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Resumen

Reconocimiento molecular en interacciones proteina-ligando: estabilidad de
CGI-58y estructura cristalogréfica de SdrP/ADN

El reconocimiento molecular es el proceso de interaccion de macromoléculas biolégicas
entre si 0 con varias moléculas pequefas para formar un complejo especifico, y constituye
la base de todos los procesos en los organismos vivos, como en el catabolismo de
triglicéridos y la expresion de genes. En el caso de la lipdlisis, estudiamos a la proteina CGl-
58, cuya funcién de activacion de la lipasa ATGL es regulada por su interaccién con la
proteina de periferia PLIN1 y su unién a la gota lipidica. Una vez que la lipdlisis es
estimulada por catecolaminas, la fosforilacion mediada por PKA permite la disociacion del
complejo CGI-58/PLIN1 y el reclutamiento de las lipasas ATGL, HSL y MGL para iniciar la
liberacidn de los acidos grasos almacenados en los triglicéridos. En este trabajo, evaluamos
la estabilidad y solubilidad de la proteina CGI-58 WT y las mutantes 3WA y 3WA/S237E.
Nuestros resultados mostraron que los triptéfanos tienen un efecto en el estado de
agregacién de la proteina, ya que las mutantes 3WA y 3WA/S237E se encuentran
mayormente como monoémero en comparacion con la proteina WT que tiende a agregarse.
También determinamos que la mutante en el sitio de fosforilacién favorece un incremento
en la estabilidad térmica y el contenido de estructura secundaria en comparacion con la
3WA, lo que sugiere que la fosforilacion tiene un rol en la integridad de la proteina. En el
caso de la transcripcion, el factor SdrP que pertenece a la familia CRP/FNR, regula
principalmente la expresién de genes del metabolismo energético y de reparacion durante
la fase estacionaria. El presente estudio muestra la estructura cristalografica de SdrP en
complejo con la secuencia consenso de ADN, determinamos que el “doblez” del ADN es
diferente al reportado previamente para el factor de transcripcion CAP, esto como resultado
de los aminoéacidos que realizan el contacto directo con el ADN (R160, E161, K165y Y180)
y las interacciones indirectas de la proteina con el ADN, que difieren respecto a CAP.
Finalmente, determinamos la importancia de la participacion de la Y180 en la interaccién
directa con el ADN, un residuo externo al motivo hélice-giro-hélice que no se habia descrito
en la familia CRP/FNR.

PALABRAS CLAVE.
CGI-58, estabilidad, fosfomimetizacion, SdrP, CRP/FNR, ADN



Abstract

Molecular recognition in protein-ligand interactions: CGI-58 stability and

SdrP/DNA X-ray crystal structure

Molecular recognition is the process of interaction of biological macromolecules with each
other or with several small molecules to form a specific complex and is the basis of all
processes in living organisms, such as triglyceride catabolism and gene expression. In
lipolysis, we studied the CGI-58 protein, whose function as a co-activating protein of ATGL
is regulated by its interaction with periphery protein PLIN1 and its binding to the lipid droplet.
Once lipolysis is stimulated by catecholamines, PKA-mediated phosphorylation triggers the
dissociation of the CGI-58/PLIN1 complex, allowing the recruitment of ATGL, HSL, and MGL
lipases to initiate the release of fatty acid stored in triglycerides. In this work, we evaluated
the stability and solubility of the CGI-58 WT protein and the 3WA and 3WA/S237E mutants.
Our results showed that tryptophan residues have an effect on the aggregation state of the
protein, as the 3WA and 3WA/S237E mutants were mostly found as monomers compared
to the WT protein, which tends to aggregate. We also established that the phosphorylation
site mutant increases the thermal stability and secondary structure content of the
3WA/S237E compared to 3WA, suggesting that phosphorylation has a role in protein
integrity. In transcription, the stationary phase-dependent regulatory protein (SdrP), which
belongs to the CRP/FNR family, activates transcription at promoters related to energy
metabolism and repair during the stationary phase. The present study shows the X-ray
crystal structure of SdrP in complex with its consensus DNA binding sequence. We showed
that DNA bending differs from what has been previously reported for CAP due to the
differences observed in amino acids that participate in direct (R160, E161, K165, and Y180)
and indirect recognition of DNA. Finally, we determined the participation of Y180 in the direct
interaction with DNA, a residue located outside of the helix-turn-helix DNA binding motif that
has not been described before in the CRP/FNR family.

KEY WORDS.
CGlI-58, stability, phosphomimetic, SdrP, CRP/FNR, DNA
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Introduccion

Las proteinas son una clase importante de macromoléculas bioldgicas, cuya
diversidad funcional estd determinada por su secuencia y la proporcién de
aminoacidos que las constituyen, por lo que se pueden desempefiar en procesos
tan variados como transporte, soporte, comunicacion, actividad enzimatica,
regulacion, etc. Ademas de las propiedades quimicas intrinsecas de una proteina,
definidas por su estructura primaria, lo cual define su papel en un sistema biolégico,
muchas de ellas también desempefian su funcibn mediante procesos
de reconocimiento molecular, es decir, mecanismos mediante los cuales las
macromoléculas bioldgicas interaccionan entre si o con moléculas pequefias, con
una alta especificidad y afinidad para formar un complejo especifico de forma no
covalente, lo que constituye la base de todos los procesos bioquimicos en los
organismos Vvivos. El reconocimiento molecular es un elemento de un mecanismo
mas complejo y funcionalmente importante que involucra los elementos esenciales
de la vida como la autorreplicacion, el metabolismo y el procesamiento de
informacion por lo que una comprension detallada de las interacciones proteina-

ligando es fundamental para comprender la biologia a nivel molecular[1].

Otro mecanismo mediante el cual se modula la actividad de las proteinas es a traves
de modificaciones postraduccionales (PTM por sus siglas en inglés) que consisten
en la alteracion de las cadenas polipeptidicas de las proteinas después de su
sintesis, ya sea por escision proteolitica o por la adicién covalente de un grupo
funcional en la cadena lateral de los aminoacidos, cuyo fin es modular la estructura,
estabilidad, funcién, localizacion e interacciones de estas macromoléculas[2]. En la
actualidad, se han reportado cientos de ejemplos de PTMs que generan o modulan
la funcion de la proteina blanco. Entre las PTMs mas estudiadas se encuentran la

fosforilacion, metilacion, acetilacién, glicosilacion y ubiquitinacion[3,4].

La fosforilacion es una de las PTMs mejor caracterizadas, la cual juega un papel

esencial en casi todas las vias de sefializacién y procesos bioldgicos, desde



eucariotas hasta procariotas. Este proceso dinamico reversible estd modulado con
precision por quinasas (PK) y fosfatasas (PP), que participan en la incorporacion o
eliminacién de un grupo fosfato en residuos especificos de sustratos proteinicos,
por ejemplo en las cascadas de sefializacion mediadas por quinasas[3,5]. La
fosforilacion eucariética ocurre principalmente en residuos especificos de serina (S),
treonina (T) y tirosina (Y), mientras que la fosforilacion de proteinas procariotas
puede ocurrir en tipos adicionales de aminoacidos, como arginina (R), acido
aspartico (D), histidina (H) y cisteina (C)[5].

En esta tesis se abordo el estudio del reconocimiento molecular en interacciones
proteina-ligando en la lipdlisis y en la transcripcion. En el primer capitulo se estudio
ala proteina CGI-58, elemento clave en la regulacion de la lipélisis del tejido adiposo
y cuya funcion es regulada por la fosforilacidon desencadenada con la sefializacion
de catecolaminas. En condiciones basales CGI-58 interacciona con la proteina
PLIN1, lo que impide que reclute a la lipasa ATGL y se inicie la lipdlisis; cuando
existe una estimulacién por catecolaminas, tanto CGI-58 como PLIN1 son
fosforiladas, lo que da lugar al reclutamiento de la lipasa ATGL para iniciar con la
hidrolisis de los acidos grasos almacenados en los triglicéridos de las gotas
lipidicas[6]. Las interacciones de CGI-58 tanto con PLIN1 como ATGL son puntos
de regulacion de la lipdlisis, por lo que, en este trabajo, estudiamos los efectos de
mutaciones puntuales en tres triptéfanos del N-terminal de CGI-58 (W19, W23,
W27), que estan involucrados en la union a la gota de lipido y en la activacion de
ATGL, los cuales sustituimos por residuos de alanina, generando la triple mutante
3WA. También realizamos la mutante en el sitio de fosforilacion S237, donde
sustituimos la serina por &cido glutdmico para estudiar el efecto de la
fosfomimetizacién en la proteina generando la cuadruple mutante 3WA/S237E.
Nuestros resultados experimentales muestran que los triptéfanos tienen un efecto
en el estado agregacion de la proteina y también determinamos que la mutante en
el sitio de fosforilacién tiende a incrementar la estabilidad térmica y contenido de
estructura secundaria en comparacion con la 3WA, lo que sugiere que la

fosforilacién tiene un rol en la integridad de la proteina.



En el segundo capitulo se estudio a la proteina SdrP, un factor de transcripcién de
la bacteria terméfila Thermus thermophilus, que pertenece a la familia CRP/FNR y
cuyos miembros regulan la expresion de genes blanco en forma de homodimero
mediante el reconocimiento directo de regiones especificas del ADN. Este
reconocimiento se da a través de su dominio de unién al ADN en el C-terminal y
esta controlado por el dominio sensor N-terminal en respuesta a varias sefales
ambientales/celulares[7]. En este trabajo determinamos la estructura tridimensional
de SdrP en complejo con la secuencia consenso del ADN y determinamos los
residuos de aminoacidos que realizan el reconocimiento directo al ADN, asi como
la importancia del papel de la Y180 en la union al ADN, un residuo adyacente a la

hélice de reconocimiento que no se ha reportado en otros factores de transcripcion.



CAPITULO 1

Mejoramiento de la estabilidad de la proteina CGI-58 de humano inducida por

fosfomimetizacién mediante la mutacion S237E



Objetivo general

Evaluar el impacto de los triptéfanos del N-terminal y el sitio de fosforilacion S237

en las propiedades estructurales y fisicogquimicas de la proteina CGI-58 humana

mediante mutaciones puntuales.

Objetivos especificos

Predecir las caracteristicas bioquimicas de la proteina mediante enfoques in
silico

Realizar las construcciones que codifiquen para las proteinas recombinantes
hCGI-58 WT, 3WA y 3WA-S237E.

Estandarizar los protocolos de expresion y purificacion de las proteinas
recombinantes.

Caracterizar el impacto en la estabilidad térmica, solubilidad y propiedades
estructurales de las sustituciones por técnicas biofisicas.

Determinar la funcionalidad del sitio de fosforilacién S237.



1.1 Introduccion

La proteina CGI-58 (por sus siglas en ingles de Comparative Gene ldentification-58)
fue identificada en un estudio donde se comparé el proteoma de Caenorhabditis
elegans con una base de datos de Secuencias Expresadas con Etiquetas (EST por
su siglas en inglés) de humano, lo que revel6 que se expresa ampliamente en
diversos tejidos, incluyendo la piel, linfocitos, higado, musculo esquelético y
cerebro[8]. Esta proteina pertenece a la familia de o/f hidrolasas, la cual se
caracteriza por contener una triada catalitica formada por un residuo nucleofilico, un
acido y una Histidina. Sin embargo, CGI-58 difiere de otros miembros de la familia
porque contiene un residuo de Asparagina en lugar del residuo nucleofilico Serina,
por lo que CGI-58 no tiene actividad hidrolitica. En humanos, la triada esta formada
por N153, H327 y D301 o E177[9] [10]. La relevancia de CGI-58 en el metabolismo
de lipidos se dio a conocer en 2001 cuando se encontré que mutaciones en el gen
gue codifica para la proteina (deleciones, inserciones y mutaciones puntuales en los
residuos 7, 33, 130 y 260), causan una enfermedad de almacenamiento de lipidos
neutros llamada Sindrome de Chanarin-Dorfman (CDS). Desde entonces, se han
descrito mas de 40 mutaciones alo largo de la secuencia de la proteina relacionadas
con el CDS [11]. Los pacientes con CDS se caracterizan por la presencia de ictiosis

y la acumulacién intracelular de gotas lipidicas (LD) en varios tejidos[9].

Actualmente, es ampliamente conocido que la proteina CGI-58 esta involucrada en
la regulacion de diferentes rutas metabdlicas y vias de sefalizacion tejido especifico
a través de su interaccion con otras proteinas[11]. La lipodlisis en el tejido adiposo
blanco es el proceso metabdlico en el cual se ha reportado que CGI-58 tiene una
actividad esencial para activar a la lipasa de triglicéridos del tejido adiposo (ATGL),
enzima que inicia la hidrdlisis de los triglicéridos (TAG). En ratones, CGI-58
incrementa la actividad de ATGL hasta 20 veces mediante la interaccion directa
proteina-proteina; sin embargo, la region de interaccibn es desconocida.
Recientemente, se ha reportado que la regién del C-terminal de CGI-58,
especificamente los residuos R299 y G328, son esenciales para la activacion de
ATGL[12-14]. Ademas de incrementar su actividad, CGI-58 extiende la



regioselectividad de ATGL por el acido graso en la posicion sn-1 del TAG. En
condiciones basales, ATGL hidroliza el 4cido graso en la posicion sn-2, generado el
diacilglicerol sn-1-3, y en presencia de CGI-58 también genera el sn-2,3, lo cual
permite aumentar la tasa de lipdlisis e incrementa la liberacién de acidos grasos

libres para la produccion de energia[15].

La funcién de activacion de ATGL por CGI-58 es regulada por su union a la proteina
de periferia Perilipina 1 (PLIN1) que restringe el acceso de las lipasas citosdlicas a
los TAG almacenados dentro de la LD[16], y su liberacién es controlada por
fosforilacion. En condiciones basales, CGI-58 interacciona con el C-terminal de
PLIN1 y permanece anclada a la LD del adipocito a través de los residuos de
triptofano en su N-terminal (W21, W25 y W29, en la proteina de raton). La region
del N-terminal es una extension del dominio estructural de hidrolasa de la proteina,
la cual carece de estructura y ha sido propuesta como un ancla a la LD
independiente[13,17]. Iniciada la estimulacion por catecolaminas, la quinasa A
dependiente de cAMP (PKA), fosforila seis residuos de serina en PLIN1 y la serina
239 del motivo KYSS en CGI-58 de raton (residuo 237 en la proteina de humano),
resultando en la liberacion de CGI-58 de PLIN1 y permitiendo que CGI-58 reclute a
ATGL alaLD[16,18,19]. Un estudio reciente reportd dos compuestos sintéticos que
se unen a CGI-58 e interrumpen su interaccion con PLIN1 sin pasar por la via de
sefalizacion de PKA, ademas se encontro que el residuo Y330 esta involucrado con
la unién de la proteina al oleoil-CoA, logrando identificar la regién de unién al ligando
[20].

A pesar de la relevancia de los residuos de triptéfano del extremo N-terminal y la
fosforilacion del residuo de serina en la regulacion de la lipdlisis, el papel funcional
de estos residuos en CGI-58 no se conoce a detalle. Por ello, en este trabajo
analizamos el impacto de la sustitucion de los triptéfanos del N-terminal por residuos
de Alanina mediante la generacion de una triple mutante (3WA), asi como la
introduccion de la mutacion fosfomimética S237E en la construccion 3WA

(BWA/S237E) para evaluar su impacto en las propiedades estructurales y



fisicoquimicas de la proteina CGI-58 humana. Los resultados bioquimicos y
biofisicos sugieren que los residuos de Triptéfano en el extremo N-terminal
funcionan como un sitio de nucleacion de agregacion. Para la mutante cuadruple
3WA/S237E, los resultados mostraron una mayor estabilidad térmica y solubilidad
con un plegamiento adecuado y un sitio de unién funcional para oleoil-CoA. La
contribucion positiva de la mutacion fosfomimética S237E podria explicarse por una
posible interaccion intramolecular entre el acido glutamico y un residuo del dominio

o/B hidrolasa.

1.2 Materiales y Métodos

1.2.1 Anélisis bioinformético de CGI-58

Las secuencias de la proteina de CGI-58 de humano (Q8WTS1.1) y ratdn
(Q9DBL9.1) fueron descargadas del sitio web NCBI. Se realiz6 un alineamiento de
secuencias con el servidor T-Coffe[21]. La prediccién de la estructura secundaria se
realizd con los servidores web Jpred4
(https:/www.compbio.dundee.ac.uk/jpred/)[22] y PredictProtein
(https://predictprotein.org/home)[23]. El andlisis de la propension a agregacion de
las secuencias de proteinas se realizO6 con AGGRESCAN[24] usando los

parametros predeterminados.

1.2.2 Clonacion y mutagénesis

La secuencia de ADN codificante para la proteina de humano (NP_001342115) fue
optimizada para su expresion en bacterias y adquirida a GeneOracle en el plasmido
pGOV4. EI gen fue amplificado por PCR wusando los oligos Fw 5'-
GTAATTCCATATGGCAGCGGAAGAGGAAGAGG y Rv 5-CGCGGATCCAAGCTT
TCAATCGACAG. La PCR se realiz6 con la Tag polimerasa Platinum (Invitrogen).
El producto de PCR fue purificado y digerido con las enzimas de restriccion Ndel y
Hindlll, al igual que el vector de expresidon pET28a modificado, el cual tiene
sustituido el sitio de corte de Trombina por el de la proteasa de rinovirus 3C. La triple
mutante W19A/W23A/W27A (3WA) y la cuadruple mutante 3WA/S237E fueron



generadas por PCR usando los oligos de la Tabla 1. Todas las construcciones

fueros verificadas por secuenciacion por el método de Sanger.

1.2.3 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Los plasmidos que expresan la secuencia completa de CGI-58 WT o las mutantes
fueron transformados en las células competentes Escherichia coli BL21-CodonPLus
(DE3)-RIPL siguiendo las instrucciones del fabricante y cultivadas en placas de agar
Luria-Bertani (LB) con kanamicina (50 pg/mL), estreptomicina (75 pg/mL) vy
cloranfenicol (34 pg/mL). A partir de las células transformadas se crecié un
preinéculo de 25 mL en medio LB liquido con los antibiéticos y se incubé a 37 °C
por 12 h a 200 rpm. El preinéculo se utilizdé para inocular medio LB fresco con los
antibiéticos en una dilucion 1:20 y se incubd a 37 °C a 200 rpm hasta una DOsoo de
0.6-0.8, una vez alcanzada la densidad Optica, la expresion de las proteinas
recombinantes fue inducida por la adicion de isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido
(IPTG) a una concentracién de 0.5 mM. El cultivo se incubd por 24 h a 18°C a 200
rpm. Las células fueron colectadas por centrifugacion a 12,000 rpm por 15 min a 4
°C y el pellet se almacend a -20 °C hasta su uso o inmediatamente sonicado (30
ciclos 15 ON/45 OFF a 50% amplitud) a 4 °C en amortiguador A [50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% (v/v) glicerol, 1% (w/v) octil glucésido, 6 mM ditiotreitol
(DTT), 15 mM 2-ME y 10 mM imidazol]. Se separo la fraccion soluble del lisado
celular por centrifugacion a 12,000 rpm/15 min/4°C y se carg0 a una columna de Ni-
NTA (Qiagen) equilibrada con el amortiguador A. La columna se lavo con 3
volimenes de columna (CV) de amortiguador B [50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM
NacCl, 10% (v/v) glicerol, 0.1% (w/v) octil glucésido, 6 mM DTT, 15 mM 2-ME y 10
mM imidazol]. La elucion de las proteinas recombinantes unidas a la columna se
realizd en un solo paso con la adicion de 3CV de amortiguador B suplementado con
500 mM de imidazol. Las fracciones que contenian la proteina recombinante fueron
tratadas con 5 unidades/mL de la proteasa HRV 3C a 4°C por 12 h para remover la
etiqueta de histidinas. La remocion de la etiqueta de histidinas fue monitoreada por
SDS-PAGE y Western-Blot usando el anticuerpo primario dirigido a la etiqueta de
Histidinas (6His-tag).



Tabla 1. Oligonucleétidos usados para las construcciones WT, S237E, 3WA y

3WA/S237E
Nombre de los | Secuencia
oligos
WT_Forward 5" GTAATTCCATATGGCAGCGGAAGAGGAAGAGG

WT_ Reverse

5 CGCGGATCCAAGCTTTCAATCGACAG

3WA_Forward

5
GGAATTCCATATGGCAGCGGAAGAGGAAGAGGTTGACTC
T
GCTGACACCGGTGAGAGAAGTGGAGCGCTTACAGGGGCA
CTTCCAACGGCGTGTCCCACTTC

S237E_Forward

5’
CGATTTTAAACGTAAGTACGAATCTATGTTCGAGGATGATA

S237E_Reverse

5’
TATCATCCTCGAACATAGATTCGTACTTACGTTTAAAATCG

En rojo se sefialan los sitios de restriccion para la clonacion y en verde los

codones que generan las mutaciones puntuales.
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La proteina libre de la etiqueta 6xHis se cambio al amortiguador C [50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 100 mM NacCl, 10% (v/v) glicerol, 0.1% (w/v) octil glucésido, 6 mM DTT y 15
mM 2-ME] usando una columna PD-10 y se carg0 a la columna HiTrap-Q HP (GE
Healthcare). La proteina recombinante se eluyé con un gradiente lineal de 100 a
500 mM de NaCl en amortiguador C (15 CV). Las fracciones con la proteina eluida
se colectaron y concentraron usando un dispositivo de ultrafiltracion (Sartorius
Vivaspin Turbo 15, 10 kDa) y posteriormente se purific6 por cromatografia de
exclusion molecular utilizando una columna Superdex-200 10/300 GL (GE
Healthcare) en el amortiguador optimizado [50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 300 mM NacCl,
10% (v/v) glicerol, 0.1% (w/v) octil glucésido, 6 mM DTT y 15 mM 2-ME]. La
concentracion optima de glicerol, octil glucésido, DTT y B-ME usado en el
amortiguador optimizado fue determinada con la proteina 3WA por el ensayo de
estabilidad térmica (Tabla 2), el amortiguador optimizado fue utilizado para la
purificacion de las proteinas WT y 3WA/S237E. La columna Superdex 200 10/300
GL fue calibrada con un marcador de proteinas que incluyen: tiroglobulina (670
kDa), y-globulina (158 kDa), ovoalbumina (44 kDa), mioglobina (17 kDa) y Vitamina
B12 (1.3 kDa). El rendimiento de proteina obtenido al final de la purificacion fue de
0.36 mg/L, 1.6 mg/L y 4.8 mg/L para la proteina WT, 3WA y 3WA/S237E
respectivamente. Se monitoreo la expresion de proteinas y los procedimientos de
purificacion por SDS-PAGE. La concentracion de proteina se determind por el

método de Bradford usando albimina de suero bovino como proteina estandar.

1.2.4 Mediciones de solubilidad de proteinas

Los limites de solubilidad relativa de las proteinas 3WA y 3WA/S237E se midieron
por ultrafiltracion. Para ello, se prepararon muestras de proteina en el amortiguador
optimizado y se concentraron hasta que la concentracion de proteina en la solucion
retenida se mantuvo constante; la solucién retenida se repuso segun fue necesario.
Se uso un concentrador Sartorius Vivaspin Turbo 15 de corte de 10 kDa a 3000 g a
4 °C. Las muestras se mezclaron regularmente mediante pipeteo para evitar el

bloqueo de la membrana. La concentracion de proteina se midié tomando alicuotas
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Tabla 2. Temperatura de desnaturalizacién media aparente (Tm) determinada

por el ensayo de estabilidad térmica para la mutante CGI-58 3WA.

Condicioén Tm, °C a E?

Amortiguador no optimizado 47.22 2.93 0.7605
50 mM 50.79 2.52 4.60 x104
Tris pH 8.0* 100 mM 51.12 2.50 2.30 x104
150 mM 50.52 2.36 1.24 x10*
100 mM 50.45 2.06 6.15 x104
200 mM 50.23 2.04 3.92 x104
NaCl* 300 mM 49.59 2.50 2.59 x104
400 mM 48.82 2.44 3.63 x10*#
500 mM 48.24 2.35 5.21 x10*%
2-ME 5mM 50.04 2.13 8.80 x10*#
10 mM 50.57 2.06 1.24 x10*4
15 mM* 49.92 1.92 6.51 x104
20 mM 50.11 2.01 3.10 x10*
DTT 1mM 50.55 2.23 4.14 x104
2 mM 50.38 1.72 1.36 x10°3
4 mM 50.08 1.70 3.03 x10*
6 mM* 49.89 1.54 1.57 x10*
oG 0.05% 50.55 2.16 2.53 x10*
0.1%* 50.29 2.12 3.98 x104
0.25% 49.07 2.35 2.45 x103
0.5% 48.47 4.18 4.47 x103
Glicerol 5% 51.41 2.00 6.15 x10°
10%* 51.33 1.90 8.15 x10*
15% 51.08 2.39 4.86 x104

a” pendiente de la curva

“E?” error cuadratico

* condiciones seleccionadas para amortiguador optimizado

* Como no se observo un cambio significativo en la pendiente de la curva, se
puede utilizar cualquier concentracion indistintamente.
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de 10 uL en varios intervalos. Cuando se alcanzo la concentracion maxima en la
solucion retenida, las muestras se transfirieron a un tubo de centrifuga de 1.5 mL y
luego se incubaron durante la noche a 4 °C, enseguida fueron centrifugadas durante
15 minutos a 15,000 rpm a 4 °C para descartar cualquier proteina precipitada antes

de medir la concentracion de proteina.

1.2.5 Dispersion dindmica de luz (DLS)

Los ensayos DLS se llevaron a cabo utilizando un sistema APS2000 (Malvern
Instruments). Las mediciones de los radios hidrodinAmicos (Rh) se tomaron a una
concentracion de proteina de 0.4 mg/mL en el amortiguador optimizado [50 mM Tris-
HCI, pH 8.0, 300 mM NaCl, 10% (v/v) glicerol, 0.1% (w/v) octil glucésido, 6 mM DTT
y 15 mM 2-ME]. El equipo se programo para realizar 15 lecturas de 40 s cada una
a 25 °C; las muestras se incubaron durante 5 minutos a 25 °C para equilibrarlas
antes de la medicion. El peso molecular se estimé a partir del Rh usando el software

Malvern Zetasizer version 7.13.

1.2.6 Ensayo de estabilidad térmica

La determinacién de la estabilidad térmica de las proteinas se llevé a cabo en placas
de 96 pocillos utilizando el sistema 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems).
Las muestras que contenian la condiciobn a evaluar, 5X SYPRO ORANGE
(Invitrogen) y 0.05 mg/mL de proteina, se prepararon en un volumen final de 40 pL.
Los experimentos preliminares de desnaturalizacion térmica se realizaron en un
rango de temperatura de 25-95 °C con incrementos de 1 °C y 30 s de incubacién en
cada paso. Una vez identificado el rango de temperatura para la curva de transicion
térmica, el intervalo de temperatura se delimit6 como se indica en la figura
correspondiente; todos los ensayos se realizaron por triplicado. Se siguio el
despliegue de la proteina mediante la medicidén de la fluorescencia, se utilizd una
longitud de onda de excitacion de 455-485 nm y se registré la emision entre 567-
596 nm. La intensidad de fluorescencia de las muestras de proteina se corrigié
restando la intensidad de fluorescencia de las muestras de control sin proteina. La

curva de desnaturalizacién se obtuvo graficando las intensidades de fluorescencia
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corregidas en funcion de la temperatura. Los datos se ajustaron a la ecuacion de
Boltzmann para la determinacién de la temperatura de desnaturalizacion media

aparente (Tm) segun lo recomendado por Po-Hsien et al [25].

1.2.7 Ensayos de extincion de fluorescencia

Los datos de fluorescencia intrinseca se adquirieron en un espectrofluorometro LS
55 (Perkin Elmer). Los espectros de emision de fluorescencia se midieron en el
intervalo de 300-400 nm y la excitacion de las muestras se realizé a 280 nm. Las
muestras se prepararon a una concentracion de 0.5 uM de proteina en el
amortiguador optimizado [Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, NaCl 300 mM, glicerol al 10 %
(v/v), octil glucésido al 0,1 % (p/v), DTT 6 mM y 15 mM 2-ME]. Los datos se
obtuvieron a 25 °C con o sin concentraciones crecientes de oleoil-CoA hasta que la
extincion alcanzé la meseta. Se midieron los espectros de fluorescencia del
amortiguador y se restaron de los espectros de las muestras de proteina. La
presencia de cualquier efecto de filtro interno se evalud registrando la absorcion del
ligando en la longitud de onda de excitacion y emision a las mismas concentraciones
utilizadas para los experimentos de fluorescencia. Cada espectro de fluorescencia
del oleoil-CoA se corrigid utilizando la ecuacion 1, donde Fcor Y Fobs Son las
intensidades de fluorescencia corregidas y observadas, respectivamente. Aex Y Aem
representan las diferencias en los valores de absorbancia de la muestra tras la
adicion del ligando en la excitacion (280 nm) y longitudes de onda de emision (300-

400 nm), respectivamente[26].

Fonr = Fone X 10(extAem)/2 (1)
Para estimar la constante de disociacion aparente (Kad), los cambios en la intensidad
de la fluorescencia en la longitud de onda de emisibn maxima se trazaron en funcién
de la concentracion del ligando y se analizaron mediante ajuste no lineal a la

ecuacion cuadratica 2 utilizando GraphPad PRISM 8.

[Ple + [L]e + Ka — /(IP; + [L]; + Kq)? — 4[P].[L];
2[P]; )

}Fraction bound =
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Donde [P]: es la concentracion de proteina total, y [L]: es el total de la concentracién
de ligando. Esta aproximacion puede ser aplicada cuando [P]: << Kg 0 cuando [P]t
es similar a o0 en un modesto exceso sobre la Kq (~exceso de 10 veces)[27]. Todos

los valores reportados son el promedio de tres experimentos independientes.

1.2.8 Andlisis de Dicroismo Circular (CD)

Los espectros se adquirieron en un espectropolarimetro CD J-815 (Jasco Inc.,
Easton, MD) equipado con un dispositivo térmico Peltier (PFD-425S) para el control
de la temperatura. Debido a la alta absorbancia del amortiguador optimizado a
longitudes de onda bajas en la region UV, las muestras se prepararon a una
concentracion de proteina de 3.7 uM en el siguiente amortiguador [20 mM fosfato
de potasio pH 8,0, 20 mM NaCl, 5 % (v/v) glicerol, 0.1% (p/v) de octil glucésido]. Los
datos de CD de UV lejano se registraron de 192.5 a 250 nm usando una cubeta de
cuarzo de 0.1 cm de paso 6ptico a 25, 65 y 80 °C. Los espectros de CD de UV
cercano se registraron de 250 a 320 nm utilizando una cubeta de 1.0 cm de paso
optico a 25 y 80 °C. La elipticidad se reporté como elipticidad media por residuo
[6][28]. El contenido de la estructura secundaria se estimo a partir de los datos de
CD utilizando el servidor web BestSel (http://bestsel.elte.hu/)[29].

Los experimentos de desnaturalizacion térmica se realizaron aumentando la
temperatura de las muestras de 25 a 80 °C a una velocidad de calentamiento
constante de 2 °C-min! mientras se registraban los cambios en la elipticidad a 222
nm. La concentracion de proteina y las condiciones del amortiguador fueron las
mismas que las descritas anteriormente. Los datos experimentales de CD fueron
analizados asumiendo un modelo de transicion de dos estados entre el nativo (N) y
el monomero no plegado (D) sin un estado intermediario[30].
s D (3)
La constante de equilibrio de la reaccion se definié como:
[D]

D=_

IN] (4



La fraccion de la proteina no plegada, acorde a la ecuacion 5,

Lf _[D]
D= "pr (5)

donde P: es la concentracién total de proteina en unidades de monémero.

La determinacion del cambio de entalpia (AHb) asociado con la desnaturalizacién
térmica se realizé usando la siguiente relacion termodindmica clasica[31]:
AH,,(T) = —RI[d In K;;/d(1/T)] = RT?(d In K /0T) (6)
NS, (Tm) = AHy(Tm)/Tm )

donde Tm es el punto medio de desnaturalizacion térmica. Los diagramas de van't
Hoff (In Ku vs 1/T) de desnaturalizacion térmica fueron aproximadamente lineales a
lo largo de la regién Tm, 0 que permite una estimacion de la entalpia y la entropia

del despliegue en Tm.

1.2.9 Modelado estructural

El modelo tridimensional (3D) de la secuencia completa de CGI-58 de humano se
genero utilizando el servidor web en linea I-TASSER[32]. Se realizd una
minimizacion energética del modelo 3D generado por I-TASSER mediante un
protocolo de 100 pasos en UCSF Chimera[33]. La estructura minimizada de la
proteina CGI-58 WT se usé como plantilla para generar la mutante S237E. Para
ello, se sustituyo la cadena lateral de S237 por acido glutamico con el software
COOQOTI[34]. El modelo se sometié a otra ronda de minimizacién de energia para
mejorar los rotdmeros de las cadenas laterales, los enlaces de hidrégeno y eliminar
los choques entre atomos. Los potenciales electrostaticos se calcularon utilizando
el servidor web PDB2PQR vy el Adaptative Poisson-Boltzmann Solver APBS[35]; el
célculo del solvente implicito se realiz6 con el campo de fuerza PARSE mientras
gue los estados de protonacién se asignaron con PROPKA. La visualizacion y

representacion molecular se realizaron con UCSF CHIMERA[33].
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1.3 Resultados y Discusién

1.3.1 CGI-58 contiene un sitio (hot-spot) de agregacion en la region N-
terminal

La proteina CGI-58 de humano consiste en una secuencia de 349 residuos de
aminoacidos con una masa molecular tedrica de 39.1 kDa. En la Figura 1A se
muestran los motivos conservados de la proteina, como el motivo de unién a LD en
el extremo N-terminal y el dominio estructural perteneciente a la familia de o/
hidrolasas. En el alineamiento de la secuencia, se observa que la proteina de
humano comparte un 94% de identidad con el ortdlogo en raton. ElI dominio
estructural formado por los residuos 52 a 349 (mostrado en azul en la Figura 1A)
consiste en el plegamiento o/p hidrolasa con 8 laminas f en el nacleo rodeado de 2
y 4 hélices o en cada lado[10]. La region de los residuos 178 a 276 (color cian en la
Figura 1A) se considera una insercion al nucleo o/p hidrolasa, la cual muestra una
propension para formar estructuras tipo hélices a. (as-a11), y ha sido propuesta como
una tapa cuya funcion es proteger el sitio catalitico del acceso directo a la
superficie[10]. EI motivo de unién a la LD es una extensién del domino estructural,
el cual esta localizado en el extremo N-terminal y comprende los residuos 10 al 43.
Este motivo se caracteriza por la presencia de residuos de triptdfano en la posicion
19, 23 y 27, los cuales actuan como un ancla para unirse a la gota lipidica y son
necesarios para la activacion de ATGL,; posterior a estos tres residuos se encuentra
una region flexible (residuos 30 al 38) que permite la orientacion sin restricciones

del dominio o/ hidrolasa[13,17].

Se analiz6 la secuencia de aminoacidos de la proteina CGI-58 de humano en el
servidor AGGRESCAN vy se identificaron trece posibles hot-spots de agregacion
(Figura 1B). Estos sitios han sido descritos como secuencias cortas y especificas
de aminoacidos que funcionan como puntos de nucleacién en los procesos de
agregacion[24]. Doce de los posibles trece hot-spots identificados en la secuencia
se encuentran distribuidos a lo largo del dominio estructural de CGI-58 entre los
residuos 52 a 349 vy, por lo tanto, estan ocultos en el nacleo de la proteina,

participando en la red de contacto que estabilizan a la misma. Este tipo de
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Figura 1. Analisis bioinformatico y propiedades estructurales de CGI-58.

(A) El alineamiento de secuencia de aminoécidos de la proteina CGI-58 de humano
(Q8WTS1.1) y raton (Q9DBL9.1) se muestra en la parte superior, los residuos de
triptéfano involucrados en la union a la gota lipidica (W19, W23, and W27) se

encuentran en recuadros negros, mientras que el sitio de fosforilacion (S237) se

18



muestra en el recuadro rojo; el alineamiento se realizé con la herramienta T-Coffee.
Debajo del alineamiento, se muestra la prediccion de estructura secundaria de la
proteina de humano con el servidor web Jpred4 y PredicProtein; las hélices alfa se
representan por rectangulos amarillos, mientras que las laminas beta con flechas
azules. Por ultimo, se muestran los dominios estructurales de CGI-58: en naranja
se muestra la regién de unién a la gota lipidica (residuos 8-41), el nucleo de o/f
hidrolasa se representa en azul (residuos 52-349) y el sitio activo de la tapa (CAP)
en color cian (residuos 178-276). (B) Se muestra el andlisis de prediccién de
agregacion, el grafico del area de hot-spot (HSA) para la secuencia de aminoacidos
CGI-58. El hot-spot marcado con * se pierde en el mutante 3WA. (C) Se muestran
los valores normalizados de propensién a la agregacion (Na4vSS) estimados para
las secuencias de aminoacidos WT y 3WA. Se espera una baja propensién a la
agregacion con valores negativos mas bajos, mientras que los valores positivos
sugieren una mayor propension a la agregacion. El andlisis de datos se realiz6
utilizando el servidor web AGGRESCAN.
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distribucion se ha propuesto como un mecanismo protector contra la agregacion en
proteinas globulares[24]. De forma interesante, el primer hot-spot de la secuencia,
gue comprende los residuos 19 a 25, cumple con las caracteristicas de un verdadero
hot-spot, ya que estd expuesto al solvente y estd ubicado en una regién no
estructurada; por lo tanto, podria funcionar como un sitio de nucleaciéon de
agregacion. La composicion de aminoacidos de esta region muestra residuos con
una alta propension a formar agregados, como los residuos de Leucina en las
posiciones 20y 24 y los tres residuos de Triptdéfano en las posiciones 19, 23 y 27[36].
Considerando esta informaciéon al igual que el papel (o la funcién) de los tres
residuos de Triptdfano en la union a la gota lipidica[13,17], decidimos generar la
triple mutante W19A/W23A/W27A (3WA) para analizar el papel de esta region en la
estabilidad de CGI-58. Cabe mencionar que el andlisis de secuencia del triple
mutante 3WA en el servidor AGGRESCAN muestra la eliminacion del “hot-spot” en
los residuos 19 a 25. Ademas, el valor promedio de propension a la agregacion
(Na4vSS) calculado por AGGRESCAN fue -1.0 para CGI- 58 proteina WT y -1.9
para la mutante 3WA (Figura 1C), lo que sugiere una mayor solubilidad para la

proteina mutante[37].

1.3.2 La triple mutante 3WA y la sustitucion fosfomimética de S237 promueve
el estado monomérico y mejora la solubilidad de CGI-58

La proteina CGI-58 WT y la mutante 3WA se purificaron por cromatografia de
afinidad a Niquel, intercambio i6nico y exclusién molecular al igual que la cuadruple
mutante 3WA/S237E, en la cual se sustituyd la serina por acido glutdmico para
mimetizar la fosforilacion por PKA. Decidimos realizar la mutacién S237E ya que en
un trabajo previo se mostré que la sustitucién fosfomimética de la S239 de CGI-58
de raton por acido glutamico, mejora la solubilidad de la proteina[19,38]. Los
ensayos iniciales de purificacion de la proteina CGI-58 WT resultaron en
rendimientos muy bajos de proteina, los cuales no se pudieron mejorar al evaluar
diferentes condiciones tales como cepas, tiempo y temperatura de expresion. Para
evitar esta situacion, decidimos purificar la proteina 3WA y analizar la estabilidad

térmica de la proteina en presencia de varios aditivos mediante un ensayo de
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desplazamiento térmico basado en fluorescencia[39]. En la Tabla 2, se muestran
las temperaturas de desnaturalizacion (Tm) con los diferentes aditivos. En el
amortiguador no optimizado la Tm de 3WA fue de 47.22 °C con una pendiente (a)
de 2.93, lo que nos indica una sigmoidea no pronunciada (Tabla 2), por lo tanto, la
transicion del estado nativo al desnaturalizado no es de manera abrupta y
posiblemente estén presentes diferentes especies de plegamiento u
oligomerizacion. El objetivo de analizar diferentes aditivos es encontrar las
condiciones que tengan un efecto en la sigmoidea, ya sea en la disminucion del
valor de la pendiente, es decir sea mas pronunciada o un desplazamiento de la
sigmoidea al aumentar de la temperatura de desnaturalizacion. Este efecto se
observo en las condiciones de glicerol al 10%, 2-ME a 15 mM, DTT a 6 mM y octil-
glucosido al 0.1%. Estas condiciones se utilizaron en la composicion del
amortiguador optimizado, el cual se utilizé para purificar las proteinas WT, 3WA y
3WA/S237E.

Los datos experimentales de la purificacion por cromatografia de exclusiéon
molecular (size-exclusion chromatography, SEC) se muestran en la Figura 2A; las
tres proteinas fueron purificadas en las mismas condiciones. El perfil de elucién de
la proteina WT (Figura 2A, linea color negro) resulté en una poblacion heterogénea
gue muestra que la proteina eluye principalmente como agregados de diferente
peso molecular (107.4, 314.8, y 644.7 kDa) con una pequefa fraccion del monomero
(31.0 kDa). En contraste, la proteina 3WA mostrd un perfil menos heterogéneo con
dos picos principales, de los cuales el pico del monémero mostré absorbancia ~5

veces mayor que el pico de los agregados (Figura 2A, linea color azul).

De manera similar, la mutante 3WA/S237E mostrd el mismo perfil observado para
3WA con una absorbancia casi idéntica, ya que la proteina total cargada en la
columna fue la misma que la de 3WA y CGI-58 WT. En el recuadro de la Figura 2A
se muestra el perfil electroforético de las fracciones purificadas de 3WA/S237E en

condiciones desnaturalizantes. Como se puede observar, la proteina 3WA/S237E
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Figura 2. Cromatogramas de Exclusion Molecular y andlisis por Dispersion
Dinamica de Luz de CGI-58 WT, 3WA y 3WA/S237E.

(A) Perfil de elucion SEC de las proteinas CGI-58 WT, 3WA y 3WA/S237E
separadas en una columna Superdex 200; la purificacion se realizdé en condiciones
idénticas. Se indican los picos de elucion para el monémero y los agregados. I: ND,
II: 644.7, 1ll: 314.8, IV: 107.4,V: 31.1, a: 441.1, b: 82.5y c: 37.6 kDa. Linea negra:
WT; linea azul: 3WA; linea roja: 3WA/S237E. El recuadro muestra el analisis SDS-
PAGE de las fracciones purificadas de 3WA/S237E (linea roja); el gel se visualizé
mediante tincidn con azul de Coomassie. M: marcador de peso molecular; I: muestra
de proteina cargada en la columna; Agregados: pico a y b; Monémero: fracciones
de elucién de 15 a 17.5 mL. (B) Las fracciones de mondémero que se muestran en
el panel (A) se recolectaron y analizaron mediante dispersion dinamica de luz. La
proteina WT (linea negra) mostré dos picos, con un tamafio de particula de 10.2 +
0.4y 19.5 + 2.5 nm de diametro. El tamafio de particula estimado de 3WA (linea
azul) y 3WAJ/S237E (linea roja) fue de 6.6 £+ 0.8 y 6.4 £ 1.0 nm de diametro,
respectivamente, que se aproxima al peso molecular del monémero (55.7 + 15.8
kDa y 55.8 + 14 kDa, respectivamente); ambas proteinas muestran un Unico pico

monodisperso. Se muestran experimentos representativos en (A) y (B).
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eluye principalmente como mondmero; se observaron resultados similares para la
proteina 3WA.

Después de la purificacion por SEC, las fracciones de monémero de CGI-58 WT,
3WA y 3WA/S237E se analizaron mediante dispersion dinamica de luz (DLS) para
obtener informacion sobre sus propiedades hidrodinamicas (Figura 2B).
Interesantemente, la fraccion del mondmero de la proteina CGI-58 WT mostrd una
alta tendencia a la agregacion, ya que el andlisis DLS mostr6 dos picos con un
diametro de tamafio de particula de 10.2 + 0.4y 19.5 £ 2.5 nm, lo que corresponde
a un peso molecular estimado de 156.5 + 9.5y 697.2 + 102.9 kDa, respectivamente.
Por el contrario, la mutante 3WA mostré un Unico pico monodisperso con un tamafio
de particula de 6.6 + 0.8 nm de diametro (55.7 + 15.8 kDa) que se aproxima al peso
molecular del monomero. De manera similar, la mutante 3WA/S237E también
mostrd un anico pico monodisperso con el peso molecular del monémero (diametro
de 6.4 £ 1.0 nm y 55.8 + 14 kDa). Estos resultados sugieren que los residuos de
triptéfano 19, 23 y 27 pueden estar involucrados en el proceso de agregacion de la
proteina CGI-58 WT, ya que la fuerte tendencia a la agregacion observada para la
proteina después de la purificacién por SEC no se observo en la mutante 3WA ni
en la 3WA/S237E. Ademas, los resultados experimentales concuerdan con el
analisis AGGRESCAN, segun el cual los residuos 19 a 25 se predicen como un
punto critico que confiere una mayor propensién a agregacion a la proteina WT. La
region N-terminal es esencial para la localizacion de CGI-58 en LD, la cual se
propuso como un motivo funcional independiente ya que cuando la proteina
fluorescente amarilla se fusiond con los residuos 19 a 35, la proteina de fusion se
encontro localizada en las LD. Ademas, el andlisis estructural de un péptido que
contenia los residuos 10 a 43 mediante experimentos de Resonancia Magnética
Nuclear y CD confirm6 su conformacidn no estructurada[17]. Por lo tanto, el proceso
de agregacion en la proteina WT probablemente se inicia por interacciones
intermoleculares entre la region N-terminal de monomeros adyacentes. Para la

sustitucion fosfomimética en la posicion 237, el analisis SEC o DLS no nos permitio
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observar ninguna diferencia entre 3WA y 3WA/S237E, lo que sugiere una

conformacioén similar para ambas proteinas.

Posteriormente evaluamos si la mutacion fosfomimética de la serina 237 en la
construccién 3WA/S237E tuvo algun impacto en la solubilidad de la proteina, como
se menciono anteriormente. Para ello, muestras de proteina de 3WA y 3WA/S237E
en idénticas condiciones de amortiguador se concentraron por ultrafiltracion hasta
alcanzar los limites de solubilidad[40,41]. La solubilidad relativa alcanzada por la
mutante 3WA/S237E (7.7 mg/mL) fue el doble del valor observado de 3WA (3.9
mg/mL); este valor también es el doble de la concentracion reportada anteriormente
para la mutante de raton S239E[38]. Estos resultados sugieren que la mutacion
fosfomimética induce un cambio estructural que aumenta la solubilidad, muy
probablemente una interaccion electrostatica con un residuo vecino ya que la Serina

237 se localiza en la tapa que protege al sitio activo putativo.

1.3.3 La cuadruple mutante 3WA/S237E muestra una mayor estabilidad
térmica en comparacién con el mutante 3WA y esta correctamente plegada

Para evaluar el efecto de las mutaciones en la estabilidad de CGI-58, se analizo la
desnaturalizacion térmica de las proteinas CGI-58 WT, 3WA y 3WA/S237E
mediante un ensayo de desplazamiento térmico basado en fluorescencia (Figura
3A). Se determind el punto medio aparente de desnaturalizacion térmica (Tm) para
las proteinas WT, 3WA y 3WA/237E en el amortiguador optimizado (Tris-HCI 15
mM, pH 8.0, NaCl 85 mM, glicerol al 2.85 %, octil glucésido al 0.03 %, DTT 0.6 mM
y 2-ME 1.5 mM), los valores observados fueron 49.2 £ 0.5°C, 50.1 £ 0.4°Cy 51.7
+ 0.1 °C, respectivamente (Figura 3B). La proteina WT muestra una curva de
transicion sigmoidea entre 40 y 55 °C que se ve extendida y menos pronunciada en
comparacién con la mutante 3WA. Las curvas WT y 3WA difieren en la temperatura
inicial de la transicién, pero se superponen en la region superior de 50 a 55 °C,
indicando diferencias en los estados plegados y desplegados de las proteinas, lo
gue puede explicarse por la presencia de agregados en la proteina WT, como se

describié anteriormente.
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Figura 3. Ensayo de estabilidad térmica de CGI-58 WT, 3WA, y 3WA/S237E.

Curvas de desnaturalizacion térmica de CGI-58 WT (linea negra), 3WA (linea azul)
y 3WA/S237E (linea roja) en el amortiguador optimizado. También se muestra la
curva de desnaturalizacion de 3WA (linea discontinua azul) en el amortiguador no
optimizado. La Tm estimada se calculdé ajustando los datos a la ecuacion de
Boltzmann. Los datos mostrados corresponden a la media de tres mediciones

independientes.
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En contraste con el perfil observado para la proteina WT, la curva de
desnaturalizacién térmica de las proteinas 3WA y 3WA/S237E es una sigmoide
pronunciada que muestra una transicion brusca al pasar del estado plegado al
desplegado, lo que sugiere un plegamiento homogéneo y compacto de las
proteinas[42]. Es interesante que la mutante cuadruple 3WA/S237E mostré una
mayor Tm, lo que implica que la mutacion fosfomimética induce un cambio
estructural que mejora la estabilidad térmica. El cambio en la termoestabilidad de
las proteinas de forma positiva, nula o negativa asociado a una modificacion
postraduccional como la fosforilacion ha sido previamente reportado[43]. Por
ejemplo, un efecto positivo de ~2 °C fue reportado para la mutante fosfomimética
(Cp183-EEE) del dominio C-terminal rico en arginina de la proteina central del virus
de la hepatitis B23 [44], y un efecto positivo similar de ~2 °C fue reportado para la
mutante fosfomimética S17D en el dominio N-terminal de la proteina MDM2[45].
Cabe mencionar que el valor de Tm estimado para la proteina 3WA en el
amortiguador no optimizado (Tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 300 mM, glicerol al 10%,
octil glucésido al 0.1 %, DTT 6 mM y 2-ME 15 mM) fue de 47.2 °C (Fig. 3B), muy
similar a los valores determinados previamente para las proteinas WT y S237E por
fluorometria diferencial de barrido que fueron 47.4 °C y 46.2 °C,
respectivamente[46]. Por lo tanto, el uso del amortiguador optimizado nos permitio
observar una ganancia en la estabilidad térmica de ~3.0 °C para el 3WA en
comparacién con las condiciones no optimizadas, asi como detectar una diferencia
de ~1.0 °C entre la proteina WT y la mutante 3WA, y una mejora de ~1,5 °C para la

mutante 3WA/S237E respecto a la mutante 3WA.

Para obtener méas informacion sobre el contenido de la estructura secundaria, la
estabilidad térmica y la estructura terciaria de 3WA y 3WA/S237E, realizamos
experimentos de espectroscopia de CD[28]. Debido a su alta tendencia a la
agregacion y poca solubilidad, CGI-58 WT no se someti6 a este analisis. Las Figuras
4A 'y B muestran los espectros de CD en la region UV lejana de 3WA y 3WA/S237E
a 25,65y 80°C. A 25 °C, ambas proteinas presentan los espectros esperados para

una proteina o/ con dos picos negativos centrados en aproximadamente 210 nm
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Figura 4. Analisis de 3WA and 3WA/S237E por espectroscopia CD.

Los espectros de CD de UV-lejano de (A) 3WA y (B) 3WA/S237E fueron
determinados a 25 (linea negra), 65 (linea discontinua), y 80 °C (linea punteada) a
una concentracion de proteina de 3.7 uM. (C) Los perfiles de desnaturalizacién
térmica de 3WA (linea azul) y 3WA/S237E (linea roja) fueron monitoreados por
espectroscopia de CD a 222 nm. (D) Espectro de CD de UV-cercano de 3WA (linea
azul) y 3WA/S237E (linea roja) fueron obtenidos de 250 a 320 nm a 25 (lineas
superiores) y 80 °C (lineas inferiores).
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(-8466.0 y -9970.6 deg-cm?-dmol?, 3WA y 3WA/S237E, respectivamente) y 222 nm
(-8610.8 y -10051.9 deg-cm?-dmol?t, 3WA y 3WA/S237E, respectivamente).

Esta claro que, aunque los espectros de CD de UV lejano para ambas proteinas son
comparables, los valores de elipticidades registrados para 3WA fueron
significativamente mas bajos que los de 3WA/S237E. Esta diferencia podria
atribuirse principalmente a la ligera agregacion observada para 3WA cuando se
incuba en el amortiguador utilizado para las mediciones de CD. Un analisis de
espectro con el servidor web BeStSel [29] dio como resultado un contenido estimado
de ~24% de hélices o, 29% de hebras B, 10% de giros B y 37% de coil para
3WA/S237E, que es cercano a la prediccién de la estructura secundaria que se
muestra en la Figura 1A. No se realizé un analisis de estructura secundaria de 3WA
debido a su ligera tendencia a agregarse. A pesar de eso, el reconocimiento de
plegamiento para ambas proteinas a partir de datos de CD con el servidor BeStSel
predice la presencia del plegamiento tipo sandwich afa observado en la familia de
o/B hidrolasas[47]. A temperaturas mas elevadas (65 and 80 °C), ambas proteinas
muestran una disminucién en la elipticidad, lo que indica que las proteinas
experimentan un despliegue inducido por la temperatura. Para analizar mas a fondo
el despliegue observado inducido por la temperatura, se realizaron experimentos de
desnaturalizacion térmica para ambas proteinas siguiendo el cambio de elipticidad
a 222 nm en funcion de la temperatura (Figura 4C). En ambos casos, las
transiciones aparecen como curvas sigmoideas simples. Los datos se ajustaron a
un modelo de dos estados de desplegamiento de proteinas, lo que nos permitié
estimar el punto medio de la desnaturalizacion térmica y el cambio de entalpia
aparente (AHp). La estabilidad térmica de 3WA/S237E (Tm de 57.5 £ 1.0 °C) fue 3.1
°C mayor que la de 3WA (Tm de 54.4 £ 1.1 °C). De manera similar, la AHp de
desplegamiento de 3WA/S237E (158.8 + 2.8 kJ mol?t) fue mayor que la de 3WA
(150.9 + 2.0 kJ mol1). La mayor estabilidad térmica observada para 3WA/S237E es
consistente con los resultados de desplazamiento térmico monitoreado por
fluorescencia descritos anteriormente y sugiere que la sustituciéon fosfomimética

induce un cambio estructural, muy probablemente interacciones intramoleculares
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favorables, que estabilizan la estructura de 3WA/S237E[48]. Ademas, el cambio de
entalpia aparente asociado a los ensayos de desplegamiento indica una reaccion
mas cooperativa para 3WA/S237E, lo que podria atribuirse a un incremento

modesto, no despreciable, en el nimero o la robustez de los contactos terciarios.

Para examinar la estructura terciaria de ambas proteinas, se analizaron los
espectros de CD en la regién UV cercana (250 a 320 nm). Los espectros de CD de
UV cercano proporcionan evidencia de estructura terciaria ya que cuando se ubican
en ambientes quirales, las cadenas laterales de aminoacidos aromaticos tienen un
perfil de CD caracteristico que proporciona una huella digital de una proteina en
particular[49].

Aunque se utilizé una concentracion de proteina relativamente baja (0.15 mg/mL)
para los experimentos de CD, dado que se observé una baja estabilidad de la
proteina en el amortiguador de trabajo (Figura 4D), se observo el pico esperado
cercano a 290 nm para los residuos de Triptéfano junto con una amplia regién
positiva entre 260 y 280 nm, que podria corresponder a la sefial de residuos de
tirosina y fenilalanina. Ambos espectros se superponen de 250 a 300 nm, lo que
sugiere que la estructura terciaria de 3WA/S237E es similar a la de la mutante 3WA.
En ambos casos, el aumento de la temperatura provoco la pérdida de sefial a 290
nm y de 260-280 nm, lo que significa que el entorno alrededor de los residuos

aromaticos cambié como consecuencia de la desnaturalizacion térmica.

En conjunto, los datos de CD de UV lejano indican que 3WA y 3WA/S237E
mantienen la estructura secundaria caracteristica de la familia de a/p hidrolasas.
Los experimentos de desnaturalizacion térmica confirmaron la conformacion mas
estable de 3WA/S237E, y el AHp aparente sugiere que 3WA/S237E esta
estabilizado por la mejora de las interacciones intramoleculares debido a la
presencia del acido glutamico fosfomimético en la posicion 237. Ademas, se puede
inferir una estructura terciaria similar entre ambas proteinas a partir de los

resultados de CD de UV cercano.
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1.3.4 La cuadruple mutante 3WA/S237E tiene un sitio de unién funcional para
oleoil-CoA

Estudios previos han encontrado que el oleoil-CoA es un ligando enddgeno de CGI-
58 de humano que comparte un sitio de union comun con compuestos sintéticos[20].
También se ha reportado la union de oleoil-CoA a CGI-58 de raton[50].
Considerando esta informacion, nos interesamos en evaluar si la proteina
3WA/S237E tiene un sitio de unién funcional para oleoil-CoA. Para determinar la
afinidad de unién hacia oleoil-CoA, realizamos experimentos de espectroscopia de
fluorescencia de triptéfano. Este enfoque se ha utilizado con frecuencia para
estudiar la union de ligandos a proteinas [51], y el andlisis de los datos de extincion
de la fluorescencia se ha revisado recientemente[26]. La Figura 5A muestra un
ejemplo representativo de los espectros de emision de fluorescencia de 3WA/S237E
en presencia de concentraciones crecientes de oleoil-CoA. Los datos de
fluorescencia observados para oleoil-CoA se corrigieron por el efecto del filtro
interno, ya que las muestras del ligando mostraron una absorbancia significativa a
la longitud de onda de excitacion de 280 nm, con un valor de 0.2 a la concentracién
mas alta de 50 uM. La adicién de concentraciones crecientes de oleoil-CoA a
3WA/S237E resultd en una reduccion progresiva de la intensidad de la
fluorescencia, probablemente debido a cambios estructurales inducidos alrededor
de los residuos aromaticos, lo que sugiere su interaccion con la proteina. En la
concentracion mas alta de oleoil-CoA, observamos un 65% de extincion de la
fluorescencia. Los cambios en la intensidad de la fluorescencia se representaron
frente a la concentracion del ligando y se analizaron para determinar la constante
de disociacion aparente (Kad) por el ligando. La proteina 3WA/S237E mostro una Kgd
aparente por el oleoil-CoA de 2.3 + 0.3 uM (Figura 5B). Este resultado sugiere que
el mutante 3WA/S237E tiene un sitio de unién al ligando funcional y probablemente
intacto, ya que nuestros resultados son similares a los valores reportados para la
proteina CGI-58 de ratdn, que muestra una Kq aparente de 1.1 yM para oleoil-
CoA[50]. En comparacion con el ortélogo de ratén, la proteina 3WA/S237E mostré

una afinidad dos veces menor por el oleoil-CoA.
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Figura 5. Ensayos de afinidad de 3WA/S237E a oleoil-CoA monitoreados por
fluorescencia intrinseca.

(A) Espectros de fluorescencia de 3WA/S237E con concentraciones crecientes de
oleoil-CoA. Los datos de fluorescencia se corrigieron por el efecto del filtro interno.
Los ensayos se realizaron con una concentracion de proteina de 0.5 uM a 25 °C; se
muestra un experimento representativo. (B) Los cambios de intensidad de
fluorescencia en el punto de emisibn maxima observada en (A) se representaron en
funcién de la concentracion de oleoil-CoA y se analizaron para determinar la Kqg

aparente. Se muestra la media de tres mediciones independientes.
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1.3.5 Caracteristicas del papel estructural del residuo S237

Para obtener mas informaciéon y ofrecer una explicacion sobre como la mutacién
fosfomimética del residuo S237 aumenta la estabilidad y la solubilidad de
3WA/S237E, generamos modelos 3D por homologia para analizar posibles
contactos intramoleculares, ya que aun no se ha determinado la estructura
cristalogréfica de CGI-58. La Figura 6 muestra los modelos 3D generados para CGl-
58 con la topologia de la familia de o/p hidrolasas que se caracterizan por tener
hélices-a y hojas-f3 conectadas por asas. El nucleo de o/p hidrolasa, la tapa del sitio
activo y la secuencia de union de LD se representan como se describe en la Figura
1A. La Figura 6A muestra el segmento de los residuos 236 a 242 donde se
encuentra la S237, aproximadamente en el medio de la tapa del sitio activo. El
modelo muestra que la cadena lateral de S237 forma un enlace de hidrogeno con
el N de la cadena principal de S238 (Oy-N 2.87 A), mientras que el N de la cadena
principal de S237 forma un enlace de hidrégeno con la cadena lateral de D332 (N -
081 2.77 A) (Recuadro de la Figura 6C). Los residuos vecinos de S237 incluyen a
R297, que forma un enlace de hidrégeno con el carbonilo O de G324 (Nn1-O 2.94
A). La Tabla 3 muestra las distancias de las interacciones intramoleculares de la
S237 y los residuos vecinos. Las interacciones descritas anteriormente difieren de
las reportadas para la proteina de raton. En el modelo computacional para CGI-58
de ratén, el R299 (R297 en CGI-58 humano) interactia a través de un puente salino
con la cadena lateral de D334 (D332 en humanos)[14], lo que indica algunas
diferencias con el modelo humano. Sin embargo, en ambos casos, la arginina

interactuda con los residuos del nucleo de o/p hidrolasa.

El reemplazo de S237 por acido glutamico (E237) provoca cambios en las
interacciones intramoleculares, como se muestra en la Figura 6D y la Tabla 3. La
cadena lateral de E237 se dirige hacia el asa donde se encuentra R297. Este cambio
de orientacién hace que las cargas negativas de Oeg1 y Og2 de E237 formen

interacciones con las cargas positivas de Nni1 y Nn2 de R297, respectivamente.
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A.WT B. S237E

-5.0 kT/e +5.0

Figura 6. Andlisis electrostéatico y de contacto molecular de la serina 237 (CGI-
58 WT) y su sustituciéon fosfomimética por acido glutamico (S237E).

Representacion de listones de (A) WT y (B) S237E, el motivo de unioén a la gota
lipidica se muestra en naranja (residuos 8-41), el ndcleo o/f hidrolasa en azul
(residuos 52-349) y la tapa del sitio catalitico en cian (residuos 178-276). El recuadro
de (A) muestra la serina 237 (CGI-58 WT), mientras que el recuadro de (B) muestra
la fosfomimetizacion por el acido glutamico (S237E). El potencial electrostatico de
superficie de la proteina WT y S237E se muestran en (C) y (D), respectivamente.

Las regiones con carga positiva son mostradas en azul, y las regiones con carga
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negativa se muestran en rojo. (C) Una vista de primer plano de S237 y residuos
adyacentes (R297, G324, G326 y D332). (D) Una vista de primer plano del acido
glutdmico fosfomimético (S237E) y los residuos adyacentes antes mencionados.
Las lineas discontinuas indican interacciones intramoleculares entre pares de

atomos; las distancias correspondientes se enumeran en la Tabla 3.

Table 3. Distancias moleculares entre el residuo de serina o &cido glutdmico en la
posicion 237 y residuos cercanos; las distancias medidas para pares de atomos

especificos d(ai, az) se muestran en A,

Proteina d(a, a2)* a1 az Distancia, A
1 S237 (N) Asp332 (051) 2.77
r 2 $237 (Oy) Ser238 (N) 2.87
3 Arg297 (Nnaz) Gly324 (O) 2.94
4 Gly326 (N)  Asp332 (052) 2.82
5 E237 (N) Asp332 (081) 2.80
6 E237 (Oe1)  Arg297(Nna) 2.71
S237E 7 E237 (Os2)  Arg297(Nn2) 2.77
8 Arg297 (Nm1)  Gly324 (O) 2.93
9 Gly326 (N)  Asp332 (052) 2.83

*mostrados en la figura 6
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Segun las distancias entre los &tomos (Oe1-Nnz, 2.71 A; y Oez - N2, 2.77 A), estos
forman un puente salino, lo que sugiere la estabilizacion de la tapa del sitio activo y,
en particular, de la R297, que ha sido reportado como esencial en la activacion de
ATGL[14]. Otros residuos que se identificaron a corta distancia (corte de 5 A) que
podrian participar en una interaccién intramolecular con E237 incluyen a la A325 y
G324 (cuyo N de la cadena principal se encuentra a 4.3y 4.4 A, respectivamente)
y la cadena lateral de Q333 (a 4.8 A). Interesantemente, R297, A325, G324 y Q333

se encuentran en el nucleo de o/ hidrolasa de la proteina.

El analisis anterior sugiere que la cadena lateral de S237 en la proteina WT
desempefia un papel local al interactuar a través de un enlace de hidrogeno con el
N de la cadena principal de S238; ambos residuos estan ubicados en la tapa del
sitio activo. De acuerdo con nuestra interpretacion de los posibles contactos de
E237, la sustitucion fosfomimética puede generar un efecto estructural global ya que
este residuo podria interactuar con un residuo del ndcleo de o/p hidrolasa. Esto
sugiere que la sustitucion fosfomimética funciona como un ancla que fija la tapa al

nucleo de o/B hidrolasa, lo que favorece una conformacion mas estable de CGI-58.

1.4 Conclusiones

Nuestros resultados muestran que los residuos de triptofano del extremo N-terminal
(W19, W23, and W27) conforman un sitio de nucleacion que promueve la
agregacion de la proteina CGI-58. Esto sugiere que, en un contexto celular, la
interaccion con PLIN1 en la gota lipidica o con ATGL estabiliza a CGI-58 evitando
su agregacion. Los resultados de solubilidad y estabilidad térmica demuestran que
la mutacién de fosfomimetizacion en el sitio S237 mejora la solubilidad y estabilidad
de CGI-58. Nuestros resultados en los ensayos de union a ligando, donde
observamos valores de afinidad similares a los reportados para el ortélogo en ratén,
junto con los resultados de espectroscopia de CD en regiones UV-lejanos vy -
cercanos, sugieren que la mutante cuadruple (3WA/S237E) es funcional y mantiene
su conformacion nativa. Ademas, el andlisis de los modelos bioinformaticos nos

sugiere la existencia de una interaccién intramolecular entre la cadena lateral del
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acido glutamico (237), localizado en la tapa que protege el posible sitio catalitico,
con un residuo del dominio o/f hidrolasa resultando en una conformacion mas

estable y compacta de CGI-58.
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CAPITULO 2

Estructura cristalografica de SdrP de Thermus thermophilus en complejo

con ADN: importancia del residuo Y180 en el reconocimiento del ADN
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Objetivo general
Determinar el mecanismo de reconocimiento en la interaccion de SdrP-ADN

consenso.

Objetivos especificos

¢ Realizar un estudio filogenético para identificar aminoacidos conservados en
SdrP.

e Generar la construccion que codifique para la proteina recombinante SdrP
WT y mutantes.

e Determinar la estructura cristalografica del complejo SdrP-ADN y analizar las
interacciones directas e indirectas.

e Analizar el impacto de la sustitucion del residuo Y180 por Ala, Gly y Glu de
SdrP en la unién al ADN.
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2.1 Introduccion

Los factores de transcripcion tienen un rol fundamental en la expresion génica de
las bacterias, ya que le permiten adaptarse a diversos cambios en el ambiente a
través de la regulacion positiva o negativa de la transcripcién de genes en especifico
[52]. Una de las principales familias de factores de transcripcion es la familia
CRP/FNR, cuyos miembros se caracterizan por tener un dominio de union a
nucleodtidos ciclico (CBD) en el extremo N-terminal y un dominio de unién a ADN

(DBD) tipo hélice-giro-hélice (helix-turn-helix, HTH) en el extremo C-terminal [53].

La bacteria Thermus thermophilus HB8 (T. thermophilus), es un organismo termafilo
gue no forma esporas y que fue aislado de aguas termales de Japon. Este
organismo puede crecer a temperaturas de 47-85 °C y tiene un rango de
temperatura optima de 65-72 °C [54]. En su genoma se encontraron cuatro ORFs
(por sus siglas en ingles Open Reading Frames) que codifican para proteinas de la
familia CRP/FNR, TTHA1437, TTHA1567, TTHA1359 and TTHBO099 (No. de acceso
de NCBI: YP_144703, YP_144833, YP_144625 and YP_145338 respectivamente),
las cuales tienen una similitud de secuencia de aminoacidos global entre 29-39%
[54].

TTHA1437, también conocida como ttCRP, fue el primer factor de transcripciéon en
estudiarse y se determiné que es el ortlogo de la proteina CAP de Escherichia coli,
el miembro de la familia CRP/FNR mas estudiado, ambas proteinas actian como
activadores transcripcionales de manera dependiente de cAMP [55]. A la fecha, se
han depositado las estructuras de diversos miembros de la familia CRP/FNR, de las
gue podemos destacar las estructuras apo-CAP (PDB 3HIF), CAP-cAMP (1G6N) y
CAP-cAMP-ADN (1ZRC), entre otras, las cuales han revelado los cambios
conformacionales necesarios para que la proteina se una al ADN [56-58]. El
mecanismo de control alostérico de CAP es claro y simple y ha sido empleado para
describir el mecanismo de regulacion de los factores de transcripcion: el CAMP se
une al sitio CBD del homodimero de CAP y hace contacto directo con los

aminoéacidos T127 y S128, lo cual induce una transicion de asa a hélice (coil-to-
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helix) del segmento V126 a F136 y que extiende la hélice C generando la rotacién
de 60° de la hélice de reconocimiento. Esto provoca el desplazamiento del DBD del
dimero de CAP aproximadamente 7° y coloca la hélice de reconocimiento de ADN
de los DBDs del dimero en la orientacion y posicion correcta para interactuar con el

surco mayor del ADN [59].

Otro de los factores de T. thermophilus HB8 que se ha estudiado es TTHB099. Esta
proteina es homologa de la proteina TT_P0055 de T. thermophilus HB27, con
solamente una sustitucion de aminoacido [60]. El gen de TT_P0055 se encuentra
localizado en el operon litR del megaplasmido pTT27 y su expresion es regulada
por el regulador transcripcional inducible por luz (LitR). En condiciones de luz, la
expresion de TT_PO0055 incrementa y regula positivamente la transcripcion de
genes involucrados en la biosintesis de carotenoides sin necesidad de alguna
molécula efectora o luz [61]. En 2012, Agari et al [60], resolvieron por difraccion de
rayos X la estructura de la proteina TTHB099 (PDB 3B02), la cual revelo que su
estructura es similar a la forma de CAP unida a ADN vy reforzé la observacion de
gue TT_P0055 no requiere de una molécula efectora para realizar su funcion de
activador de la transcripcién. Recientemente, Feng et al [62], resolvieron la
estructura de un complejo de activacion de la transcripcion (PDB 512D) que incluia
la proteina TTHB099, la holoenzima RNAP c” de T. thermophilus, un promotor
dependiente de TTBH099 y un primer ribotetranucleotido. La estructura indica que
TTBHO099 estimula la isomerizacién a través de interacciones simples, adhesivas,
estabilizadoras proteina-proteina con la holoenzima RNAP y no requiere algun

mecanismo alostérico para llevar a cabo su funcién.

Por dltimo, se encuentra la proteina TTHA1359, también conocida como SdrP
(stationary phase-dependent regulatory protein). La expresion del mRNA de SdrP
se ve incrementada durante la fase estacionaria del microorganismo a 70 °C y
aunque el gen que codifica para SdrP no es esencial para T. thermophilus, si
muestra un defecto en su crecimiento [54]. Los genes que regula este factor de

transcripcion, estan involucrados principalmente en el metabolismo energético y de
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nutrientes, control redox y en el metabolismo de acidos nucleicos durante la fase
estacionaria, sin embargo, en el 2010, Agari et al., determinaron que la expresion
de SdrP se induce durante la fase logaritmica si la bacteria se encuentra en
condiciones de estrés oxidativo [63]. Lo interesante es, que la proteina no tiene
residuos de cisteinas o algun cofactor que detecte el estrés oxidativo y en el 2008,
Agari et al [54] determinaron que, al igual que TTHB099, SdrP no requiere una
molécula efectora para activar la transcripcion de sus genes blanco. La estructura
de SdrP en ausencia de ADN (apo-SdrP) fue resuelta por difraccion de rayos X (PDB
2ZCW) y reveld que tiene una alta identidad estructural con CAP en complejo con
el ADN (RMSD de 1.197 A) [54], sin embargo, aun se desconoce cudl es el
mecanismo por el cual se regula su actividad. Con respecto a TTHA1567, no se ha

descrito informacion a nivel estructural para este factor de transcripcion.

En este estudio, nosotros determinamos dos estructuras de SdrP en complejo con
el ADN por difraccion de rayos X, las cuales revelaron las interacciones directas con
el ADN por los aminoéacidos localizados en las hélices de reconocimiento. De forma
interesante, encontramos que el aminoacido Y180, localizado fuera del DBD,
participa en el reconocimiento directo de ADN mediante un puente de hidrégeno con
el grupo fosfato en la posicion 2A. Este mecanismo no se ha reportado en las
proteinas de la familia CRP/FNR.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Analisis bioinformético

La secuencia de aminoacidos de la proteina SdrP (Q5SILO) fue descargada de
UniProt. Para determinar el numero de secuencias que pertenecen a la familia
CRP/FNR usamos la base de datos InterPro. La construccion del arbol filogenétino,
se realiz6 con el arbol guia obtenido en la base de datos Phylome en la opcién de
busqueda por secuencia usando la secuencia de SdrP como semilla. De este arbol
se identificaron secuencias representativas de la familia CRP con dominio hélice-
giro-hélice y el dominio de union a cNMP. Adicionalmente, se seleccionaron

ortélogos estructurales del Protein Data Bank y ortologos reportados en la

41



literatura[64]. En total obtuvimos 50 secuenciasy se realizé un alineamiento multiple
de secuencia (MSA) con MAFFT version 7

(https://mafft.cbrc.jp/alignment/software/). Posteriormente, se construyd un arbol

Maxima Verosimilitud (Maximum Likelihood, ML) con el servidor CIPRES science
gateway usando como parametros la matriz de sustitucion de proteinas LG[65].
Finalmente, el arbol se edité utilizando la aplicacién web Iteractive Tree of Life
(ITOL).

La identificacion de sitios conservados se realizO mediante el servidor para la
Identificacion de Regiones Funcionales en Proteinas The ConSurf Server [66]. Se
analizdé por secuencia de aminoacidos y estructura y utilizd el MSA obtenido en
MAFFT con SdrP como secuencia de consulta. Las imagenes se descargaron y

visualizaron en Chimera siguiendo las instrucciones del servidor.

2.2.2 Clonacién de SdrP y construccion de mutantes puntuales

El gen que codifica para la proteina SdrP de T. thermophilus fue optimizado para su
expresion en E. coli y se adquiri6 clonado en el vector pGOV4 a la empresa
GeneOracle Inc. EI cADN se subcloné entre los sitios de corte Ndel y Hindlll del
vector de expresion pET28b modificado, el cual tiene sustituido el sitio de corte de
trombina por el de la proteasa HRV 3C, que permite remover la etiqueta de histidinas
en el extremo N-terminal. Esta construccion la denominamos pET28-PPS/SdrP_WT
y a partir de esta realizamos las variantes SdrP_Y180E, SdrP_Y180G vy
SdrP_Y180A por mutagénesis sitio-dirigida. Para sustituir la Tyr180, se utilizaron
oligos externos Fw: 5 GGAAGCAGCCCAGTAGTAGGTTGAGG y Rv: 5
CCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCC vy oligos internos con el codén del
aminoacido de interés: Y180E, Fw 5 CCGCTCCGGGGAGGGGAAGATCCyRv &’
GGATCTTCCCCTCCCCGGAGCGG, Y180G, Fw 5 CCGCTCCGGGGGCGGGAA
GATCC y Rv 5 GGATCTTCCCCCGCCCGGAGCGG y Y180P, Fw 5 CCGCTCCG
GGCCCGGGAAGATCC y Rv 5 GGATCTTCCCGGGCCCGGAGCGG. Los

productos de PCR se purificaron y clonaron en el vector pET28-PPS entre los sitios
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Ndel y Hindlll. Todas las construcciones se analizaron por secuenciacion usando

los oligos T7.

2.2.3 Expresion y purificacién de proteinas recombinantes

Las construcciones de la proteina SdrP WT vy las variantes se transformaron por
choque térmico en células competentes de E. coli BL21(DE3) star y se sembraron
en placas de agar LB con kanamicina a una concentracion de 50 ug/mL. A partir de
las células transformadas se creci6 un preinoculo de 25 mL en medio LB liquido con
el antibidtico y se incub6 a 37 °C por 12 h a 200 rpm. El prein6culo se utilizé para
inocular medio LB fresco con el antibiético en una dilucién 1:20 y se incub6 a 37 °C
a 200 rpm hasta una DOesoo de 0.6-0.8; una vez alcanzada la densidad Optica, la
expresion de las proteinas recombinantes fue inducida por la adicion de IPTG a una
concentracion de 1.0 mM. El cultivo se incub6 por 18 h a 16 °C a 200 rpm. Las
células fueron colectadas por centrifugacion a 12,000 rpm por 10 min a 4 °C y el
pellet se almacend a -20 °C hasta su uso. Las células fueron resuspendidas en 25
mL de amortiguador de lisis D (50 mM Tris pH 8.0, 300 mM NacCl, 10 mM imidazol)
y lisadas por sonicacion con 30 ciclos 15 ON/45 OFF a 50% amplitud a 4 °C. Se
separd la fraccion soluble del lisado celular por centrifugacion a 12,000 rpm/10
min/4°C y se cargd a una columna de Ni-NTA-agarose (Qiagen) equilibrada con el
amortiguador D. La columna se lavé con 3 volimenes de columna (CV) del
amortiguador de lisis y se realizo la elucion con un gradiente escalonado de imidazol
(10, 50, 300 y 500 mM). A las fracciones que contenian la proteina recombinante se
les adiciond 5 unidades/mL de la proteasa HRV 3C y se incub6 a 4°C por 12 h para
remover la etiqueta de histidinas. La remocién de la etiqueta de histidinas fue
monitoreada por SDS-PAGE y Western-Blot usando el anticuerpo primario dirigido

a la etiqueta de Histidinas (6His-tag).

La proteina libre de la etiqueta 6xHis se cambi6 al amortiguador E [20 mM Tris-HCI,
pH 8.0 y 2 mM EDTA] usando una columna PD-10 y se cargé a la columna HiTrap-
Q HP (GE Healthcare). La proteina recombinante fue eluida con un gradiente lineal

de 0 a 500 mM de NaCl en amortiguador E (15 CV). Las fracciones con la proteina
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eluida fueron colectadas y concentradas usando un dispositivo de ultrafiltraciéon
(Sartorius Vivaspin Turbo 15, 10 kDa) y posteriormente se purifico por cromatografia
de exclusibn molecular utilizando una columna Superdex-75 10/300 GL (GE
Healthcare) pre-equilibrada en amortiguador F (20 mM Tris pH 8.0, 2 mM EDTA y
150 mM NacCl). Las fracciones con la proteina se colectaron y concentraron con un
concentrador Vivaspin 20 (corte de peso molecular de 10 kDa; Sartorius AG). Al
finalizar cada paso de purificacién, se determiné la concentracion de proteina
usando Bio-Rad Protein Assay y se monitoreé la pureza de la proteina mediante
geles SDS-PAGE al 15%.

2.2.4 Preparacion del ADN para ensayos de cristalizacion

Para los experimentos de cristalizacion se utilizaron dos secuencias de ADN duplex
de diferente tamafio (38 y 30 pb), las cuales se ensamblaron a partir de dos
segmentos duplex de ADN con extremos cohesivos que se sobrelapan en los
extremos 5’reconstituyendo la secuencia consenso reportada por Ebright et al.[67]
para la proteina CAP. Se adquirieron los siguientes pares de oligonucleétidos
purificados por HPLC de fase reversa a IDT (Integrated ADN Technologies, Inc.).
Para iSdrP38: 5’-ATTTCGAAAATTGTGAT-3 (17-mer) y 5-CTAGATCACAATTTTC
GAAAT-3 (21-mer) y para iSdrP30: 5-CGAAAATTGTGAT-3’ (13-mer) y 5-
CTAGAT CACAATTTTCG-3’ (17-mer). EI ADN duplex se prepar6 en una relacion
de los oligos 1:1 y se calent6 a 95°C por 5 min, estos se enfriaron hasta 25°C en
gradiente escalonado descendiente de 5 °C incubando 2 minutos en cada

temperatura usando un termociclador (Bio-Rad).

2.2.5 Cristalizacion

Las condiciones iniciales de cristalizacién del complejo SdrP_WT-ADN se realizaron
por la técnica de difusion de vapor en gota sentada usando los kits Crystral Screen
1y 2 (Hamptom research, Aliso Viejo, CA, USA) y Morpheus (Molecular Dimensions,
Suffolk, England) a 14°C. Se montaron gotas de 2.6 uL en una relacién 1:1 de
complejo (0.22 mM SdrP, 0.33 mM ADN duplex, 20 mM Tris pH 8.0, 50 mM MgClz,
150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 mM DTT y 0.02% azida de sodio) y precipitante, con
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150 uL en reservorio. Después de 2-3 dias de incubacién, se obtuvieron cristales en
forma de aguja de un tamafio aproximado de 150-200 um de longitud en las
condiciones CS1-33, CS2-06 y CS2-15 para el complejo con el ADN iSdrP38 y en
la condicibn CS1-23 para el complejo con el ADN iSdrP30. Los cristales se
incubaron 5 segundos en una solucion crio-protectora, la cual se consigui6
adicionando 20% de glicerol a la solucidn precipitante y se montaron en crio-loops

(Mitegen) para posteriormente ser congelados a 100 K (Flash-frozen).

2.2.6 Coleccién de datos de la difraccién de rayos X y determinacion de la
estructura

Los datos de difraccién de rayos-X fueron colectados usando un difractémetro in-
house Rigaku/MSC Micromax-007 HF (Instituto de Quimica, UNAM) con un detector
DECTRIS-PILATUS 3R/200K-A, bajo condiciones criogénicas a 100 K. Los datos
de difraccion para determinar la estructura fueron de un solo cristal con rotacion de
1° por imagen. El programa HKL3000 fue usado para integrar y escalar las

intensidades de difraccion.

La estructura del complejo SdrP-ADN fue resuelta por remplazo molecular,
utilizando el programa Phaser. La estructura de SdrP (PDB: 2ZCW) y CAP-ADN
(PDB: 1ZRC) fueron utilizadas como modelos de busqueda para el remplazo
molecular (search models). El refinamiento y la construccion del modelo se realizé
de forma iterativa utilizando los programas phenix.refine del paquete PHENIX
version dev-2776-000 y el programa COOT. La validacién se realizé con el
programa MOLPROBITY.

2.2.7 Parametros helicoidales del ADN
Los parametros del ADN-helicoidal fueron analizados con el software 3ADN[68]. Los
angulos Twist, Roll y overall bend del ADN fueron determinados siguiendo las

instrucciones de Lu & Olsen[69].
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2.2.8 Andlisis de la unién proteina-ADN

Para determinar la capacidad de unién de SdrP por el ADN consenso y promotores
nativos de T. thermophilus se realiz6 el ensayo de cambio de movilidad
electroforética (EMSA)[70]. Se usé ADN marcado con radioactividad como trazador
a concentracion constante y variando la concentracion de las proteinas en
diluciones seriadas. La siguiente secuencia de ADN duplex fue utilizada: iSdrP30:
5°-Cy5-CGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCG, adquirida a la empresa IDT
ADN Technologies. Las muestras para EMSA fueron preparadas en reacciones de
20 pL que contenian 1 nM de ADN consenso, Tris-HCI 10 Mm pH 7.5, 50 mM NacCl,
0.05 mg/ml BSA, 1.5 Mm DTT y la concentracion de proteina WT, Y180A, Y180E y
Y180G correspondiente. Las reacciones se incubaron durante 20 min a 4 °C y se
detuvieron con la adicion del amortiguador que contenia 40% sacarosa, 20 mM
EDTA, y 0.05 % de azul de bromofenol. Las muestras, se corrieron en geles al 6%

y se expusieron durante 3 dias para su digitalizacion.

2.3 Resultados y Discusion

2.3.1 Caracteristicas estructurales de ortélogos de SdrP

SdrP es un factor de transcripcion de la familia CRP/FNR de la bacteria termdfila T.
thermophilus HB8 y su expresion se incrementa en la fase estacionaria durante su
incubacion a 70 °C[54]. Los miembros de la familia CRP/FNR se caracterizan por
ser proteinas de 200 a 250 aa que contienen dos dominios importantes: el motivo
Hélice-Giro-Hélice (HTH, por las siglas en inglés de Helix-Turn-Helix) en el C-
terminal que consiste en dos hélices-a unidas por un giro y que se une al surco
mayor del ADN; el segundo es el dominio de unidn a nucle6tido que se encuentra
en el extremo N-terminal, por si mismo, este dominio definido por la similitud con los
dominios de unién a cAMP, no confiere especificidad a la familia de reguladores
[53]. En 1994, cuando se propuso la clasificacién de los reguladores CRP/FNR,
solamente existian 22 proteinas reportadas y CAP/CRP era la proteina modelo para
describir a los otros miembros, no obstante, gracias a las tecnologias de analisis de
genomas, el numero de proteinas pertenecientes a esta familia ha aumentado

considerablemente[53]. De acuerdo con la base de datos InterPro para la
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clasificacion de familias de proteinas, actualmente existen 93,409 secuencias de la
familia CRP/FNR en bacterias, de las cuales los filos mas representativos son el
Proteobacteria con 52,033 secuencias, Bacteroidetes 9,152, Firmicutes 12,543,
Actino bacteria 10,187 y Deinococcus-Thermus 526. Dentro del filo Deinococcus-
Thermus se encuentra Thermus thermophilus HB8, que ademas de SdrP tiene otras
tres proteinas pertenecientes a la familia CRP/FNR, ttCRP, LdrP y TTHA1567 con
las cuales tiene una similitud de 32%, 36% y 33.5%, respectivamente, lo que sugiere
gue son evolutivamente diferentes. Para determinar la relacién evolutiva de SdrP
con otros factores de la familia CRP/FNR realizamos un arbol filogenético de
Méxima Verosimilitud. En la Figura 7A podemos observar que SdrP se agrupa en el
clado con otros factores de transcripcion del filo Deinoccoccus-Thermus y mantiene
una relacion cercana con LdrP de T. thermophilus. No obstante, ttCRP se agrupa
en el segundo clado que tiene mayor relacion con Proteobacterias, Firmicutes y
Actino bacterias. Interesantemente, en este segundo clado se agrupan los factores
de transcripcion de organismos que han sido ampliamente estudiados y con los que
se cuenta estructura 3D resuelta por cristalografia de rayos X (color verde en Fig.
7A). Ejemplos de ellos son CAP/CRP de E. coli, el factor de transcripcibn mas
estudiado de la familia CRP/FNR, Clp de Xanthomonas campestris, CRP de
Mycobacterium tuberculosis, Vfr de Pseudomonas aeruginosa, entre otras. Se ha
reportado que la unidad funcional biolégica de estos factores de transcripcion esta
presente como dimero y se une al ADN a través de su hélice de reconocimiento. Sin
embargo, el mecanismo de regulacion es diferente en algunos casos, como CAP
gue se activa por la unién del cAMP, y Clp que tiene una regulacién negativa al
unirse a c-di-GMP [59]. Para determinar las diferencias de SdrP con distintos
miembros de la familia CRP/FNR, realizamos un alineamiento multiple de
secuencias (MSA) donde identificamos los residuos de aminoacidos conservados
(Fig. 7B) y la estructura secundaria, en la que se observa que el dominio N-terminal
de SdrP consiste en una hélice a (a1, residuos 62-65) y ocho hojas B (B1, residuos
8-10; B2 residuos 15-17; B3, residuos 29-33; P4, residuos 36-41, PBs, residuos 47-53;
Bs, residuos 58 y 59; B7, residuos 72-75; y Ps, residuos 79-83) que adoptan un

plegamiento de una doble hoja de B-hélices con una topologia “jelly roll”. El domino
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C-terminal consiste en cuatro hélices o (as, residuos 119-130; a4, residuos 149-156;
as, residuos 160-172; y as, residuos 188-195) y cuatro hojas B (Be, residuos 136-
139; Bio, residuos 142-146; Pi1, residuos 176-179; y P12, residuos 182-185) que
adoptan un plegamiento hélice-giro-hélice. Estos dos dominios son conectados por
una gran hélice a (a2, residuos 90-116), que constituye la region de interaccion para
la formacion del homodimero. En la tabla 4 se reportan los porcentajes de identidad
del alineamiento de secuencia y los valores de la raiz de la desviacion cuadratica
media (RMSD, por las siglas en inglés root-mean-square deviation) del alineamiento
estructural, el cual es la medida cuantitativa mas utilizada de la similitud entre dos
coordenadas atémicas superpuestas; el RMSD es 0 para estructuras idénticas y su
valor aumenta a medida que las dos estructuras se vuelven mas diferentes. Los
valores de RMSD se consideran indicadores fiables de variabilidad cuando se
aplican a proteinas muy similares [71]. Como ya se habia mencionado
anteriormente, SdrP tiene un bajo porcentaje de identidad en secuencia con los
otros dos factores de transcripcion presentes en T. thermophilus, sin embargo, el
alineamiento estructural resulté en un valor de RMSD de 1.38 A con LdrP y de 10.03
A con ttCRP. SdrP presenta una mayor homologia estructural con LdrP, factor de
transcripcion que no requiere de molécula efectora para unirse al ADN. Por el
contrario, el valor de RMSD con ttCRP que requiere de cAMP para modular su
actividad es cercano a 10, lo que nos indica una menor homologia estructural, no
obstante, es interesante que SdrP presenta homologia estructural cercana con otros
factores de transcripcion que requieren de cAMP como el factor de E. coli (1.15 A),
S. typhimurium (1.64 A), P. aeruginosa (1.57 A) y M. tuberculosis (1.14 A) o que
tienen otra molécula efectora como los casos de c-di-GMP en Clp de X. campestris
(2.0 A) y el 2-oxoglutarado de NtcA de S. elongatus (1.80 A). En 2008, Agari y col.
reportaron que SdrP no requiere de molécula efectora para unirse al ADN y que al
superponer la estructura de apo-SdrP con la de CAP/CRP de E. coli, los residuos
G72,E73,L74,R83, S84, T128 y S129 de CAP/CRP de E. coli, los cuales se ubican
en el sitio de unién de cAMP, corresponden con los residuos G60, E61, E62, R69,
Y71, A107 y Y108 en SdrP (Fig. 7B) y concluyeron que las cadenas laterales de los
residuos E61, E62, Y71y Y108 penetran en un espacio correspondiente al bolsillo
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de union de cAMP de CAP/CRP de E. coli[54]. En cuanto a los residuos de
aminoacidos en el dominio de unién al ADN del C-terminal, podemos observar que
la hélice as que corresponde a la hélice de reconocimiento del ADN, se conservan
los aminoacidos con carga positiva y negativa (R160 y E161), los cuales realizan

una interaccion directa con las bases nitrogenadas del ADN.

Estos datos respaldan que, los ortélogos estudiados presentan una estructura
similar pero la identidad de secuencia y mecanismo de regulacién, son diferentes.
Se ha establecido que los ortélogos de esta familia presentan estructuras altamente
conservadas en distintas especies de bacterias y mantienen su capacidad para
reconocer secuencias de ADN independientemente de su tipo de regulacion, sin
embargo, la filogendmica bacteriana no puede explicarse usando los marcos
tedricos que sustentan la genética de poblaciones clasica, lo que posiblemente se
deba a la transferencia horizontal de genes entre estos organismos [64]. Con esto
en mente, nos enfocamos en analizar las caracteristicas fisicoquimicas y
estructurales de los factores de transcripcion de la familia CRP/FNR cuya estructura

ha sido reportada.

En la Figura 8A, se observan los residuos de aminoacidos conservados en la
estructura de SdrP resultado del andlisis en Consurf. En este se emple6 el MSA de
la figura 7B. Los residuos mas conservados se identifican con el color morado y los
menos conservados en color verde. De acuerdo con lo representado, los residuos
de aminoacidos de SdrP G34, A75, R122, T148, A153, R160, E161 son los mas
conservados entre los ortélogos cristalizados. Estos dos ultimos se encuentran en
la hélice de union al ADN y son clave para la interaccion con este. Por otra parte, la
Figura 8B, muestra los sitios conservados de SdrP usando el MSA donde solo se
incluyeron los ortélogos del clado donde se encuentra SdrP (Recuadro de la figura
7A). Los sitios conservados aumentan G34, A75, R122, T148, A153, R160, E161,
K165, Y180 y podemos observar que se incluye la K165 ubicada en la hélice de

unién al ADN y la Y180 que se encuentra en el asa que conecta el motivo HTH.
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A. Arbol filogenético familia CRP/FNR

Treescale: 1 —————

MBE0519003 Thermoplasmata archaeon

Q53W63 LdrP Thermus thermophilus
WP 147146751.1 Oceanithermus desulfurans

WP 013614582.1 Deinococcus proteolyticus
WP 126352189.1 Deinococcus radiophilus
WP 119359969.1 Meiothermus luteus
Q5SILO SdrP Thermus thermophilus
WP 053767703.1 Thermus aguaticus

WP 126351192.1 Deinococcus radiophilus

—I_: WP 119361157.1 Meiothermus luteus
Q5S113 CRP Thermus thermophilus HB8

Q1AUA7 Rubrobacter xylanophilus

P29283 NTCA Synechococcus elongatus

L

P0A4U6 NtcA Cyanobacterium Anabaena
--Q70ET4 FNR Aliivibrio fischeri

Q1AXQ1 Rubrobacter xylanophilus

Q1AWMS Rubrobacter xylanophilus

AO0A164V9R6 Bacillus subtilis

Q89134 Bradyrhizobium diazoefficiens
A7IH34 Xanthobacter autotrophicus
Q1AV16 Rubrobacter xylanophilus
Q6NBR2 Rhodopseudomonas palustris
Q3J131 Cereibacter sphaeroides

Q7CUTO Agrobacterium fabrum

Q6N2A7 Rhodopseudomonas palustris
Q93SI2 Bradyrhizobium japonicum
Q3J259 Cereibacter sphaeroides

Q728Q6 Desulfovibrio vulgaris

Q89HD2 Bradyrhizobium diazoefficiens
Q6N2Q3 Rhodopseudomonas palustris
7ETS Gardnerella vaginalis
AOAB6MIXLSS Streptomyces coelicolor
Q2J510 Frankia casuarinae

P9WMH3 Mycobacterium tuberculosis
Q79VI7 CRP Corynebacterium glutamicum
Q82V15 Nitrosomonas europaea
AOAOH3C6P7 Caulobacter vibrioides
Q2RUG3 Rhodospirillum rubrum

Q1IZR6 Deinococcus geothermalis
P22260 Clp Xanthomonas campestris pv campestris
P55222 Vir Pseudomonas aeruginosa
Q88QR4 Pseudomonas putida

Q88A01 Pseudomonas syringae pv tomato
P29281 Haemophilus influenzae

Q8EJ49 Shewanella oneidensis

POA2T6 Salmonella typhimurium

POACJ8 CRP Escherichia coli
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B. Alineamiento multiple de secuencia miembros de la familia CRP/FNR

pl 2 p3 p4 ps
Q5SILO_SdrP_Thermus_thermophilus — TT w——p TT TT
10 20 ° a0
5SILO_SdrP_Thermus_thermophilus o aie Saveiee aie .....TQVRETVS.[FKAGDV[ILY P[GVPGPR) RV RLEAVDE MRLVRP
ermus_aquaticus .o “ e «...TQARETVS.[FIKPGEV[I|LY PIGRPGPR| R| RLEAVDE RLVPP
IIP 147146751 1 Oceanitharn\u desulfurang . o ..TQGSIIDTLA.[F[RAGEI|I|LY PIGISPGPR| R| RIQSVDD RFVRP
WP_119359969.1 Meiothermus_luteus . cee cseee «+...QTSVLDTLT.[FIDPGEI|I|LY P[GAP SPK]| R| RLQSVDD RFVRP
WP_126352189.1 Deinococcus_radiophilus “ee Spp . .TQVT. . QSATKTINENYVDTVS HRPGSV|I|LY PiG|. . . PA R| RIHTMDD RYVKP
WP 013614582 1 D.inococcul roteolyticu: . . TQLTHNQESETKSLSDNYVDTVT RPGSV|IILY P[G|. . .P S| R| RIHTMDD RYVKP
Q! us . W B AS B | B G SBBI SN (BU S eSS, Y RIS UR KR.[FIARKET|I[YL RGE . . EA| RIL| RVVELLP| RHVLP
955113 CRP_' Thermus thnrmophxlul HB8 S8 i e W SLLA KGSPLFHGLAPEEVDLALSYFQRRL.|Y[PQGKP|I[FY QGD. . LG L RLFRTHL ALLGP|
7TETS_Gardnerella vaginalis . . .DLPLTHTALFKQVPLDQARELLEHLHESV.[F[SKGQA[IIFNE|GD. .TD LiL{ [KLVRHSR] SIHTH
P9WMH3_Mycobacterium tuberculosis . ..DEILARAGIFQGVEPSAIAALTKQLQPVD.[FIPRGHT|VIFAEGE . .PG] I KIGRRAP TIMGP
Q79VI7_CRP_Corynebacterium glutamicum aa .VQEILSRAGIFQGVDPTAVNNLIQDMETVR.[F|PRGAT|I|FD EGE . . PG IjI KLARHAP| TIMGP
Q1lIZR6_Deinococcus_geothermalis Sdis . .REALKVVTERN.[FJQPDEL|V|VE QDA . . EG| Li RVSRVSL| GDIYA
P22260_Clp Xanthomonas_campestris pv_ campestris . .VVTTTVRNATPSLTLDAGTIERFLAHSHRRR YIPTRTDVIFRPGD . . P Y, SIIAEED GYFGS
P55222_Vfr Pseudomonas_aeruginosa @ §e e e s e elele VAITHTPKLKHLDKLLAHCHRRR.[YTAKST|I[IY AGD. .RC F|I! TILIEDD GYLNS
POACJ8_CRP_] Elch.richia coli sie % e e e sielele e eTe $i8E e W W aieie TLEWFLSHCHIHK.[YPSKST|LIHQGE . .KA| Y|T AVLIKDE SYLNQ|
P29283_NTCA_Sy _elong s .LANENSLLTMFRELGSGKLPLQIE..... Q.[FIERGKT|I|FF PIGD . . PA| LiL} KLSRVYE ALLRE|
POA4U6_NtcA ! C' b ium_Anab . IVTQDKALANVFRQMATGAFPPVVE. «...T.[FERNKT|I[FF PGD. . PAl FiL{ KLSRVYE ALLRE|
Q70ET4_ !‘NR_Aliivib:io fischeri MSDNSANKRIQSGGCAIHCQDCSISQLCIPFTLNDSELDQLDEIIERKKPIQKGQELFK}\ D..E AL} KSYTITE AFHLAGD
ps @ 3 B10
Q5SILO_SdrP_Thermus_thermophilus —> —_—
80 100 110 120 130 0
Q5SILO_SdrP_Thermus_thermophilus EAATD . VRLEPL.PENPD. . ... .. DIJAQHTSQGJAEAYRRIERTAT . QRLKNRMAAALLELS . . .. ... LEAAVT TKVIGE[]A
ermus_aquaticus EAVITIG. VVLEAL.PKEPS. . LAQHLAEALJARAYRRIES|LAT . QORLKNRMAAAILELA. . LIAAAV G| TKVIGE[LA
WP_. 147146751 1 Ocouu.th.ms desulfurans ERAAAD . TRIAQIHPERMD. . LAVRLALALGOQTYDAIQRLVS . QRLKNRIANAALLEFM. . IIASAVG TKVVGEIL[V
WP_119359969.1 Meiothermus_luteus EAVITIE . TKVDALAPNQLS . . LVOGLVKALGQTYQTIQRIIISG. QRLKNRIAAALLELA. . IASAVG TKVIGELT
WP_126352189.1_Deinococcus x‘ldiophilul EAVITID . STVDVINPALMT. . VITGHLUVRT|LLERAYESIFRLJVG. KRLRARIAAELLELK. . LIAAAV G| TKVVGE|LIS
WP_013614582.1 D.xnococcul :ntaol icus ERAV|TID . SAVDVINPALMS. . TGHLVRT|LERAYESIFRLVG. KRLRARIAAELLELK. . LIAAAV G| TKVVGEIL[S
B E s_thermopi EAMTEE . AVVQGLEPRAMD. . .. . VARNLLARQMRRVQAYEAHLQT .GELRARIARYLLFLA. . I|ADAIT A SKVLAD|LIR
Q5SI13_CRP_' 'l'h.ml th.mphilus_nﬁs VIA[VIEDD . TELLALE’REDYLALIRRL. LAALLJARRLREADLELDLILSF . EEARN[R|VAYAILLKLL. . LIAALA G| SRVLHALA
TETS Gatdmrolla vaginalil IATTIDRTRVLWLENEVLFKWLGHH . MLOV|LUAARLRANNEHISDLVF . MDVPARLAKTLLNLUASRFGEPVREGVLV. . LIAQ LIV G| NKALMD[F|A
POWMH3 ! ium_f losis T|T{ITIE . VRAVSMDRDALRSWIADR. LILRV| ARRLRRTNNNLADLIF.TDVPG|RVAKQLLQLAQRFGTQEGGALRV-- IAQLIVG INKALADIFIA
Q79VIT7_ m Coxymbacteriun_glunnicm VICIVITIE . VHAATMNSDMLRNWVADH . LILRVIJARRLRRTNASLAD|{LIF.TDVPGRVAKTLLOLANRFGTQEAGALRV.......NHDLTQEETIRQLVG INKALAT[F|A
Q1lIZR6_Deinococcus_geothermalis RAILITIP . VRTLMLHREHFELILRRH. ... .PRVLWNLLAEMLARRVITFLNDEL. .[IIAFGONTEAALTHVIFANLY....... RQRLAAGVPQP .EVLPLGT|QDIMARIT S| SRVLKRILEE
P22260_Clp_Xanthomonas_campestris_pv_campestris R/T|RT|IQ.CELAEISYERLQQLFQTSLSPDAPRILYAIGVQLSKRLLDTTRKASRLAF.LDVTDRIVIRTLHDLS. . . .KEPEAMSHPQG.TQLRVSRQELARLVG GRV LKKILIQ
P55222 Vfr Pseudomonas_aeruginosa RAKIVIE . CEVAEISYAKFRELSQQD. ... .SEILYTLGSQ ADRLIRKTTRKVGD|LAF . LDV TGRVARTILLDLC.. . . .QQPDAMTHPDG.MQIKITRQEIIGRIVG] GRVLKS|LE
POACJ8_CRP_Escherichia coli RAKITIA . CEVAEISYKKFRQLIQVN. LISAQMARRILQVTSEKVGN|LAF . LDVTGRIAQTILLNLA.......KQPDAMTHPDG.MQIKITRQEIGQIVG GRILKMLE
P29283_NTCA_Sy h _el VIAIFITIP . VQLFSVPIEFMQKALIER. MLQGL{SSRIIILQTEMMIET|{AH . RDMGSRILV|SFILLILCRDFGIPSPDGITI. . AITIAEAIL G| TRLLGD|LR
POA4U6_NtcA Cyanobactotium Anabaona VIAIFITIP . VELLSAPIEQVEQALKEN. . MLRGLISSRI[ILQTEMMIET|JAH . ROMGS[RILIV|SFILLILCRDFGVPCADGITI. . AITIAIE AL G TRLLGD|LR
Q70ET4_FNR Aliivibrio_fischeri QRILET . SMVCEIPYEILDDLSGKM. . ... IMRLMSNE[IIKGDQEMILLLSK . KNAEERLAAFILYNLSTRFH. . .QRGFSPRE. .. .FRLTMTRGDIIGNY|LG SRLLGRIF|Q
p11 B12 ab
Q5SIL0 SdrP Thermus_thermophilus Q - T T e—
180 200
Q5SILO_SdrP_Thermus_the: ilus RE[GY[TIRSGYGK[T]QL L KELAESRGQGR
P ~1_Thermus_aquaticus RE|GY|[TIRSGYGK/I|VLK] KTLAQSKGDGR
WP_147146751.1_Oceanithermus_desulfuranp REGILIIIKSGYGR|VIMLL) GELARQNG. ..
WP_119359969.1 Meiothermus_luteus REGIY|IIRSGYGK|LVLE EQLSKEAA. ..
WP_126352189.1_Deinococcus. nd;oph:.lul RD|G|V|I[SAGYGK|I|TLR| AEIAAG.....
WP_013614582.1 | Doi.nococcua zotcol 3 RD|GV|I|SAGYGK|I|T LK| AEIAAS.....
_LdrP ' s_thermopl RE| IATAYRRVIYLL EREAGSALEAA
QSSI13_CRP_'.l'hnnml_th.mphi.1ul_BBB EE|GVIVVRLGPGT|VIEV EEIAFGLA...
7ETS_Gardnerella vaginalis QRIGW|I[IKRHGRS|I|ITY TRRAE oo wa
PY9WMH3_Mycobacterium tuberculosis HRGW/IRLEGKS[VILI S ARRAR......
Q79VI7_CRP_Corynebacterium_ glutamicum HRGWIRLEGKS|VILIV| ARRAR. .....
Q1IZR6_Deinococcus_geothermalis AHNIILEVSPRSV|TLL| EALSFEGAETD
P22260_Clp Xanthomonas_campestris_ pv_campestris AD(GIL aHARGKT VLY
P55222 Vfr Pseudomonas_aeruginosa EQGILIVHVKGKTMVVF|
POACJ8_CRP_] Ilchorichia coli DON|LII|SAHGKT|I[VVY]
P29283 NTCA_S: el ESKLIAIHKKRITVF]
POA4U6_NtcA cyanobact.rium Anabaena EKMISIHKKKITVH RQFT
Q70ET4_FNR Aliivibrio fischeri KTMLTVKGKYLTIN AELAGSAKEIK
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Figura 7. Analisis de los ortélogos de SdrP en diferentes especies de
bacterias. A) Arbol filogenético de factores de transcripcion de la familia CRP/FNR
construido con Maxima Verosimilitud usando CIPRES. En azul se identifica a SdrP
de T. thermophilus y en verde sus ortdlogos cuya estructura se ha determinado
experimentalmente. B) Alineamiento multiple de secuencia de los ortélogos de SdrP
con estructura resuelta y los ortélogos de SdrP del clado marcado en recuadro verde
en el arbol filogenético. En recuadro azul se marcan los homaologos estructurales de
SdrP cuya estructura no se ha resuelto experimentalmente. En rojo se identifica los
aminoacidos conservados. El alineamiento se realiz6 con MAFFT vy la figura fue

generada con ESPript 2.2.
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Tabla 4. Proteinas de la familia CRP/FNR y su comparacion con SdrP

Organismo ID uniprot Proteina PDB Molécula aa* % Identidad RMSD**
efectora con SdrP (aa) A
Thermus thermophilus HB8 Q5SILO SdrP 2ZCW ND 202 100 0.0

(194/194)

Thermus thermophilus HB8 Q53We63 LdrP 3B02 ND 195 36.08 1.378
(146/146)

Thermus thermophilus HB8 Q5SID7 CRP 4EVO0 cAMP 216 31.94 10.031
(147/147)

Escherichia coli POACJ8 CRP 103T CcAMP 210 21.7 1.153
(178/178)

Salmonella typhimurium POA2T6 CRP AlphaFold CAMP 210 211 1.674
(131/131)

Mycobacterium tuberculosis POWMH3 CRP 4A2U cAMP 224 25.8 2.141
(161/161)

Pseudomonas aeruginosa P55222 Vir 2076 cAMP 214 24.9 1.565
(141/141)

Xanthomonas campestris pv. P22260 Clp 3IWzZ c-di-GMP 230 21.6 2.005
campestris (130/130)

Synechococcus elongatus P29283 NtcA 2XGX 2-Oxoglutarato 222 25.3 1.802
(137/137)

Aliivibrio fischeri Q70ET4 FNR 5CVR FelS 250 16.6 5.140
(127/127)

Cyanobacterium Anabaena POA4UG6 NtcA 3LA2 2-Oxoglutarato 223 29.9 1.662
(133/133)

Gardnerella vaginalis - CRP 7ETS ND 226 27.3 3.172
(158/158)

Corynebacterium glutamicum Q79VI7 CRP 3R6S cAMP 227 27.8 2.527
(152/152)

Listeria monocytogenes pP22262 Listeriolysin 2BEO ND 237 17.7 9.733
regulatory protein (153/153)

Deinococcus geothermalis Q1IZR6 Transcriptional 3E97 ND 210 215 2.779
regulator (127/127)

*aa: aminiacidos
*RMSD: root-mean-square deviation de las posiciones atdmicas
ND: no determinado
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A. Sitios conservados familia CRP/FNR B. Ort6logos cercanos a SdrP

Figura 8. Identificacion de la conservacién de residuos de aminoacidos en la
estructura de SdrP. A) Sitios conservados en SdrP de acuerdo con el andlisis de
Consurf usando el MSA de las secuencias empleadas para el arbol filogenético de
la figura 7A. B) Sitios conservados en SdrP de acuerdo con el andlisis de Consurf
usando el MSA solamente de las secuencias del clado donde se ubica SdrP en el
arbol filogenético de la figura 7A. En color morado se identifican los aminoacidos
mas conservados, en blanco los promedio y en verde los aminoacidos mas

variables.

54



Para determinar si estos residuos de aminoacidos tienen relevancia en la unién al

ADN, se determind la estructura cristalografica de SdrP en complejo con ADN.

2.3.2 Caracteristicas generales de la estructura del complejo SdrP-ADN

Preparamos complejos de SdrP-ADN usando fragmentos de ADN de 30y 38 pb con
el sitio consenso reportado para CAP (Figura 9A 'y C)[67]. El fragmento de ADN de
30 pb dio cristales en el grupo espacial P 31y el ADN de 38 pb en el grupo P6522.
Los datos de difraccion fueron colectados a una longitud de onda de 1.54 Ay la
resolucion observada fue de 2.99 Ay 3.1 A para los complejos SdrP/ADN30pb y
SdrP/ADN38pb, respectivamente (Tabla 5). El analisis de las estructuras del
complejo SdrP-ADN de este estudio nos revel6 evidencia importante sobre la
interaccion y los angulos de doblez del ADN, la estructura global del complejo se
muestra en la Figura 9B y D. Cada estructura contiene dos semicomplejos no
simétricos (non-equivalent half-complexes), que reconstituyen al dimero de SdrP
unido al sitio consenso de ADN. Ambas estructuras, que solo difieren en la longitud
del ADN, comparten similitudes en conformaciones locales y generales de los
angulos del ADN, incluso en dos diferentes grupos espaciales, o que nos hace
pensar que estas similitudes son reales y no un artefacto de empaquetamiento del

cristal.

La estructura global de SdrP en complejo con el ADN tiene el mismo plegamiento
que apo-SdrP (2ZCW)[54] y es altamente similar con un RMSD de 0.591 A. En el
alineamiento estructural del complejo con apo-SdrP solo difiere en las cadenas
laterales que tienen contacto con el ADN. También, se compar6 la estructura de
SdrP con el factor de transcripcion de la familia CRP/FNR mas estudiado, la proteina
CAP unida a cAMP o en complejo con ADN [56,72]. Las diferencias mas notables
entre estas dos proteinas son: 1) SdrP no tiene la seccion de los aminoé&cidos del
1-14 del N-terminal de CAP y 2) SdrP tiene una hélice alfa extra en el extremo C-
terminal que comprende los aminoacidos del 190-202 (Figura 7B). En el Protein
Data Bank, se han depositado tres estructuras de CAP en complejo con el ADN que

utilizamos como referencia en este trabajo; al hacer un alineamiento estructural del
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A. ADN consenso de 30 pb
-4-3-2-112 3 4 5 6 7 8 9 101112 1314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

iSdrP30 CGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCG
GCTTTTAACACTAGATCTAGTGTTAAAAGC

B. Complejo SdrP-ADN 30 pb

half complex A

half complex B
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C. ADN consenso de 38 pb

-8 -7 -6-5-4-3-2-112 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 2829 30

ATTTCGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCGAAAT

iSdrP38 TAAAGCTTTTAACACTAGATCTAGTGTTAAAAGCTTTA

D. Complejo SdrP-ADN 38 pb

half complex A X) g half complex B

Figura 9. Fragmentos de ADN usados para la cristalizacién del complejo y
estructura del complejo de SdrP-ADN. (a) Fragmento de ADN de 30 pb usado
para la cristalizacion en el grupo espacial P31. (b) Estructura del complejo SdrP-
ADN cristalizado en el grupo espacial P31. (c) Fragmento de ADN de 38 pb usado
para la cristalizacion en el grupo espacial P6522. (d) Estructura del complejo SdrP-
ADN cristalizado en el grupo espacial P6522. La estructura que se muestra de SdrP

en (b) y (d) esté representada en listones y fue generada usando Chimera.

56



Tabla 5. Recopilacién de datos de estructura y estadisticas de refinamiento.

SdrP-ADN30 SdrP-ADN38

A. Parametros de coleccidon de datos

Fuente de Rayos X
Temperatura (K)
Grupo espacial
Parametros de celda unitaria
a(A)
b (A)
c (A
Resolucién (A)
Reflexiones observadas
Reflexiones Unicas

Completadas (%)

Instituto de Quimica, UNAM

100
P31 P6522
58.49 89.97
58.49 89.97
172.53 234.95
2.99 3.1

12107 (1038) 10880 (1051)
91.28 (77.49) 99.45 (98.57)

B. Refinamiento
Factor-B promedio (A)
R-factor (%)

R-free (%)

29.02 75.60
0.2069 0.2719
0.2538 0.3203
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complejo SdrP-ADN con las de CAP resulté con un RMSD de 1.264 A (1ZRC), 1.381
A (103Q) y 1.285 A (103T). Las principales diferencias las podemos observar en la
conformacién del ADN (Fig. 10). Donde observamos que el doblez del ADN por SdrP
es mas suave y menos pronunciado que el reportado por CAP. De acuerdo con los
resultados del software x3ADN, el semicomplejo de SdrP-ADN provoca un doblez
general (overall bend) de 43°. En el 2006, Napoli et al., determinaron que la unién
de CAP al ADN consenso (PDB 1ZRC) genera un doblez general de 48° en el
semicomplejo de la cadena A y una curvatura mas suave en el complejo medio de
la cadena B de 38°. Nuestros resultados muestran que el complejo de SdrP provoca

doblez similar al del complejo medio de la cadena B de CAP [73].

Como ya se ha mencionado, el reconocimiento del ADN por CAP ha sido el caso
mas estudiado de los factores de transcripcion de la familia CRP/FNR; y se ha
determinado que la interfase de interaccion de proteina-ADN se caracteriza por: 1)
un modo de reconocimiento directo (direct readout mode) a través de los residuos
de aminoacidos en la hélice de reconocimiento y que forman interacciones con los
nucledtidos del ADN. 2) El reconocimiento indirecto, que se describe en términos de
desviaciones en la geometria del ADN con respecto a la estructura ideal o en
términos de cambios en la geometria entre conjuntos de estructuras
observadas[58], involucrando desviaciones en la estructura del ADN, incluyendo la

generacion de un doblez y una curvatura a través de los angulos “roll” y “twist” [74].

De acuerdo con la Figura 11, el reconocimiento directo entre SdrP y los pares de
bases del ADN de 30 pb es: a) en el surco mayor del motivo TGTGA, el cual
involucra la interaccion de los residuos Arg-160, Glu-161 y Lys-165 localizados en
la hélice as de reconocimiento y b) en el surco menor a través de la Tyr-180
localizada en el asa adyacente a la hélice de reconocimiento. En la tabla 6, se
reportan las distancias de los residuos que participan en el reconocimiento directo
del ADN de 30 y 38 pb, los cuales fueron muy similares. En el surco mayor, la
interaccion de la Arg-160 se da a través del grupo guanidino de su cadena lateral,

el cual forma un par de puentes de hidrégeno con los &tomos O6 y N7 de la guanina
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Figura 10. Superposicion de SdrP-ADN_30pb (amarillo), SdrP-ADN_38pb
(gris), 1ZRC (azul), 103Q (Verde) y 103T (Rosa). La estructura general de las
proteinas homologas es muy similar observandose un RMSD de 1.264 A (1ZRC),
1.381 A (103Q) y 1.285 A (103T). Sin embargo, el angulo de doblez del ADN de
CAP es mas pronunciado (48°) que el de SdrP (43°).
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A. ADN consenso de 30 pb
Sitio de Unién al ADN

v

A

-3 -2 -10 1 3 4 516 8 9 10 11 12 13 14 15 6 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
5'-CGAAAQTTGTGATCTAGATLC ACAATTTTCG 3
3’-GCTTTTAACATAGATCTA a AAAGC =57

-3'=2'=1" 0 1" 2' 3" 4' 5' &' 82941071 1251351415 1.7:¢ 1922022232425 26"

E161 K165 R160 Y1 80
<«—— Medio Sitio de Unién __
al ADN

B. Motivo HTH de SdrP en complejo con ADN consenso de 30 pb

ia:.
»t

!//\

Figura 11. Interacciones directas de SdrP con el ADN observadas en el
complejo SdrP-ADN. A) Esquema que representa las interacciones directas de
SdrP con el ADN de 30 pb. Las regiones sombreadas con azul y amarillo muestran
los pares de oligonucledtidos con extremos cohesivos usados para formar el ADN
duplex. EI rombo negro en el centro sefiala la region que divide el sitio de union
simétrico. En colores se muestran los residuos de aminoacidos que realizan

contacto directo con el ADN y en ovalo la posicién del ADN. B) Motivo hélice-giro-
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hélice de SdrP (R160-R172), el asa adyacente donde se localiza la Y180 y las
posiciones 2-8 del medio sitio de unién en el ADN. Como referencia, el pliegue
primario se encuentra entre las posiciones 6 y 7 del medio sitio de unién del ADN.
Los enlaces de hidrégeno entre las cadenas laterales de los aminoacidos de SdrP
y las bases nitrogenadas del ADN se muestran en lineas punteadas rojas (se tomo

como limite puentes de hidrégeno a 4 A de distancia).

Tabla 6. Distancias moleculares entre los residuos de aminoécidos (a1) de SdrP que
realizan el reconocimiento directo con las bases (N2) del ADN; las distancias

medidas para pares de atomos especificos d(az1, N2) se muestran en A.

ADN ai N2 Distancia, A
R160 (Nm1) Gs (O6) 252
R160 (Nn2) Gs (N7) 3.24

30pb  E161 (Oe1) C7 (N4) 2.82
K165 (N©) G7 (06) 2.92
Y180 (OH) Az (N3) 2.85
R160 (Nn1) Gs (06) 3.55
R160 (Nn2) Gs (N7) 3.73

38pb  E161 (Os) C7 (N4) 2.84
K165 (NC) G7 (06) 2.94
Y180 (OH) Az (N3) 2.67
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en la posicion 5 (G5) a una distancia de 2.52 y 3.24 A, respectivamente. La cadena
lateral del residuo Glu-161 forma un puente de hidrogeno (2.82 A) con el atomo N4
de la citosina en la posicién 7 (C7) y finalmente, la cadena lateral de la Lys-165
forma un puente de hidrégeno (2.92 A) con el O6 de la guanina en la posicion 7
(G7). Respecto al surco menor, el grupo hidroxilo de la Tyr-180 forma un puente de
hidrogeno (2.85 A) con el a&tomo N3 de la adenina en la posicion 2 (A2) (Figura 11B).
Esta tirosina no se encuentra conservada en otros factores de transcripcion de otros
organismos cuya estructura cristalogréafica se ha reportado excepto en LdrP (Figura
7B). A diferencia de SdrP, los contactos directos de CAP con los pares de bases del
ADN son solamente en el surco mayor del motivo TGTGA e involucra los residuos
R180, E181 y R185 de la hélice de reconocimiento de CAP [58,72,73,75,76]. Al
tener SArP una Lisina (K165) en la hélice de reconocimiento en lugar de la segunda
arginina (R185) (Figura 7B), provoca que el nimero de contactos con el ADN en el
surco mayor sea menor, mientras que en CAP la R185 forma dos puentes de
hidrégeno con dos bases nitrogenadas (G7 y T8’), la K165 de SdrP solamente forma
un puente de hidrégeno con la guanina (G7) [77]. Esto se debe principalmente a la
naturaleza de la cadena lateral del aminoacido, a pesar de que los dos son
aminoacidos con carga positiva, la arginina contiene el grupo guanidinio que se
caracteriza por tres atomos de nitrégeno enlazados a un mismo atomo de carbono,
en cambio la lisina solamente tiene un nitrdgeno enlazado al carbono [78]. Para
analizar el reconocimiento indirecto de SdrP en el ADN, se determinaron los
pardmetros de las hélices del ADN mediante los graficos de los angulos “roll” y
“twist” (Figura 12). En la Figura 12A, se graficaron los angulos “Roll” del paso de par
de bases (base pair step) y se observa que SdrP genera el doblez principal en los
dos sitios de union, con angulos de 6° en la posicién 6T (medio complejo de la
subunidad A) y 8° en la 17A (subunidad B), sin embargo, estos angulos son
aproximadamente siete veces menores que el determinado para la subunidad A de
la estructura de CAP 1ZRC, donde se determiné el angulo “Roll” de 41° pero es
similar a la subunidad B de 12° [73]. En cuanto a los angulos “Twist” (Figura 12B),
se observa un patrén similar a los reportados con CAP. En SdrP determinamos un

angulo “twist” de aproximadamente 25° entre la posicion 6 y 7 del medio sitio de
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A. Parametro del ADN “roll”
s0 w—SdrP30
%0 w—103T

30 1ZRC

20 \ ——=103Q
E SdrP38
: A\ b WA L
A \ y
° A \ / NS =R
/‘v v \/]\/NK{ \/ Y
-10
20
30
iSdrp30 CGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCG
iSdrP38 ATTTCGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCGAAAT
1030 CGAAAAATGTGATCTAGATCACATTTTTCG

103T ATTTCGAAAAATGTGATCTAGATCACATTTTTCGAAAT
1ZRC ATTTCGAAAAATGTGATCTAGATCACATTTTTCGAAAT

B. Parametro del ADN “twist”

60

w=SdrP30

so

=——103T

SdrP38

1ZRC

A W\&/A\ —103Q

ﬁ/\\‘ / h >
W SdrP38

o
isdrP30 CGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCG

g

3
B

2

Twist (o)
%

10

iSdrP38 ATTTCGAAAATTGTGATCTAGATCACAATTTTCGAAAT
103Q CGAAAAATGTGATCTAGATCACATTTTTCG

103T ATTTCGAAAAATGTGATCTAGATCACATTTTTCGAAAT
1ZRC ATTTCGAAAAATGTGATCTAGATCACATTTTTCGAAAT

Figura 12. Parametros de “roll” y “twist” del ADN en complejo con SdrP y CAP.
A. ADN “roll”. B. ADN “twist”. Se compard los angulos del ADN consenso de 30 y
38 pb en complejo con SdrP con lo reportado para CAP con la secuencia de ADN
consenso (PDB: 103T, 1ZRC y 103Q). En negritas se encuentra el nucledtido
donde se realiza el doblez principal. Los angulos “roll” y “twist” del ADN con SdrP y
CAP fueron determinados con x3ADN. Las secuencias de ADN y colores se

muestran en la Figura.
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unién al ADN, similar al reportado para CAP con la secuencia consenso, de
aproximadamente 20° en la misma posicion [58]. Considerando estos dos angulos,
podemos observar que SdrP genera un doblez global mas suave que el de CAP,
pero el ADN tiene una simetria mayor que el de 1ZRC y 103T. Al superponer las
cadenas de ADN del complejo medio A y B, determinamos un RMSD de 0.249 A,
4.6 veces mas similar que el del PDB 1ZRC (1.154 A). El cambio observado en las
interacciones indirectas, pueden ser resultado de las interacciones directas de la
K165 conla 7G del medio sitio de unién al ADN como ya se menciond anteriormente,
esto conforme a lo reportado para CAP, donde al sustituir el E181 por aspartico, se
sigue formando el puente de hidrégeno, es decir, se mantiene la interaccion directa
sin embargo, se elimina la interaccion indirecta con la base 6T dando como

resultado la eliminacion del doblez primario [72].

Otra interaccion que se puede dar en el reconocimiento indirecto entre este tipo de
complejos es por interaccion electrostéatica. La superficie global de SdrP exhibe una
distribucion equilibrada de cargas positivas y negativas, en la Figura 13A se puede
observar como la seccion del C-terminal (H149-R172) tienen carga positiva (color
azul) que le permite interaccionar con el ADN que tiene carga negativa (color rojo).
En CAP (Fig.13B), se observa que presenta la seccion del C-terminal con carga
positiva en la region de unién al ADN (R180-N192) y ademas se ha reportado que
realiza un segundo doblez por medio de interacciones electrostaticas entre las
cargas positivas de los aminoacidos de CAP (K22, K26, K44 y K166) y las cargas
negativas de los fosfatos del ADN [74] (Figura 13B). Sin embargo, en el caso de
SdrP, como podemos observar en la Figura 13A, en los lados del dimero la carga
de los residuos de aminoacidos son negativos (G13-E151), lo que provoca una
repulsion de las cargas negativas de los fosfatos del ADN, dando como resultado
qgue el doblez general del ADN sea menor. Esto se observo en 2006 al sustituir los
aminoacidos cargados positivamente en CAP (K22, K26, K44 y K166) por residuos
con carga neta neutra, se reportd que se redujo el &ngulo de doblez en solucion de

aproximadamente 5° por residuo por medio complejo [74].
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A. Complejo SdrP-ADN

I 0 [ 12 keal/(mol*e)

Figura 13. Superficie electrostatica del complejo SdrP-ADN (A) y CAP-cAMP-
ADN (B). La estructura se muestra en tres orientaciones diferentes, relacionada por
una rotacion de 90° en el eje “x” y “y”, Rojo indica las regiones cargadas
negativamente (-12kT/e) y azul indica las regiones cargadas positivamente
(+12kT/e). La superficie sin carga es mostrada en blanco. La imagen fue generada

usando la herramienta Coulombic Surface Coloring en Chimera.
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Nosotros concluimos que las interacciones directas de los aminoacidos de la hélice
de reconocimiento asi como las interacciones indirectas por cargas electrostéticas,
provoca que tanto los angulos “roll” en el sitio del pliegue primario asi como la curva

general sea diferente al reportado para el complejo de CAP-ADN [73,79].

2.3.3 Y180 es un residuo externo al motivo de reconocimiento (hélice-giro-
hélice) que participa en el reconocimiento del ADN

Como mencionamos previamente, en la estructura de SdrP en complejo con ADN,
determinamos que existe un contacto directo con el surco menor del ADN a través
de la Y180 localizada en el asa adyacente a la hélice de reconocimiento. Para
verificar el papel de este residuo en la interaccion, realizamos las mutantes Y180G
Y180A y Y180E y analizamos la union al ADN mediante EMSA. En la Figura 14 se
observa la movilidad electroforética del complejo proteina-ADN, donde la proteina
WT forma el complejo con el ADN a concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 uM de proteina,
este complejo también se pudo observar con la proteina CAP-cAMP la cual usamos
como control positivo. Sin embargo, al sustituir la Y180 por alanina, glicina y acido
glutdmico no se observa la formacién del complejo en las condiciones evaluadas.
La alanina y glicina son los aminoacidos mas pequefios, cuya cadena lateral es un
grupo metilo y un atomo de hidrégeno, respectivamente y pertenecen al grupo de
aminoacidos neutros, por lo que las mutantes Y180A y Y180G no forman el puente
de hidrogeno con el ADN en la adenina de la posicidén 2 que observamos en la Y180.
El acido glutamico forma parte del grupo de aminoacidos polares cuya cadena
lateral puede formar puentes de hidrégeno, sin embargo, tiene carga negativa, por
lo que en la mutante Y180E se esperaba un impedimento estérico con las cargas
negativas de los grupos fosfatos. Es interesante que a pesar de que se mantienen
los aminoacidos R160, E161 y K165, presentes en la hélice de reconocimiento, la
sustitucion de la Y180 no forma el complejo con el ADN en las concentraciones de

proteina utilizados.

Para determinar la constante de afinidad de SdrP WT por el ADN consenso, se

realiz6 un EMSA con concentracion constante de ADN y concentraciones crecientes
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A. EMSA SdrP WT, Y180A, Y180E, Y180G y CAP con ADN consenso

B. EMSA SdrP WT con ADN consenso
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Figura 14. Ensayo de movilidad electroforética del complejo SdrP-ADN WT,
Y180A, Y180E, Y180G. A) Ensayo de EMSA con 1.0 nM de ADN consenso y
concentraciones de 0.1, 1.0 y 10 mM de SdrP WT y mutantes. B) Ensayo de EMSA
con 1.0 nM de ADN consenso y concentraciones crecientes de SdrP WT, se observa
formacion de complejo a partir de 1 nM de proteina. La flecha indica la formacion

del complejo proteina/ADN.
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de proteina de 0.25 nM a 1250 nM. En la Figura 14 se observa el resultado de la
movilidad electroforética para calcular la K¢ y donde se observa que SdrP se une al
ADN desde concentraciones muy bajas (1 nM), sin embargo, al hacer el analisis en
Prism 9, los datos resultantes del EMSA fueron ambiguos y no se pudo determinar
la Ka. En un articulo reciente, un grupo de trabajo determind que la Kq de SdrP por
la secuencia consenso es de 3.5 nM, una alta afinidad similar a la de otras proteinas
de la familia CRP/FNR como CAP de E. coli con una K4 de 1.0 nM, [80]. Este valor
nos sugiere que en el ensayo que realizamos era necesario aumentar los puntos de
la curva de concentracién de proteina en valores por debajo de 1 nM y no manejar

valores tan altos de proteina como los que se emplearon.

Uno de los hallazgos mas relevantes de nuestro trabajo, fue el papel de la Tyr180
de SdrP en la union al ADN. Hasta la fecha, SdrP es el primer factor de transcripcion
de la familia CRP/FNR en el que se ha reportado un aminoacido fuera de la hélice
de reconocimiento que tiene contacto directo con el ADN. Sin embargo, hay reportes
de proteinas que realizan contacto con el ADN gque incluyen tirosinas, como el
regulador transcripcional FatR de Bacillus subitilis (B. Subitillis), que pertenece a la
familia TetR y que contiene el motivo Helix-Turn-Helix [81]. FatR tiene una Tirosina
en la posicion 45 que se encuentra altamente conservada y es fosforilada por la
kinasa PtkA, esta fosforilacidon interrumpe la interaccion de la proteina con el ADN y
se considera un mecanismo general para la inactivaciéon de los reguladores que
desplazan acidos grasos en bacterias [81]. En el caso de T. thermophilus HB8, se
ha reportado un andlisis fosfoprotedmico donde identificaron 48 proteinas que son
fosforiladas: 30 en serina, 12 en treonina y 4 en tirosina, no obstante el estudio se
realiz6 durante la fase logaritmica de crecimiento y no se identificé a la proteina
SdrP [82]. La adicién local de una carga negativa mediante una fosforilacion, puede
afectar negativa o positivamente la union a ADN de los factores de transcripcion a
sus secuencias regulatorias, participando de esta manera en la regulacion de la
respuesta celular[83]. Queda pendiente determinar si la proteina SdrP es fosforilada
por las quinasas de T. thermophilus como un mecanismo de regulacion de este

factor de transcripcion.
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2.4 Conclusiones y perspectivas

Hemos determinado la estructura de SdrP en complejo con ADN e identificamos los
residuos de aminoacidos que hacen contacto directo con este. Determinamos que
los residuos de aminoacidos R160, E161 y K165 hacen contacto directo con los
nucledtidos del surco mayor y la Y180, un residuo externo al motivo de
reconocimiento, con el surco menor; interesantemente, esta interaccion no se ha
reportado para otro miembro de la familia CRP/FNR. El andlisis de los parametros
generales del ADN en complejo con SdrP mostr6 que la curvatura del ADN presenta
un angulo de doblez menor al reportado para CAP esto como resultado de las
interacciones directas, indirectas y por cargas electrostaticas. Como perspectivas
de este trabajo, se propone determinar la posible fosforilacion del residuo Y180

como mecanismo de regulacion de SdrP.
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