibradas con el mismo tampén. La columna se lava con 6 ml de
tampdén R200 y 2 ml de tampén R650 (igual que R200 pero conteniendo 650
mM KCI). La elucién del tRNA total se consigue con 7 ml de tampén R650
y posteriormente, se precipita con 0.7 volumenes de isopropanol frio mediante
centrifugacién a 4°C durante 45 min a 7000 rpm. Los precipitados se lavan
dos veces con etanol 70 % frio y se secan para mds tarde disolverlos en agua.
Por 1ltimo, se cuantifica en el espectrofotémetro Nanodrop y se alicuotan

guarddndose a -20°C.

11.9. Purificacion de un tRNA especifico.

Las construcciones pPBSK-tRNALys (pIC1618) y pBSK-tRNACys (pIC1618)
se transforman en una cepa DH5a v se dejan crecer durante 16 h transcribiéndo-
se el tRNA correspondiente gracias a la accién del promotor constitutivo (Ipp).

Se recogen las células y se lleva a cabo una extraccién de tRNA total. Previa-
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mente se ha unido oligonucleétido biotinilado, complementario a la region 3 “del
tRNA a purificar, a una columna de agarosa conjugada con streptavidina. Esta
columna, entonces, es equilibrada con tampén BI (10mM Hepes-KOH pH 7.5,
NaCl 400 mM, EDTA 5 mM) a través de un sistema con jeringuilla a la vez
que se calienta en un bano a 722C. A continuacién, y manteniendo la columna
a 72°C, se pasa la solucién que contiene el tRNA total a un flujo de aproxima-
damente 1 ml por minuto y recuperandose en un tubo nuevo. Este proceso se
repite hasta que la Aggo de la solucién de tRNA total no varia, indicando que
la columna ha llegado a su maxima capacidad de adsorcién. La temperatura,
en este caso a 72°C, es un factor crucial ya que permite la hibridacién entre el
tRNA y su oligonucleétido complementario conjugado con biotina. Por tanto
esta temperatura puede variar en funcién de la longitud del oligonucledtido
ya que variard su Tm. A continuacién se deja enfriar hasta 42°C terminado
asi de hibridar el tRNA especifico, la columna se lava dos veces con tampoén
BI (1:4) para eliminar tRNAs unidos a la columna inespecificamente. Final-
mente el tRNA especifico adsorbido se eluye en tampén BI (1:20). Finalmente
se anaden 2.5 volumenes de etanol absoluto frio y se deja precipitar toda la
noche a -20°C. Al dia siguiente se lava con etanol 70 % frio y se deja secar para
guardarlo a -80°C o se resuspende en un tampé6n (Tris 50mM pH 7.5, 150 mM
NaCl y 5mM MgCl, ) para comprobar su pureza en un gel 3% agarosa.

11.10. Analisis del contenido en nucledsidos de una mues-
tra de tRNA.

100 yg de tRNA total o 25 ug de un tRNA especifico son digeridos con
nucleasa P1 (16 h 37°C) y defosforilados con fosfatasa alcalina (2 h 37°C). A
continuacién se analiza por cromatografia liquida de alta presién en fase reversa
(RP-HPLC)[34] con una columna Develosil C30 (2503 4.6 mm; Phenomenex
Ltd.). Se mide la absorbancia a 314 nm para detectar nucledsidos con tiolacién

(xm®s?U) o a 254 nm para detectar nucledsidos no tiolados (xm®U).
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12. Técnicas de proteinas.

12.1. Expresiéon y purificacion de proteinas por afinidad
en el sistema pET15b-6xHis-.

Las construcciones pET15b-HisMnmG, pET15b-HisMnmG(1-550), pET15b-
HisMmG-(535-629) y pET15b-HisMnmE(1-120) se transforman en una cepa
BL21DE3 competente. Se inocula una colonia en medio liquido a 37°C y se
deja crecer toda la noche. Al dia siguiente se inocula 10 ml por litro de me-
dio LBT y se deja crecer hasta una DOgyy = 0.6. A continuacién se induce
la expresién de las proteinas con IPTG 0.1 mM y se incuba 20 h a 20°C en
agitacién 120rpm. Al dia siguiente se recogen las células por centrifugacion. El
pellet se resuspende en un tampén 50 mM Tris-HC] pH=7.5 500 mM NaCl, 5
mM MgCly, 5 mM B-mercaptoetanol, 20 mM imidazol y 2 mM de PMSF y se
lisan las células por sonicacion. Separamos las fases soluble e insoluble por cen-
trifugacién a 4°C 40000 g durante 30 min. Se incuba la fase soluble con resina
de cobalto, 1 ml por cada 1 mg de proteina esperado, durante 45 min a 4°C
y en agitacién suave. Repartimos la fase soluble incubada con la resina en dos
columnas con filtro donde se quedard retenida la resina de cobalto con las pro-
teinas adsorbidas. Entonces cada columna se lava con 150ml de tampdén 50mM
Tris-HCI pH 7.5, NaCl, 5 mM MgCly, 5 mM B-mercaptoetanol e imidazol a 20
mM. Seguidamente las proteinas se eluyen por competicién con un tampoén,
similar al de lavado pero sin 3-mercaptoetanol y con 250 mM de imidazol, que
competird con las histidinas de la etiqueta (6xHis) de la proteina a purificar,
por la unién del cobalto liberando a la proteina de la resina. Finalmente las
proteinas se concentran por filtracién con Amicon Ultra y se analiza su pureza
y tamano por SDS-PAGE.

12.2. Expresion y purificacion de proteinas por afinidad
MnmG en el sistema pBAD-Flag-.

La construccién pBAD-FlagMnmG y todas sus variantes fueron usadas
para los ensayos de modificaciéon de tRNA in vivo por las caracteristicas de su
promotor. Por este motivo se usaron también para el andlisis en paralelo de la
proteccion inducida por FAD. Las construcciones fueron introducidas en una

cepa portadora de una mutacién nula en el gen mnmG cromosomal (IC5241,
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mnmG::Tn10) para un posterior andlisis de nucleésidos modificados en HPLC
o para la purificacién de la proteina. En este caso el cultivo se induce con
arabinosa 0.2 % vy se incuba a 20 h a 20°C en agitacién a 120 rpm. Se obtiene
la fraccién soluble de la manera antes descrita pero en un tampén 50mM Tris-
HCI1 pH 7.5, 300 mM NaCl, 5 mM MgClyy 2 mM PMSF'. La fraccién soluble se
incuba esta vez con resina de agarosa conjugada con un anticuerpo AntiFlag
en las condiciones descritas previamente. Se lava cada columna con 250 ml del
tampdén 50 mM Tris-HC pH 7.5, 300 mM NaCl y 5 mM MgCl2 y se eluye en este
mismo tampén pero con una concentracién de péptido Flag (DYKDDDDK)
de 0.1 mg/ml. Finalmente se concentran la proteinas por filtracién en Amicon

Ultra y se analiza su pureza y tamano por SDS-PAGE.

12.3. Expresion y purificacion de la proteina MnmE por
afinidad en el sistema pGEX4T.

El sistema pGEX permite la purificacién de proteinas fusionadas a GST
(Glutation-S-transferasa) mediante cromatografia de afinidad con una resina
de agarosa conjugada con glutation a la cual se adsorbera la proteina GST-
MnmE pudiendo eluir MnmE con una digestion con trombina, debido a la
existencia de una diana de corte para la proteasa . La construcciéon pGEXGST-
MnmE fue entonces introducida en una cepa DH5a y crecida en medio LBT
de la manera ya descrita. La expresion de la proteina se induce con IPTG
0.5 mM durante 6 h a 30°C. El pellet se resupende en tampén PBS con 2.5
mM EDTA y 2 mM PMSF para inhibir metaloproteasas y Ser/Thr-proteasas
respectivamente. La fraccién soluble obtenida se incuba con resina agarosa
conjugada con glutation 60 min a 4°C en agitacién suave. Se reparte la mezcla
en columnas y se lava cada una con 150 ml de PBS. A continuacién se incuba la
resina con GST-MnmE adsorbida con 1 ml de PBS con 4 unidades de trombina
1 h a temperatura ambiente y 16 h a 4°C en agitacién suave. Al dia siguiente
se eluye MnmG con 10 ml de PBS por cada columna. Finalmente se concentra
como siempre por filtracién con Amicon Ultra y se analiza su pureza y tamano
por SDS-PAGE.
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12.4. Cuantificacion de proteinas y deteccion de la pre-

sencia de FAD por espectrofotometria.

Gracias a la capacidad de absorber luz ultravioleta (UV) de los residuos
aromaticos (Trp, Tyr y Phe) de una proteina, podemos cuantificar su concen-
traciéon midiendo la A280. La ley de Lambert-Beer relaciona la absorbancia de

una molécula dada con su concentracién a través de la ecuacion:
n A=c C1

Ecuacién donde A es la absorbancia a una longitud de onda dada, ¢ es el
coeficiente de extincién molar para la longitud de onda dada, 1 es el paso de luz
y C la concentracion de la muestra Podemos calcular el coeficiente de extincion
molar (€) tedrico de una proteina, a partir de su secuencia de aminodcidos

usando ProtParam [gasteiger2005protein|. Los €280 utilizados fueron:

= MnmG g950= 47.3 mM cm-1, MnmG(1-550) €950= 38.8 mM cm-1 y
MnmG(535-629) €950= 9.9 mM cm-1

= MnmE g9g9 = 26.9 mM cm-1, MnmE(1-120) €950= 8.5 mM em-1 , MnmE(220-
385) €980 = 11.0 mM cm-1 , MnmE(102-454) €989 = 18.0 mM cm-1 y
MnmE(1-390) €950 = 20.9 mM cm-1

Cuantificamos las proteinas, entonces, midiendo su Asgg en los espectrofotéme-
tros NanoDrop o Cary UV. Dado que MnmG es un flavoenzima que copurifica
con FAD, podemos detectar su presencia midiendo la absorbancia en el visi-
ble. E1 FAD es una molécula 6pticamente activa con un caracteristico espectro
de absorcion en el visible cuyos maximos de absorbancia se dan a 370 nm y
450 nm de longitud de onda ()\). Por tanto midiendo el espectro de absorcién
UV /visible de una solucién de MnmG, podemos determinar si lleva la flavina

unida e incluso determinar su concentracién (FAD g450 = 11.3 mM cm-1).

12.5. Analisis de la pureza y tamano de proteinas por
SDS-PAGE.

Usando geles de poliacrilamida en presencia de SDS se separa y analiza
el tamano (comparando con un marcador de tamanos) de las proteinas pre-
sentes en una muestra. Las muestras se calientan a 95°C durante 5 min en

un tampén de carga (50 mM Tris-HC1 pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 1%
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B-mercaptoetanol, 12.5 mM EDTA y 0.02 % de azul de bromofenol). Las pro-
teinas se desnaturalizan térmicamente a 95°C durante 5 min. E1 SDS se unird a
las proteinas manteniéndolas desnaturalizadas y aportando una carga negativa
uniforme. A continuacién las proteinas se analizan en un gel de poliacrilamida
discontinuo siguiendo el protocolo de Laemmli[52] y se les aplica un amperaje
constante de 25 mA. Gracias al SDS las proteinas migran hacia el dnodo y
solo en funcién de su tamano. Los geles posteriormente se tifien con azul de

Coomassie para revelar la presencia de proteinas en los geles.

12.6. Analisis de la conformacién nativa y el estado de

oligomerizacion de una proteina.

» Electroforesis Roja Nativa [20]. Es una variacién de los geles Azul
Nativo desarrollados en un principio para la solubilizaciéon y separacion
de complejos mitocondriales en sus formas nativas y enziméaticamente
activas [78]. Ambos métodos se basan en el uso de un colorante aniénico
capaz de unirse a las proteinas confiriéndoles una carga negativa unifor-
me y ayudando a su solubilizaciéon. El azul de Coomasie, usado en los
geles Azul Nativo, se une con mucha mas fuerza que el rojo Ponceau S
utilizado en la electroforesis Roja Nativa. Por lo tanto, es més sencillo
eliminar el Rojo Ponceau S de las proteinas sin afectar a su conformacion
nativa. Las proteinas migraran, entonces, solo en funciéon de su masa y
forma debido la cantidad de carga negativa aportada por los colorantes.
Nos decantamos por el uso de rojo Ponceau S dado que vamos a usar
este método para la separacién de proteinas ya purificadas y por tanto
solubilizadas (figura 12). Como resultado de este procedimiento obtu-
vimos una separacién resolutiva de las proteinas sin signos visibles de

agregacién y con bandas muy discretas.

e Analisis del estado de oligomerizacion de MnmG :
o Tanpén cdtodo: 50 mM Tricina, 15 mM BisTris-HCl y 0.012 %
rojo Ponceau S, pH 7.0
o Tamp6n dnodo: 50 mM Bis/Tris-HCI, pH 7.0

o Tampén de carga: 50 mM Bis/Tris-HCI, 100 mM NaCl, 15 %
glicerol y 0.02% rojo Ponceau S, pH 7.0

o Gel en gradiente 3-12 %Bis/Tris Novex Native PAGE
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Figura 12: Imagen de una elecroforesis Roja Nativa (NRE). Gel de poli-

acrilamida continuo en presencia de rojo Ponceau.

o Condiciones de carrera: Amperaje constante 15 mA entre 90
min y 150 min a 4°C.

e Comparacion de las formas diméricas de MnmG :

o Tampén catodo: 50 mM Tris-HCI, 190 mM Glicina y 0.012 %
rojo Ponceau S, pH 8.3.

o Tampoén anodo: 50 mM Tris-HCI1 y 190 mM Glicina, pH 8.8.

o Tampén de carga: 50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 15 % glicerol
y 0.02% de rojo Ponceau S, pH 7.5.

o Tampén del gel: 8 % acrilamida/bisacrilamida (ratio 40:1), 50
mM Tris-HCly 10 % glicerol. Polimerizado con pesulfato améni-
co (APS) y TEMED.

o Condiciones de carrera: Amperaje constante 25mA entre 150

min y 240 min a 4°C.

= Fltracién en gel: Se analiz6 el estado de oligomerizacién de MnmG por
cromatografia de exclusién molecular (SEC) en FPLC permitiéndonos
fraccionar la proteina en sus diferentes estados de oligomerizacién. Para
ello se cargd una solucién 8 mg/ml de MnmG, purificada por afinidad y
tratada con 50 mM de DTT, en una columna Superdex 200 HR 10/30 o
Superdex 200 5/150 GL con una fase mévil 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 250
mM NaCl y 5 mM MgCl, a un flujo de 0.8 ml/min.

67



METODOLOGIA

13. Técnicas de interaccién (1)

Proteina-ligando.

13.1. Dicroismo circular.

Para analizar si la unién de FAD afectaba a la estructura de MnmG deci-
dimos comparar los espectros de dicroismo circular en el UV/lejano de MnmG
en presencia y ausencia de FAD. Para ello, dializamos la proteina MnmG con
membranas SpectraPor 50 kDa en un tampén 50 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl,
5 mM MgCl, hasta asegurarnos que se ha liberado el FAD midiendo su espec-
tro de absorcién en el rango visible. A continuaciéon comparamos los espectros
de dicroismo de una solucién 1.5 uM de MnmG en ausencia o presencia de
FAD 0.5 uM (concentracién a la que el FAD no produce ninguna banda de
absorcién en el espectro de dicroismo UV /lejano). El tampén utilizado fue 25
mM Tris-HCI pH 7.5 y 150 mM NaCl previamente filtrado y cubetas (Hellma)
de 0.2 cm de paso de luz!. Los espectros resultantes proceden de la sustraccion
de los espectros del tampoén y FAD libre.

13.2. Proteodlisis limitada.

La protedlisis limitada puede ayudarnos a analizar la unién de un ligando
a su proteina siempre y cuando el ligando induzca un cambio conformacional
en la proteina. Este cambio de conformacién en la proteina de interés, puede
producir una alteracién en el patrén o proporcién de fragmentos que genera en
ella la digestién limitada con una proteasa de amplio espectro. Nosotros utili-
zamos este método para detectar la union de FAD a MnmG asi como el cambio
conformacional inducido por éste y ademas para identificar residuos de MnmG
implicados en los mismos. Para ello se incuban las proteinas, previamente diali-
zadas, a una concentracién de 10 uM, con FAD a las concentraciones indicadas
en las figuras 19 y 23 durante 16 h a 4°C. Al dia siguiente la proteina se
digiere con tripsina en una relacién m/m 1:300 durante 10 min a 30°C. Las
reacciones se detienen con 2 mM PMSF y calientan a 95°C durante 10 min en
presencia de SDS. Las muestras finalmente se cargan en geles SDS-PAGE al

12 % v se analiza su patrén de digestién tras la tincién con azul de Coomassie.
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13.3. Calorimetria isotérmica de titulacién (ITC).

La transferencia de calor es un fenémeno universal en los procesos de uniéon
entre moléculas. La calorimetria isotérmica de titulacién (ITC) nos permite
medir directamente este calor y obtener los parametros de unién del proceso
en cuestién. A partir de los cédlculos de entalpia (H) y entropia (S) podemos
obtener la energia libre de Gibbs (G) y finalmente la constante de equilibrio
en sentido de disociaciéon Kp como medida de la afinidad entre las moléculas

estudiadas.
» AH-TAS=AG;=RTInKy— Kx= 1/Kp

El instrumento de ITC (figura 13A) es un calorimetro de flujo de calor que
mide los incrementos de potencia necesarios para mantener constante la tem-
peratura entre la celda de la muestra y una celda de referencia. Sobre la celda
de la muestra con la molécula A, el inyector del aparato va titulando a inter-
valos de tiempo, preestablecidos empiricamente, una solucién de la molécula B
desencadenandose la reacciéon de unién y formandose paulatinamente complejo
AB. La formacién de complejo ird acompanada por a liberacién (exotérmica)
o absorcién (endotérmica) de calor provocando la variacién de la temperatura
(T) entre la celda de la muestra y la de referencia. Si se trata de una inter-
accion bioldgica en la que finalmente hay una saturacion observaremos que la
variacién de temperatura se hard constante en el tiempo (figura 13B). Para
determinar la afinidad de MnmG o sus variantes por FAD, una solucién de 2
ml a 20 uM de proteina MnmG dializada fueron titulados con una solucién de
FAD a 225 yM en un tampén 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl, 5 mM
MgCly vy 5 mM DTT previamente filtrado y degasificado.
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Figura 13: Representacién de un experimento de ITC. A) Representacién
esquemdtica de un microcalorimetro de titulacién isotérmico. B) Monitorizacién
del calor (Q) emitido (picos hacia abajo) o absorbido (picos hacia arriba) de un
experimento tipo de calorimetria (arriba). Representacién del calor en funcién de la
concentracién de ligando anadida (abajo).
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14. Técnicas de interaccién (2):

Proteina-proteina.

14.1. Resonancia de superficie de plasmoén

= Plasma: Estado fluido de agregacién de la materia similar al estado ga-
seoso en el que una proporciéon de sus particulas estan cargadas eléctri-
camente y no poseen equilibrio electromagnético, lo que les hace buenos
conductores eléctricos y sus particulas responden fuertemente a las in-
teracciones electromagnéticas de largo alcance. El plasma se puede con-
siderar como un estado de la materia en el que se permite el movimiento

colectivo de una gran cantidad de cargas eléctricas.

= Plasmoén: cuanto de energia asociado con ondas propagandose en la ma-
teria a través del movimiento colectivo de un gran ntmero de electrones.
Actualmente, el nombre de plasmén también refleja el concepto de metal

como un plasma de alta densidad con un enorme nimero de electrones.

La Resonancia de Plasmén Superficial (SPR) es un fenémeno éptico que
ocurre en peliculas delgadas colocadas en la interfaz entre dos materiales de
indice de refraccién diferentes. La tecnologia Biacore basada en SPR permite
la deteccion de cambios en el indice de refraccién de un haz de luz polarizado
incidente en una superficie de oro de un grosor de 50 nm situada entre una ca-
pa de vidrio y una solucién fluyendo a través de un cartucho microfluidico. Un
sensor monitoriza la intensidad de la luz reflejada en la superficie. Bajo estas
condiciones la luz genera una componente electromagnética, llamada onda eva-
nescente, en toda de la interfaz de oro y dentro de la solucién tampén /muestra.
A un determinado angulo de luz incidente, el campo de la onda evanescente
excita electrones en la capa de oro resultando en la formaciéon de plasmones
de superficie con un consecuente descenso en la intensidad y angulo de la luz
reflejada (figura 14). La unién de cualquier molécula a la superficie del chip
producirda un aumento de masa que resultard en una alteracion en el indice de
refraccion, induciendo un cambio en el angulo e intensidad de la luz incidente
y por tanto también en la luz reflejada; cambio que serd monitorizado por el
detector. Estos cambios en la intenidad y el angulo de la luz, son los que se
reflejan en un sensorgrama en unidades de resonancia RU. Una RU correspon-

de con un cambio de dngulo de 0.0001°. Esta tecnologia nos permite entonces
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analizar la interaccién entre dos moléculas al medir el cambio en el indice de
refracciéon que produciria el aumento de masa debido a la formacién de un
complejo dado. Biacore nos ofrece una amplia variedad de chips con diferentes
caracteristicas seglin la naturaleza del ensayo a realizar. Nuestro objetivo era
medir la afinidad de la interaccién entre diferentes proteinas MnmG y Mn-
mE por tanto nos decidimos por un chip CM5 cuya superficie contiene colas
carboximetilo que permitiran fijar covalentemente proteinas a la superficie del
chip una vez activada. Existen diferentes métodos para medir la interaccién
entre proteinas, nosotros nos decantamos por el denominado método de Cap-
tura (figura 14). Este método consiste en la inmovilizacién covalente de un
anticuerpo a la superficie del chip (antiHis o antiFlag en nuestro caso), mi-
diendo posteriormente la interaccién entre una proteina etiquetada con Flag
6 6xHis y otra que no lo estd. En primer lugar se inmoviliza el anticuerpo
usando las soluciones proporcionadas por el comerciante y el método Etano-
lamina llegando al maximo de RUs posible. Una vez inmovilizado este chip
pasamos una solucién entre 0.5 uM y 2 uM de la proteina A etiquetada a un
flujo constante (10-30 ul/min) durante un tiempo, previamente determinado
empiricamente, para obtener una senal entre 1000 RU y 2000 RU. A conti-
nuacién se pasa una solucién también a flujo constante (10-30 yl/min) y por
un tiempo determinado de la proteina B cuya interaccién con la proteina A se
quiera analizar. Finalmente regeneramos el chip con una soluciéon de hidréxido
de sodio (NaOH) a 7.5 mM, liberandose tanto la proteina A como la B. Este
ciclo se repite varias veces con concentraciones crecientes entre 0.5 uM y 100
uM, segtn el orden de magnitud de la afinidad esperada, de la proteina B. La
senal maxima de RU para cada concentracién de proteina B anadida es lo que
utilizaremos para generar la curva de saturacién de donde obtendremos las Kp

usando el software proporcionado por el fabricante.

14.2. Calorimetria isotérmica de titulacion.

También usamos esta técnica para la interaccion entre proteinas MnmG y

MnmE. Las condiciones fueron similares que en el ensayo de unién de ligando.
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Luz polarizada

<«—Colas carboximetilo

Luz polarizada Inmovilizacién

<«— Anticuerpo
«—— Colas carboximetilo

Luz polarizada Captura

«—Proteina etiquetada A
<€—Anticuerpo
«—Colas carboximetilo

Luz polarizada Unién

- <€—Proteina B

- <«— Proteina etiquetada A
<«— Anticuerpo
<€——Colas carboximetilo

Luz polarizada

Regeneracién
~ NaOH

i <«—— Anticuerpo
«—— Colas carboximetilo

Figura 14: Representacién esquemaética del protocolo de Captura en Bia-
core para el andlisis de interacciones proteina-proteina. Anaélisis de la in-
teraccién entre la proteina A y la proteina B usando un anticuerpo antiA en SPR.
La flechas azules representan el flujo de la solucién que pasa por el chip, las flechas
amarillas representan el haz de luz incidente o reflejado en el paso actual (continua)
o en pasos anteriores (discontinua).
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15. Técnicas de interaccién (3):

Proteina-acido nucleico.

15.1. Fluorescencia intrinseca de proteinas.

Para medir la afinidad entre tRNA y diferentes constructos de MnmG y
MnmE decidimos usar la senal producida por la emisién fluorescente de sus
triptéfanos. Para ello hicimos una titulacién de una solucién a 20 uM de un
tRNA purificado sobre una solucién de proteina a 1TuM. Usando el fluorimetro
Jasco medimos los espectros de emision de la proteina entre 300 y 400 nm
de longitud de onda excitando a 295 nm. Un descenso en la fluorescencia
de la proteina alrededor de 340 nm fue observado a medida que aumentaba
la concentracién de tRNA titulado. Debido a la significativa absorbancia del
tRNA correcciones por filtro interno y externo tuvieron que ser realizadas

utilizando la siguiente ecuacién:
n Foor = Fopg 10(Aext Aem)/2 [14]

Ecuacién donde F . es la intensidad fluorescente observada, F,,., la intensidad
fluorescente corregida, Aey v Aem la absorbancia del RNA de una concentracion
dada a las longitudes de onda de excitacién (ex) y de emisién (em) respecti-
vamente. Una vez realizadas las correcciones mencionadas y sustraida la senal
fluorescente correspondiente al tampon, la intensidad de fluorescencia F,, fue
transformada en el factor de amortiguamiento de fluorescencia Q (quenching)

de la siguiente manera:

u Q — (FO - Fcorr)/Fcorr[59]

Fg corresponde a la intensidad fluorescente de la proteina en ausencia de tRNA.
Finalmente representamos el factor Q frente a la concentracion de tRNA para
obtener una curva de saturacién de donde obtenemos las Kp ajustando la curva
obtenida al modelo de “one site binding” en el programa de analisis GraphPad

Prism.

Ensayo de desplazamiento de movilidad electroforética o geles de
retardo (EMSA).

Para analizar la interaccién entre tRNA o rRNA con MnmG usamos EM-

SA. Esta técnica nos permite detectar interacciones entre acidos nucleicos y
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proteinas asi como comparar los complejos proteina-acido nucleico formados.
El método consiste en comparar la migracién, en un gel de agarosa o poliacri-
lamida, de un acido nucleico libre en presencia o no de la proteina con la cual
se quiere comprobar su interacciéon. Si se forma un complejo deberemos ob-
servar un retraso en la migracién proporcional a la concentracién de proteina
anadida, debido al aumento de masa y a la compensacion de carga negativa,
del 4cido nucleico, que conlleva la formacién de un complejo acido nucleico-
proteina[44]. Para llevar a cabo el experimento de EMSA, primero incubamos
tRNA o rRNA total, segin el ensayo, con concentraciones crecientes de MnmG
en un tampén 50 mM Tris-HC1 pH 7.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 20 % gli-
cerol vy 5 mM DTT durante 25 min a T ambiente y se introducen en hielo
durante un minimo de 5 min. Posteriormente se cargan en un gel de agarosa
(porcentajes indicados en Resultados) previamente tenido con “Gel Red” y
se aplica una intensidad de corriente constante de 40 mA entre 75 min y 240
min, segin el ensayo, a 4°C. El gel de agarosa se revela posteriormente en un
transiluminador UV detectando la posicion en el gel de los RNAs y finalmente
se tinen con azul de Coomassie que indicara la posicién de las proteinas en el

gel.

16. Amnalisis de las formas diméricas de MnmG

por Microscopia Electrénica (EM).

El analisis estructural de MnmG fue llevado a cabo mediante el empleo
de microscopia electrénica (EM) por tincién negativa en colaboracién con el
laboratorio de Estructura de Macromoléculas en el Centro Nacional de Biotec-
nologia (CNB-CSIC).

= Preparacion de la muestra por tincién negativa. Se realiz6 la ad-
sorcion de alicuotas de 4 a 7 pl de MnmG de la fracciéon dimérica de
MnmG, en un tampén 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 500 mM NaCl y 5 mM
MgCly sobre las rejillas de Cu/Rh de 400 “mesh”, cubiertas de una fina
capa de carbén depositada por evaporacién (figura 15A). Estas rejillas
se sometieron previamente a una descarga iénica durante 15 segundos pa-
ra hacer hidréfila su superficie, lo que favorece la adsorcién de la muestra.
Tras un periodo de adsorcién de 2 minutos a temperatura ambiente, se

eliminé el exceso de muestra y se tiné con una soluciéon de acetato de
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uranilo al 2% p/v. A continuacién, se retiré el exceso de tincién y la

rejilla se dejé secar (figura 15B).

= Obtencion de imagenes. La obtencion de las micrografias se llevo a
cabo en el microscopio FEI Tecnai G2 F20 operando a 200 kV. Las image-
nes fueron tomadas bajo condiciones de minima dosis, a 0° de inclinacién
utilizando una camara CCD FEI Eagle 4K. La magnificacién nominal fue
de x66.950 y el rango de desenfoque fue entre 1-2 pm. La obtencién de
las micrografias se llevd a cabo en el microscopio FEI Tecnai G2 F20
operando a 200 kV.

= Procesamiento de imagen. Se procedié a la correccion de la funcion de
contraste de transferencia (CTF) y al submuestreo de las mismas usan-
do el protocolo implementado en el paquete XMIPP, obteniendo un paso
de muestreo final de 4.24 A /pixel. Se seleccionaron manualmente 3054
particulas de 127 micrografias. Las imédgenes de tamano 80 x 80 pixeles
fueron alineadas, clasificadas y promediadas por métodos de maxima ve-
rosimilitud implementado en el paquete XMIPP[79]. De esta manera, se
obtienen imégenes medias donde existe una mayor relacién senal/ruido
respecto a las imagenes individuales y nos permite visualizar mejor los
detalles estructurales de interés. Con este procedimiento anteriormente
mencionado se obtuvieron 14 clases medias que fueron empleadas para
la realizacion del modelo inicial mediante el protocolo de lineas comunes
implementado en el paquete EMAN 1.9 [55]. Posteriormente, se realizé
un refinamiento angular utilizando de nuevo el paquete EMAN 1.9. Este
volumen fue filtrado a 90 A para ser utilizado como modelo de clasi-
ficacién tridimensional usando los protocolos de méxima verosimilitud
(ML3D) implementados en el paquete de XMIPP. En esta clasificacién
se obtuvieron 2 volimenes que mostraron la existencia de dos conforma-
ciones, a las que se asignaron 1639 imagenes (volumen 1) y 1400 imdgenes
(volumen 2). Posteriormente se ajustaron las estructuras cristalinas de
MnmG sobre los mapas tridimensionales obtenidos generandose informa-
cion bioldgica relevante. Tanto los ajustes como las imagenes resultantes

se generaron con UCSF Chimera [73].
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Imagen obtenida de

A Capa de carbono http:/fwww.emresolutions.com

Rejilla de cobre

Adsorcién de la muestra de proteina Tincion con acetato de uranilo

Figura 15: Preparaciéon de muestras para microscopia electrénica con-
vencional por tincién negativa. A) La muestra se introduce en el microscopio
electrénico adherida a un soporte denominado rejilla, que es un circulo metéalico
enrejado de 3.3 mm de didmetro sobre el que se deposita por evaporaciéon una capa
de carbén, que sirve de soporte a la muestra. B) Preparacién de muestras mediante
tincién negativa (1-4) (1) La rejilla se deposita sobre una gota de muestra y se incuba
durante 2 minutos. (2) Se elimina el exceso de muestra con un papel de filtro. (3)
Se deposita sobre una gota de sal de metal pesado en este caso acetato de uranilo
durante 1-2 minutos (4) La rejilla se seca en un papel de filtro
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PARTE 1

17. Analisis estructural de un protémero de
MnmG.

“Todas las conformaciones de una proteina pre-existen, y el ligando
selecciona la conformacion mds favorable”. Teoria de la Seleccion

Conformacional; Boehr, Nussinov and Wright, 2009

17.1. Clonacion, expresion y purificacion de MnmG.

Con el objetivo de obtener la proteina MnmG en cantidades y pureza acep-
tables para realizar posteriores experimentos in vivo, decidimos clonar el gen
bacteriano gidA (mnmG) en el vector de expresién pET15b (Invitrogen), bajo
control del fuerte promotor del fago T7 y fusionado en pauta con una secuen-
cia codificadora de histidinas lo que nos permitié purificar el producto soluble
(proteina HisMnmG) por cromatografia de afinidad. Al concentrar la proteina
se pudo observar que presenta el caracteristico color amarillo de flavoenzi-
mas cuya flavina esta oxidada; de hecho, al analizar el espectro de absorcion
UV /visible, se encontraron dos picos de absorcién en el visible cuyos méximos
rondan alrededor de 375 nm y 450 nm, lo que coincide con el tipico espectro
de absorcién de una flavina oxidada (figura 16A). El anélisis mediante SDS-
PAGE de la proteina purificada revelé una banda cuya migracion corresponde
a un tamano de alrededor de 70 kDa (figura 16A, inserto), lo que estd de
acuerdo con el tamano teérico esperado para el producto del gen mnmG.

Por otro lado, quisimos confirmar el estado oligomérico de HisMnmG me-
diante filtracién en gel. En el cromatograma obtenido (figura 16B) se observa
un pico que eluye précticamente en el volumen de vacio de la columna (A),
correspondiente a tamanos mayores de 600 kDa, que asociamos inicialmente
con precipitacién de proteina, y otros dos picos con volimenes de elucién co-
rrespondientes a unos tamanos de 300 kDa (B) y 150 kDa (C). Considerando
que la masa (MW) de un monémero de MnmG es de 70 kDa, asociamos el
pico mayoritario (C) con la forma dimérica de MnmG y el pico B con una
forma tetramérica minoritaria. Para confirmar la presencia de MnmG en las
fracciones correspondientes a los picos A, B y C, analizamos una muestra de

cada fraccién, desnaturalizada a 95°C, en un gel 10 % SDS-PAGE en presencia
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Figura 16: MnmG es un flavoenzima cuyo estado oligomérico es prin-
cipalmente dimérico. A) Espectro de absorcién en UV /visible de dos muestras
purificadas de HisMnmG posteriormente analizadas en gel desnaturalizante SDS-
PAGE (inserto) B) Filtracién en gel de HisMnmG en el que se observan tres picos
de diferente volumen de elucién correspondiendo a los estados dimérico (C), te-
tramérico (B) y agregados supramoleculares mayores de 600 kDa de MnmG. La

imagen insertada corresponde a un anélisis por SDS-PAGE de las fracciones A, B y
C procedentes de la filtraciéon en gel de MnmG.
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de SDS y B-mercaptoetanol (figure 16B, inserto), observandose en todos los

casos una banda correspondiente al tamano monomérico de MnmG (70 kDa).

17.2. Estructura monomérica de MnmG.

El grupo del Dr. M. Cygler del Dpto. de Bioquimica de la Universidad
de McGill en Montreal resolvié la estructura cristalina de MnmG de E. co-
li v a partir de sus datos cristalograficos llevamos a cabo un andlisis de las
relaciones estructura-funciéon de MnmG [82] que se describira posteriormente.
A continuacién, se describe la estructura que reveld este trabajo colaborativo
coincidente con las obtenidas por otros grupos y con proteinas MnmG de otros
organismos [68, 60].

Para obtener los cristales de la proteina MnmG de E. coli, el grupo del Dr.
Cygler utiliz6 una solucién de HisMnmG en un tampén Tris-HC1 20 mM (pH
8.0), 800 mM NaCl 5% glicerol y 5 mM de dithiotreitol (DTT) y el método de
la gota colgante en una solucién reservorio de 100 mM Tris-HCI (pH 7.5), 100
mM de formato sédico, 6,5 % (peso/volumen) polietilenglicol (PEG8000) y 6 %
(vol/vol) de etilenglicol. La estructura de MnmG de E. coli fue resuelta a 2.4 A
de resolucién usando el método de difraccién anémala simple con el programa
SHARP/AUTOSHARP. El cristal revel6 que MnmG estéd compuesta por tres
dominios bien estructurados (figura 17) que a su vez podemos agrupar en dos

regiones estructuralmente diferenciadas (figura 17 y 18):

= Nicleo catalitico: compuesto por los dominios FAD e insercién, bien
empaquetados y delimitando un profundo surco donde quedaria alojado
el FAD (figuras 17 y 18A):

e El dominio FAD (residuos del 1-201 y del 342-454 ), formado por
tres grupos de hojas 3 con diferentes o hélices insertadas; el més
grande estd compuesto por 5 hojas (3 paralelas que forman el clési-
co plegamiento de Rossmann, incluyendo el motivo conservado de
la secuencia de unién a dinucleétido G13XG15H16A17G18 (figura
17 y 18A). Este dominio FAD, con el plegamiento de Rossman,
es tipico de la familia de la glutation reductasa (GR). Esta familia
segun la clasificacién de Dym y Eisenberg 2009 [23], se subdivide en
GR1 y GR2. Las estructuras de los dominios FAD de los miembros

de la subfamilia GR1 alinean completamente; en cambio, las de los

83



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

Dominio Dominio

Insercl helicoidal
1 201 'MSECION 544 455 0 %%gag

|— Dominio FAD A

Insercion Narm

Figura 17: Estructura cristalina del protémero de MnmG. A) Representa-
ci6n en cintas de la estructura cristalina de MnmG de E. coli (PDB: 3CES) coloreada
por dominios como se especifica en la representacién lineal de la proteina en el es-
quema superior B) Representacién en cintas de la estructura cristalina de MnmG
de A. aeolicus (PDB: 2ZXI) coloreada por dominios con FAD unido (varillas verdes)
y el Cary visible (rojo) C) Diagrama topolégico de la estructura de MnmG de A.
aeolicus (PDB: 2ZXI)
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miembros pertenecientes a la subfamilia GR2 solo alinean en su re-
gién mas N-terminal. MnmG posee una insercion en el plegamiento
de Rossmann que no alinea con la familia GR1; por ello, la clasi-
ficamos en la familia GR2 en la cual este tipo de inserciones son,
precisamente, las responsables de que solo puedan alinearse en su
regién més N-terminal. Ademds, una busqueda posterior de estruc-
turas similares en la base de datos DALI [46] usando los dominios
FAD /inserciéon de MnmG revelé alta similitud estructural con pro-
teinas de esta familia (GR2) como la succinato-NAD-oxidoreductasa

o la glicina oxidasa, confirmando la clasificacién propuesta.

e El dominio insercién (residuos del 202-341) es un dominio o/3 de
tamano relativamente grande que subdivide al dominio FAD en dos
partes (figuras 17 y 18A). Se trata de otra tipica insercién en las
proteinas de la familia GR2, con un motivo de secuencia conservado,
exclusivo de las proteinas GidA, que Wittinghofer y col. denomina-
ron GidA1 [60]. Este dominio guarda similitud estructural con un
dominio pequeno de unién a NADH de la HMGCoA-Reductasa;
asi pues, dichos autores propusieron que el dominio GidAl es el
encargado en MnmG de unir NADH. El dominio insercién posee
dos cisteinas conservadas (C242 y C277); la C277 ha sido propuesta
(por homologia con TrmFO) como el nucleéfilo que atacard al tRNA

formando un enlace covalente con éste [42].

» El dominio helicoidal (residuos del 455-629) (figuras 17 y 18B),
dominio en forma de brazo que puede subdividirse en dos regiones de

diferente conservacion:

e Regién N-terminal (Nagnm), compuesta por los residuos 455 al
549, con muy baja conservacion evolutiva, estructurados en un gru-

po de hélices-o que protruye desde el nucleo catalitico.

e Regiéon C-terminal (Cagrn), con una alta conservacion evoluti-
va, que incluye los residuos desde el 550 al 629. El Cagrum solo es
visible en las estructuras cristalinas obtenidas de microorganismos
termoestables (C. tepidum y A. aeolicus) en las que aparece con
suficiente densidad electrénica, revelando que estd compuesto por

4 hélices alfa, formando las tres ultimas un nucleo sustentado por
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Figura 18: El nitcleo catalitico y el dominio helicoidal de MnmG. A)
Representacion en cintas de los dominios FAD e insercién de MnmG que forman el
ntcleo catalitico, coloreados en funcién de su conservacién evolutiva (ver leyenda).
La zona sombreada indica el surco que delimitan estos dominios y donde queda alo-
jado el FAD (verde). B) Representacién en cintas del dominio helicoidal de MnmG
coloreado en funcién de su conservacion evolutiva. En la figura se sefiala la cara del
Carm que quedaria orientada hacia el resto de MnmG (cara interna) y su opuesta
(cara externa).
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residuos hidrofébicos [60, 68].

17.3. La unidén de FAD induce cambios estructurales en
MnmG.

El producto de la purificacién de MnmG tiene un espectro de absorcion
UV /visible tipico de proteinas con una flavina unida, con los tipicos mdximos
alrededor de 370 nm y 450 nm (figura 16A). Conociamos por datos previos
que la flavina que arrastra la proteina MnmG al ser purificada es flavin ade-
nin dinucleétido (FAD) [97] (figura 19A). Este FAD es facilmente eliminado
por didlisis o cromatografia de exclusién molecular, lo que indica que no estd
unido covalentemente a MnmG. Quisimos entonces examinar como afecta la
uniéon de FAD a la estructura de MnmG. Para ello comparamos los espectros
de dicroismo circular (CD) en el ultravioleta (UV) lejano de MnmG antes y
después de dializar y observamos que en ausencia de FAD MnmG tiene una
mayor proporcion de hélice alfa, dada la ganancia de elipticidad molar en los
tipicos minimos de hélice alfa (alrededor de 210 nm y 225 nm) (figura 19B).
Este resultado sugiere que el FAD induce un cambio conformacional en MnmG
que implica cambios en estructura secundaria. Para confirmar este resultado
analizamos la resistencia a tripsinolisis de MnmG en presencia de concentracio-
nes crecientes de FAD. Las diferentes muestras incubadas con tripsina fueron
analizadas mediante SDS-PAGE al 12% y usamos como control negativo ni-
cotinamida adenina dinucleétido fosfato (NADPH), un nucleétido que no es
unido por MnmG (o lo es con muy baja afinidad). Los datos obtenidos mues-
tran que MnmG gana resistencia a tripsinolisis con concentraciones crecientes
de FAD, mientras que no hay efecto protector inducido por NADPH, todo lo
cual indica que el FAD induce un cambio conformacional en MnmG que la
hace més insensible al corte por tripsina (figura 19C).

Por otro lado, quisimos saber la afinidad del FAD por MnmG. Dado que
cambios conformacionales ocurren en MnmG como consecuencia de la unién
de FAD, tuvimos que descartar métodos clasicos de espectroscopia de absor-
cién o fluorescencia, que usan la luz absorbida o emitida por el FAD, ya que
las propiedades espectroscopicas del FAD son muy sensibles a cambios en su
microambiente y, por lo tanto, no conseguiamos una senal estable al titular la
proteina con FAD o viceversa. Finalmente nos decantamos por la calorimetria

isotérmica de titulacién (ITC) que mide el calor global absorbido o emitido en
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Figura 19: La unién de FAD induce cambios conformacionales en MnmG. A) Estructura del FAD con sus diferentes partes
funcionales coloreadas segin la leyenda. B) Espectro comparativo de dicroismo circular en el UV-lejano de MnmG con y sin FAD segtin
se indica. C) Ensayo de resistencia a tripsinolisis de MnmG en presencia de FAD (panel izquierdo) y de NADPH (panel derecho) D)
Ensayo de ITC en el que se observan los incrementos de calor (dQ/dt) en una titulacién de MnmG con FAD (panel superior). Este calor
(Q) es representado en funcién de la concentracién de FAD en cada punto, obteniéndose una curva de saturacién (panel inferior).
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un proceso determinado.

La ITC nos permite una determinacién directa de la Kp a partir del calcu-
lo de la entalpia que a presién constante es directamente proporcional a la
cantidad de calor absorbido o desprendido en la interaccién molecular estu-
diada. La Kp se calcula a partir de la ecuacion: AG = -RTInKp = AH-TAS,
ecuacion donde G es la energia libre de Gibbs, R la constante de gases, T tem-
peratura, Kp la constante de equilibrio en sentido de disociacion del complejo
MnmG:FAD yv H y S la entalpia y entropia del proceso de unioén, respectiva-
mente. Para llevar a cabo el experimento dializamos una solucién de HisMnmG
para eliminar el FAD arrastrado en la purificacién y analizamos el espectro de
absorcién UV /Visible para asegurarnos que no quedaba FAD unido a MnmG.
A continuacion, llevamos a cabo el experimento de ITC titulando una solucién
de FAD a 225 uM sobre una solucién de MnmG a 15 yM. En la figura 19D
podemos ver el resultado de la titulacion; en el panel superior se representan el
calor, en este caso emitido, cada vez que inyectamos FAD. Se puede observar
que el calor va disminuyendo a medida que aumenta la concentracién de FAD
en la solucién de MnmG. Si calculamos la concentraciéon de FAD tras cada
inyeccién y la representamos frente al calor emitido obtenemos una curva de
saturacién (panel inferior) de la cual pudimos obtener la constante de diso-
ciacién (Kp) del complejo MnmG:FAD (Kp = 3.0 uM). Asf pues, MnmG de
E. coli, a pesar de no cristalizar con FAD, es capaz de unirlo aunque con una
afinidad relativamente baja (si la comparamos con la de flavoenzimas tipicos),
lo que explica que el FAD copurificado con MnmG sea facilmente eliminado

por dialisis o filtracion en gel.

17.4. Analisis comparativo de las diferentes estructuras

cristalinas de MnmG.

Entre 2008 y 2009 dos grupos mas obtuvieron la estructura cristalina de
MnmG [60, 68] de E. coli, C. tepidum y A. aeolicus, siendo los dos ultimos
microorganismos termoestables. Solo las estructuras de MnmG procedentes de
los organismos termoestables pudieron ser cristalizadas con el FAD unido vy,
concretamente, en el caso de MnmG de C. tepidum, la region correspondiente
al anillo de isoaloxacina del FAD se obtuvo con baja densidad electrénica, lo
que indica una alta movilidad, complicando el posicionamiento especifico del

anillo reactivo del FAD. Comparamos las estructuras cristalinas disponibles
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(PDBs: 3CES, 2Cp8, 3CP8, 2ZXI y 2ZXH) para analizar las posibles diferen-
cias generales vy especialmente las inducidas por la unién de FAD. En general,
las cinco estructuras son muy similares, alineando con una desviacion del va-
lor cuadratico medio (RMSD) de 0.69, aunque se aprecian diferencias en tres
regiones flexibles que deben ser funcionalmente importantes (figura 20).

La primera regién (155-180) estd compuesta por un lazo (155-160) que for-
ma parte del sitio de unién de la adenosina del FAD y un segmento, que apa-
rece parcialmente desordenado en algunas de las estructuras, que incluye dos
hojas-B antiparalelas (160-171) y un segundo lazo (172-180) (figura 21A). La
segunda regién (245-295) incluye un lazo (262-280) que aparece parcialmente
desordenado en todas las estructuras aunque en las estructuras de los orga-
nismos termoestables, especialmente en una de las procedentes de A. aeolicus
(PDB: 2ZXH), estd algo més estructurado. En la tercera regién (420-440) se
observa un cambio de estructura secundaria de hélice-o a lazo en las moléculas
de MnmG unidas a FAD (figura 20 y 21B), lo que podria relacionarse con el
resultado obtenido por CD (figura 19B) indicando que la unién de FAD indu-
ce una pérdida de hélice-a. La mayoria de las diferencias que se observan en las
regiones comprendidas entre los residuos 155-180 y 420-440 pueden atribuirse
a los cambios conformacionales inducidos por FAD ya que presentan rasgos
comunes entre las estructuras con FAD, independientemente del organismo
que procedan, que no estan presentes en las estructuras sin FAD (figuras 20
y 21). La unién de FAD promueve el acercamiento del lazo (155-160) a la
molécula de FAD, ademds de estabilizar la hoja-3 que comprende los residuos
167-171. Esta reorganizacién posiciona los residuos conservados G156, T157 y
R174 a unos 3.5 A de la regién del fosfato del FAD y a unos 5-6 A del anillo de
isoaloxacina (figura 21A). Por otro lado, en la regién 420-440 la transicién de
helice-o a lazo del segmento 426-435 coloca a la conservada R427 a unos 3 A
del atomo de oxigeno del locus N1-C1=02 del anillo de isoaloxacina. El grupo
cargado positivamente de la R427 puede contribuir tanto a la unién como a
regular las propiedades redox del FAD estabilizando la forma aniénica de la
flavina reducida (FADH-) [29]( figura21B ). En esta regién también podemos
observar cambios en la posicion de la conservada R436 que no parecen deberse
a la interaccién con el FAD pues adquiere diferentes posiciones que no son
comunes entre las estructuras con FAD o sin FAD . Lo mismo puede decirse
de los cambios observados en la regién 245-295 en la que se aprecian notables

diferencias incluso entre las estructuras con FAD procedentes del mismo or-
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MnmG E.coli sin FAD (PDB:3CES)
MnmG E. coli sin FAD (PDB:3CP2)
MnmG C. tepidum con FAD (PDB:3CP8)
MnmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXl)
MnmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXH)

Adenosina

BUIDEXO|BOS]|

Figura 20: Regiones flexibles en MnmG. Alineamiento tridimensional de las
estructuras disponibles de MnmG mostrando coloreadas (segtn se indica en la parte
superior derecha) las regiones en las que se diferencian. En la parte superior izquierda
se representa la posicién de estas regiones en la estructura monomérica completa y
en la parte inferior una ampliaciéon de tales regiones. En la parte superior derecha
también se representa el FAD tal y como se posiciona en las estructuras de MnmG
con FAD (PDB: 3CPS8, 2ZXI y 2ZXH).
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ganismo (A. aeolicus). Por otro lado, hay que tener en cuenta que el Cary
(550-629) solo es visible en las estructuras procedentes de los microorganismos
termoestables, lo que indica una flexibilidad mayor que el resto de la proteina.
No detectamos diferencias estructurales importantes entre los Cary de C. te-
pidum y A. aeolicus aunque si un ligero cambio en su orientaciéon relativa
respecto al niucleo catalitico de MnmG. Su conservacion evolutiva ya sugiere
que va a ser funcionalmente importante como iremos demostrando a lo largo

de esta Tesis.

17.5. Estudio de relaciones estructura-funcion en MnmG.

Basandonos en los datos estructurales proporcionados por la estructura de
la proteina MnmG de FE. coli obtenida por el equipo del Dr. Cygler procedimos
a generar diferentes variantes de MnmG introduciendo cambios en residuos
altamente conservados con el fin de determinar su importancia en la funcién
modificadora de tRNA, en la unién de FAD o en los cambios conformacionales

asociados a dicha unién [82].

Efectos de las mutaciones en la funciéon modificadora de tRNAs:

Analisis de la composicién nucleosidica del tRNA mediante HPLC.

El anadlisis del estado de modificacion del tRNA total extraido de cepas
que expresan variantes de MnmG se efectué mediante digestién del tRNA con
nucleasa P1 y fosfatasa alcalina, seguida del anélisis de los nucleésidos resultan-
tes mediante HPLC, un procedimiento habitual en nuestro laboratorio [97, 63].
Las variantes de MnmG se expresan desde derivados del plasmido pIC1180 en
el que la sintesis de la proteina esta bajo el control de un promotor inducible
(Pgap), no muy fuerte en comparacién, por ejemplo, con los promotores de
tipo tac. Los plasmidos se introducen en una cepa portadora de una mutacion
nula en el gen mnmG cromosomal (IC5241, mnmG::Tnl0 ). De esta manera se
puede determinar la capacidad de cada variante de MnmG para complementar
una cepa carente de la proteina MnmG funcional.

En la figura 22 se presenta el esquema de la ruta de modificacién de la
U34 en los tRNAs de E. coli asi como varios cromatogramas representativos del
andlisis de HPLC. E1 tRNA total de cualquier cepa defectiva en la conversién de
52U a mnm®s?U no presentard el pico correspondiente al nucleésido mnm®s?U

(resultante de la accién del complejo MnmE-MnmG y tipico de la posicién
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s MnmG E.coli sin FAD (PDB:3CES)
mmmmmm MnmG E. coli sin FAD (PDB:3CP2)
MnmG C. tepidum con FAD (PDB:3CP8)
smmmmmm MnmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXI)
s MnmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXH)

Figura 21: Diferencias entre las estructuras de MnmG atribuidas a la
interaccién con FAD. A) Representacion en cintas coloreadas de la regién flexible
155-180 en las diferentes estructuras de MnmG destacando el FAD y los residuos
F158, T157 y R174 en varillas. B) Representacién en cintas coloreadas de la regién
flexible 420-435 en las diferentes estructuras de MnmG destacando el FAD y los
residuos R427 y R436 en varillas.
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de tambaleo en los tRNAs que descodifican Lys, Glu y Gln en E. coli) y, en
cambio, mostrard una acumulacién del pico correspondiente al nucleésido s?U,
dado que la proteina MnmA introducira la tiolacién en la posicién 2 de la U34
en los tRNAs mencionados. Este es el caso tanto de la cepa mnmG (1C5241)
sin transformar (datos no mostrados) como de la transformada con el pldsmido
“vacio” (sin portar el gen mnmG, panel B ) o con cualquier derivado expresando
una variante de MnmG incapaz de modificar el tRNA (panel E). En cambio,
si la cepa es transformada con el plasmido que expresa la proteina MnmG
salvaje o una variante capaz de modificar, en cierto grado, el tRNA, se puede
apreciar (y cuantificar) el pico correspondiente a la modificacién mnm®s*U
(paneles D y F). Ademds, en este caso, se puede observar que los niveles de
s?U varian de manera inversa a la amplitud con la que aparece el nucleésido
mnm®s?U, desapareciendo en el caso de que la variante MnmG tenga una
capacidad modificadora cercana a la de la proteina silvestre (panel D).

De esta manera, analizamos todas las variantes de MnmG construidas,
comparando cultivos inducidos y no inducidos con arabinosa al 0,2% por si
alguna variante defectiva recupera la funcién al aumentar la expresiéon de la
proteina mas alld de los niveles silvestres. Los resultados se normalizan frente
al drea correspondiente al nucleésido s*U (presente en la posicién 8 en tRNAs
de E. coli) que no debe variar ya que no depende de la ruta controlada por
MnmEG. Asf pues, lo que comparamos es la fraccién s*U/s*U del tRNA total
de la cepa IC5241 (mutacién cromosomal mnmG nula) portadora del pldsmido
vacio frente a la misma cepa portadora de los derivados de este plasmido que
expresan las diferentes variantes de MnmG, en presencia o no de inductor
(arabinosa 0,2 %). Esta cuantificacién nos permite clasificar las variantes como
salvajes, nulas y parciales o parciales recuperables en funciéon de la cantidad
de proteina expresada. Como indican los datos de la tabla 5, la mayoria de
las variantes construidas afectan la funciéon modificadora de MnmG, al menos
parcialmente, lo que sugiere que el residuo cambiado participa en algin tipo
de actividad de la proteina o es importante para el mantenimiento de una
estructura/conformacién funcional. Cabe destacar la actividad modificadora
nula que exhiben las variantes correspondientes a las dos Cys, C47S y C2778S,

propuestas como cataliticas [68].
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Figura 22: Anélisis del estado de modificacién de los tRNAs in vivo. En
la parte superior se representa de forma esquemaética las rutas de modificacién que
afectan a la U34. La ruta IscS-MnmA introduce un grupo tiol en la posicién 2 de la
U34; la proteina IscS controla el inicio de la ruta mientras que MnmA es responsable
del ultimo paso por el que se incorpora el grupo tiol a la U34. La ruta MnmEG es
responsable de la introduccién del grupo cmnm en la posicién 5 de la U34. Este
grupo se transforma, a continuacién, en algunos tRNAs en mnm por la accién de la
enzima bifuncional MnmC. En los paneles A, B y C se representan cromatogramas
donde se sefialan los picos correspondientes a los nucleésidos mnm3s?U (producto
de de MnmEG y MnmA),
s4U (nucleésido modificado presente en la posicién 8 de los tRNAs, independiente de
MnmEG y MnmA y que es usado como control interno). En los paneles D, E y F se
representan los cromatogramas tipicos de proteinas MnmG que producen fenotipo

s2U (nucledsido que se obtiene en ausencia de MnmG) y

salvaje, nulo o parcial, respectivamente.
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Identificaciéon de residuos implicados en la unién a FAD o en el cam-
bio conformacional asociado con esta union: Ensayo de proteccion

frente a la digestiéon por tripsina.

Aprovechando que MnmG se protege ante tripsinolisis en presencia de FAD,
realizamos el mismo ensayo con diferentes variantes de MnmG en las que hemos
cambiado algin residuo perteneciente al bolsillo de unién de FAD o presunta-
mente relacionado con los cambios conformacionales que acontecen en MnmG
tras la unién a este ligando. La figura 23 muestra geles representativos de las
protedlisis realizadas y en la tabla 5 se resumen los resultados de las mismas,
representando con los signos + y - si hay proteccién o no frente a la tripsina.
La mayoria de las variantes tienen un patrén de digestién similar en ausen-
cia de FAD lo que sugiere que los cambios introducidos no afectan de manera
evidente a la estructura de MnmG (figura 23). La proteina MnmG-R204A,
aunque mantiene un patrén similar de bandas, es mas resistente a tripsinolisis
en ausencia de FAD que la proteina salvaje. Este comportamiento de MnmG-
R204A sugiere una pérdida de flexibilidad a causa del cambio en el residuo
R204, desplazando el equilibrio de los conférmeros de la proteina (en ausencia
de FAD) hacia uno que confiere més resistencia a la proteasa . En contraste,
las proteinas N48A /P49A, K56A y G89A /PI0A, en ausencia de FAD, parecen
mas sensibles a la tripsinolisis que la proteina salvaje. Es posible que en estos
casos el equilibrio de los conférmeros de MnmG sin FAD se desplace hacia
estados mas sensibles a la proteasa. Curiosamente, mientras que la adiciéon de
FAD confiere més resistencia a las variantes N48A /P49A, K56 A, G89A /PI0A
y C277S frente a la digestién, indicando que son capaces de unir FAD, la
variante MnmG-R204A, en presencia de FAD, es mas sensible a la proteasa,
sugiriendo que: o no es capaz de unir FAD o que la uniéon del FAD estabiliza
una conformacién mas susceptible a la enzima.

El anadlisis de los patrones de tripsinolisis en el resto de las proteinas mu-
tantes nos indica que los cambios en residuos localizados alrededor del FAD
(G13A, G15A, G156A/T157A, R174A, T201A/P202A y R204 impiden la pro-
teccién inducida por FAD (figura 19, 23 y tabla 2), sugiriendo que estos
residuos o estan implicados en la unién directa de FAD o participan en el cam-
bio conformacional inducido por el ligando de forma que, al estar mutados, lo
impiden, manteniendo a la proteina en una conformaciéon que no aumenta su

resistencia a la proteasa. Todos los cambios introducidos afectan, en mayor o
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menor grado, a la modificacién de tRNA in vivo (tabla 5). En las variantes
que no resultan protegidas por el FAD frente a la digestion, el defecto en la
modificacién puede deberse a la ya demostrada participacién (indispensable)
del FAD en la reaccién de modificacién [63]. En contraste, el déficit modifica-
dor de las proteinas con cambios en residuos cercanos al FAD (N48, P49, G52,
G53, K56, K283, T375 e Y377) pero que se protegen frente a tripsina, sugiere
que tales residuos, aunque no tienen un papel directo en la interaccion o en el
cambio conformacional inducido por FAD, deben jugar un papel importante
en la reaccién de modificacion, ya sea en el mecanismo de la catélisis mediada
por FAD o en otras actividades como la unién de tRNA o NADH, por ejem-
plo . Finalmente, cabe senalar que los residuos R286 y R427, cuyo cambio a
alanina no afecta al patrén de protedlisis pero si a la capacidad modificadora
de tRNA, estan situados en los segmentos moviles 245-295 vy 420-435, refor-
zando la hipétesis de que la flexibilidad/movilidad de estos segmentos debe
tener implicaciones funcionales. De hecho la clara posicién del residuo R427
junto al locus O2=C1-N2 de la isoaloxacina del FAD, comentada previamente
(figura 21B ), indica que el residuo R427 debe estar directamente implicado

en la catalisis mediada por FAD.
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Figura 23: Identificacion de residuos implicados en el cambio conforma-
cional inducido por FAD. Geles SDS-PAGE mostrando los patrones de digestién

con tripsina de MnmG-W'T y diferentes variantes en presencia de concentraciones

crecientes de FAD.
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Tabla 5. Propiedades de las variantes de MnmG

Variantes s2Uls*U s?U/s*U Proteccion Afinidad FAD
MnmG (-ind)* (+ind)* FAD Kolu) |
pBAD22 0.020 0.020
wr 0.001 0.000 + 3.00
G13A 0.015 0.002 - 27.0
G15A 0.015 0.004 - ND
G13AIG15A 0.020 0.020 ND ND
Cazs 0.019 0.018 ND 210
N4BA/P49A 0.015 0.007 + ND
G52A/G53A 0.020 0.020 + ND
K56A 0.014 0.005 + ND
GBIA/PI0A 0.016 0.004 + ND
G156A/T157A 0.020 0.020 0 150
F158 0.000 0.000 ND ND
R174 0.011 0.000 - ND
T201A/P202A 0.020 0.018 n ND
R204A 0.015 0.000 = 8.90
C2778 0.020 0.018 + 8.1
K283A 0.018 0.017 + 3.70
R286A 0.012 0.000 + ND
Yar7a 0.015 0.013 + 0.70
R427A 0.018 0.000 + ND

ND, ensayo no realizado

Las diferentes variantes de MnmG (primera columna) son expresadas en la cepa IC5241 desde el
plasmido pIC1180 (pBAD conteniendo el gen mnmG) o sus derivados. La primera fila corresponde a los
resultados de modificacion obtenidos de la cepa IC5241 transformada con el plasmido vacio (pBADz22).
En el resto de filas se incluyen las diferentes variantes de MnmG. Los datos de modificacién in vivo
(segunda columna) se obtienen del calculo del 4rea del pico de absorbancia a 314 nm correspondiente al
nucledsido s2U respecto a la del s1U. En la columna de proteccién inducida por FAD se resumen los
datos mostrados en la figura 19 y las constantes de afinidad (K;,) fueron obtenidas por ITC.

* En presencia (+) o ausencia (-) del inductor (ind), arainosa 0.2%.
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Identificacién de residuos implicados directamente en union de FAD:

Calorimetria de titulacién isotérmica (ITC ).

Para confirmar algunos de los resultados de protedlisis limitada selecciona-
mos las variantes MnmG-G13A, MnmG-C47S, MnmG-G156A/T157A, MnmG-
R204A, MnmG-C277S, MnmG-K283A y MnmG-Y377A expresadas en el vec-
tor pET15b bajo el control del fuerte promotor del fago T7 que nos permite
conseguir las cantidades de proteina requeridas para el andlisis por ITC. En
la tabla 5 se muestran las constantes de disociacion obtenidas para cada una
de estas variantes. Los resultados indican que las variantes que no muestran
proteccién frente a tripsinolisis en presencia de FAD presentan las Kp mayo-
res, lo que sustenta la idoneidad de la estrategia basada en la resistencia a
la tripsinolisis para detectar residuos implicados en la unién del FAD o en el
cambio conformacional asociado. Especial mencién merece el comportamiento
de la variante MnmG-R204A dado que el ligero incremento que se observa en
su Kp no parece ser suficiente para justificar la ausencia de proteccién frente a
la tripsinolisis. Los resultados obtenidos con MnmG-R204A sugieren que este
residuo estd implicado en la reorganizacion estructural inducida por el FAD
y no en su union directa, lo que debe ser importante para la funcién ya que
esta variante es también defectiva en la modificacién del tRNA (tabla 5). Al
comparar la region 200-205 de las estructuras disponibles de MnmG nos dimos
cuenta de que, en las estructuras con FAD, la R204 esta formando un puente
de hidrégeno con la cadena principal de la C47, reorientando su cadena lateral
que ahora puede establecer un puente de hidrégeno con la T201 (figura 24).
Las tres variantes MnmG-R204A, MnmG-T201A /P202A y la MnmG-C47S son
deficientes en la actividad modificadora de tRNA (tabla 5), sobretodo las dos
ultimas en las que ni siquiera la produccién de niveles elevados de proteina
(al anadir arabinosa al cultivo) consiguen recuperar el fenotipo. Ademsds, la
variante MnmG-T201A /P202A no estd protegida frente a la tripsina por la
unién del FAD y la afinidad de MnmG-C47S por FAD es aproximadamente
70 veces menor que la de MnmG-WT. Este cambio en la afinidad por FAD de
la variante MnmG-C47S es importante, indicando que C47 no estd implicada
solo en catédlisis (como se habia propuesto dada su cercania al N5 del anillo
de isoaloxacina del FAD) [68]. Asi que, dadas las interacciones descritas, noso-
tros proponemos que este residuo (C47) debe tener, ademds, un papel clave en

el mantenimiento de la conformacion general del sitio FAD, como se propuso
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)ImG C. tepidum con FAD (PDB:3CP8)
mG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXI
nmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXH)

Figura 24: Cambios conformacionales inducidos por FAD estabilizan la
C47 catalitica. Representacién en cintas de la region 200-205 y del lazo conteniendo
la C47 (amarillo) en las diferentes estructuras de MnmG. Los residuos R204, T201 y
C47 estan representados en varillas y los puentes de hidrégeno entre ellos con varillas
de color morado.

para su equivalente C53 en TrmFO [42]. Por otro lado, la afinidad de la va-
riante G156A/T157A por FAD es unas 50 veces menor que la de MnmG-WT.
Ademas, la proteina no es protegida por este ligando frente a la digestiéon por
tripsina y se muestra incapaz de modificar el tRNA. Estos resultados confir-
man la importancia del segmento flexible 155-160 en la interaccién directa con
la adenosina del FAD (figura 20 y 21A).

17.6. Importancia funcional del Crnm.

Wittinghofer y col. demostraron la importancia del Cagy de MnmG en
la interaccion con MnmE. Usando ensayos de fluorescencia y filtracién en gel
demostraron que una construccion de MnmG en la que se habia delecionado

el Carm [MnmG(1-558)] no era capaz de interaccionar con MnmE. Ademas
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Figura 25: Sensorgrama representativo de la unién entre MnmG y Mn-
mE. Se muestran varios ciclos que consisten en: unién de FlagMnmG, unién de
MnmE y regeneracion con NaOH. La linea base corresponde a la senal aportada por
el anticuerpo inmovilizado en el chip CM5. Las flechas indican el momento de la
inyeccion de cada una de las proteinas asi como el de la solucién de regeneracién

propusieron los residuos K589 y E585 como implicados en la interaccion di-
recta con MnmE [60]. Nosotros quisimos confirmar estos resultados usando
Resonancia de Plasmén Superficial (SPR) con la construccién MnmG(1-550)
y las variantes de la proteina completa MnmG-E585A y MnmG-E585K. La
Resonancia de Plasmén Superficial (SPR) es un fenémeno éptico que permi-
te la deteccién de cambios de indice de refraccion en las proximidades de la
superficie de separacién entre un metal y un material dieléctrico. Es una técni-
ca muy sensible capaz de medir la interacciéon entre dos moléculas de manera
cuantitativa usando la variacién en el indice de refracciéon de una luz incidente
causada por el aumento de masa que implica la formacién de un complejo. Asi
pues decidimos usar el sistema de SPR de Biacore para determinar la afinidad
entre MnmE y las distintas variantes de MnmG.

El método utilizado fue el denominado Captura que consiste en inmovilizar
un anticuerpo a un chip con una superficie de colas carboximetilo activadas
(chip CM5). Este chip, entonces, podemos usarlo para unir una proteina que
sea reconocida por el anticuerpo inmovilizado y asi realizar los pertinentes en-
sayos con otras macromoléculas cuya interaccién con la proteina unida al anti-

cuerpo se quiera analizar. En este caso, lo que hicimos fue fijar covalentemen-
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te un anticuerpo antiFLAG (Flag = DYKDDDDK) y analizamos la interac-
cion entre MnmkE y las construcciones de MnmG etiquetadas FlagMnmG-W'T,
FlagMnmG(1-550), FlagMnmG-E585A y FlagMnmG-E585K. En la figura 25
se muestra un sensorgrama representativo obtenido por SPR donde se repre-
senta la senal proporcional a la reflectancia (RU) frente al tiempo. Cuando
MnmE es inyectada podemos observar un aumento en la senal proporcional a
la concentracién de MnmE hasta que la proteina MnmG unida al anticuerpo se
va saturando. Una vez obtenido el sensorgrama, se representa la senal maxima
obtenida en cada ciclo de interaccién frente a las concentraciones de MnmE
inyectadas obteniendo una curva de saturacién tipica que analizamos con el
mismo software suministrado por el fabricante para obtener las constantes de
disociacién (Kp). Los resultados de la tabla 6 muestran que MnmG-WT inter-
acciona con MnmE con una Kp = 1.99 uM, que MnmG(1-550) no interacciona
con MnmE y que los cambios E585A y E585K no afectan a la afinidad por Mn-
mE. Por tanto, nuestros datos indican que el Cagry interacciona con MnmE
pero que el residuo E585 no estd directamente implicado en esta interaccion,
contradiciendo lo propuesto por Wittinghofer y col. [60][61]. Adem4s, analiza-
mos la capacidad de modificar tRNA in vivo tanto de la variante MnmG-E585A
como de la MnmG-E585K y ambas fueron defectivas, produciendo el cambio a
lysina un efecto mayor, aunque en ambos casos puede ser compensado cuando
la proteina se expresa en grandes cantidades, lo que ocurre en presencia del
inductor arabinosa (tabla 6). Por tanto, el residuo E585 parece importante

para la modificaciéon de tRNA pero su rol queda por clarificar.

Tabla 6. Afinidad de unién entre MnmE y

diferentes variantes de MnmG en el residuo E585

’g’.- ‘ K
“'};’;}' «'.{:\a:\
Proteinas MnmE s2U/s%U- | s2Uis%U > 3
MnmG Kp (uM) ind* +ind* 2
MnmGWT 1.99 | 0.001 | 0.000
MnmG(1-550) NB | 0.020 | 0019 | Hismama
variantes
MnmG-E585A 1.69 | 0.007 | 0.000
MnmG-E585K 1.59 0019 | B AntHie

NB, unién no detectada b

*inductor 0.2%arabinosa

A la derecha de la tabla se presenta un esquema de la interaccion entre proteinas completas que se analiza
por SPR, siendo MnmG la proteina capturada al chip CM5 con el anticuerpo (antiHis) previamente
inmovilizado. Debe notarse que en la tabla se incluye una proteina MnmG carente del C,,, (en rojo en la
Figura) como control negativo.

103



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

18. Organizaciéon dimérica de MnmG.

“Para entender a las proteinas en accion, es necesario anadir a las ins-
tantaneas congeladas de las estructuras cristalinas una cuarta dimension, el
tiempo.” Henzler-Wildman and Kern, 2007

Segun describen todos los articulos en los que presentan los cristales de MnmG
[60, 82, 68|, esta proteina forma homodimeros en los que la interfaz de dime-
rizacion se estabiliza principalmente por interacciones bien conservadas entre
residuos del dominio de unién a FAD de un protémero y los residuos del do-
minio insercién (Ins-2; segin Osawa et al., 2009) del otro, quedando los Cagry
relativamente separados (figura 26). En cada protémero el FAD queda alo-
jado en un amplio surco delimitado por los dominios FAD e insercién. Estos
surcos quedan orientados hacia el exterior de tal manera que los anillos de iso-
aloxacina del FAD quedan expuestos al solvente (figura 26). Esta orientacién
del FAD permitiria la entrada y salida de un sustrato; sin embargo, la catélisis
debe ocurrir en un ambiente aislado del solvente [29]. Por ello, cabe pensar
que la interaccién con MnmE o tRNA, o bien una importante reorganizacion
conformacional en MnmG puedan ayudar a formar un centro catalitico en el
que las reacciones mediadas por FAD queden aisladas del solvente. El calcu-
lo del potencial electrostatico de superficie revelé que la mayoria de la carga
positiva superficial de MnmG se concentra, precisamente, en los mencionados
surcos, sugiriendo que el brazo anticodén del tRNA quede alojado en esta zo-
na facilitando la interaccién entre la U34 y el FAD [68]. En resumen, MnmG
forma homodimeros de 140 kDa, en forma de M, con un sitio independiente en
cada protomero para ubicar FAD y tRNA, de manera que cada homodimero
de MnmG tiene la capacidad de portar dos moléculas de FAD y dos moléculas
de tRNA.

18.1. Interacciones proteina-proteina mediadas por el
CarwMm sugieren la existencia de una conformacion

alternativa de MnmG.
La cara interna del Cagrn interacciona con el resto de MnmG.

Los flavoenzimas tienen mecanismos diversos para regular la accesibilidad
de sustrato asi como el aislamiento del solvente necesario para la catalisis me-

diada por FAD [29]. Dada la flexibilidad y conservacién evolutiva del Cagy,
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Figura 26: Estructura dimérica de MnmG. A) Representacién en cintas de
la estructura de MnmG con los residuos que forman la interfaz de dimerizacién
representados en varillas y bolas. B) Tres orientaciones distintas del dimero de
MnmG. Se ha representado la superficie en red de uno de los protémeros en cada
orientacion al igual que la superficie del FAD (verde).
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es posible que MnmG pueda adquirir una conformacién en la que el Carwm
interaccione con el nicleo catalitico, participando asi en este aislamiento del
FAD frente al solvente. De hecho, el residuo E585 localizado en el Cagm, ¥
cuyo rol no ha quedado claro, podria participar en esta interaccién, explicando
asi el defecto en la modificaciéon de tRNA de las variantes MnmG-E585A y
MnmG-E585K (tabla 6). Para comprobar esta hip6tesis decidimos analizar la
interaccién entre el Cary v €l resto de MnmG . Para ello clonamos, expresa-
mos y purificamos la regién MnmG(535-629) que incluye el Cary (550-629),
obteniendo una proteina soluble, de alta pureza y, aparentemente, bien plega-
da, tal y como indicaron su andlisis en SDS-PAGE al 15% vy el espectro de
dicroismo circular (figura 27A).

Para comprobar si el Cagry interacciona con el resto de MnmG, realizamos
un experimento de afinidad con SPR uniendo el constructo HisMnmG (535-629)
a un chip, capturandolo mediante un anticuerpo antiHis, y determinando su
afinidad por MnmG(1-550) fusionado a una etiqueta Flag [FlagMnmG(1-550)].
Como muestra la tabla 7, MnmG(1-550) y MnmG(535-629) interaccionan con
una Kp de aproximadamente 15 uM, sugiriendo la existencia de un estado con-
formacional de MnmG, en solucion, en el que el Cogym estd plegado sobre el
resto de MnmG. La flexibilidad inherente del Cary v su relativa baja afini-
dad en la interaccion con el resto de MnmG probablemente permiten que el
CarMm pueda estar separado, tal como muestran las estructuras publicadas, o
interactuando fisicamente con el ntcleo catalitico en funcién de las necesidades
del ciclo de modificacién de tRNA. En resumen, el Cary de MnmG tiene la
capacidad de interaccionar tanto con MnmE como con el resto de MnmG.

Nos propusimos identificar varios residuos implicados en la interaccién di-
recta con el resto de MnmG y asi acotar la region que interacciona con éste.
Para ello, generamos diferentes variantes de la construccién MnmG (535-629)
y analizamos la afinidad, mediante SPR, por la proteina MnmG(1-550). En
primer lugar, construimos la variante MnmG(535-629)-E585K ya que los con-
trovertidos datos comentados previamente nos sugirieron que el residuo E585
podria estar implicado en esta interaccién y no en la unién de MnmE. Tam-
bién generamos otras dos variantes conteniendo los cambios K589E y G606A,
seleccionados porque los residuos K589 y G606 estan situados en la misma
cara del Cagy que el residuo E585 (figura 27B). Ademds, cambiamos a as-
partato el residuo R603 ya que las estructuras indican que podria interaccionar

electrostaticamente con el conservado D415 de su mismo protémero.
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Figura 27: El CprMm es un subdominio de MnmG conservado y estruc-
turalmente independiente. A) A la izquierda se muestra una representacién en
cintas de la estructura de la regién 535-629 de MnmG; a la derecha se muestra el es-
pectro de CD UV /lejano del producto de purificacién de la construccién MnmG (535-
629) cuya pureza se aprecia en el andlisis SDS-PAGE (inserto). B) Representacién
en cintas de un mondémero de MnmG en el que se ha coloreado el Cary segin su
conservacion evolutiva (leyenda), indicandose los residuos analizados en este estudio
que se representan en varillas y bolas.
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Los experimentos de SPR mostraron que la variante MnmG (535-629)-R603D
no es capaz de interaccionar con el resto de MnmG (tabla 7). Por otro lado,
la afinidad de las variantes de MnmG(535-629)-E585K y G606A por MnmG(1-
550) estd también severamente afectada a pesar de que las estructuras publi-
cadas no revelan ninguna interaccion de estos residuos con el resto de MnmG
(figura 27B). En cambio, la sustitucién de la K589 por glutdmico no altera
la afinidad por el resto de MnmG aun estando situado en la misma cara que
los residuos E585 y G606 por lo que cabe pensar que, tras el plegamiento del
CarmMm sobre el nicleo catalitico, el residuo K589 no jugara un papel en la inter-
accién. En resumen, estos resultados indican que MnmG puede adoptar una
conformacion en la que los residuos E585 y G606 interaccionan con el resto de
MnmG. Sin embargo, considerando que el estado oligomérico de MnmG (1-550)
en solucién es principalmente dimérico, no podemos discernir, a partir de estos
experimentos, si el Cary interacciona solo con su propio protémero (a través,
al menos, del residuo R603, como sugieren las estructuras) o, también, con el

protémero opuesto.

Tabla 7. Afinidad de la unién entre
variantes del C,gzy y el nucleo catalitico
de MnmG

MnmG(535-629) | Ko, (uM) | Interfaz
I

WT 149+73

E585K 143.0+£5.0 Interna

_ . HisMnmG(535-629)
K589E 14.1 Interna variantes

R603D NB Interna Anti His I
G606A >199.6 Interna Chip CM5

NB, unién no detectada

WT: se refiere a la proteina MnmG-(535-629) sin ningiin cambio de residuo introducido
En la columna “Interfaz” se indica la situacién relativa de los residuos en el C,gy

NB: no se detecta unioén

Ala derecha se muestra un diagrama indicativo de c6mo se analiza la interaccién por SPR

108



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

El Caorm de MnmG es capaz de unir MnmE a través de residuos

situados en su cara externa.

Todas las variantes de MnmG(535-629) usadas para analizar la interaccién
con el resto de MnmG unen MnmkE con afinidad similar (datos no mostrados),
lo que sugiere que la interfaz de interaccion Cary:MnmE no solapa con la
formada por el Cagry con el resto de MnmG. Para confirmar esta hipotesis
nos propusimos identificar residuos del Cary implicados en la interaccién con
MnmE. Para ello, tuvimos en cuenta anélisis previos de I'TC que sugirieron que
la interacciéon MnmE:MnmG estd principalmente dirigida por contribuciones
entropicas y, por tanto, que fuerzas hidrofébicas juegan un papel importante
en esta interaccién [82]. Asi pues, decidimos cambiar, en la proteina MnmG
completa, los residuos conservados hidrofébicos Y576 y 1582 (situados en la
cara externa del Cary, opuesta a la cara que contiene los residuos E585 y
G606) a glicina (figura 27B). También incluimos en este estudio la variante
MnmG-D575K; en la que el cambio afecta a un residuo conservado (D575)
situado en la misma cara que los anteriores pero con caracter hidrofilico. Por
ultimo, escogimos (en cierta forma, como control) un residuo conservado e
hidrofilico, E566, situado en la cara interna pero que, en las estructuras pu-
blicadas, parece estar implicado en la interaccién con el ntcleo catalitico a
través de un puente salino con el residuo R603 (figura 27B y tabla 7). Una
vez introducidos estos cambios en la proteina MnmG completa, analizamos
la capacidad de estas variantes para unir MnmE (mediante SPR) y modificar
tRNA in vivo (tabla 8). Las variantes MnmG-Y576G y MnmG-L582G exhi-
bieron constantes de afinidad més altas que la proteina WT (117 veces y 53
veces, respectivamente). Por lo tanto, estos residuos parecen estar implicados
en la interaccién con MnmE. Paradéjicamente, la actividad de modificacién
de tRNA in vivo de la variante Y576G es mayor que la de la variante L582G,
sugiriendo un segundo rol desconocido para el residuo L582. Noétese que el
cambio en los dos residuos hidrofilicos, E566K y D575K, no parece afectar la
uniéon a MnmkE. Sin embargo, la capacidad para modificar el tRNA de estas
dos variantes es muy diferente pues E566K es totalmente deficiente y D575K
modifica tRNA perfectamente. Este dato apoya nuestra sospecha de que E566
esta implicado en la interaccion con el resto de MnmG, estabilizando la R603
(figura 27B) y de que esta interaccién tiene profundas consecuencias funcio-

nales. En general, nuestro andlisis mutacional del C gy de MnmG sugiere que
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el Carym puede interaccionar con MnmE independientemente de estar acoplado

al resto de MnmG o no, ya que las interfaces de interaccién parecen no solapar.

Tabla 8. Cambios de residuos en el C,gy
disminuyen la afinidad entre MnmG y MnmE

MnmG | K, (uM) A"t(i,‘,;:;’ad Interfaz | MPmEWT
Wr | 135:061 | 100

E566K 4.40 0 Interna

D575K | 2.81+1.85 100 | Externa | HisMme

variantes

Y576G | 157.67 + 18.34 42 Externa

L582G | 71.50 +6.36 0 e . AntiHis

Chip CM5

En la columna “Interfaz” se indica la situacion relativa de los residuos en el C,gy,. A la derecha se muestra un
diagrama que representa como se estudia en este caso la interaccién entre MnmE y MnmG.

18.2. Formas moleculares de MnmG en solucién obteni-

das por Microscopia Electrénica de Transmision.

Los resultados obtenidos por SPR indican que MnmG puede adoptar una
conformacion que no muestran las estructuras cristalinas manejadas habitual-
mente. Por tanto, es posible que MnmG adquiera més de una conformacién y
por cristalizacion sélo se haya detectado aquélla en la que los Cary no estan
interaccionando con el resto de la proteina. Para intentar captar otras confor-
maciones diméricas que MnmG pudiera adoptar en solucién decidimos analizar
MnmG por Microscopia electrénica (EM). Con este fin, usamos una dilucién
de la fraccion dimérica obtenida por filtraciéon en gel y la preparamos para
visualizarla, mediante tinciéon negativa con acetato de uranilo, en el micros-
copio. En el laboratorio del Dr. Lépez Carrascosa (CNB, CSIC), conseguimos
obtener muestras de aspecto homogéneo de un tamano que concuerda con el
esperado para un dimero de MnmG (figura 28, arriba). Se seleccionaron ma-
nualmente 3054 particulas de 127 micrografias. Las imagenes de un tamano
de 80x80 pixeles fueron corregidas, alineadas, clasificadas y promediadas por

maxima verosimilitud. Este procesamiento permitié obtener imagenes medias

110



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

Figura 28: Imagenes de MnmG obtenidas por EM. Micrografia de una so-
lucién de MnmG tenida con acetato de uranilo (arriba) . El procesamiento posterior
de las imégenes las agrupé en 14 clases (abajo) para su posterior reconstruccién
tridimensional.

de mayor relacién senal/ruido respecto a las imédgenes individuales, lograndose
visualizar con mayor resolucién detalles de interés. A partir de 14 clases me-
dias (figura 28, abajo) se obtuvieron finalmente dos volimenes diferentes que
indicaban la existencia de dos conformaciones diméricas de MnmG, a las que
se asignaron 1639 imdgenes (volumen A) y 1400 imdgenes (volumen B).

Los volumenes obtenidos, aunque tienen un tamano y forma general similar,
presentan diferencias destacables (figura 29). En ambos volimenes podemos
apreciar un ntcleo del cual surgen dos protuberancias cuya distancia y orien-
tacién relativa varfan de un volumen a otro. En el volumen cuya distancia
entre las protuberancias es mayor (volumen A), el nicleo tiene una forma re-
dondeada observdndose un espacio intermolecular en el centro de éste (figura
29, panel superior). En cambio, en el volumen B el nicleo adquiere una forma

méas alargada en la que en lugar de un espacio intermolecular se observa una
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depresién en la misma zona. Ademas, en el volumen B, aparecen dos espacios
en forma de tunel situados simétricamente y cuya apertura apunta hacia el
espacio entre las protuberancias (figura 29, panel medio e inferior).

Una vez obtenidas las reconstrucciones tridimensionales de las dos clases
quisimos comparar los volimenes obtenidos con la estructura dimérica cris-
talina de MnmG. Para ello ajustamos el PDB 2ZXI sobre los mapas 3D de
los dos volimenes A y B usando el programa Chimera [73] (figura 30). La
estructura cristalina de MnmG cabe en los dos volimenes obtenidos salvo por
el Carm que no encaja en ninguno de los dos (figura 30, panel medio). Las
protuberancias parecen corresponder a los Nagry (la regién no conservada del
dominio helicoidal) y el resto del volumen al nicleo catalitico de MnmG. Aun
asi, las zonas correspondientes al niicleo catalitico parecen mas ensanchadas en
los volimenes obtenidos por EM de lo que cabria esperar segun las estructuras
cristalinas. Por otro lado, no existe en la estructura cristalina ningtin indicio
del espacio intermolecular que se observa en el volumen A al igual que de los
tuneles observados en el volumen B. Por tanto, los resultados de EM sugieren
que MnmG en solucién, en ausencia de ligandos y en las condiciones utiliza-
das, adquiere un tipo de conformacién dimérica que no coincide con la de las
estructuras cristalinas manejadas en la literatura y en el que los Cary estan
probablemente interaccionando con el resto de la proteina (pues es lo que ex-
plicarfa que los C gy sobresalgan en las superposiciones realizadas). Los datos
de EM, junto con los cristalograficos, sugieren que existe una dindmica confor-

macional de MnmG que da lugar, al menos, a tres conformaciones:

= Una conformacion en la que los Cary estan relativamente separados del
nicleo catalitico (PDB 3CP8, 2ZXI, figura 26).

» Dos conformaciones (o dos subtipos de la misma conformacién) en las
que los Cary estan interaccionando con el resto de MnmG (EM, figura
29).

Considerando estos resultados, revisamos las formas diméricas depositadas en
el PDB. Sorprendentemente, encontramos que una de las estructuras depo-
sitadas por Numata y colaboradores (PDB 2ZXH), llamada por ellos forma
I, revela una configuracion dimérica diferente al resto de las estructuras de
MnmG depositadas. Como ya se ha explicado, la interfaz de dimerizacién de
MnmG descrita en la literatura, incluyendo la publicacién del grupo de Nu-

mata [68], estd formada por una interaccién antiparalela entre el dominio FAD
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Figura 29: Volimenes obtenidos en EM. Vistas de los mapas tridimensionales
de MnmG obtenidos de las imagenes de EM por tincién negativa para la clase A
(izquierda) y para la clase B (derecha). Las flechas rojas sefialan espacios moleculares
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Figura 30: Superposicién de la estructura cristalina dimérica de MnmG
en los volimenes obtenidos por EM. Diferentes vistas de una representacién
en cintas de la estructura dimérica de MnmG (PDB 2ZXI) ajustada en el mapa
del volumen A (izquierda) y del volumen B (derecha). Las flechas rojas senialan la
posicién de los espacios moleculares y las negras las posiciones del C,p,\; ¥ NarRMm
del dominio helicoidal y la del ntcleo catalitico.
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de un protémero y el dominio insercién del otro protémero. A la conformacién
que presenta esta interfaz la llamaremos forma II a partir de ahora, siguiendo
la nomenclatura dada por Numata y colaboradores (figura 26). Sin embargo,
la llamada forma I (PDB 2ZXH), y que ha pasado desapercibida hasta ahora,
muestra un conférmero alternativo, en el que la interfaz de dimerizacién esta
formada por la interaccién entre el Cpgym de un protémero con los dominios
FAD e insercién del protémero opuesto (figura 31). En esta conformacién, el
residuo E585 del Cary estéd a unos 4 A de la conservada R196 del dominio
FAD del protémero opuesto, pudiendo establecer una interaccion electrostati-
ca. Esta forma dimérica concuerda con nuestros resultados mostrando que los
cambios E585K y G606A impiden la interaccién del Cagym con el nucleo ca-
talitico (tabla 7) y sustenta la propuesta de que tal interaccién ocurre entre
el Carm de un protémero y el ntcleo catalitico del opuesto, estando mediada
por la interaccién del residuo E585 de un protéomero y el R196 del otro. Es
sorprendente que el grupo de Numata haya pasado por alto esta conformacién
I y base su estudio sobre las relaciones estructura-funcion en MnmG en la
estructura de la forma II [68].

Cuando comparamos las estructuras monoméricas de MnmG solo encon-
tramos cambios locales, nada que sugiriera una configuracién dimérica dife-
rente (figura 20). Las diferencias entre ambas configuraciones diméricas son
debidas a un importante cambio en la orientacién relativa de los protéme-
ros que conduce a interfaces de dimerizacion totalmente distintas. De hecho,
en la conformacién alternativa I se forma un espacio intermolecular entre los
protéomeros, quedando los FAD apuntando hacia el interior, a diferencia de
la conformacién II clédsica en la que los anillos de isoaloxacina apuntan ha-
cia el exterior (figuras 31 y 32A). Realmente este espacio intermolecular de
la conformacién I esta formado por los surcos, donde queda el FAD alojado,
delimitados por los dominios FAD e insercién de cada protémero que hemos
descrito con anterioridad (figuras 9, 17, 18 y 26). Analizando la superficie
de la conformacién I, se observan dos tuneles cuya abertura apunta hacia la
parte inferior del interior de la proteina y en la cual queda accesible el ani-
llo de isoaloxacina del FAD (figura 32B). El espacio intermolecular de esta
conformacién dimérica I podria corresponder al espacio/depresién observados
en los volimenes A y B obtenidos por microscopia electrénica (figura 29 y
33), mientras que los tuneles de FAD parecen corresponderse con los tine-

les detectados en el volumen B (figura 29 y 34). Por consiguiente, las dos
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Figura 31: Estructura dimérica de la forma I de MnmG y diferencias
con la forma II. A) Representacién en cintas de la estructura de MnmG en la
conformacién I (PDB 2ZXH) con los dominios coloreados como indica el esquema
(arriba). En varillas y bolas se representan los residuos que forman parte de la
interfaz de dimerizacién B) Comparacién estructural entre la forma II (arriba) y
la forma I (abajo) de MnmG. A la derecha se amplian las zonas correspondientes
a la cara interna del Cagry, destacando en varillas y bolas residuos implicados en
la interaccién del Carym con el nucleo catalitico de MnmG del mismo protémero
(blanco) o del protémero opuesto (gris oscuro).

116



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

Figura 32: Espacios moleculares en la forma I de MnmG. Vista superior
(arriba) e inferior (abajo) de una representacién de la superficie de la forma I de
MnmG coloreada por dominios donde se aprecia un espacio intermolecular asi como
dos tuneles de acceso (lineas blancas) al FAD (verde).
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conformaciones diméricas de MnmG obtenidas por cristalografia revelan dos
orientaciones diferentes del nicleo catalitico de MnmG, ademaés de importantes
diferencias en la interaccion de éste con el Cary.

Para analizar si la conformacién dimérica alternativa de MnmG (forma I)
se acopla a los volimenes obtenidos por EM ajustamos el PDB 2ZXH sobre
los mismos. En la superposicién (figura 35) observamos que los Nagry de
los dominios helicoidales, una regién poco conservada y muy flexible (mévil),
no encajan con los volumenes de EM. Sin embargo, el nicleo catalitico encaja
perfectamente con el volumen B (figura 35) obtenido por EM, coincidiendo los
tineles de FAD que se observan en la estructura con los tineles que se observan
en los volumenes de EM. Ademas, la depresién en el ntcleo catalitico del
volumen B coincide con el espacio intermolecular observado en la conformacion
cristalina (figura 33 y 35). Por otro lado, el niicleo catalitico del volumen
A estda mas ensanchado que en la conformacién cristalina, lo que resultaria en
un espacio intermolecular méds amplio y por tanto mas visible en EM (dada la
menor resolucién de las estructuras obtenidas por EM que por cristalografia).
Curiosamente, los tuneles de FAD no se observan en el volumen A, sugiriendo
un cierre de la accesibilidad a través de este tunel al sitio de unién del FAD.

El hecho que los Nary de la forma I de MnmG no encajen con las prolon-
gaciones del volumen B podria deberse a que poseen una alta movilidad. Esto
explicaria que en las estructuras obtenidas por cristalografia o EM adquieran
posiciones diferentes. La uniéon de tRNA o MnmE podria estabilizar alguna de
estas posiciones de los Nagy. Para confirmar y visualizar la movilidad de los
N gy decidimos realizar un anélisis de modos normales de la forma I de MnmG
usando el servidor web “Elnémo” [86]. El andlisis gener6 una serie de mode-
los estructurales a partir de los cuales se compuso una animacion en la que se
aprecia un movimiento entre los Nary, variando la distancia entre ellos, acom-
panado de un movimiento de apertura y cierre del nucleo catalitico, al igual
que sugiere la comparacién entre los volimenes obtenidos por EM (figura 29
y animacién 1, archivo animaciones.ppt CD-Tesis). En conclusién, el an4li-
sis conjunto de los datos cristalograficos y de EM, indica la existencia de, al
menos, tres conformaciones diméricas de MnmG. Dos configuraciones cuya in-
terfaz de dimerizacion esta formada por la interaccién del Cary con el nicleo
catalitico de su protémero opuesto, siendo una més ensanchada que otra, y
una tercera donde la interfaz de dimerizacion es la cldsicamente descrita en la

literatura y en la que los Cagm quedan separados del nicleo catalitico.
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Figura 33: Comparacién de los volimenes de MnmG obtenidos por EM
con la superficie de la forma I obtenida por cristalografia. A) Volumen
A donde se indica la posicién del espacio intermolecular. B) Representacién de la
superficie de la forma I de MnmG sefialando el espacio intermolecular entre los
protémeros. C) Volumen B donde se indica la posicién de la deperesién observada
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Tlaneles

Figura 34: Comparacién del volumen B de MnmG obtenido por EM con
la superficie de la forma I obtenida por cristalografia. A) Tuneles observados
en el volumen B (izquierda) y en la forma I (derecha) de MnmG representandose
en verde el FAD. B) Volumen B de MnmG en el que se ha ajustado la forma I de
MnmG de la que se muestran unicamente los FAD (verde).
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Figura 35: Superposicién de la forma I de MnmG en los voliimenes obte-
nidos por EM. Diferentes vistas de una representacién en cintas de la estructura
dimérica de la forma I de MnmG (PDB 2ZXH) ajustada en el mapa del volumen A
(izquierda) y del volumen B (derecha). Flechas discontinuas marcan la posicién de
los espacios moleculares y los FAD se representan en verde.
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18.3. Deteccion de enlaces intermoleculares en el niicleo

catalitico de MnmG.

Los datos obtenidos por SPR y EM indican que MnmG, en solucién, adop-
ta principalmente una conformacién en la que los Cagry estan interaccionando
con el nucleo catalitico. Por otro lado la estructura cristalina de la forma I
muestra una conformacién de MnmG, con una interfaz de dimerizacién alter-
nativa, cuyo nucleo catalitico parece encajar mejor con los volimenes obtenidos
por EM que la forma IT (cldsica) de MnmG. Para confirmar que MnmG, en
solucién y en ausencia de ligandos, estd adoptando principalmente la interfaz
de dimerizacion correspondiente a la forma I, buscamos diferencias clave entre
ambas interfaces que pudieran afectar al equilibrio entre ambas formas. En
la estructura cristalina de la forma II (con los Cagy separados), los residuos
conservados D289 (localizado en el dominio insercién) de un protémero y R436
(localizado en el dominio FAD) del protémero opuesto estdn a una distancia
de 83 A (figura 36A). En cambio, en la forma I estos residuos estén interac-
cionando formando un puente salino (figura 36B). Estos datos estructurales,
junto con nuestra observacién previa de que la mutacién R436A abole la mo-
dificacién de tRNA in vivo [82], nos llevé a considerar que el puente salino
intermolecular R436-D289 podria ser esencial en la estabilizaciéon del ntcleo
catalitico de la forma I de MnmG. Por otro lado, nuestros resultados indican
que el cambio E585K afecta a la interaccion del Cagry con el nticleo catalitico
de MnmG (tabla 7).

Si estos residuos estan implicados en la estabilizaciéon de la conformacion
I, la sustitucién por alanina de la R436 asi como el cambio E585K deberia
producir una alteracién del volumen hidrodinamico de MnmG. Si esto es asi,
observariamos un cambio en el patrén de migracién en una electroforesis Roja
Nativa (NRE) [20]. NRE se basa en el mismo principio que los geles de acrila-
mida “Blue Native” pero usando rojo Ponceau en vez de azul de Coomassie.
Las proteinas se separan en los geles NRE, en los que mantienen su confor-
macién nativa, solo en funcién de su masa y forma, dada la carga negativa
aportada por el rojo Ponceau. Como el objetivo era comparar en cada gel va-
riantes de MnmG que tienen la misma masa hicimos el gel con un porcentaje
de acrilamida determinado (no en gradiente como es més habitual) y en presen-
cia de rojo Ponceau. De esta forma pensabamos obtener suficiente resolucion

en la separacién de proteinas para comparar diferentes estados diméricos de
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Figura 36: Comparacion estructural entre los miicleos cataliticos de las
formas I y IT de MnmG. Representacién en cintas la regién 1-550 de la forma II
(A) y de la forma I (B) de MnmG, mostrando las distancias intermoleculares entre
los residuos C277 y entre la R436 y la D289 de protémeros opuestos. El espacio
intermolecular de la forma I estd ampliado (derecha) pudiéndose apreciar el puente
de hidrégeno (linea azul) entre la R436 y el D289 de protémeros opuestos. También
se destacan en amarillo las C277 enfrentadas y situadas en dos largos lazos (morado),
lo que les da capacidad de movimiento. El FAD se representa en color verde.
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MnmG. Especificamente, consideramos que la estrategia podria ser apropia-
da para comprobar que MnmG en solucion estda adoptando principalmente la
conformaciéon dimérica I, tal y como apuntan nuestros experimentos de EM,
mediante la comparacién de la migracion de MnmG y sus variantes MnmG-
E585K y MnmG-R436A, por un lado, y las variantes MnmG(1-550)-WT y
MnmG (1-550)-R436A, que carecen del Cagry, por otro.

Los geles NRE mostraron que MnmG-W'T migra con una movilidad mayor
que las variantes MnmG-E585K y MnmG-R436A (figura 37A). Debido a
que la diferencia de migracién entre MnmG-WT y MnmG-R436A es pequena,
cargamos esta ultima a ambos lados de la proteina WT para asegurarnos de que
las diferencias de migracién no eran debidas a otro motivo. Como se aprecia en
la figura 37A, la proteina WT migré mas rapido que las muestras de R436A
que la acompanaban en los carriles colindantes. Ademas, cuando comparamos
el cambio R436A en la variante de MnmG que carece del C gy (figura 37B), el
cambio en el patron de migracion es mucho mas evidente. Por tanto, estos datos
indican que MnmG esta adoptando una conformacién dimérica dependiente de
los residuos E585 y R436 lo que corresponderia inicamente con la forma I de
MnmG (figura 31).

Otro rasgo diferencial importante entre ambas conformaciones cristalinas es
la distancia intermolecular entre los estrictamente conservados residuos C277
(localizados en el dominio insercién). En la forma I la distancia intermolecular
C277-C277 es mucho menor (16 A) que en la forma II (53 A) (figura 36 y
38). A pesar de que 16 A es una distancia demasiado larga para que pueda
formarse un enlace disulfuro, ambas cisteinas quedan encaradas, aisladas del
solvente y localizadas en dos largos y flexibles lazos que pueden permitir el
acercamiento entre ambas. Dado que la C277 ha sido propuesta como residuo
catalitico [42][68] la formacién de un puente disulfuro entre las C277 de cada
protémero, a pesar del citoplasma reductor de FE. coli, es factible si la C277
es oxidada como consecuencia del ciclo catalitico de MnmG y queda protegida
del solvente.

Para comprobar si es posible la formacién de tal puente disulfuro, que
estabilizaria la conformacion dimérica de MnmG, las proteinas MnmG-W'T,
MnmG-C277S, MnmG-E585K y MnmG-C47S fueron analizadas en condicio-
nes desnaturalizantes mediante SDS-PAGE en presencia y ausencia de agente
reductor (DTT, 20 mM). La C47 es un residuo estrictamente conservado si-

tuado a una distancia de 3 A del d4tomo N5 del anillo de isoaloxacina del FAD
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Figura 37: MnmG existe en una conformacién dimérica estabilizada por
los residuos R436 y E585. Electroforesis Rojo-Nativa (NRE) en presencia de
agente reductor en la que se compara la migraciéon de los dimeros de las variantes
indicadas de la proteina MnmG completa (A) y en ausencia del Cary , MnmG(1-
550) (B) .
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Figura 38: Distancias intermoleculares entre las Cys conservadas de
MnmG en las conformaciones I y II. En la forma I de MnmG (panel supe-
rior) la distancia intermolecular entre las C277 es aproximadamente 40 A menor
que en la forma II de MnmG (panel inferior) .
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(figura 24 y 38) y su sustitucién por Ser o Ala impide la modificacién de
tRNA in vivo y disminuye drasticamente la afinidad por FAD (Tabla 5). Al
igual que proponemos para la C277, la C47 podria ser oxidada por una reaccion
mediada por el FAD de MnmG, pero la distancia intermolecular con cualquier
Cys del protémero opuesto es demasiado larga para formar un puente disul-
furo (figura 38). Las muestras fueron tratadas con 20 mM de iodoacetamida
antes de la desnaturalizacion térmica. La iodoacetamida alquila irreversible-
mente los grupos tioles libres (SH) de las cisteinas, impidiendo la formacién
de novo de puentes disulfuro durante la manipulacién de las muestras. En la
figura 39A (izquierda), el anédlisis SDS-PAGE en ausencia de agente reduc-
tor muestra la aparicién de una banda adicional de migracién retrasada en
los carriles correspondientes a MnmG-W'T, MnmG-C47S y, en mucha menor
proporciéon, MnmG-E585K; sin embargo, no se aprecia esta banda en el carril
correspondiente a la variante C277S. En presencia de agente reductor (20 mM
de DTT) no se detecta banda retrasada en ninguna muestra (figura 39A, de-
recha). MnmG posee dos cisteinas ademds de C47 y C277, la conservada C242
v la no conservada C418, pero sus distancias intermoleculares son mayores de
30 A en las dos configuraciones cristalinas de MnmG (como es el caso de la
C47), eliminado la posibilidad de formar un puente disulfuro intercatenario en
condiciones nativas (figura 38). De hecho, el resultado obtenido con la va-
riante C277S indica que es la C277 la unica responsable de la formacion del
puente disulfuro que se aprecia en la proteina WT y en las variantes C47S y
(en menor medida) E585K (figura 39A, izquierda).

Estos resultados indican que, como habiamos supuesto, es posible la forma-
cién de un enlace disulfuro entre las C277 y sugieren que parte del dimero de
MnmG estd estabilizado por dicho puente. También sugieren que la interaccién
de los Carm con el niucleo catalitico a través de EH85 es importante para que
el puente disulfuro entre las C277 se forme o sea estable, ya que la cantidad
de dimero estd muy disminuida en la variante E585K (figura 39A, izquier-
da). Esta interaccién entre el Cary vy el niicleo catalitico puede ser importante
para que las C277 queden aisladas del citoplasma reductor de E. coli y asi se
puedan mantener oxidadas.

Dado el resultado descrito arriba, quisimos ver hasta qué punto el puente
disulfuro entre las C277 puede formarse en ausencia del Cagry v alterar la
forma dimérica del nicleo catalitico de MnmG. Para ello, comparamos en NRE
la migracién de las formas oxidadas de MnmG(1-550)-WT, MnmG(1-550)-
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Figura 39: MnmG puede adoptar una conformacién dimérica enlazada
por un puente disulfuro intermolecular entre las C277 de cada protémero.
A) SDS-PAGE en presencia y ausencia de agente reductor (DTT) de las variantes
de la proteina MnmG completa que se indican. B) NRE comparando las variantes
del nicleo catalitico de MnmG [MnmG(1-550)] indicadas, tras el proceso de dialisis,
en ausencia (izquierda) o presencia (derecha) de agente reductor.
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C277S y MnmG(1-550)-R436A. Todas estas variantes fueron dializadas 36 h, en
agitacion, en un tampén Tris-HC1 50 mM pH 7.5, 500 mM NaCl y 5 mM MgCl,
para eliminar cualquier traza de agente reductor y permitir que las proteinas se
oxidaran por accién del oxigeno ambiental. El anélisis por NRE de las proteinas
dializadas mostré la presencia de una banda retardada en las muestras de
MnmG(1-550)-WT y MnmG(1-550)-R436A pero no en la muestra de MnmG(1-
550)-C277S (figura 39B, izquierda). Las bandas retrasadas desaparecieron
cuando las proteinas fueron reducidas con DTT, lo que indica que estas bandas
corresponden a conformaciones diméricas de MnmG (1-550) dependientes de las
C277 oxidadas.

Estos datos indican que el puente disulfuro entre las C277 puede formarse
incluso en ausencia del Cagy(tras 36 h de didlisis) y del puente salino intermo-
lecular R436-D289 (figura 39B). La forma més retrasada de MnmG(1-550)-
R436A oxidada debe corresponder al dimero del niicleo catalitico de MnmG(1-
550) enlazado por el puente C277-C277 pero en una conformacion més extendi-
da que en MnmG(1-550)-WT, dado que el puente salino R436-D289 no puede
formarse. Debe notarse, a partir de los datos arriba descritos, que la confor-
macién del nicleo catalitico dimérico (en ausencia del Cagryp) es alterada tanto
por la disrupcién del puente disulfuro entre las C277 como de los puentes sa-
linos intermoleculares R436-D289 (figura 39B, izquierda). La reduccién del
puente disufuro en la variante de la proteina completa MnmG-E585K (figura
39A, izquierda) sugiere que la interaccién del Cary con el nicleo cataliti-
co contribuiria al aislamiento de las C277 del citoplasma reductor de E. coli
permitiendo la formacién y el mantenimiento del puente disulfuro. Dado que
ambos enlaces intermoleculares (R436-D289 y C277-C277) pueden formarse
en ausencia del Cagry, proponemos que el Cary actia como una especie de
candado que estabiliza el niticleo catalitico en conformacién I, candado que de-
berd abrirse para que la interfaz de dimerizacién del niucleo catalitico pueda
transitar desde la forma I a la II.

En conjunto, nuestros resultados indican que MnmG en solucién estd pre-
ferentemente adoptando la conformacién dimérica I (PDB 2ZXH), en la que
el Carm de un protémero interacciona con el nicleo catalitico del opuesto (a
través, en parte, de la E585) y que la interaccién entre los dos nitcleos ca-
taliticos estd estabilizada por dos puentes salinos intermoleculares R436-D289
y, al menos parte de ella, por un puente disulfuro entre las C277 (figuras

36B, 37 y 39). Esta organizacién determina el volumen hidrodindmico de
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MnmG. Los resultados de NRE muestran que el nicleo catalitico dimérico de
MnmG adquiere una conformacién mas ensanchada cuando el puente disulfu-
ro (C277-C277) esté formado (figura 39B, izquierda), lo que sugiere que esta
conformacién podria corresponder al volumen A obtenido por EM (figura 29
vy 33). Dado que las imdgenes de EM se obtuvieron en ausencia de agente
reductor y las C277 quedan totalmente aisladas del solvente, es posible que en
las muestras de EM tengamos una mezcla de formas oxidadas y reducidas de
MnmG, correspondiendo las méds ensanchadas (volumen A) a una conforma-
cion estabilizada por el puente disulfuro intermolecular C277-C277, ademas
de por el puente salino R436-D289, y el volumen B a una conformacién es-
tabilizada por el puente salino pero teniendo las C277 reducidas, tal y como
muestra el PDB 2ZXH, (figura 31). En el volumen A obtenido por EM, el
nucleo catalitico de MnmG tiene una forma més redondeada y ensanchada
que en el volumen B (figura 29), abriéndose el espacio intermolecular entre
los protémeros y cerrandose los tuneles de FAD de cada protémero. Asi pues, la
interaccién entre las C277 podria regular la accesibilidad del FAD (y por tanto
del centro catalitico) a los diferentes sustratos requeridos para la modificacién
de tRNA (tRNA, MTHF y glicina o amonio).

18.4. El ntcleo catalitico de MnmG interacciona con el
dominio N-terminal de MnmE dependiendo de su

estado redox.

Como ya se ha comentado, la conformacién dimérica I tiene los FAD orien-
tados de tal manera que los reactivos anillos de isoaloxacina apuntan hacia el
espacio intermolecular, a diferencia de lo que ocurre en la forma II en la que
ambas moléculas de FAD apuntan en sentidos opuestos hacia el exterior de
la proteina (figura 31). Por tanto, las dos configuraciones diméricas implican
dos diferentes orientaciones de los centros cataliticos de MnmG. La formacién
del centro catalitico del complejo MnmEG, a través de la interaccion entre
los sitios de unién de MTHF en MnmE y de FAD en MnmG, debe ser muy
distinta si MnmG adopta la forma I o la forma II.

Los modelos publicados del complejo MnmEG, basados en las estructuras
cristalinas de los dimeros, [60, 28] solo han tenido en cuenta la conformacién
dimérica correspondiente a la forma II. Dado que nuestros resultados apuntan

a que MnmG en solucién estd adoptando principalmente la conformacion I,
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Figura 40: El dominio N-terminal dimérico de MnmE y el espacio in-
termolecular de la forma I de MnmG tienen unas dimensiones similares.
A) Representacién de la superficie del dominio N-terminal dimérico de MnmE y
de la forma I de MnmG focalizada en su espacio intermolecular. Se representan las
distancias intermoleculares entre los ligandos en ambas proteinas (MTHF en co-
lor azul y FAD en color verde) asi como la posicién de los residuos R436, D289 y
C277 (esferas). B,C) vistas superior e inferior, respectivamente, de la superficie de
MnmG mostrando las posiciones relativas de los ligandos (MTHF en lila y FAD
en verde) y de los residuos R436, D289 y C277 (esferas azules, rojas y amarillas
respectivamente).
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el modo de interacciéon entre MnmE y MnmG que lleva a la formacién de un
centro catalitico funcional aun esta por clarificar. El espacio intermolecular de
la forma I de MnmG y el dominio dimérico N-terminal de MnmE tienen un
tamafio similar (figura 40). Esto significa que las distancias intermoleculares
entre los MTHF en MnmE y los FAD en MnmG permiten que pueda haber
una interaccion entre la molécula de FAD y de MTHF de cada heterodimero
simultaneamente. Estos hechos nos llevaron a sospechar que el centro cataliti-
co de MnmEG podria formarse a través de una interaccién homodimero a
homodimero entre el dominio N-terminal dimérico de MnmE vy el nicleo ca-
talitico dimérico de MnmG en la configuracion I. Para comprobar esta hipéte-
sis decidimos analizar cuidadosamente la afinidad entre ambos dominios. Para
ello, clonamos la regiéon que comprende desde el residuo 1 al 120 de MnmE,
que incluye el dominio N-terminal (1-102), en un vector de expresién pET15b.
La proteina purificada eluye, en filtracién en gel, en dos fracciones que corres-
ponden a formas diméricas y monomeéricas pero solo usamos la forma dimérica
para estos ensayos. A continuacién, determinamos la afinidad de la unién en-
tre la proteina MnmE(1-120) y las proteinas MnmG y MnmG(1-550) usando
ITC. Como se muestra en la tabla 9, la proteina MnmE(1-120) es capaz de
interaccionar con la proteina MnmG completa (Kp=15 uM), apoyando la idea
de que la formacién del centro catalitico del complejo MnmEG puede ocurrir

a través de una interaccidén directa con el dominio N-terminal de MnmE.

Tabla 9 Afinidad de MnmG y MnmG(1-550) por MnmE y MnmE(1-120)

MnmE completa MnmE(1-120)
Kp(uM) Kp(uM)
| MnmG completa | 2.2 | 16.2
MnmG(1-550)red NB NB
| MnmG(1-550)ox 3.3 18.0

NB, unién no detectada

Las desviaciones estandar no superaron el 20% en ninguln caso.

La proteina MnmG(1-550)ox se ha obtenido tras una exhaustiva dialisis en ausencia de
agente reductor y la MnmG(1-550)red tras tratar a la primera con DTT..

Datos publicados previos indican que MnmG(1-550), purificada en condi-
ciones reductoras, no interacciona con la proteina completa MnmE. Pero nues-

tros resultados han demostrado que la conformacién del ntcleo catalitico de
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-DTT +DTT
Mw 1 2 3 4
158kDa -
-
134kDa - e - —
(1, 3) MnmG(1-550) antes de dializar
(2, 4) MnmG(1-550) después de dializar

Figura 41: MnmG adopta dos conformaciones diméricas en funcién de
su estado redox. Comparacién en NRE de la migracién de MnmG(1-550) antes y
después de dializar y en presencia (+) y ausencia (-) de agente reductor (DTT).

MnmG es fuertemente influida por su estado redox a través del puente disulfuro
entre las C277. Dado que la formacién de este puente disulfuro intermolecular
se traduce en un ensanchamiento del niicleo de catalitico (figura 39B), lo que a
su vez hemos asociado con el ensanchado volumen A obtenido por EM (figuras
29, 33A y 35), es posible que el enlace disulfuro C277-C277 abra atiin maés el
espacio intermolecular entre los protémeros de la forma I de MnmG@G, pudiéndo-
se asi acomodar el dominio N-terminal de MnmE y permitiendo la interaccion
entre las moléculas de MTHF y FAD simultdneamente. Por tanto, decidimos
analizar la interaccién entre las proteinas MnmE y MnmE(1-120) con las for-
mas oxidada y reducida de MnmG(1-550). Para ello, hicimos una exhaustiva
didlisis de la proteina MnmG(1-550) como se ha descrito previamente y por
NRE nos aseguramos de la aparicién de la banda correspondiente a MnmG(1-
550) oxidada (figura 41) La proteina MnmG(1-550) dializada fue capaz de
interaccionar tanto con la proteina completa MnmE como con MnmE(1-120)
con unos valores de Kp de 3.3 uM y 18 uM, respectivamente (tabla 9), valores
que son similares a los obtenidos con la proteina completa MnmG (Kp, 2.2 uM
y 15.2 uM). Cuando redujimos con DTT la proteina MnmG(1-550) dializada,
la proteina reducida no fue capaz de interaccionar con MnmE (de acuerdo
con los datos publicados) [60, 82] ni con MnmE(1-120). Segtn los datos de la
tabla 9, el nicleo catalitico de MnmG es capaz de interaccionar con MnmE

sin la participacién del Carym. Nuestros resultados indicaron que el nicleo ca-
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talitico de MnmG adopta la configuracién I (mediada por los residuos R436
y C277) atn en ausencia del Cary (figura 39B); por tanto, concluimos que
esta configuracién I, ensanchada por el puente disulfuro C277-C277, es esencial
para interaccionar con el N-terminal de MnmE y para la formacién del centro

catalitico del complejo MnmEG.

18.5. La presencia simultanea de FAD y NADH aumen-
ta la proporciéon de MnmG enlazada por el puente

disulfuro intermolecular.

Los datos del apartado anterior indican que el puente disulfuro intermole-
cular debe formarse previamente a la interacciéon con el dominio N-terminal de
MnmE y, por tanto, su formacién no parece ser consecuencia de oxidaciones
que ocurren durante el ciclo de modificacién de tRNA como habiamos suge-
rido inicialmente. Entonces, dado el citoplasma reductor de E. coli, ;céomo se
oxidan las C277 para que se pueda formar el puente disulfuro intermolecular?
Dado que MnmG es una flavoenzima que une FAD (figura 19) y NADH [60],
en ausencia de MnmE quisimos comprobar si la unién de alguno estos ligan-
dos podria promover la formacién del puente disulfuro. Para ello incubamos
la protefna MnmG toda una noche (a 4°C) en presencia o ausencia de FAD,
NADH y DTT. Las muestras fueron tratadas posteriormente con iodoaceta-
mida y analizadas por SDS-PAGE en condiciones no reductoras. El resultado
mostro que la proporcion de la banda correspondiente al dimero covalentemen-
te estabilizado por el puente disulfuro aumenta solo cuando incubamos MnmG
con ambos ligandos (FAD y NADH) (figura 42, panel izquierdo).

Dado que el NADH es requerido y se trata de una molécula reductora,
les necesaria su oxidacién para la induccién de la formacion del puente di-
sulfuro? Para abordar esta cuestién determinamos la capacidad de MnmG de
oxidar NADH midiendo la absorbancia a 340 nm (A340) de una solucién de
NADH a 250 uM en presencia de MnmG. La forma oxidada de la nicotinamida
(NAD+) no es capaz de absorber a 340 nm, a diferencia de lo que ocurre con
su forma reducida (NADH), lo que nos permite monitorizar su oxidacién es-
pectrofotométricamente. En la figura 42 (panel derecho), donde se representa
la absorbancia normalizada expresada en porcentaje de actividad, se muestra
que solo hay una ligera disminucién de la A340, un 10% en 20 min a 30°C.

Por tanto, en las condiciones usadas, MnmG no oxida NADH eficazmente. Los
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Figura 42: La presencia simultidnea de FAD y NADH induce la forma-
cién del puente disulfuro intermolecular en MnmG. En el panel izquierdo se
muestra un ensayo en SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras donde se puede
observar un aumento en la proporcién de la banda superior que informa de la for-
macién del puente disulfuro. En el panel derecho se muestra la monitorizacién en el
tiempo de la A340 de una solucién de NADH (250 uM) en presencia de MnmG.

datos sugieren que el FAD, que es una molécula oxidante, es quien oxida las
C277 y la unién de NADH parece importante para este proceso de oxidacion.

Como ya hemos comentado, la estructura cristalina de la forma I de MnmG
muestra que las C277 se encuentran en sendos lazos flexibles y a una distancia
de unos 15 A entre ellas asi como del FAD de su protémero correspondiente
(figura 36 y 38). Es posible, entonces, que la unién de NADH induzca los
cambios conformacionales requeridos para el acercamiento de las C277 entre
ellas o a sus correspondientes FAD. Ademds, parece indudable que el meca-
nismo de la reaccién de modificacion es muy complejo pues ya solo el ciclo
GTPasa de MnmE lo es [74]. No podemos excluir la posibilidad de que los
cambios conformacionales de MnmE, que van aparejados tanto a la unién co-
mo a la hidrdlisis de GTP, puedan influir en la conformacion de MnmG y en
el acercamiento de las Cys. De hecho, la unién de un analogo del GTP no
hidrolizable (GppCP) que representa el estado basal del GTP (no mimetiza
el estado de transicién) aumenta la afinidad de MnmE por MnmG [61]. Cabe,

por lo tanto, pensar que MnmE puede influir en la conformaciéon de MnmG
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incluso antes de que se forme el centro catalitico para lo cual, como hemos
dicho, tendria que establecerse, como paso previo, el puente disulfuro entre las
Cys de MnmG.

19. Interaccion con tRNA.

19.1. Analisis de la afinidad de MnmE, MnmG y sus
dominios por tRNA.

La interaccién de MnmE y MnmG con tRNA ha sido demostrada usando
geles de retardo (EMSA) [68]. Estos autores concluyeron que MnmG tiene una
mayor participacién en la interaccién con tRNA que MnmE e identificaron
varios residuos implicados en la interacciéon con tRNA que pertenecian a los
dominios FAD e insercién de MnmG. Sin embargo, el grado de participacion
de los dominios de MnmE y la posible implicacion del Cary de MnmG en
la interaccién con tRNA no han sido estudiados. Para profundizar en la or-
ganizacién del complejo MnmEG:tRNA, decidimos determinar la afinidad de
diferentes constructos de MnmE y MnmG por tRNA usando la fluorescen-
cia intrinseca de triptéfano. Para este fin, un tRNA sustrato (tRNAS) y un
tRNA no sustrato (tRNA®¥*) fueron sobrexpresados en E. coli y purificados
por técnicas estandar. A continuacién, realizamos un ensayo de titulacién de
tRNA sobre las diferentes proteinas, observando una disminucién en la inten-
sidad de emision fluorescente de los constructos tras la formacion del complejo
con tRNA (figura 43, panel superior). Debido a la alta absorbancia del tRNA,
fue necesario realizar correcciones por los efectos de filtro interno y externo.
Los datos de fluorescencia corregidos (Fco,) fueron transformados en el factor
Q (“quenching”) de la siguiente manera Q= (Fo-Feor)/Feorr, donde Fy es la
fluorescencia de la proteina en ausencia de tRNA, y representados frente a las
concentraciones de tRNA anadidas, obteniéndose las consiguientes curvas de
saturacién (figura 43, panel inferior) de las cuales dedujimos las constantes de
disociacién (Kp) de los diferentes constructos de MnmE y MnmG por tRNA
(tabla 10).

Los resultados obtenidos indicaron que: 1) las proteinas MnmG y MnmE
completas comparten una afinidad similar por tRNA (con una Kp aproxima-
da de 0.2 uM), en las condiciones y técnica usadas en nuestros experimentos;

2) el nicleo catalitico y el Cary de MnmG, al igual que todos los dominios
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Figura 43: Graficas representativas de la determinacién de la afinidad
por tRNA de MnmG y MnmE. Descenso de la fluorescencia, normalizada por
la fluorescencia en ausencia de tRNA (F), a 340 nm al titular MnmG o MnmE con
tRNA antes (Fops ) v después de corregir por el efecto filtro (Feorr) (panel superior).
Curvas de saturacién representativas de la afinidad entre tRNAMS y MnmG-WT
(azul), MnmG(1-550) (rojo) y MnmG(535-629) (verde) obtenidas al transformar los
datos de fluorescencia corregidos en el factor Q =(Fo-Fcorr)/Fcorr y representarlo
en funcién de la concentracién de tRNA anadido (panel inferior). También se han
representado los valores del factor Q correspondientes a la ovoalbimina (marrén)
que hemos usado como control negativo.
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de MnmE con la excepcion del dominio G, son capaces de interaccionar con
tRNA; 3) MnmG y MnmE no muestran diferencias de afinidad entre un tRNA
sustrato y un tRNA no sustrato. Esta tltima observacién sugiere que MnmE
y MnmG no son capaces inicialmente de diferenciar entre tRNA sustrato y
tRNA no sustrato y que un paso posterior a la unién serd responsable de la

discriminacién entre ambos tipos de tRNAs.

Tabla 10. Afinidad del tRNA por construcciones de MnmG y

MnmE usando Fluorescencia Intrinseca de triptéfano.

MnmGWT 0.19 £ 0.01 0.19 £ 0.02

MnmG(1-550) 0.93+0.10 0.24 +0.03

MnmG(535-629) 0.57 £ 0.05 0.25 +0.05

MnmEWT 0.14 + 0.01 0.14 £ 0.01

MnmE(1-120) 0.97 £0.11 0.90 £ 0.02

MnmE(102-454) 1.57 + 0.04 154 +0.15

MnmE(1-390) 0.97 £0.01 0.97

MnmE(220-385) NB ND

NB, unién no detectada

ND, ensayo no realizado

1 120 220 385 454

Lo . Mnme
Dominio N-terminal Dominio helicoidal |

Dominio Insecién Dominio helicoidal

1 201 341 455 629
T e MimG

Ii Dominio FAD 4

19.2. Influencia de las conformaciones diméricas de MnmG
en la unién de tRNA.

Como hemos comentado previamente, la orientacién relativa entre los protéome-
ros de las formas I y II de MnmG es diferente ya que dimerizan a través de regio-
nes distintas. Estos cambios de orientacion conllevan importantes diferencias

en la superficie expuesta al solvente asi como en las propiedades electrostaticas
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de aquélla. Las estructuras cristalinas publicadas revelaron un parche cargado
positivamente en cada protémero de MnmG y se ha demostrado que cuando se
cambian varios residuos conservados bésicos de este parche a alanina la unién
de tRNA queda afectada [68]. Nosotros calculamos y comparamos el potencial
electrostatico de superficie de ambas formas diméricas de MnmG (PDBs 2ZXI
y 2ZXH) con el objetivo de identificar diferencias respecto a la localizacién de
los parches cargados positivamente y, por tanto, de los posibles sitios de unién
del tRNA.

En la forma II, cada protémero tiene un parche positivamente cargado e
independiente donde se localizan los surcos en los que las moléculas de FAD
quedan alojadas con los anillos de isoaloxacina apuntando al exterior (figura
44 izquierda). Ademds, la cara interna del Cagry muestra también varias zonas
cargadas positivamente, lo que puede explicar su capacidad de uniéon a tRNA
(tabla 10). En cambio, en la forma I de MnmG hay un solo parche cargado
positivamente aunque de gran tamano pues resulta de la coincidencia espacial
de los parches individuales de cada protémero en el espacio intermolecular de
MnmG (figura 44, derecha). En este parche pueden observarse los tuneles de
FAD apuntando hacia la parte inferior del espacio intermolecular de MnmG,
lo que sugiere que los brazos anticodén de dos moléculas de tRNA podrian ser
acomodados, simultdneamente, en esta zona, permitiendo una reaccién entre
la U34 del anticodén y el FAD de MnmG. Ademaés, en la forma I el Cpgry esta
encajado en el protémero opuesto, encarando sus regiones positivas hacia el
interior de la proteina. Por tanto, la superficie del espacio intermolecular de
la forma I de MnmG queda cargada positivamente, extendiéndose este amplio
parche positivo hasta la zona que queda entre los Nagm de MnmG. Cabe
destacar que tres moléculas de fosfato, interaccionando con varios residuos
bésicos conservados, cocristalizaron con la forma I de MnmG, mimetizando los
fosfatos del esqueleto del tRNA vy, por tanto, sugiriendo capacidad de unién a
acido nucleico [68].

Basandonos en los datos que acabamos de describir, generamos un modelo
de interaccién con tRNA para cada forma dimérica de MnmG usando el pro-
grama Chimera [73]. Ajustamos manualmente la estructura cristalina de un
tRNAC" (sutrato de MnmG) obtenido del PDB: 2DET en los parches carga-
dos positivamente de MnmG. En ambos modelos, el tRNA queda ajustado de
tal manera que la U34 podria interaccionar con el FAD de MnmG accediendo a

través de los tuneles descritos (figura 45). A grosso modo, la principal diferen-
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Espacio
intermolecular

Tuneles
I l FAD J

Formal ll Forma |

@D Superficie cargada negativamente

@D superficie cargada positivamente

Figura 44: Comparacién del potencial electrostitico de superficie entre
las formas I y IT de MnmG. Diferentes vistas de una representacién de la super-
ficie de la forma II (izquierda) y de la forma I (derecha) de MnmG donde se aprecia
una diferente orientacién relativa de los parches cargados positivamente (azul). En
verde se representa el FAD y en magenta los atomos de fosfato cocristalizados.
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cia radica en que en la forma I de MnmG (paneles C y D) ambos protémeros
participan en la interaccién con cada una de las moléculas de tRNA unidas;
en cambio, en la forma II, cada protomero interacciona con solo una molécula
de tRNA (paneles A y B), reduciéndose entonces el nimero de interacciones
tRNA:proteina. Debe notarse que nuestros resultados indican que MnmE debe
participar en la interaccién con tRNA (tabla 10) y que los modelos propues-
tos admiten la posibilidad de que MnmE interaccione a su vez con el tRNA a
través de los brazos aceptores de éste.

El parche de MnmG cargado positivamente incluye la region mévil 245-
295 que ha sido sugerida como funcionalmente importante [82, 68] a pesar de
que su movilidad no parece tener relacién con los cambios conformacionales
inducidos por FAD (figura 20 y 46). Esta region est4 estabilizada en la forma I
de MnmG, precisamente, a través del puente salino intermolecular R436-D289
y de varias interacciones de residuos bésicos conservados con los dtomos de
fosfato cocristalizados (figura 47A). De hecho, el lazo que se extiende desde el
residuo 262 al 280 solo es completamente visible en el cristal correspondiente a
la forma I (PDB; 2ZXH) (figura 46), lo que indica una alta movilidad a menos
que sea estabilizado por el puente salino intermolecular que solo se observa en
esta conformacién I. La estabilizacion de este lazo en la forma I resulta en la
estructuracién de la entrada del tunel del FAD al quedar fija la posicién del
voluminoso grupo de la conservada Y276 y de la cadena lateral de la R275
(figura 47). Ademsds, la formacién de un puente de hidrégeno entre la C277
y la conservada G273 estabiliza un pequeno bucle que es precisamente donde
se encuentran la Y276 y la R275, contribuyendo asi a la estructuracion de la
entrada al tinel de FAD. En uno de los dos protémeros de MnmG (figura
47, cian) se observa la cocristalizacién de una tercera molécula de fosfato
adicional cuyas interacciones con los residuos conservados basicos H293 y R275
estabilizan atin mas el pequeno bucle mencionado. La entrada al tinel de FAD
en la forma I de MnmG tiene unas dimensiones de 10x15 A (figura 47B) lo que
coincide con el didmetro de la hélice del anticodén del tRNA cuyo didmetro
oscila entre 10 A vy 12.5 A. Asf pues, estos datos estructurales sugieren que
los residuos R436 y C277, que afectan al estado conformacional dimérico de
MnmG (figuras 37 y 39), son importantes para la formacién del tinel de
FAD vy, por tanto, para una adecuada accesibilidad del tRNA al FAD.

Los datos sugieren que todas las conformaciones de MnmG deben ser capa-

ces de unir tRNA, ya que muestran parches positivamente cargados expuestos
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J0jdade ozeig

Figura 45: Modelos estructurales de la interaccién de tRINA con las for-
mas I y IT de MnmG. Vistas frontales (A, C) e inferiores (B,D) de los potenciales
electrostaticos de superficie de las formas I (C, D) y II (A, B) en las que hemos ajus-
tado manualmente dos moléculas de tRNAS! (dorado) (PDB 2DET) en funcién de
la distribucién de cargas positivas y la posicién de los FAD en MnmG.

142



RESULTADOS Y DESARROLLO ARGUMENTAL

mmmmmsm MnmG E.coli sin FAD (PDB:3CES)
s MnmG E. coli sin FAD (PDB:3CP2)
MnmG C. tepidum con FAD (PDB:3CP8)
s MnmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXI)
s MnmG A. aeolicus con FAD (PDB:2ZXH)

245

Figura 46: La regién flexible 245-295 solo es completamente visible en
la forma I de MnmG. Superposicién de las estructuras cristalinas disponibles de
MnmG focalizada en la regién 245-295. Las lineas discontinuas representan segmen-
tos no visibles en las estructuras cristalinas.

al solvente, pero los complejos resultantes deben tener configuraciones diferen-
tes. Para apoyar experimentalmente esta cuestion, llevamos a cabo varios expe-
rimentos de EMSA comparando la migracién de un tRNA substrato (tRNAMS)
tras su unién a proteinas MnmG portadoras de los cambios R436A y C277S
que, como hemos visto, afectan simultdaneamente al estado conformacional de
MnmG y a la configuracién del acceso al tunel de FAD. En la figura 48 se
muestra el patrén de migracién del tRNA tras su unién a concentraciones cre-
cientes de las proteinas MnmG y MnmG(1-550) y a sus variantes R436A y
C277S MnmG. Los resultados revelan que no hay grandes diferencias en la afi-
nidad aparente por tRNA entre las variantes y las proteinas WT. En cualquier
caso, lo que nos interesa de estos experimentos no es la determinacion de la
afinidad sino cémo migra el tRNA que forma complejo con las variantes de
MnmG portadoras de cambios que afectan a su conformacién. Como muestra
la figura 48, se observa una mayor movilidad del tRNA que forma complejo
con las variantes R436A y C277S respecto al asociado a las proteinas WT.

Ademas, los complejos formados por las variantes parecen migrar a la misma
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A

Figura 47: El puente salino intermolecular R436-D289 estabiliza el seg-
mento 245-295 de MnmG y estructura el acceso al tinel de FAD. A)
Representacion en cintas de la forma I dimérica de MnmG focalizada en las regio-
nes 245-295 (azules) enlazando, a través del puente salino D289-436, el lazo 422-442
(grises) de su protomero opuesto. Los puentes de hidrégeno que estan estabilizando
la regién se representan en varillas y los 4tomos con carga positiva o negativa en azul
y rojo respectivamente B) Representacién del potencial electrostatico de superficie
superficie de la forma I de MnmG focalizada en las entradas de los tuneles de acceso
al FAD. En azul se representa la superficie cargada positivamente de MnmG, en
verde la del FAD y en varillas y bolas naranjas los atomos de fosfato cocristalizados
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velocidad, sugiriendo que los complejos formados son similares, probablemente
a causa de que los cambios introducidos (R436A y C277S) tienen un efecto
similar inestabilizando el lazo 262-280 (figura 47) y, en consecuencia, sobre el
modo de interactuar con el tRNA. Estos efectos se producen tanto en las pro-
teinas MnmG completas como en aquellas que carecen del Cary, apoyando la
idea de que la mayor velocidad de migracién de los complejos formados por las
variantes es debido al efecto especifico producido por los residuos cambiados
sobre la configuracién del nicleo catalitico de MnmG.

En resumen, los datos obtenidos indican que la estabilizacién de la region
245-295, a través al menos de la R436 y de la C277, afecta directamente a la
formacion de los complejos MnmG:tRNA. Considerando el rol de los residuos
mencionados en la estabilizaciéon de la forma I de MnmG, debe existir una
relacién directa entre las conformaciones diméricas de MnmG y la interaccién
con el tRNA.

10 il s
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Figura 48: Geles de retardo de los complejos tRNA:MnmG. Comparacién
en geles de agarosa de la migracién de un tRNA sustrato (tRNALYS ) con concentra-
ciones crecientes de variantes de las protefnas MnmG completa (paneles superiores)
y MnmG(1-550) (paneles inferiores).
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20. El Cary de MnmG tiene similitud estruc-

tural con dominios SAM.

El dominio helicoidal de MnmG (455-629) comprende dos regiones con muy
diferente grado de conservacion. La primera region, aqui llamada Nagwu, esté
muy poco conservada, a diferencia de la segunda o Cagy (550-629) que estd
muy conservada evolutivamente. Hemos demostrado que el Cary es capaz de
interaccionar con MnmE, con MnmG(1-550) y con tRNA (tablas 7, 8 y 10
respectivamente). Todos los datos indican que el Cary es un dominio inde-
pendiente y establemente estructurado, implicado en interacciones proteina-
proteina y proteina-tRNA.

La implicacién del Cagrym en diferente interfaces de interaccion nos llevo a
profundizar en la identidad de este dominio. Para ello comparamos la estruc-
tura del Cagry de A. aeolicus (PDB; 2ZXH) con otras estructuras conocidas
utilizando el software del servidor DALI [46]. Este programa alineé la regién
560-629 del Crm con el dominio N-terminal de la recombinasa humana Rad51,
con el de su homologa en arqueas RadA y con los dominios C-terminales de la
helicasa Hjm y de la RNA polimerasa (RpoA o-CTD) (figura 49). Estos do-
minios estan clasificados como dominios tipo SAM (motivo alfa estéril) en las
proteinas Rad51 (Interpro, IPR010995) v RpoA. En la tabla 11 se resumen
las proteinas que obtuvieron los mayores indices Z (que mide la significacién
estadistica de una coincidencia en términos de estadisticas de Gauss) segun los
resultados obtenidos con DALI.

Tabla 11. Dominios de proteinas estructuralmente homoélogos al C,g, de
MnmG

Rad51 3LDA 2.1 52 49 24 Recombinacion
RadA 3ETL 23 5.1 49 22 Recombinacién
: Reparacion de
Hjm 27J8 1lafy 5.1 45 18 DNA
RpoA 1DOQ 21 45 48 19 Transcripcion
Smaug 10XJ 2.5 4.4 37 22 Traduccion
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Figura 49: Comparacién estructural entre diferentes dominios SAM vy
el Carmv de MnmG. A) Representacién en cintas de los dominios SAM con
los mayores indices Z obtenidos de un alineamiento estructural multiple con DALI
(Tabla 8). B) Superposicién de los dominios SAM seleccionados con el Cagy de
MnmG. C) Potencial electrostatico de superficie del Cpry de MnmG y los dominios
SAM seleccionados, en el mismo orden que se muestran en el panel A, revelando los
parches cargados positivamente que sugieren capacidad de unién a dcido nucleico.

El dominio SAM fue inicialmente asociado con interacciones proteina-proteina
incluyendo homo- y hetero-oligomerizaciéon pero posteriormente fue también
demostrada su implicacién en interaccién con DNA, RNA e incluso con lipidos
[48]. Por ello, los dominios SAM se caracterizan por su diversidad funcional a
pesar de su homologia estructural. El Cagry interacciona con dos motivos de
proteina que no son tipo SAM: 1) con MnmE a través de residuos hidrofébi-
cos localizados en su cara externa (tabla 8); 2) con el nicleo catalitico de
MnmG formando la mayor parte de la interfaz de dimerizacién de la forma I
(tabla 7 y figura 31). Ademds, hemos demostrado que el Cary por si mismo
es capaz de unir tRNA con una constante de disociacién de 0.57 uM (tabla
10). En este aspecto, el dominio SAM del represor traduccional Smaug [7] fue
el primer dominio SAM identificado capaz de unir mRNA directamente. Da-
da la naturaleza de RNA del sustrato del dominio SAM de Smaug decidimos
alinearlo tridimensionalmente con la regién MnmG (560-629) usando PDBe-
Fold [51]. Como muestra la figura 49, la arquitectura del dominio SAM de
Smaug es similar a la de los dominios de MnmG, Rad51, RadA, Hjm y RpoA,

también representados en la figura. Ademds, los dominios SAM de algunas de
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estas proteinas muestran claras agrupaciones superficiales de carga positiva,
sugiriendo capacidad para unir dcido nucleico (figura 49C, regiones en azul).
Hasta el momento, el inico dominio tipo SAM descrito capaz de interaccionar

con tRNA es el que pertenece al Cpary de MmnG.

21. Consideraciones generales. Modelo del ci-

clo conformacional de MnmG.

La obtencién de una estructura tridimensional del holocomplejo MnmEG
permanece elusiva hasta la actualidad. La naturaleza dindmica de las proteinas
que lo componen parece dificultar tanto la cristalizacién de este complejo co-
mo su andlisis estructural por EM. La falta de esta informacién estructural
dificulta la clarificacion del modus operandi de este complejo para llevar a ca-
bo la modificacién de tRNA asi como el conocimiento en detalle de las bases
moleculares que subyacen bajo los fenotipos o patologias generadas por su mal
funcionamiento [50, 30, 9, 83, 93, 100]. En la tultima década diferentes gru-
pos, entre ellos el nuestro, han analizado diversas caracteristicas estructurales,
bioquimicas y funcionales de MnmE y MnmG, por separado o en conjunto,
que han puesto de manifiesto una compleja dindamica conformacional en am-
bas proteinas, esencial para su funcién y que informa de algunos aspectos del
modus operandi del complejo MnmEG. Dada la alta conservacién evolutiva de
estas proteinas, los datos obtenidos del estudio de las versiones bacterianas
puede ayudar a comprender las propiedades de las homdlogas humanas y los
mecanismos de las patologias asociadas. Datos publicados por varios autores
han evidenciado la existencia de grandes cambios conformacionales en MnmE
originados en su dominio G y transmitidos al resto de la proteina, asi como su
importancia para la funcién modificadora [61, 28, 74].

Del mismo modo, los datos presentados en esta Tesis muestran un compor-
tamiento dindmico de MnmG, tanto en la estructuracién y organizacion del
sitio FAD (y en consecuencia del centro catalitico del complejo MnmEG) como
en su organizacién dimérica y, por tanto, en la conformacién global del com-
plejo MnmEG. El analisis comparativo de las estructuras cristalinas de MnmG
ya muestra una importante flexibilidad en zonas de alta conservacion evolu-
tiva incluyendo el bolsillo de unién del FAD (figura 20). De hecho, el FAD

participa en la construccion de su propio bolsillo a través de la induccién de
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cambios conformacionales en MnmG que resultan en el posicionamiento fun-
cional de diferentes residuos necesarios para la catdlisis (figuras 19, 20, 21,
23 y tabla 5). Ademads, el FAD podria participar en la formacién del puente
disulfuro intermolecular C277-C277 (figura 42) que afecta a la conformacién
general del niicleo catalitico de MnmG (figura 39) e influye en la accesibilidad
del tRNA sustrato al tunel de FAD de la forma I de MnmG.

Por otro lado, nuestros resultados han destacado la importancia del Cagrym
en la organizacion funcional del complejo MnmEG:tRNA y su anélisis estruc-
tural detallado nos llevé a la identificacién de un domino tipo SAM (Motivo
Alfa Estéril) muy similar al que posee la recombinasa Rad51 en su regién N-
terminal (tabla 11 y figura 49). Hemos detectado interacciones directas del
Carm con MnmE y tRNA (tabla 8 y tabla 10), siendo la primera vez que se
describe un dominio SAM capaz de unir tRNA, aunque su papel concreto en
la interaccion con el tRNA estd por clarificar. Ademads, el Cary es capaz de in-
teraccionar con el nicleo catalitico del protémero opuesto, formando la mayor
parte de la interfaz de homodimerizacién de MnmG cuando adopta la forma
I (tabla 8 y figura 31). De esta manera, el Cary participa directamente en
la formacién de un espacio intermolecular en MnmG que, tras la interaccién
con el dominio N-terminal de MnmE (tabla 9), quedara totalmente aislado
del solvente permitiendo asi las reacciones mediadas por el FAD.

Los datos cristalograficos muestran la existencia de dos formas de MnmG
(forma I y forma IT) cuyas interfaces de dimerizacién son totalmente indepen-
dientes y no solapantes (figura 26 y 31). MnmG, en ausencia de ligandos,
se encuentra principalmente adoptando la interfaz de dimerizacién de la for-
ma I tal y como sugieren los resultados de EM y confirman nuestros analisis
bioquimicos con las variantes de MnmG R436A y E585K (figuras 29 y 37).
Ademas, la forma I de MnmG puede adoptar dos subtipos conformacionales
diferentes como muestran los volumenes A y B obtenidos por EM. La distancia
intermolecular entre los Nary varia de un volumen a otro, asi como la forma
del nucleo catalitico, lo que esta de acuerdo con el andlisis de modos normales
que indica un movimiento de los Nagy concomitante con una “apertura” y
“cierre” del nucleo catalitico (animacién 1, archivo ppt CDTesis). De hecho
en el volumen A, el nicleo catalitico adquiere una forma més ensanchada y
redondeada que en el volumen B, apreciandose un espacio intermolecular entre
ambos protémeros (figuras 29 y 33). En cambio, en el nicleo catalitico de

apariencia mas alargada del volumen B, se observa una depresion entre los
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protéomeros, lo que sugiere un espacio intermolecular mas estrecho que en el
volumen A, ademds de la apertura de un tunel en cada protémero (figuras
29, 33 y 34). Estos tuneles del volumen B coinciden con los tineles de acceso
al FAD que se pueden apreciar solo en la forma I de MnmG (figuras 32 y
34). En la interfaz de dimerizacién de la forma II no existe ningin espacio
intermolecular (figuras 26 y 31) a diferencia de la forma I que, a través de
la interaccién de los Cary con los dominios FAD e insercién del protémero
opuesto, presenta un espacio en el centro hacia donde apuntan los anillos de
isoaloxacina del FAD (figuras 31 a 33). Nuestros experimentos con la variante
MnmG-C277S indican que el ntcleo catalitico de MnmG adquiere una forma
mas expandida cuando se forma un puente disulfuro intermolecular entre las
C277 (figura 39B). Esta conformacién C277-C277 expandida de la forma I de
MnmG es necesaria para interaccionar con el N-terminal de MnmE (tabla 10)
y asi poder formar un centro catalitico en el que el FAD de MnmG y el MTHF
de MnmE puedan interactuar para llevar a cabo la reacciéon de modificacién
del tRNA.

La diferente orientacién relativa entre los protémeros en la forma I y II
implica también una posicién diferente de las regiones cargadas positivamente
a través de las cuales interaccionard el tRNA (figura 44). En ambas formas
de MnmG estos parches cargados positivamente estan expuestos al solvente
indicando que ambas son capaces de unir tRNA. Pero la construccién de los
modelos de interaccién sugiere que la interacciéon del tRNA con la forma I
debe ser mas estable ya que ambos protémeros participan en la interaccion
de cada molécula de tRNA, aumentando, por tanto, la superficie de inter-
accién (figura 45). Ademds, solo la forma I de MnmG tiene los tineles de
acceso al FAD perfectamente formados y estabilizados y con unas dimensio-
nes similares al didmetro de la hélice del brazo anticodén del tRNA (figura
47). Esta estructuracion del tinel de acceso al FAD es debida en gran medida
a la estabilizacion de la region 245-295, y concretamente del lazo 262-280, a
través del puente salino intermolecular R436-D289, lazo en el que precisamen-
te se encuentra la C277 que puede formar un puente disufuro con la C277
del protémero opuesto, uniendo ambos lazos entre si. De hecho, los complejos
formados con tRNA de MnmG o MnmG(1-550) son diferentes de los formados
con sus correspondientes variantes R436A y C277S pues migran, en un gel de
agarosa, con diferente velocidad (figura 48). Asi pues, parece que existe una

relacion entre la formacion del centro catalitico, a través de la interaccién entre
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el N-terminal de MnmE y el ntcleo catalitico de MnmG, y el acceso al FAD
del tRNA a través de los tuneles situados en el parche cargado positivamente
que queda entre los Nary de la cara opuesta de MnmG (figuras 40, 44 y 45).

Para integrar funcionalmente toda esta informacion acerca de la naturale-
za dinamica de MnmG, proponemos un modelo del ciclo conformacional que
puede experimentar MnmG para llevar a cabo la modificacién de tRNA. En
la figura 50 se muestra un esquema de las asociaciones entre las estructuras
cristalinas, los volimenes obtenidos por EM y las representaciones de los mis-
mos que se usan en el modelo que proponemos y que se muestra en la figura
51.

En primer lugar, al expresarse MnmG en el citoplasma reductor de E. coli
adquiriria la forma dimérica I con las C277 reducidas y aisladas del solvente
y los puentes salinos R436-D289 formados; es decir, una conformacién que se
corresponderia con el volumen B (estadio 1). La unién de FAD y NADH, y
probablemente de MnmE, induciria en MnmG los consecuentes cambios con-
formacionales, estructurando el sitio FAD y formandose el puente disulfuro
intermolecular entre las C277 previamente oxidadas por el FAD. El ntcleo ca-
talitico de MnmG adoptara entonces una conformacién mas ensanchada que
podria corresponder con el volumen A obtenido por EM (estadio 2). Esta
conformacién podrd entonces interaccionar con el N-terminal de MnmE (cu-
yos dominios helicoidales estaran ya interactuando con los Cagy de MnmG),
formandose el centro catalitico del complejo MnmEG en el que interactuardn
el FAD de MnmG y el MTHF de MnmE (estadio 3). En esta conformacién
también podra unirse el tRNA pero el acceso al sitio FAD estara restringido
por el puente disulfuro intermolecular (estadio 4 ). Este complejo MnmEG,
en el que el FAD, interactuando con el MTHF, quedaria aislado del solven-
te, podria llevar a cabo la parte oxidativa de la reaccién de modificacién de
tRNA (figura 10) [63] en la que el FAD deshidrogena el grupo carboxime-
tileno o aminometileno, segtin su procedencia, previamente unido al MTHEF.
Como consecuencia de esta reaccién, las C277 deberian reducirse, rompiéndose
entonces el puente disulfuro intermolecular y permitiendo el acceso del tRNA
al sitio FAD (estadio 5). Entonces, MnmG adoptaria la conformacién corres-
pondiente al volumen B en la que se observan los tineles de acceso al FAD
abiertos y bien estructurados (figuras 29, 31A, 34 y 47). Por tanto, el tRNA
puede acceder al sitio catalitico y el complejo MnmEG podra llevar a cabo

entonces la segunda parte del ciclo modificacién de tRNA, donde se transfiere
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el grupo nm (aminometileno) o cmnm (carboximetilaminometileno) al tRNA
que posteriormente sera reducido por el FADH. Ademas, al estrecharse el es-
pacio intermolecular de MnmG, se rompera la interaccién con el N-terminal de
MnmE, pudiéndose liberar el THF. En este modelo se propone, por lo tanto,
la existencia de un mecanismo conformacional que separa espacialmente las
reacciones oxidativa y reductiva mediadas por el mismo cofactor (FAD) pero
con sustratos diferentes. Finalmente, para la liberacién del tRNA proponemos
que MnmG adoptara la forma II en la que cada molécula de tRNA interacciona
con un solo protémero de MnmG vy, por tanto, el nimero de interacciones con
éste sera menor que con la forma I donde ambos protémeros participan en la
interaccién de cada una de las moléculas unidas de tRNA (figura 42). Pero

para que MnmG adopte la forma II son necesarias al menos dos condiciones:

= Rotura del puente salino intermolecular R436-D289, que podria ser cau-
sada por la misma interacciéon con el tRNA ya que el enlace R436-D289
se encuentra en la zona de unién a éste (figuras 46 y 47). De hecho
la disrupcion de puentes salinos en la superficie de las proteinas es un

factor dominante en el acomodamiento de acido nucleicos en proteinas

75, 56].

= Separacion de los Cpgry de sus correspondientes nicleos cataliticos. Da-
do que MnmE interacciona a través de sus dominios helicoidales con los
Carm de MnmG y se ha descrito la transmisién de cambios conforma-
cionales desde el dominio G de MnmE a sus dominios helicoidales como
consecuencia del ciclo GTPasa [62, 28|, es posible que sea MnmE quien
induzca la apertura de los Cary de MnmG induciendo la transicion de la
forma I a la forma IT de MnmG y, en consecuencia, la liberacién del tRNA
modificado (estadio 6). Asi pues, el ciclo GTPasa de MnmE podria or-
questar el ciclo de modificacién de tRNA, como han propuesto diversos
grupos, a través de la transmisién de cambios conformacionales desde el

dominio G a sus dominios helicoidales y de éstos a los Cary de MnmG.

Finalmente, MnmG, ya sea por su tendencia intrinseca o con la ayuda de Mn-
mE (posiblemente por su retorno al estado conformacional anterior promovida
por la unién de una nueva molécula de GTP), volveria a adoptar la interfaz de
dimerizacién de la forma I, pudiendo iniciar un nuevo ciclo de modificacién. En

general, nuestros resultados indican que MnmG sufre una compleja dindmica
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conformacional que ha de coordinarse con MnmkE, operando en conjunto co-
mo una maquina molecular que llevarda a cabo la compleja adiciéon del grupo
carboximetilaminometileno o aminometileno en la posicién 5 de la U34 de un

grupo especifico de tRNAs.

Modelo Est.ruct.ura Volumen EM
cristalina
i i Volumen A
[R5
A - o
(PDB 2ZXH) @
Volumen B
Formalll
(PDB 2ZXI, 3CP8,3CP2,3CES)

Figura 50: Equivalencia entre las estructuras cristalinas de MnmG, los
voliimenes resueltos por microscopia electrénica y las representaciones
esquematicas de los mismos que se usaran en el modelo del ciclo confor-
macional de MnmG
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Figura 51: Modelo propuesto para el ciclo conformacional de MnmG.
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PARTE 2

“'Y vaya si la hizo crecer! Mucho mds aprisa de lo que imaginaba!”
Alicia en el Pais de las Maravillas. Lewis Carroll, 1865.

Cuando analizamos el estado de oligomerizacién de MnmG por filtracién en
gel observamos la aparicién de dos picos de volumen de elucién inferior al
de la forma dimérica (figura 53A). El volumen de elucién de estas fracciones
adicionales corresponde a tamanos de alrededor de 300 kDa (pico B) y mayores
de 600 kDa (pico A). La presencia de MnmG fue confirmada por SDS-PAGE
en todas las fracciones (figura 53A, inserto). En un principio, asociamos
la fracciéon A con precipitacion de la proteina y la fraccion B con una forma
tetramérica minoritaria de MnmG. Sin embargo, una observacion cuidadosa de
las dos conformaciones de MnmG nos hizo sospechar la posibilidad de que los
conférmeros idénticos pudieran asociarse entre si, dando oligdmeros de mayor
tamano que podrian eluir en la fraccién A.

Como se muestra en la figura 52, las interfaces de dimerizacién de la forma
I y II de MnmG no solapan; ademas, los residuos que pertenecen a la interfaz
de dimerizacién de la forma I estdan expuestos al solvente en la forma II y
viceversa. Esto sugiere que varios dimeros de idéntica conformacién (forma
I o forma II) podrian interaccionar entre ellos a través de los residuos que
formarian parte de la interfaz de dimerizacién en la conformacién alternativa
(figura 52). En consecuencia, decidimos estudiar con mds detenimiento el

material que se separa en la fraccién A de la filtracién en gel.

22. RNA ribosomal copurifica con MnmG.

Al estudiar los espectros de absorciéon de las fracciones de MnmG obser-
vamos que la fraccién A, que podria corresponder a oligémeros de alto peso
molecular, abreviadamente APM, presentaba un maximo a 260 nm y no al-
rededor de 280 nm (que es la longitud de onda donde las proteinas tienen
un maximo de absorbancia debido a sus residuos aromaticos) (figura 53B).
Este cambio en el maximo de absorbancia podria deberse a la presencia de
acidos nucleicos en la muestra cuya absorbancia maxima ocurre precisamente
a 260 nm. Para investigar la naturaleza del material copurificado con MnmG,
calentamos una muestra de la fraccién A a 95°C durante 15 minutos y, tras

10 minutos de centrifugacién, recuperamos el sobrenadante. A continuacion,
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Formal ll

Figura 52: Las interfaces alternativas de dimerizacién de MnmG permi-
ten la interaccién entre los dimeros de una misma conformacién. Repre-
sentacién en cintas de dos dimeros de la forma I (arriba) y de la forma II (abajo) de
MnmG encarando los residuos que forman parte de la interfaz de dimerizacién de la
forma II (arriba, esferas azules) y de la forma I (abajo, esferas magenta).
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tratamos el sobrenadante con DNasa o RNasa durante 45 min a 37°C. En la
figura 53C se muestra un gel de agarosa en el cual corrimos el sobrenadante
con y sin tratamiento con DNasa o RNasa. La tincién del gel con “Gel Red”
confirmé que el material copurificado con MnmG y presente en la fraccién A
es un acido nucleico y la degradacion especifica con RNasa demostrd su natu-
raleza de RNA. Dado que MnmG es una enzima modificadora de tRNA, en
principio pensamos que el RNA copurificado podria ser tRNA pero el rango de
tamanos que abarcaba el material obtenido por desnaturalizacién térmica de
la proteina (figura 53C) no nos cuadraba de manera precisa con el tamano
esperado para un tRNA (alrededor de 70 pb) y, ademds, daba un barrido que
sugeria cierta degradaciéon de moléculas de mayor tamano.

Para conservar la integridad del RNA copurificado e intentar identificar
el tipo de RNA, realizamos una extraccion de acidos nucleicos con fenol-
cloroformo de la fraccién A de MnmG y la comparamos en agarosa con un
extracto fenol-cloroformo de RNA total procedente de E. coli (figura 53D
). Dos bandas pudieron ser observadas, una banda mayoritaria que mostraba
una migracion similar al RNA 23S y una segunda banda con migracién similar
al RNA 16S. En el andlisis se apreciaba que parte del RNA estd degradado,
seguramente debido al proceso de purificacién de la proteina MnmG, lo que
podria haber alterado ligeramente la proporcién de las bandas observadas. En
sintesis, los resultados indicaban que el RNA ribosomal grande (23S y 16S)
copurificaba con MnmG y sugerian que MnmG podria estar asociada al rRNA

en la fraccién A.

23. Diferentes estados oligoméricos de MnmG

estan asociados con RNA ribosomal.

Las moléculas de rRNA de 16S y 23S tienen masas de aproximadamente 500
kDa y 1000 kDa, respectivamente (figura 54). Por lo tanto, es dificil saber a
priori como estara asociada la proteina MnmG a las mismas, dado que el rango
6ptimo de separaciéon de proteinas en la columna utilizada de filtracion en gel
(Superdex 200 HR10/30) es desde 10 kDa a 600 kDa. Con el fin de dilucidar es-
ta cuestién, decidimos tratar con RNasa A las fracciones de MnmG, separadas
por filtracién en gel, para degradar cualquier RNA asociado a MnmG vy, a conti-

nuacién, analizar las muestras mediante electroforesis en gel roja nativa (NRE)
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Figura 53: MnmG puede formar oligémeros de alto peso molecular que
copurifican con RNA ribosomal. A) Filtracién en gel de MnmG purificada mos-
trando tres picos principales correspondientes a complejos de MnmG de diferente
tamano (dimeros, tetrdmeros y de alto peso molecular). B) Espectro de absorcién
en el UV de las diferentes fracciones de MnmG obtenidas por filtracién en gel. C)
Degradacién especifica por RNasa del material copurificado con MnmG extraido por
desnaturalizacién térmica. D) Gel de agarosa comparando la migracién de un RNA
total y el RNA copurificado con MnmG, ambos extraidos con fenol-cloroformo. E)
Electroforesis rojo nativa (NRE) en gradiente (3-12%) comparando las fracciones
de MnmG obtenidas por gel filtracién y tratadas con RNasa (panel izquierdo). In-
munotransferencia del carril A del gel NRE mostrado en el panel izquierdo usando
un anticuerpo policlonal contra MnmG (panel derecho).
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en gradiente (3-12% de acrilamida). El gel fue posteriormente tenido con azul
de Coomassie para detectar el estado de oligomerizacién de las proteinas en
el gel. En todos los carriles fueron detectadas formas diméricas, tetraméricas
y otras formas de mayor masa molecular (figura 53E, panel izquierdo). Con-
cretamente, en el carril correspondiente a la fraccién A, observamos bandas
con una migracion correspondiente a masas moleculares entre 140 kDa y 1200
kDa. Estos resultados sugieren que el pico APM esta compuesto por diferentes
complejos RNA-MnmG formados por RNA y diversas formas oligoméricas de
MnmG. Realizando un anélisis Western de la fracciéon A, con un anticuerpo
policlonal anti-MnmG, comprobamos que, efectivamente, no solo las bandas
correspondientes a dimeros y tetrameros de MnmG sino también bandas de
masas superiores a 700 kDa eran reconocidas por el anticuerpo (figura 53E,
panel derecho). Unicamente las dos bandas de migracién mas lenta no fueron
detectadas en el andlisis Western pero es posible que la transferencia de estas
formas a la membrana de PVDF no fuese eficiente dada su alta masa molecular
(>1000 kDa). En conjunto, todos estos resultados indican que MnmG puede
formar oligdmeros APM estabilizados por interacciones proteina-proteina ya

que el RNA no es requerido para su mantenimiento.

24. Una molécula de RNA ribosomal es capaz

de unir varios dimeros de MnmG n wvitro.

Los resultados anteriores indican que MnmG interacciona con RNA (figura
53) y sugieren que esta interaccién podria influir en el estado de oligomeri-
zacion de MnmG. MnmG podria utilizar el rRNA como andamio para su oli-
gomerizacién APM. Dado el relativamente gran tamano de los rRNAs, una
molécula de rRNA podria ser capaz de albergar inicialmente varios dimeros
de MnmG (figura 54). Por tanto, decidimos comprobar mediante EMSA si
la forma dimérica de MnmG era capaz de unirse al rRNA in vitro. Para es-
te propdsito, hicimos una extraccién fenol-cloroformo de acidos nucleicos de
E. coli seguida de un tratamiento con DNasa para eliminar cualquier resto
de DNA. A continuacién, incubamos 2.5 yg del RNA extraido con cantidades
crecientes de la forma dimérica de MnmG (figura 53A, fraccién B) y anali-
zamos su patrén de migracién en geles de agarosa al 1.75 %, para cantidades

menores de MnmG y al 1.25%, para cantidades mayores de MnmG, (figura
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Figura 54: Comparacién de la masa molecular de los rRNA 23S y 16S con
la de MnmG. Estructuras tridimensionales del rRNA 23S y rRNA 16S obtenidas
de los PDBs 1C2W y 4DR3 respectivamente. Las formas I y II de MnmG proceden
de los PDBs 2ZXH y 2ZXI respectivamente.
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55A). Dado que en la muestra de RNA hay moléculas de diferente tamano,
es dificil calcular con precisién su concentracién. Por esa razén, expresamos la
proporcion RNA:proteina en funciéon de su masa.

El ensayo de EMSA revel6 un retraso en las bandas correspondientes a
los rRNAs 23S y 16S, principalmente a concentraciones mayores de MnmG
(figura 55A arriba). Los geles fueron tenidos, tras el revelado con “Gel Red”
(GR), con azul de Coomassie (CB), detectando la presencia de proteina en
las mismas posiciones que el RNA y confirmando asi la formacién de comple-
jos RNA:proteina (figura 55A, abajo). Conviene resaltar el desplazamiento
gradual en la movilidad de los complejos RNA:proteina a medida que aumen-
tamos la concentracién de MnmG. Este patrén de migracién sugiere que se
estdn formando complejos de diferente tamano debido a que multiples dimeros
de MnmG se estan uniendo por molécula de RNA y que altas concentraciones
de MnmG son necesarias para saturar el sistema. En la figura 55B se presenta
un esquema ilustrativo de esta cuestion. Para confirmar que el desplazamiento
en funcién de la concentracion de MnmG es debido a la interaccién con el
RNA, repetimos este mismo experimento en ausencia de RNA pero con las
mismas concentraciones de MnmG usadas para visualizar la interaccién con
el RNA. Como puede observarse en el gel tenido con CB que se presenta en
la figura 55C, no hay variacion en la migracién relativa de MnmG a medida
que aumenta su concentracién. Hay que tener en cuenta que la migracién en
un gel de agarosa en condiciones nativas depende de la forma, tamano y carga
de la molécula o complejo que se analiza. Dado el gran tamano de los rRNAs
23S y 16S (figura 54) y, por consiguiente, la gran cantidad de carga negativa
que aportan al complejo, éste avanza mas rapidamente que la proteina MnmG
sola (figura 55, A y C). Por otra parte, es légico que a bajas concentraciones
de MnmG (figura 55A, izquierda) no se observen desplazamientos ya que el
incremento de masa del complejo es pequeno, al igual que la compensacién de
carga negativa que pueda haber producido la unién de MnmG sobre el rRNA.
La unién de MnmG por el rRNA parece ser bastante especifica puesto que no
se observa ninguna disminucién de la banda correspondiente al RNA pequeno
que hemos asociado con el RNA 5S, salvo un ligero descenso a las concentra-
ciones més elevadas de MnmG (figura 55A). El RNA pequenio probablemente
incluye tRNA ademas del rRNA 5S. Dado que MnmG es capaz de unir tRNA
(figura 48 y tabla 10), es posible que a concentraciones saturantes de MnmG,

dimeros libres de MnmG interaccionen con el tRNA presente en el extracto .
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Figura 55: Reconstitucién in vitro de los complejos rRNA-MnmG. A)
Geles de retardo (EMSA) tenidos con Gel Red (GR, paneles superiores) o azul de
Coomassie (CB, paneles inferiores) a los porcentajes de agarosa indicados (1.75% y
1.25 %) muestran la capacidad de MnmG de unir rRNA in vitro. La ratio indica la
proporcién RNA (2.5 ug)/dimero de MnmG analizada en cada carril. B) Diagrama
mostrando la incorporacién de dimeros de MnmG sobre el andamio de rRNA. C)
Gel de agarosa en el que se ha cargado MnmG en las mismas condiciones que en los
geles de retardo pero en ausencia de rRNA . D) Gel de retardo en presencia de DNA
genémico mostrando la especificidad de MnmG por el rRNA. E) Anélisis en NRE
de gradiente (3-12 % poliacrilamida) de MnmG (12.5 pg) incubada (B) o no (A) con
rRNA (2.5 ug) y tratada con RNasa. Gel tenido con azul de Coomassie (CB)
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Quisimos también comprobar la especificidad de MnmG por RNA respecto
DNA. Para ello obtuvimos de nuevo un extracto de acidos nucleicos de E. coli
por el método fenol-cloroformo pero sin tratamiento con DNasa y repetimos el
experimento descrito arriba de retraso en gel con las concentraciones mas ele-
vadas de MnmG. En un gel de agarosa se apreci6 en esta ocasiéon una banda de
DNA genémico (DNAg) cuya movilidad no vari6 al aumentar la concentracién
de MnmG excepto a las concentraciones més altas (figura 55D). Ademas, el
patrén de migracion de los complejos rRNA:MnmG es similar al observado en
ausencia de DNAg (figura 55A, arriba panel derecho).

Parece evidente que en las condiciones experimentales usadas, la interaccion
del rRNA con MnmG es muy clara y especifica. No podemos, sin embargo, des-
cartar que MnmG pueda también interaccionar con el DNA. Se necesitaran ex-
perimentos adicionales para probar la especificidad de tal interaccién MnmG-
DNA. En conjunto, los resultados que se muestran en la figura 55 sustentan
la idea que el rRNA puede actuar como andamio para la oligomerizacién de
MnmG ya que es capaz de unir varios dimeros de MnmG por molécula. Dado
el gran tamano de los rRNAs, es factible que un nimero especifico de dimeros
de MnmG se una al rRNA formando un complejo nucleoproteico de alto peso
molecular .

Estos experimentos, sin embargo, no aclaran si en los complejos rRNA:MnmG
reconstituidos in vitro los dimeros de MnmG interaccionan entre si formando
un oligdmero proteico como parece que ocurre en los complejos rRNA:MnmG
purificados a partir de cultivos de E. coli (figura 53E). Para comprobar esta
posibilidad analizamos en NRE en gradiente (3-12 %) una muestra de MnmG
(12.5 pg), incubada o no con rRNA (2.5 ug) y tratada posteriormente con RNa-
sa. La tincién con CB del gel no mostré ninguna diferencia entre la muestra
incubada con RNA vy la que no lo estaba ya que en ambas calles solo se ob-
servan bandas, de intensidad similar, correspondientes a la forma dimérica vy,
en mucha menor proporcién, a la forma tetramérica de MnmG (figura 55E).
Este resultado sugiere que ademds del rRNA es necesario otro factor/es para
promover las interacciones proteina-proteina entre los dimeros o tetrameros de

MnmG y formar un oligbmero APM.
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25. El tRNA compite por la unién de MnmG
con el rRNA.

Nuestros resultados han demostrado que la forma dimérica de MnmG in-
teracciona con el TRNA y con tRNA (figuras 55, 48 y tabla 10). Dado
que MnmG tiene un unico parche cargado positivamente en cada protémero
(figura 44) es posible que el tRNA y el rRNA compitan por el mismo sitio
de unién en MnmG. Para demostrar esta hipdtesis realizamos un ensayo de
competicién usando EMSA (en gel de agarosa), analizando la migracién de un
complejo rTRNA:MnmG (1:5) preformado tras su incubacién con concentracio-
nes crecientes de tRNAS (purificado de una cepa de E. coli). Los resultados
(figura 56) indicaron que a medida que aumentaba la concentracién de tRNA
se producia la aparicién de rRNA libre asi como un aumento en la movilidad de
los complejos rRNA:MnmG. Estos datos permiten concluir que el tRNA com-
pite con el rRNA por la unién de MnmG, al menos in vitro, siendo capaz de

liberar rRNA y dimeros de MnmG de los complejos rRNA:MnmG preformados

.
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Figura 56: El tRNA disocia los complejos rRNA:MnmG reconstituidos
in vitro. Ensayo de competiciéon usando EMSA de un complejo 1:5 rRNA:MnmG
(preformado) con concentraciones crecientes de un tRNA purificado (tRNA™S).
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Utilizando el software del servidor ARTs [21], hemos encontrado estructuras
similares al brazo anticodén del tRNA en el rRNA alineando tridimensional-
mente un tRNAS" (PDB: 2DET) con las estructuras de los rRNA 23S y 16S
(figura 57) (PDBs 1C2W y 4DR3 respectivamente). Dado que MnmG in-
teracciona in vitro tanto con tRNAs sustratos como no sustratos (tabla 10),
parece que es capaz de reconocer estructuras similares en todos los tRNAs aun-
que solo modifique un grupo de tRNAs determinado. Por tanto, es posible que
MnmG pueda unirse al rRNA reconociendo regiones estructurales accesibles

similares al brazo anticodén del tRNA.

26. La fraccion APM de MnmG presenta ac-
tividad NADH oxidasa.

Como se ha comentado previamente, MnmG es una flavoenzima [97] capaz
de unir NADH especificamente [60]. Una actividad NADH oxidasa en MnmG
nunca ha sido descrita, pero la presencia de NADH es necesaria para la for-
macién del puente disulfuro C277-C277 intermolecular (figura 39) y aumenta
la proporcién de tRNA modificado in vitro por MnmEG aunque solo en con-
centraciones limitantes de FAD [63]. Con la forma dimérica de MnmG nunca
hemos detectado una actividad NADH oxidasa relevante (figura 42, panel
derecho) pero se ha visto que la actividad de un gran nimero de proteinas
estd regulada por su estado de oligomerizacion. De hecho, varios estudios han
demostrado el importante papel de la homo-oligomerizacion en diferentes ru-
tas regulando expresion génica, actividad enzimatica, canales idnicos e incluso
adhesiones célula-célula [43]. Por ejemplo, la peroxiredoxina bacteriana AhpC
requiere la transicion desde formas diméricas a formas decaméricas para llevar
a cabo su actividad peroxidasa [70]. Asi que nos propusimos monitorizar la
actividad NADH oxidasa en las diferentes fracciones de MnmG eluidas por
filtracién en gel. Para ello, teniendo en cuenta que solo la forma reducida del
NAD (es decir, el NADH) absorbe a 340 nm, medimos la absorbancia (As40)
a esta longitud de onda de una solucién de 250 uM de NADH durante 20
min afiadiendo proteina a una concentracién final de 2 uM. Dada la presencia
de rRNA en la fraccién APM de MnmG, no pudimos cuantificar espectrofo-
tométricamente de manera precisa la proteina presente en esa muestra. Lo que

hicimos fue igualar las absorbancias de las fracciones de MnmG llevando a
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Figura 57: El rRNA tiene estructuras similares a tRNA expuestas al
solvente. Representacion en cintas de la estructura tridimensional de los rRNAs
23S v 168 asf como del tRNAC procedente del PDB: 2DET). En diferentes colores
se destacan las regiones del rRNA que adquieren una estructura similar al tRNA,
segun el software del servidor ARTSs.
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Figura 58: La fraccién de MnmG de alto peso molecular exhibe actividad
NADH oxidasa. Medida de la oxidacién de NADH en el tiempo monitorizando la
Asyo de las diferentes fracciones de MnmG eluidas desde la filtracién en gel y de la
variante MnmG-R436AE585K

cabo las diluciones pertinentes para anadir el mismo volumen en el ensayo de
actividad. Asi pues hay que tener en cuenta que la fraccién de alto peso mole-
cular tendrd una concentracién de protefna MnmG menor a 2 uM, a diferencia
de las otras dos fracciones cuya concentracién pudo ser calculada de manera
precisa. Aun asi, un descenso significativo en la Az, con un comportamiento
que se ajusta a una funcién de decaimiento exponencial, fue detectado exclu-
sivamente en la fracciéon APM (figura 58). Concretamente, con la fraccién A
(oligémero APM) se observa una caida en la A3y del 35 % a los 7 min, mientras
que la incubacién de la solucién de NADH con las fracciones B (tetrameros)
y C (dimeros) solo disminuy6 la Ay muy ligeramente: menos del 5% tras 20
min de incubacién (figura 58).

Estos datos muestran que la fraccién APM de MnmG tiene una actividad
NADH oxidasa incrementada, lo que a su vez sugiere que el rRNA o la oligome-
rizacién de MnmG mediada por rRNA son responsables de esta estimulacién
de la actividad. Medimos, entonces, la actividad NADH oxidasa de un comple-
jo rTRNA:MnmG 1:5 reconstituido in vitro y no detectamos ningin descenso
significativo en la Asy (datos no mostrados). Nuestros datos indicaron, por

tanto, que la incubacién durante 30 min de rRNA con MnmG es suficiente
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para formar complejos TRNA:MnmG (figura 55A) pero no para que se forme
un oligémero APM (estabilizado por interacciones proteina-proteina) (figura
55E) ni para estimular la actividad NADH oxidasa de MnmG. As{ pues, pro-
ponemos que la formacién de un oligomero APM de MnmG, en el que varios
dimeros interaccionan entre si, es necesaria para promover la actividad NADH

oxidasa.

27. La conformacion II de MnmG promueve

su oligomerizaciéon de orden superior.

Nuestros hallazgos han sugerido que, ademads de la unién de rRNA, otro
factor/es son necesarios para establecer las interacciones proteina-proteina que
requiere la oligomerizacién APM de MnmG y la consiguiente estimulacion de
la actividad NADH oxidasa. Resultados previos (primera parte de esta Tesis)
indican que MnmG en solucién esta principalmente adoptando la forma I de
MnmG, estabilizada por el puente salino intermolecular R436-D289 y la inter-
accién del Cary con el nicleo catalitico de su protémero opuesto (mediada
por los residuos E585 y G606). Esta informacién nos llevé a pensar que una
transicién de la forma I a la forma II de MnmG podria ser necesaria para la
oligomerizacién APM de MnmG. Por tanto, para desplazar el equilibrio con-
formacional de MnmG hacia la forma II introdujimos el cambio R436A en
la variante MnmG-E585K. Una vez construida y purificada la nueva variante
MnmG-R436AE585K en condiciones reductoras, analizamos su estado de oli-
gomerizacién usando filtracién en gel. La proteina, casi en su totalidad, eluyo
en voliumenes correspondientes a masas superiores a 600 kDa (figura 59A).
Dado que con MnmG-WT habiamos detectado la presenciade rRNA en la frac-
ciéon APM (figura 53, B-D), esta vez analizamos el experimento de filtracién
en gel a las longitudes de onda de 280 nm y 260 nm. Como se observa en los cro-
matogramas de la figura 59A., la absorbancia de MnmG-R436 AE585K a 260
nm fue mucho mayor que a 280 nm, sugiriendo que lleva rRNA asociado. Para
confirmar esta posibilidad y determinar el estado oligomérico de la proteina
MnmG-R436 AE585K unida al rRNA, repetimos el experimento de filtracion
en gel tras hacer un tratamiento con RNasa. En este caso observamos un solo
pico correspondiente a tamanos mayores de 600 kDa pero con una absorcién

a 260 nm mucho menor que la muestra sin tratar con RNasa a consecuencia
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Figura 59: La variante MmG-R436E585K adopta un estado de oligome-
rizacién de alto peso molecular asociado a RNA. A) Perfil de elucién en gel
filtracién de la variante MnmG-R436AE585K monitorizado a las longitudes de onda
de 260 nm y 280 nm antes y después del tratamiento con RNasa. B) Anélisis en
NRE en gradiente (3-12%) de la variante MnmG-R436E585K tratada con RNasa
(carril izquierdo). Un marcador de masas moleculares (MW) se corri6 en el carril
derecho.

de la degradacién del rRNA. Picos correspondientes a formas tetraméricas o
diméricas de MnmG no fueron detectados, indicando que practicamente toda
la variante MnmG-R436E585K estaba en la forma de un oligdmero proteico
de alto peso molecular asociado al rRNA.

Para confirmar este resultado y precisar el tamano del oligdbmero formado
por esta variante decidimos analizar mediante NRE en gradiente (3-12 %) una
muestra de MnmG-R436AE585K tratada con RNasa. Solo una banda con una
migracién correspondiente a un tamano mayor de 1100 kDa fue detectada,
confirmando que la proteina estd en forma de oligdmero APM (figura 59B) .
El conjunto de estos datos sugiere que una transicién desde la forma I a la forma
II, ademas de la unién a rRNA, promueve la oligomerizacion APM de MnmG.
Analizamos también si la variante MnmG-R436AE585K era capaz de oxidar
NADH vy, tal como esperabamos, detectamos un descenso en la Ay similar
al observado con la fraccion APM de MnmG-WT, (figura 58). Estos datos
apoyan la idea de que la actividad NADH oxidasa en MnmG es estimulada
por su oligomerizacion APM lo que a su vez requiere una transicion de la

conformacién I a la conformaciéon I de MnmG.
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28. Modelo estructural de la oligomerizacién

APM de MnmG.

Nuestros resultados indican que en los complejos rRNA:MnmG purificados
de cultivos de E. coli existen interacciones proteina-proteina entre los dime-
ros de MnmG ya que los oligdmeros APM resisten el tratamiento con RNasa
(figura 53E). Ademds, experimentos in vitro indican que varios dimeros de
MnmG son capaces de asociarse con una molécula de rRNA (figura 55A),
sugiriendo que MnmG puede usar al rRNA como andamio para su oligome-
rizacién (figura 55B). Por tanto, parece que el rRNA es necesario para la
oligomerizacion APM de MnmG pero no para su mantenimiento. Finalmente,
nuestros datos indican que la oligomerizacién esta favorecida por la conforma-
ci6n 11 de MnmG (figura 59).

A partir de todos estos datos hemos construido un modelo para explicar
la oligomerizacién APM de las formas diméricas de MnmG y que se detalla
a continuacion. Dado que nuestros experimentos nunca han mostrado formas
monoméricas de MnmG y que la afinidad entre monémeros es muy alta, con
una constante de disociacién menor de 0.1 uM segtn datos de ITC , asumimos
que la unidad bésica de repeticiéon en el oligdbmero de MnmG es el dimero.
Las interfaces de dimerizacién de las formas I y I de MnmG no solapan y los
residuos que forman la interfaz de dimerizaciéon de una forma estdn expuestos
al solvente en la otra. Como hemos comentado ya, tal disposicién permite in-
teracciones entre las conformaciones I o entre las conformaciones II de MnmG.
Nuestros experimentos indican que la forma II de MnmG promueve la oli-
gomerizacion APM (figura 59). Asi pues, para la construccién del modelo,
superpusimos dos dimeros de la forma II sobre un dimero de la forma I de
tal manera, que un protéomero de cada dimero de la forma II alinee con un
protémero del dimero de la forma I y asi sucesivamente. De esta manera con-
seguimos situar varios dimeros de MnmG en su forma II interaccionando entre
si a través de los residuos que pertenecen a la interfaz de dimerizacién de la
forma I (PDB 2ZXH). Como resultado de este procedimiento obtuvimos un
oligémero filamentoso de simetria helicoidal dextrégira (figura 60).

Segun el modelo construido, tres dimeros de MnmG son necesarios para
completar una vuelta de hélice, lo que corresponderia con un paso de hélice
(P) de unos 190 A, un radio (R) de 65 A y una masa molecular teérica de

420 kDa. Dada esta forma filamentosa, el oligdmero de MnmG podria alcanzar
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Dextro

Figura 60: Modelo estructural de oligémeros de APM de MnmG. A)Vista
longitudinal de un oligémero helicoidal de APM formado con cuatro dimeros de la
forma II de MnmG, cada uno coloreado de manera diferente. Los residuos C277, D289
y R436 esté representados en esferas amarillas, rojas y azules, respectivamente. En
angstroms se expresa la longitud de una vuelta de hélice que es completada por tres
dimeros de MnmG B) Vista transversal del oligémero helicoidal de APM de MnmG
donde se puede apreciar la simetria dextrégira de la hélice y su radio de unos 65 A.
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eo1je)so.}09|e ebien

Figura 61: El oligémero de APM de MnmG permite la interaccién con
RNA y MnmE. A) Representacién del potencial de superficie electrostatico de un
oligbmero APM de MnmG construido a partir de dimeros de MnmG en forma II. En
azul se han coloreado las zonas cargadas positivamente y capaces de unir RNA. B)
Representacién en cintas de un oligdmero APM de MnmG con los Caru coloreados
en rojo. Los residuos del C gy que hemos identificado como implicados en la unién
de MnmE (Y576 y L582) estan destacados en esferas marrones
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tamanos realmente elevados. Nuestros experimentos han mostrado oligdmeros
de MnmG de més de 1100 kDa (figuras 53E y 59 ), correspondiendo a més de
dos vueltas de hélice, aunque hay que tener en cuenta que las formas filamen-
tosas se retrasan al atravesar matrices porosas (como es el caso de filtracién
en gel o NRE) respecto a formas més globulares, pudiendo sobreestimarse el
tamano del oligdmero en cuestién. Si representamos el potencial electrostati-
co de superficie de los dimeros que forman el oligbmero se observa que los
parches cargados positivamente quedan expuestos al solvente permitiendo la
interaccién con RNA (figura 61A y animacién 2 , archivo animaciones.ppt
CDTesis). Nuestro modelo, por tanto, apoya que el rRNA actie como andamio
de la oligomerizacion APM de MnmG, limitando a su vez el tamano del fila-
mento proteico helicoidal. Por otro lado, los residuos pertenecientes al Cgy de
MnmG que hemos identificado como implicados en la interaccién con MnmE
(Y576 y L582) (tabla 8) quedan accesibles en nuestro modelo (figura 61B)
sugiriendo que MnmE podria interaccionar con el oligdmero APM de MnmG.

También hemos elaborado un modelo de oligdmero APM partiendo de la
conformacién I (figura 62, panel central y animacién 3 archivo animacio-
nes.ppt CDTesis). En este caso, los extremos del oligbmero son, como era de
esperar, distintos. Ademds, el paso de hélice es de 160 A, en lugar de los 190 A
que se observan en el oligdmero de la forma II, aunque el radio en ambos casos
es de unos 65 A. Mientras ha sido relativamente fécil detectar residuos que, co-
mo el R436 y el E585, afectan la estabilidad de la conformacién I y promueven
la adopcioén de la conformacién II cuando son cambiados, no es facil encontrar
residuos que impidan la adopcién de la conformacién II. Por tanto, este es un
tema que debera ser estudiado mas adelante y, por el momento, no podemos
excluir la posibilidad de que en la célula pueda haber oligdmeros APM tanto

de la forma I como de la forma II.
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29. Consideraciones generales.

La capacidad de MnmG para adoptar diferentes configuraciones diméricas,
no solo ha revelado informacién valiosa acerca del modus operandi del complejo
MnmEG para llevar a cabo la modificacién de tRNA (parte I de esta Tesis),
sino que, ademas, nos ha llevado a descubrir la habilidad de MnmG para formar
oligémeros APM gracias a sus dos posibles interfaces de dimerizacién (parte II
de esta Tesis). Nuestros resultados apoyan la idea de que MnmG usa el rRNA
(16S y 23S) como andamio arquitecténico para su oligomerizacién APM, lo que
abre una nueva perspectiva en la funcién y/o regulacién de MnmG al introducir
el rRNA como un nuevo elemento de interaccién con esta flavoenzima.

El RNA actia como andamio en diferentes complejos macromoleculares
como el espliceosoma [90], la telomerasa [98] , la particula de reconocimiento
de senal (SRP) [81], el propio ribosoma [66] o el complejo Rev-RRE del virus
HIV [27]. Concretamente, en este ultimo ejemplo, las secuencias de RNA RRE
(Respuesta a Elemento Rev) guian la homo-oligomerizacién de la proteina
Rev de manera similar a lo que parece suceder con el rRNA y MnmG. Aunque
nuestros experimentos indican que el TRNA es quien guia la oligomerizacién
APM de MnmG reclutando varios dimeros por molécula (figura 55, A y B),
el intento de reconstituir in vitro el oligdmero APM mostré la necesidad de
otro factor/es para el establecimiento de las interacciones proteina-proteina
necesarias para su formacién (figura 55E). Al introducir los cambios R436A
y E585K en MnmG, que deberian abolir la adopcién de la forma I dimérica en
condiciones reductoras (figuras 36 y 37), la variante adquiri6 en su totalidad
el estado oligomérico APM in vivo y, tras un tratamiento con RNasa, no fueron
observadas formas oligoméricas de MnmG inferiores a 1000 kDa (figura 59),
a diferencia de lo que se observa en la proteina WT (figura 53E). Dado
que nuestros datos apuntan a que MnmG-W'T estd adoptando principalmente
la forma dimerica I, v que en esta forma es capaz de unirse al rRNA, es
posible que una transicion de la forma I a la forma II de MnmG@G, mientras esta
unida al rRNA, sea necesaria para que los dimeros de MnmG interaccionen
entre si formando el homo-oligdmero APM. La interacciéon con rRNA podria
romper el puente salino R436-D289 y MnmE “abrir” los Cagrm de MnmG como
consecuencia del ciclo GTPasa, induciendo asi una transicién de la forma I a
la forma II, tal y como se ha propuesto en el modelo del modus operandi de la

reaccién de modificacién de tRNA (figura 51). Una vez los dimeros de MnmG
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interaccionan entre si, el rRNA no es necesario para su mantenimiento ya que
los oligémeros APM resisten el tratamiento con RNasa (figuras 52E y 59).

Por lo tanto, en nuestro modelo de trabajo proponemos que, por un lado, la
interaccién con una molécula de RNA, ya sea tRNA o rRNA, seria responsable
de la rotura del puente salino, dada su accesible posicién en el sitio de unién
de RNA y la conocida importancia de este tipo de enlaces en la interacciéon con
acidos nucleicos [56, 75] y, por otro lado, la interaccién con MnmE, modulada
por el ciclo GTPasa de esta proteina, seria responsable de la apertura del
Carum, pasando asi MnmG de la conformacion I a la II. En la conformacion 11,
si el tRNA es la molécula interactuante, proseguiria el proceso de modificacién
como hemos propuesto en el modelo presentado en la figura 51 (parte I de
la Tesis), mientras que si es el rRNA la molécula interactuante, la adquisicién
de la conformacién II promoveria la formacién del oligdmero MnmG mediante
interacciones homodimero-homodimero.

El modelo construido del homo-oligémero APM con la forma I, sitia varios
dimeros de MnmG en forma II interaccionando entre ellos a través de la interfaz
de dimerizacién de la forma I, resultando en un filamento de simetria helicoidal
que deja expuestas tanto las zonas de interacciéon con RNA como con MnmE
(figura 61) y, por tanto, manteniendo a priori su capacidad de interaccionar
con estas moléculas. Aunque la construccién de la proteina MnmG-R436E585K
nos ha permitido confirmar que MnmG es capaz de formar oligémeros in vivo
de una masa superior a 1000 kDa, no podemos descartar que también un
oligémero de la forma I pueda formarse in vivo, generando oligbmeros de masa
superior al tetramero. En cualquier caso, ambas interfaces de dimerizacién
(forma I y forma II) coexisten tanto en los oligémeros APM construidos a
partir de la forma II como de la forma I. Conviene senalar que la actividad
NADH oxidasa solo estd estimulada en la fraccién con oligdmeros de masa
superior a 1000 kDa y es mucho menor en las fracciones conteniendo solo
oligémeros de masa inferior a 1000 kDA (figura 58).

La asociacion de MnmG al rRNA y su consecuente oligomerizacion APM
sugiere la existencia de una funcién no convencional de MnmG o de un com-
plejo mecanismo de regulacién de la modificacion de tRNA en la U34. La
asociacién de MnmG con el rRNA podria ocurrir ya durante la transcripcién
del rRNA (y la adopcién de estructura secundaria por parte de éste), dado
que es entonces cuando el rRNA podria estar méas desnudo de proteinas ribo-

somales; en cualquier caso, parece razonable que la interaccién entre MnmG y
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el rRNA se produzca en unas condiciones en las que esté favorecida frente a la
de otras proteinas.

Dado que el oligdmero APM de Mnm@G, en principio, puede aceptar tRNA
y MnmE y, ademas, tiene actividad NADH oxidasa, cabe preguntarse si la
formacién de este oligdmero facilitaria la reaccién de modificaciéon. La reac-
cién de modificacion in vitro realizada por MnmEG requiere NADH cuando la
concentracién de FAD es limitante [63]. Por ello, se propuso que su actividad
NADH oxidasa seria necesaria para mantener el FAD reducido durante el pro-
ceso de modificacién (figura 10). Curiosamente, la oligomerizacién APM de
MnmG induce la actividad NADH oxidasa pero esta actividad es minima en los
oligémeros inferiores a 1000 kDa (figura 58). Por tanto, si la actividad NADH
oxidasa es necesaria para la modificacién de tRNA, cabe pensar que MnmG de-
be estar participando adoptando un estado homo-oligomérico superior a 1000
kDa. Alternativamente, podria ser la unién de NADH, y no la actividad NADH
oxidasa el requisito para que la modificacion de tRNA tenga lugar porque tal
union estabilizaria alguna variacién conformacional local cuando el FAD es li-
mitante. En este caso, la actividad NADH oxidasa del oligémero APM podria
estar relacionada con una segunda funcién de MnmG. Hasta ahora, las reaccio-
nes de modificacién in vitro se han realizado con proteina MnmG purificada,
sin evaluar su estado oligomérico [63][61]. Experimentos futuros usando dife-
rentes fracciones de la proteina MnmG (dimeros, tetrameros, oligbmeros de
APM) podran ayudar a discernir la contribucién de cada forma oligomérica de
MnmG a la reaccién de modificacién.

Como se sugiere arriba, no podemos descartar que el oligémero tenga una
segunda funcién que, sospechamos, podria estar relacionada con la biogénesis,
estabilidad o funcionamiento del ribosoma. Esta sospecha es apoyada por la
reciente demostracion de que la homologa de MnmG en humanos, la proteina
MTO1, interacciona con las proteinas MPRL37 y MPRS35, constituyentes de
la subunidad grande y pequena, respectivamente, de los ribosomas mitocon-
driales [89]. Nuestros datos han mostrado la capacidad de MnmG de interac-
cionar tanto con el rRNA 16S como con el rRNA 23S, que forman parte de
la subunidad pequena (30S) y grande (50S) del ribosoma bacteriano, respec-
tivamente. Por ello, es posible que el oligdmero de MnmG@G, una vez formado,
participe en el ensamblaje funcional del ribosoma interactuando ademés con
proteinas ribosomales, como indican los resultados obtenidos con MTO1[89] .

El Carym de MnmG contiene un dominio tipo SAM que guarda una alta
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homologia estructural con el flexible dominio N-terminal de la recombinasa
RADS51 (figura 49 y tabla 11). La recombinasa RAD51 estd implicada en
recombinacion homologa, catalizando reacciones de intercambio de hebra con
DNA de doble cadena y DNA de cadena simple. RAD51 forma filamentos alre-
dedor del DNA de simetria helicoidal dextrdgira, con pasos de hélices de unos
130A, [16, 2]. Nuestro modelo del oligémero APM de MnmG también muestra
un filamento de simetria helicoidal dextrégira con un paso de hélice de 190 A
para el construido con la forma II v de 160 A para el de la forma I (figura
62). La exposicion al solvente de los parches cargados positivamente permi-
te la interaccién con RNA al igual que sucede con RAD51 en su interaccién
con DNA (figura 63). Cabe recordar, en este punto, que nuestros datos no
descartan que MnmG también pueda interaccionar con DNA (figura 55D).
Hay que tener en cuenta que nuestro modelo de oligdmero no puede predecir
las fuerzas topolégicas que entran en juego al interaccionar varios dimeros de
MnmG entre si y que el filamento podria comprimirse al interaccionar con el
rRNA, por lo que las dimensiones predichas para la hélice podrian variar. En
cualquier caso, los oligémeros helicoidales de MnmG tienen una forma similar
a los formados por RADb51, teniendo en cuenta que la masa molecular de un
protémero de MnmG es de 70 kDa y la del protémero de RAD51 es de unos
53 kDa. En ambos casos se requiere un numero de seis protémeros para com-
pletar una vuelta de hélice de configuracién dextrégira quedando los parches
positivos expuestos al solvente y los dominios SAM accesibles para la interac-
cién con otras proteinas o acidos nucleicos (figura 62). De hecho, el dominio
SAM de RAD51 interacciona con DNA [2], con la proteina supresora de tu-
mores BRCA2 [85] y, ademads, con su propio dominio C-terminal con actividad
ATPasa [31]. Por lo tanto, no seria extrano que el dominio SAM (Cary) de
MnmG pueda participar en la interacciéon con rRNA y proteinas ribosomales,
ademads de con tRNA, MnmE y el nicleo catalitico de MnmG, como se ha
demostrado en la primera parte de esta Tesis. RAD51 requiere la hidrélisis de
ATP, que lleva a cabo su dominio C-terminal, para modular la dindmica de
su nucleofilamento [31]. Para la formacién del nucleofilamento RAD51:DNA
debe producirse una interaccién entre el dominio C-terminal (ATPasa) de una
subunidad y el N-terminal (dominio SAM) de la subunidad adyacente, lo que a
su vez modula la hidrolisis de ATP necesaria para la actividad de intercambio
de hebra. Es tentador especular que, de manera similar a RAD51, MnmG, con

la colaboracion de MnmE, tenga una acciéon topoldgica sobre el rRNA en la
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que la hidrélisis de GTP de MnmE y la oxidaciéon de NADH de MnmG fueran
requeridas, pudiendo participar en el ensamblaje del ribosoma.

En conclusion, en esta parte de la Tesis demostramos la capacidad de
MnmG para formar oligdbmeros de alto peso molecular, la participacién del
rRNA como andamio arquitecténico de estos oligémeros y que una transicién
de la conformacion I a la II facilita la oligomerizacion in vivo. Ademds, demos-
tramos que la actividad NADH oxidasa de MnmG estd asociada a su estado
oligomérico APM. En tal conformacién, los sitios de unién a RNA y los Carm
permanecen accesibles, lo que brinda multiples posibilidades de interaccién que

seran exploradas en un futuro.
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Figura 63: Comparacién de los modelos construidos del oligdmero APM de MnmG con el oligdmero formado por
RADS51. Representacién del potencial electrostatico del oligdmero APM de MnmG construido con cuatro dimeros de la forma II
(izquierda) o de la forma I (centro) y del oligémero de 8 protémeros formado por la proteina RAD51 (derecha). En angstroms (A) se
expresa la longitud correspondiente a una vuelta de hélice en cada oligdmero.
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CONCLUSIONES

. La estructura tridimensional de MnmG estd compuesta por tres domi-
nios, que a su vez se organizan en un nucleo catalitico (FAD + insercién)
y un “brazo” altamente mévil compuesto por dos regiones designadas
Narm, poco conservada y Carwm, altamente conservada. La unién de FAD
induce cambios conformacionales en MnmG que contribuyen a la forma-
cién de un centro catalitico funcional ya que mutaciones que alteran la
uniéon de FAD o los mencionados cambios conformacionales causan un

déficit en la funcién modificadora de MnmG.

. El Corym de MnmG es capaz de interaccionar, a través de su cara interna,
con el nicleo catalitico de MnmG vy, a través de su cara externa, con
MnmE.

. Los dimeros MnmG pueden adoptar dos conformaciones (I y II) con in-
terfaces de dimerizacién distintas y no solapantes. La conformacién I
se estabiliza a través de un puente salino intermolecular (R436-D289)
y de la interaccion del Cagry con el nicleo catalitico. La rotura de es-
tas interacciones produce la conformacién II. Ademas, la forma I puede
transitar entre dos estadios dependientes de un puente disulfuro intermo-
lecular (C277-C277) que regula la interaccién con el dominio de unién de
MTHF de MnmE y el acceso del tRNA al centro catalitico del complejo
MnmEG.

. El Carm de MnmG contiene un dominio a-estéril (SAM) que guarda alta
similitud con el dominio N-terminal de RAD51. Este dominio es funda-
mental para las interacciones proteina-proteina de MnmG y participa

directamente en su interaccién con tRNA.

. MnmG, ademaés de formar dimeros y tetrameros, es capaz de formar
oligomeros de masas moleculares préoximas a 1000 kDa que copurifican
con los rRNAs 16S y 23S.

. El RNA ribosomal (16S y 23S) es capaz de reclutar varios dimeros de
MnmG actuando como andamio arquitecténico y probablemente guiando
la homo-oligomerizacién de alto peso molecular de MnmG que se observa
in vivo. La transiciéon de la forma I a la II promueve la oligomerizacién

de MnmG in vivo lo que a su vez estimula su actividad NADH oxidasa.
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Nuestros resultados son compatibles con un modelo por el que los cambios
conformacionales de MnmG dirigen su participacién en los diferentes pasos de
la reaccién de modificacién del tRNA y promueven su oligomerizacién de orden
superior. La funcién de los oligdbmeros APM de MnmG esta por determinar
pero la asociacion de MnmG con los rRNAs y la de su homdéloga humana
MTO1 con proteinas de los mitorribosomas sugiere que puede relacionarse con

la biogénesis ribosomal.
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