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Resumen

RELAXASAS CONJUGATIVAS DE LA FAMILIA MOB,,

INTRODUCCION

La conjugacién es uno de los principales mecanismos de transferencia genética
horizontal entre bacterias. Este proceso consiste en el intercambio de material
genético entre dos células a través de contacto fisico, y por tanto, afecta a la dinamica

y adaptacién de los genomas a diversos nichos (Gogarten & Townsend, 2005).

La transferencia conjugativa estd mediada por tres médulos: el relaxosoma
(MOB), formado por el origen de transferencia (oriT) y un conjunto de proteinas que
procesan el DNA,; la proteina acopladora (T4CP) y el sistema de secrecion de tipo IV
(T4SS). De acuerdo con la composicion de estos médulos, los elementos conjugativos
pueden ser autotransferibles o movilizables. En general, éstos ultimos sélo codifican
el relaxosoma y Unicamente se transfieren cuando co-residen en la misma célula con
algun elemento autotransferible que aporte la TACP y el T4SS (Smillie et al, 2010). Si
atendemos a su ubicacién en el genoma, los elementos conjugativos pueden ser
extracromosémicos (plasmidos), con capacidad para replicar autbnomamente; o
intracromosomicos (ICEs; Integrative and Conjugative Elements), integrados en el
cromosoma pero con capacidad para escindirse. Cuando éstos Ultimos son
movilizables se denominan IMEs (Integrative and Mobilizable Elements). Revisado en
(Bellanger et al, 2014).

Atendiendo al relaxosoma, los elementos clave para la movilizaciéon conjugativa
del DNA son la secuencia oriT y la proteina relaxasa. Los oriTs son secuencias de
DNA que contienen componentes implicados en la interaccion DNA-proteina
(repeticiones invertidas y/o directas) y el sitio de corte para la relaxasa. Las relaxasas
son proteinas con actividad endonucleasa/topoisomerasa que reconocen la secuencia
del oriT, sobre el que realizan un corte especifico para iniciar la conjugaciéon (célula
donadora), o una transferencia de cadenas para el cierre en la terminacion (célula
receptora). En las relaxasas descritas hasta ahora, ambos procesos se realizan a
través de transesterificaciones catalizadas por residuos de tirosina y mediante un
mecanismo que comparte similitudes con la replicacion por circulo rodante (RCR). En
general, su dominio de interaccién con el DNA (dominio relaxasa) se localiza en la
region N-terminal, mientras que la regidon C-terminal puede contener dominios con

actividad helicasa, primasa o de interaccion proteina-proteina. Revisado en (Chandler
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et al, 2013). Las secuencias de las relaxasas han permitido realizar una clasificacion
de elementos conjugativos (familias MOB) que aporta una visién global sobre la
diseminacion de estos elementos mediante conjugacion (Garcillan-Barcia et al, 2009).
Este trabajo se ha centrado en la caracterizacion de dos elementos movilizables que
codifican relaxasas MOBy;: pMV158 e IMErpsI.

OBJETIVOS

1. Actualizar los plasmidos de la familia MOB,;, centrandose en sus modulos de

transferencia.

2. Analizar a nivel funcional y estructural el dominio relaxasa de MobM del plasmido
pMV158.

3. Estudiar las interacciones globales entre MobM y DNA del plasmido pMV158.

4. Caracterizar una nueva relaxasa de la familia MOB,; y el elemento integrado que la

contiene.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

1. PLASMIDOS DE LA FAMILIA MOBy;

La busqueda bioinformatica de plasmidos de la familia MOBy; (usando su
relaxasa prototipo, MobMyuy1ss) identifico 97 relaxasas codificadas en 93 plasmidos.
Todos estos plasmidos son movilizables y aislados de bacterias G+, principalmente del
phylum Firmicutes. Aproximadamente la mitad (45%) contienen genes involucrados en
resistencia a antibiéticos u otros marcadores y un 80% presentan proteinas de
replicacion RC. En cuanto a sus médulos de transferencia, las repeticiones invertidas y
sitios de corte de los oriTs se encuentran muy conservadas, mientras que las
relaxasas presentan una baja similitud, limitada bésicamente a los tres motivos

caracteristicos de la familia MOBy;.

2. EL DOMINIO RELAXASA DE MobM

La purificacion y caracterizacion de una version truncada N-terminal de MobM
que contiene su dominio relaxasa, mostré que el dominio de unién y corte sobre el

DNA se localiza en los primeros 200 residuos, mientras que la region central (200-243)
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es importante para el posicionamiento del DNA en el centro activo. EI dominio de
oligomerizacibn se encuentra en la region C-terminal (243-494). Las estructuras
cristalinas de MobM con su DNA sustrato y los ensayos funcionales con mutantes,
desvelaron que el residuo catalitico de MobM es una histidina (H22). Esta es la
primera vez que se describe una relaxasa que utiliza un residuo distinto al de tirosina

para realizar el ataque nucleofilico sobre el DNA.

3. INTERACCION DE MobM CON EL MODULO DE REPLICACION Y
CONTROL DE pMV158

Mediante microscopia electrénica se descubrié que MobM reconoce una region
de pMV158 localizada dentro del modulo de replicacién-control del plasmido. En
concreto, en el promotor del gen del RNAII, implicado en el circuito de control de
copias del plasmido. Ensayos de EMSA y footprinting confirmaron que MobM se une
especificamente a esta secuencia in vitro. Ademas, a través de experimentos in vivo
se muestra que MobM tiene un efecto inhibidor sobre la transcripcion del RNAII,
reduciendo sus niveles intracelulares y favoreciendo un aumento en el nimero de
copias plasmidicas. Este es el primer estudio que prueba la comunicacion
intramolecular entre los moédulos de replicacidon-control y conjugacién de un plasmido

movilizable que replica mediante el mecanismo RC.

4. UN NUEVO ELEMENTO MOVILIZABLE DE S. agalactiae

Una busqueda de relaxasas de la familia MOBy; en cromosomas bacterianos
reveld la presencia de una proteina homologa a MobM (MobSag) dentro de un nuevo
elemento movilizable (IMErpsl) de S. agalactiae. Los resultados de este trabajo
mostraron que IMErpsl tiene capacidad para escindirse del cromosoma y su médulo
de transferencia (oriTiverpsi Y gen mobSag) es funcional in vivo. La caracterizacion de
MobSag revel6 que contiene los tres motivos caracteristicos de la familia MOB,; en su
region N-terminal, donde su estructura secundaria presenta una alternancia de hélices-
a y cadenas-f caracteristica de las relaxasas conjugativas. MobSag tiene actividad
tanto in vitro como in vivo, ya que es capaz de relajar DNA superenrollado de un
plasmido que contiene su diana (oriTimerps) Y Mediar la transferencia conjugativa del
mismo. La actividad de corte de MobSag es dependiente de dosis de proteina y es
optima a 50°C, 20 minutos. El corte que realiza es especifico de cadena (lider) y sitio

(5"-GpT-3") y coincide con el predicho para los oriTs de la familia MOBy;.
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CONJUGATIVE RELAXASES OF THE MOB, FAMILY

INTRODUCTION

Conjugation is the most important mechanism involved in horizontal genetic
transfer between bacteria. This process relies on the exchange of genetic material
through physical contact from a donor to a recipient cell. Therefore, it is a source of
diversification and adaptation of microorganisms to different niches (Gogarten &
Townsend, 2005).

The conjugative transfer is carried out through three specialized modules: the
relaxosome (MOB) integrated by the origin of transfer (oriT) and one or more proteins
involved in the DNA processing, the coupling protein (T4CP), and the type IV secretion
system (T4SS). Based on this modular composition, the conjugative elements can be
classified as autotransferables or mobilizables. In general, the latter contain only the
relaxosome, and can be transferred only when co-residing with an autotransferable
element that provides the TACP and T4SS (Smillie et al, 2010). Based on the genomic
location, the conjugative elements can be extrachromosomal (plasmids), with
autonomous replication capacity; or intrachromosomal (ICEs, Integrative and
Conjugative Elements), integrated within the chromosome but with excision/integration
abilities. When the latter are mobilizables, they are called IMEs (Integrative and
Mobilizable Elements). Reviewed in (Bellanger et al, 2014).

Regarding the relaxosome, the key elements involved in the conjugative
mobilization of the DNA are the oriT sequence and the relaxase protein. OriTs are
DNA sequences that contain stretches of nucleotides involved in DNA-protein
interactions (inverted and/or directed repeats) and the cleavage site for the relaxase.
Relaxases are proteins with endonuclease/topoisomerase activity that recognize the
oriT sequence where they specifically cleave the DNA to initiate the conjugation (donor
cell), or close the transferred DNA strand in the termination event (recipient cell). Up to
now, all relaxases described use a tyrosine-mediated transesterification by a
mechanism that shares similarities with the rolling circle replication (RCR). In general,
the domain involved with DNA interaction (relaxase domain) is located at the N-
terminal region of the protein, whereas the C-terminal moiety can contain helicase,
primase or protein-protein interactions domains. Reviewed in (Chandler et al, 2013).

The aminoacid sequence of the relaxases has been used to classify the conjugative
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elements (MOB families) since it provides a global view on the dissemination of these
elements by conjugation (Garcillan-Barcia et al, 2009). The present work is focused on
the characterization of two mobilizable elements that encode relaxases belonging to
the MOB,; family: pMV158 and IMErpsl.

OBJECTIVES

1. To update the MOB,; family of plasmids, their distribution and phylogenetic

relationships with emphasis on their transfer modules.

2. To characterize the relaxase domain of MobM protein, encoded by plasmid pMV158,

at its structural and functional level.
3. To study the global interactions between MobM and the DNA of plasmid pMV158.

4. To characterize a newly discovered integrative element and the relaxase of the

MOB,,; family it encodes.

RESULTS AND CONCLUSIONS

1. PLASMIDS OF THE MOBy; FAMILY

A bioinformatic survey of plasmids belonging to the MOB,; family (using
relaxase MobMyw1ss as the prototype) allowed the identification of 97 relaxases
codified by 93 different plasmids. All these plasmids are mobilizable and were isolated
from G+ bacteria, mainly from phylum Firmicutes. Almost half of the plasmids (45%)
encode antibiotic resistance or other determinants, and up to 80% contain RCR initiator
proteins. The transfer modules of MOBy; plasmids show that inverted repeats and
putative nick sites within their oriT sequences are highly conserved. However, the
relaxases encoded by these plasmids present a low overall similarity, although the

three characteristic motifs of the MOB,,; family are conserved.

2. THE RELAXASE DOMAIN OF MobM

Purification and characterization of a new N-terminal truncated version of MobM
(that contains its relaxase domain) has shown that the DNA binding and cleavage
activities are located in the first 200 residues, whereas the central region (200-243) is

important in DNA positioning within the active center of the protein. The oligomerization
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domain is placed in the C-terminal region (243-494). Resolution of the structures of
MobM with several DNA substrates together with construction of protein mutant
derivatives and functional analyses revealed that the catalytic residue of MobM is the
histidine at position 22 (H22). This is the first report on a relaxase that uses a residue
other than tyrosine to perform the DNA nucleophilic attack.

3. INTERACTION OF MobM WITH THE REPLICATION AND CONTROL
MODULE OF PLASMID pMV158

Electron microscopy analyses have unveiled that MobM could bind to plasmid
pMV158 in a region located within the replication-control module. This region was
mapped by EMSA and DNase | footprinting assays and was located within the
promoter region of gene rnall. RNAII controls pMV158 copy number at a traductional
level. In vivo experiments showed that MobM inhibits transcription of RNAII, thus
reducing the intracellular levels of RNAIlI and, consequently, increasing plasmid copy
number. We believe that our findings constitute a novel mechanism of regulation of
plasmid copy number by a relaxase and demonstrate the existence of intramolecular
communications between the mobilization and the replication-control gene modules of

a plasmid.

4. A NEW MOBILIZABLE ELEMENT OF S. agalactiae

Bioinformatic searches of MOBy; relaxases in bacterial chromosomes has
revealed the existence of a putative MobM homolog (MobSag) located within a
mobilizable element (IMErpsl) of S. agalactiae. The present work has shown that
IMErpsl has the ability to excise from the chromosome as well as the in vivo
functionality of its transfer module (oriTweps and mobSag gene). The MobSag protein
characterization revealed that its N-terminal domain encompasses the three
characteristic motifs of the MOB,; family of relaxases. MobSag has in vitro relaxase
activity, since it is able to relax supercoiled plasmid DNA harbouring oriTvgrmps.
Cleavage of supercoiled DNA by MobSag depends on the protein dose, having optimal
activity at 50°C, 20 min. Relaxation of scDNA by MobSag is strand and site-specific
(leader strand and 5'-GpT-3' site), corresponding with the predicted nick site for the
oriTs of plasmids belonging to the MOB,; family. Further, MobSag is active in vivo,
since it mediates the conjugative transfer of a supercoiled plasmid that contains its

Ori TivEmpsi-
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1. TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL

La transferencia genética horizontal (Horizontal Gene Transfer, HGT) consiste
en el intercambio de material genético entre células que pueden o no estar
relacionadas filogenéticamente (Thomas, 2000). En bacterias, este fendmeno supone
una fuerza evolutiva importante que afecta a la dinamica y adaptacion de los genomas
a diversos nichos (Gogarten & Townsend, 2005). Tanto es asi que se considera
principal responsable de la aparicion y diseminacion de bacterias patdégenas
resistentes a antibioticos (Mazel & Davies, 1999), uno de los problemas mas

importantes en la salud publica actual.

Bacteria

Bacteria
donadora

PLASMIDO o ICE

DNA libre

£
J/—\“‘L

g
f‘ C)) CONJUGACION

genes van al
Ny,

plasmido/ICE o al
&) TRANSDUCCION

TRANSFORMACION

cromosoma

CROMOSOMA

Bacteria

receptora Bacteria

infectada

Figura 1. Transferencia genética horizontal en bacterias. En la transformacion, la bacteria
receptora adquiere DNA desnudo (sin proteinas asociadas) del exterior. En el caso de la
transduccion, el DNA se introduce en la célula huésped a través de un bacteriéfago. En la
conjugacion, la transferencia de DNA tiene lugar entre dos bacterias a través de contacto fisico.
El mantenimiento del DNA exogeno (plasmido o Elemento Conjugativo e Integrativo; ICE) en la
célula receptora depende de su capacidad de autorreplicacion o bien de su integracién en el
cromosoma u otro elemento autorreplicativo. (Modificado de (Levy, 1998)).

Existen tres mecanismos principales de HGT descritos en bacterias (Figura 1):
i) transformacion, que consiste en la introduccién de DNA que se encuentra en el
ambiente en la célula a través de su membrana; ii) transduccién, donde el DNA es
introducido en la bacteria a través de un bacteriéfago; y iii) conjugacion, en el que el
DNA se transfiere directamente de una célula a otra. Este Gltimo es el mecanismo de

HGT mas extendido, e implica que la transferencia de material genético (plasmidos u
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otros elementos maviles) se realice mediante contacto fisico directo entre una célula
bacteriana donadora y otra receptora (Halary et al, 2010; Thomas, 2000).

Los elementos transferidos mediante conjugacion ofrecen una gran variedad de
fenotipos a sus huéspedes y pueden reportar ventajas evolutivas tales como
capacidad para degradar compuestos organicos, fijar nitrégeno, conferir resistencias a
antibidticos, metales pesados u otros factores de virulencia. Estos elementos, al
contrario de lo que puede ocurrir con la transformacion o transduccién, se transfieren
como hebras de DNA completas y autbnomas, por lo que su adquisicién de forma
estable en la célula receptora es mucho més eficiente. El estudio de los mecanismos
moleculares del proceso de la conjugacion podria abrir nuevas vias para el disefio y
desarrollo de compuestos que eviten la aparicién y propagacion de estos elementos, y
por tanto, de los factores que codifican (Fernandez-Lopez et al, 2005; Lipps, 2008;
Thomas, 2000).

2. CONJUGACION BACTERIANA

La estrategia de conjugacion bacteriana mas comun es la basada en el modelo
que combina el mecanismo de replicacion de DNA por circulo rodante (RCR) y los
sistemas de secrecion de macromoléculas de tipo IV (Llosa et al, 2002). Asi, segun se
indica en la Figura 2, las proteinas que intervienen en el proceso conjugativo se
integran en tres mdédulos especializados (Smillie et al, 2010):

a) El relaxosoma (médulo MOB o Dtr; DNA transfer replication) es un complejo
nucleoproteico encargado de reconocer y procesar el DNA que se va a transferir. Este
complejo esta constituido por el origen de transferencia (oriT) del DNA, la proteina
iniciadora relaxasa (Tra/Mob) y en algunas ocasiones una 0 mas proteinas accesorias.
b) El complejo multiproteico formador del par conjugativo (MPF, Mating Pair
Formation) estd4 formado por un sistema de secrecion de tipo IV (T4SS, Type IV
Secretion System). Este sistema genera un conducto transmembrana capaz de
transportar el complejo relaxasa-DNA desde la célula donadora hacia la receptora.

c) La proteina acopladora (T4CP, Coupling Protein) es la encargada de comunicar el
relaxosoma con el T4SS.

De acuerdo con la composicion de estos modulos, los elementos conjugativos
pueden clasificarse en: i) autotransferibles, cuando contienen todos los genes
implicados en la transferencia por conjugaciéon o ii) movilizables, portadores
solamente de los elementos que componen el relaxosoma. Estos uUltimos Unicamente

se transfieren cuando co-residen en la misma célula con algin elemento

16



Introduccion

autotransferible, que aporte el resto de la maquinaria (T4CP y T4SS). En general, los
elementos autotransferibles presentan un tamafio grande (>30 kb) y bajo nimero de
copias por célula, mientras que los movilizables suelen tener un tamafio menor (<30

kb) y un alto nimero de copias (Smillie et al, 2010).

DONADORA RECEPTORA

MOVILIZABLE

B oriT
' }MOB
Il relaxasa

[ T4cP
Bl T4SS  ]MPF

Figura 2. Esquema de los principales procesos y componentes implicados en la
conjugacion. La conjugacion comienza cuando la proteina relaxasa (R; rojo) corta
especificamente sobre una de las cadenas del oriT (morado). Tras el corte, la relaxasa queda
unida covalentemente al extremo 5°de la cadena del DNA a transferir. La interaccion de la
relaxasa con la proteina acopladora (T4CP; verde) y otros componentes del sistema de
secrecion de tipo 4 (T4SS) permiten el transporte activo del complejo relaxasa-ssDNA hacia la
célula receptora. En la célula receptora se reconstituye el oriT a través de una reaccion
mediada por la relaxasa, que cerrard la molécula de DNA recién adquirida. Los elementos
conjugativos autotransferibles contienen todos los elementos necesarios para la conjugacion: el
origen de transferencia (oriT; morado), la relaxasa (R; rojo), la proteina acopladora (T4CP;
verde) y el sistema de secrecion de tipo 4 (T4SS; azul). Por otra parte, los elementos
movilizables sélo contienen el mdédulo MOB (oriT y relaxasa), con o sin T4CP, por lo que
necesitan de la maquinaria del MPF aportada por otro elemento autotransferible que co-exista
en la misma célula para poder ser transferido. (Modificada de (Smillie et al, 2010)).

3. ELEMENTOS CONJUGATIVOS

Los elementos genéticos que se transfieren por conjugacion suelen presentar
una estructura de tipo modular, de forma que los genes que los forman se agrupan de
acuerdo a su funcion (Bellanger et al, 2014; Lorenzo-Diaz et al, 2014; Thomas, 2000).
En general, se pueden distinguir cuatro moédulos génicos involucrados en: i)
transferencia conjugativa; ii) replicacién y su control; iii) escisién e integracion en el
cromosoma del hospedador y iv) funciones accesorias como: factores de

patogenicidad, estabilidad y mantenimiento, resistencia a antibiéticos o metales. De
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esta forma, todos los elementos conjugativos tienen en comun la presencia de un
médulo de transferencia; pero el resto de unidades funcionales se encuentran 0 no
dependiendo del tipo de elemento.

Si atendemos a su ubicacion en el genoma bacteriano, los elementos
conjugativos se pueden clasificar en dos tipos, cada uno de ellos caracterizado por un
mddulo funcional distinto (Figura 3): extracromosémicos, que se identifican por tener
un moédulo de replicacion y control; e intracromosomicos, cuyo modulo representativo
es el de escision e integracion. Los avances en técnicas de secuenciacion masiva han
revelado la gran cantidad y variedad de elementos conjugativos que se encuentran
presentes en los genomas bacterianos. De hecho, un estudio in silico realizado en
2011 sobre un total de 1,124 genomas bacterianos identificé casi el mismo nimero de
elementos conjugativos (1,180) (Guglielmini et al, 2011). Entre éstos, se encontré una
sobrerrepresentacion de elementos intracromosémicos (67%) frente a plasmidos
(33%) y ademas, se vio que los elementos movilizables eran mas abundantes que los
autotransferibles, indicando que la movilizaciéon de elementos en trans es frecuente en

poblaciones naturales (Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2013; Guglielmini et al, 2011).

3.1. Elementos extracromosdmicos

Denominados comunmente como plasmidos, son elementos genéticos moviles
con capacidad para replicar de forma auténoma y controlada (Figura 3A). En la
mayoria de los casos, los plasmidos son circulares y bicatenarios, pudiendo variar en
tamafio (<1-500 kb) y en niumero de copias (1-300 copias/equivalente cromosomico).
Tienen la capacidad de mantenerse estables en las poblaciones bacterianas a través
de transferencia vertical y horizontal. Revisado en (Pinto et al, 2012; Tomalsky &
Alonso, 2015). El control de su replicacion se realiza mediante factores codificados por
el DNA plasmidico (como proteinas represoras y RNAs antisentido) y de forma
coordinada con la divisidbn celular bacteriana. Los pladsmidos suelen usar tres
estrategias generales para iniciar el proceso replicativo (del Solar et al, 1998):
replicacion tipo theta, replicacion por desplazamiento de hebra, o replicacion por
circulo rodante (RC). Esta Gltima comparte muchas similitudes con el proceso de
transferencia por conjugacion, ya que el primer paso consiste en la relajacion del DNA
superenrollado (actividad relaxasa) por la accion de proteinas (Rep y Tra/Mob)
codificadas en el propio plasmido, que reconocen sus respectivos sitios de unién: el

origen de replicacion de cadena doble (dso, replicacion) o el oriT (conjugacion).
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A
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Figura 3. Esquema general de la transferencia por conjugacién de elementos
conjugativos extracromosémicos (plasmido; A) o intracromosémicos (ICE; B). Tras el
contacto donador-receptor, se inicia la transferencia de una de las cadenas del DNA del
plasmido (A) o ICE (B) a través del T4SS. El ssDNA transferido, es reconstituido en el receptor
(linea discontinua) para regenerar la molécula de dsDNA. Se representan los modulos
involucrados en: transferencia (rojo, TRA), replicacion (verde, REP) y escision/integracion (azul,
ESC/INT). A. Los plasmidos pueden replicar autbnomamente debido a la presencia de un
modulo de replicacién (verde). B. Los ICEs replican con el cromosoma del hospedador al
encontrarse como elementos integrados en el mismo. En marrén se indica el cromosoma y los
rectangulos azules que flanquean el ICE representan los sitios de recombinacién especifica
(attachment site; att). Estos sitios son reconocidos por una recombinasa sitio-especifica y otras
proteinas codificadas por el ICE (azul) para escindir o integrar el elemento. Tras la escision, y
antes de su integracion, los ICEs se encuentran en forma de pldsmidos dsDNA. (Modificado de
(Koraimann & Wagner, 2014)).

3.2. Elementos intracromosomicos

Denominados ICEs (Integrative and Conjugative Elements), son elementos
genéticos moviles que se encuentran integrados en el cromosoma (Figura 3B). Se
encuentran flanqueados por dos secuencias repetidas (sitios de recombinacion
especifica o attachment sites; att) que son reconocidas por una recombinasa sitio-
especifica. La actividad de la recombinasa sobre los sitios att permite a los elementos
escindirse del, e integrarse en, el genoma del hospedador y por tanto, no requieren de
autorreplicacion para su mantenimiento. Otros ICEs utilizan para su escision e
integracion transposasas de tipo DDE en vez de recombinasas (Guerillot et al, 2013).
Al igual que los plasmidos, se han identificado elementos intracromosémicos
movilizables que carecen de una maquinaria conjugativa completa y que se

denominan IMEs (Integrative and Mobilizable Elements).
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Aungque las dUltimas investigaciones apuntan a que los mecanismos de
replicacion, transferencia y estabilidad de estos elementos son muy parecidos a los
presentes en pladsmidos, todavia se desconocen muchos de los detalles de su biologia
debido al escaso numero de trabajos experimentales que hay sobre los mismos.
Revisado en (Bellanger et al, 2014; Guglielmini et al, 2011; Wozniak & Waldor, 2010).

4. BASES MOLECULARES DE LA CONJUGACION

El proceso conjugativo comienza cuando las dos células implicadas (donadora
y receptora) entran en contacto fisico. En bacterias Gram-positivas (G+) la interaccién
celular necesita de proteinas de adhesién (Alvarez-Martinez & Christie, 2009;
Goessweiner-Mohr et al, 2013; Grohmann et al, 2003), mientras que en bacterias
Gram-negativas (G-) se lleva a cabo a través de la extension del pilus conjugativo, que
pone en contacto a célula donadora y receptora (Bhatty et al, 2013; Zechner et al,
2012).

La proteina que inicia la conjugacion es una endonucleasa que reconoce una
secuencia especifica del DNA dentro del elemento conjugativo denominada origen de
transferencia (oriT), donde realiza un corte en el enlace fosfodiéster de un dinucle6tido
especifico en una de las cadenas del DNA (Figura 4a). Como consecuencia de esta
actividad, la molécula de DNA superenrollado pasa a estar topoldgicamente relajada,
razén por la cual estas proteinas se han definido como ‘relaxasas’. Esta actividad se
realiza a través del reconocimiento de una region del oriT que incluye el sitio de corte
(nick site) y una repeticién invertida a 5 del mismo (Figura 4a). Los detalles de las
interacciones proteina-DNA estan estudiadas en varios sistemas, revelando que para
poder realizar su corte especifico la relaxasa requiere que el DNA se encuentre
desapareado en forma monocatenaria (Datta et al, 2003; Guasch et al, 2003; Larkin et
al, 2005; Pansegrau & Lanka, 1996a)

Tras la reaccion de corte se genera un enlace covalente entre el extremo 5’ del
DNA vy el residuo catalitico de la relaxasa. Consecuentemente, el extremo 3’-OH
generado queda libre (Guzman & Espinosa, 1997; Pansegrau & Lanka, 1996a;
Pansegrau & Lanka, 1996b) y, a modo de cebador, es susceptible de ser extendido
mediante replicacion por circulo rodante (Figura 4b-c). Una vez que se ha formado el
relaxosoma, tiene lugar la interaccién con la proteina acopladora (T4CP) y la secrecion
activa del complejo DNA-relaxasa a través del sistema de secrecion de tipo 1V (T4SS)
(Cabezon et al, 2012; de Paz et al, 2010; Llosa et al, 2002; Llosa et al, 2003). El

mecanismo de bombeo activo de este complejo asume el desplegamiento de la
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relaxasa y el paso del complejo proteina-DNA a la célula receptora (Draper et al, 2005;
Lang et al, 2010). Después de que el sustrato se haya transferido por completo al
receptor, es la propia relaxasa la que llevaria a cabo una segunda reaccién de
transesterificacion que resultaria en la re-circularizacion del DNA (Draper et al, 2005)
(Figura 4d-f). Revisado en (Chandler et al, 2013).

a CORTE

nick Relaxasa

d RECONOCIMIENTO SITIO CORTE

/% T4SS
4CP(
TN
Donadora B Receptora
b TRANSFERENCIA l
Aparato de
replicacion

Figura 4. Mecanismo molecular de la conjugacion bacteriana. Ordenado cronolégicamente
(a-f). a. La conjugacioén se inicia cuando la relaxasa reconoce el oriT donde realiza un ataque
nucleofilico sobre el sitio de corte (nick site) generando un enlace entre el residuo catalitico de
la relaxasa y el extremo 5°de la cadena de DNA recién cortada. b. El complejo ssDNA-relaxasa
es transferido a célula receptora a través de la interaccion con la T4ACP y el T4SS. c¢. Aunque
no es imprescindible para la transferencia, desde el extremo 3" del DNA recién cortado en la
célula donadora se puede iniciar la replicacién por circulo rodante usando el aparato de
replicacion del huésped. d-f. La terminacion de la replicacion se produce cuando la relaxasa
corta el DNA transferido para regenerar una copia del ssDNA en la célula receptora. Este corte
puede ser mediado por la relaxasa unida al extremo de DNA (representado en la figura), o por
una segunda molécula de relaxasa (no se representa). Una vez reconstituida la molécula de
ssDNA en el receptor, ésta se regeneraria a bicatenaria y superenrollada con ayuda de la
maquinaria del huésped. (Modificado de (Chandler et al, 2013)).

La replicacion de la cadena complementaria es necesaria para evitar el
acumulo de formas monocatenarias (ssDNA) y reducir la probabilidad de dafios en el
DNA (te Riele et al, 1986). La sintesis de la cadena complementaria podria producirse
de igual manera a la propuesta para la conversion de DNA monocatenario a
bicatenario en la replicacion plasmidica por circulo rodante (RC), a partir de un origen

de cadena retrasada (sso) y mediado por la RNA polimerasa (RNAP) del huésped
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(Kramer et al, 1997; Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009b). Por ultimo, el DNA de doble
cadena recién generado pasaria a un estado superenrollado mediante la actividad
DNA girasa codificada por el huésped (del Solar et al, 1998; Espinosa, 2013; Khan,
2005). A partir de la nueva molécula plasmidica en la célula receptora se sintetizan
todas las proteinas y RNAs implicados en la replicacion activa del plasmido,
aumentando el numero de copias promedio (N,) para asegurar su estabilidad y
segregacion. Ademas, se expresaran los determinantes de virulencia, resistencia a

antibiéticos y/u otros factores que codifique el plasmido.

4.1. Origenes de transferencia y relaxasas

Origenes de transferencia (oriTs)

El oriT es el Unico elemento que se requiere en cis para la transferencia de una
molécula de DNA por conjugacion. Los oriTs son secuencias de DNA de longitud
variable (30-500 pb) que contienen, ademas del sitio de corte especifico, elementos
implicados en la interaccion DNA-proteina tales como repeticiones directas (DR) o
invertidas (IR) y regiones ricas en A+T. Estos elementos facilitarian la formacién de
estructuras secundarias de tipo cruciforme y/o la fusion de la doble cadena en el DNA
superenrollado, lo que generaria un sustrato adecuado (ssDNA) para que la relaxasa
introduzca el corte especifico y asi inicie la transferencia conjugativa (Datta et al, 2003;
Guasch et al, 2003; Larkin et al, 2005; Pansegrau & Lanka, 1996a).

Relaxasas

Las relaxasas conjugativas (Tra o Mob) son topoisomerasas de tipo | que
presentan actividad endonucleasa (Chandler et al, 2013). Estas proteinas suelen
contener varios dominios funcionales: en la regién N-terminal se localiza el dominio de
interaccion con DNA (union y actividad endonucleasa), mientras que la region C-
terminal puede contener dominios de interaccién proteina-proteina y asociacion a
membranas (de Antonio et al, 2004) o actividad helicasa o primasa (Gomis-Riith &
Coll, 2006; Guasch et al, 2003; Monzingo et al, 2007). La estructura tridimensional del
dominio N-terminal de las relaxasas resueltas hasta ahora revela un plegamiento
similar, que consiste en un nucleo central formado por una lamina de cinco cadenas-f3

antiparalelas, flanqueado por una serie de hélices-a (Figura 5).
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Figura 5. Estructuras del dominio relaxasa de las proteinas TrwC y NES con sus
respectivos DNAs sustrato. En la izquierda se muestra el dominio relaxasa de TrwC, del
plasmido R388, con un oligonucledtido de 25 bases (c6digo PDB: 2CDM) (Boer et al, 2006). En
la derecha esta representada la relaxasa NES, del pldsmido pLW1043, con un oligonucledtido
de 30 bases (codigo PDB: 4HT4) (Edwards et al, 2013). En morado o rosa se representan las
proteinas, mientras que en azul se representan los DNAs empleados para la obtencién de los
co-cristales. (Modificado de (Chandler et al, 2013)).

Algunas relaxasas conjugativas pertenecen a las familias PD-(D/E)XK de
enzimas de restriccion o las hidrolasas HD (Francia et al, 2013; Garcillan-Barcia et al,
2009), pero la mayoria pertenecen a la familia HUH, donde también se encuentran
otras proteinas como las iniciadoras de la replicacion por circulo rodante (Rep) y
algunas transposasas (IS, Tnp) (Chandler et al, 2013). Esta familia presenta como
caracteristica comun la presencia de un motivo HUH (histidina-residuo hidrofébico-
histidina) que, junto a un tercer residuo de histidina (HXDEx(T/S/N)PHUH, donde x es
cualquier residuo), se encargan de la coordinacion de un catién divalente, esencial
para el corte del DNA.

En cuanto a la actividad endonucleasa, estas proteinas se caracterizan por
poseer actividad de corte sobre DNA en la iniciacion de la conjugacion (en la célula
donadora) y de cierre en la terminacion (en la célula receptora). En los sistemas
descritos hasta ahora, ambos procesos se realizan a través de reacciones de
transesterificacion catalizadas por medio de residuos de tirosina (Y). Asi, el centro
activo de estas proteinas se suele componer por el caracteristico motivo HUH y uno
(Y1) o dos (Y2) residuos cataliticos de tirosina, que pueden estar en la misma
molécula de proteina (como en TrwCgsgs (Guasch et al, 2003) y Tralg (Datta et al,
2003)) o bien en unidades de proteina distinta (como en MobARr:16. (Monzingo et al,
2007) y NESpwiss (Edwards et al, 2013)). Ademas, suele encontrarse un cuarto

residuo (histidina, aspartico, glutamina) que en conjunto con el motivo HUH, coordinan
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un metal divalente (Figura 6) (Carballeira et al, 2014; Chandler et al, 2013). El metal
favorece el posicionamiento correcto del enlace fosfato del DNA que se va a escindir y
ademas, a través de la interaccion de uno de los oxigenos del grupo fosfato aumenta
la electropositividad del fésforo, favoreciendo el ataque nucleofilico por parte del
residuo de tirosina. El residuo de aspartico podria estar involucrado en la formacion de
un puente de hidrégeno con una de las histidinas del motivo HUH, y ademas, actuar
como base para extraer el proton del grupo hidroxilo de la tirosina catalitica y potenciar
el ataque sobre el enlace fosfato especifico en la cadena de DNA (Figura 6). Ademas,
también se ha visto que otros residuos como la serina o arginina podrian estabilizar la
union DNA-proteina (Guasch et al, 2003; Pansegrau et al, 1994). Cabe destacar que
los motivos conservados en las proteinas de tipo Rep y de tipo Tra/Mob presentan
permutacion circular, es decir, que el orden esta invertido. Asi, en la familia Rep el
motivo de coordinacion de metal (HUH) estd mas proximo al extremo N-terminal que el
residuo catalitico, mientras que las relaxasas de tipo Mob ocurre lo contrario (Francia
et al, 2004a).
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Figura 6. Mecanismo catalitico de TrwCrsgs €n el inicio de la transferencia. En azul se
indican los aminoéacidos que conforman el sitio activo; en violeta, el dinucleétido de corte (5'-
TpA-3’). (Tomado de (Boer et al, 2006)).

La secuencia aminoacidica de la region N-terminal de las relaxasas
conjugativas (dominio relaxasa) se ha utilizado como una herramienta muy util a la
hora de detectar y clasificar elementos conjugativos. En este trabajo se ha usado en
esta clasificacion, ya que aporta una vision global sobre la incidencia y diseminacion
de estos elementos mediante conjugacion. En concreto, la clasificacion de plasmidos
en base a las homologia de sus relaxasas ha definido seis familias (Figura 7)
(Garcillan-Barcia et al, 2009): MOBr, MOBH, MOBc, MOBq, MOBr y MOBv. Este

andlisis se extendié afilos mas tarde para la clasificacion de elementos conjugativos
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intracromosomicos, tras lo que se definieron dos nuevas familias: MOBy y MOBg
(Figura 7) (Guglielmini et al, 2011).

Relaxasa prototipo

Familia MOB _elemento conjugativo Huésped original

MOB, TrwC_R388 Escherichia coli

MOB, Tral_R27 Salmonella typhi

MOB_ MobA_RSF1010 Enterobacter cloacae

MOB MobC_CloDF13 Escherichia coli

MOB, Tral_RP4 Escherichia coli

MOB, MobM_pMV158 Streptococcus agalactiae
 MOB,  Orf20.T916 Enterococcus faecalis

MOB, Mob_CTn Bacteroides thetaiotaomicron

Figura 7. Familias de relaxasas. En la lista se enumeran las relaxasas prototipo de cada
familia MOB y el huésped original de donde se aislaron. A la derecha se ilustra el esquema de
las relaciones entre familias MOB de relaxasas exceptuando las familias MOB; y MOBg. Las
relaxasas que contienen una sola tirosina activa (Y1) en el centro catalitico se agruparon con
fondo gris oscuro y las que tienen dos (Y2) se representaron con fondo gris claro. El area de
cada circulo es proporcional al nimero de relaxasas. Datos y figura tomados de (Garcillan-
Barcia et al, 2009) y (Guglielmini et al, 2011).

Tal como se puede observar en el esquema de la Figura 7, la familia MOBr es
la familia que contiene mas miembros, mientras que las familias MOBy y MOB¢ son las
menos representadas. Ademas, se ha visto que algunas familias estan distribuidas
preferencialmente en plasmidos de cierto rango de tamafio y/o tipo. Por ejemplo,
MOB: y MOBy se encuentran casi exclusivamente en plasmidos autotransferibles de
gran tamafio (>60 kb), mientras que MOB. y MOB,, parecen presentar preferencia por
plasmidos de mediano (20-60 kb) y pequefio (<5 kb) tamafio, respectivamente; siendo
ademas de tipo movilizable la mayoria de los plasmidos agrupados en MOB,, (Smillie
et al, 2010). En cuanto a su reparto en los distintos phyla bacterianos, las a-
proteobacterias carecen de MOBy y MOBc pero tienen muchos MOBg, mientras que
las Y-proteobacterias tienen representantes de todas las familias. Las Actinobacterias
parecen estar dominadas por la familia MOBE, pero carecen de miembros de MOBy y
MOB,. Por otra parte, MOB,, esta sobrerrepresentada en el phylum Firmicutes pero es

muy rara en Proteobacterias (Smillie et al, 2010).
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5. ELEMENTOS CONJUGATIVOS EN Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae, también denominada estreptococo de grupo B (GBS
del inglés Group B Streptococcus), es una bacteria G+ comensal presente en mucosas
y piel en humanos. Desde los afios 60, esta bacteria ha emergido como patégeno,
convirtiéndose en uno de los principales agentes causales de infecciones como
meningitis, neumonia y sepsis tanto en neonatos como en adultos inmunodeprimidos
(Edmond et al, 2012; Le Doare & Heath, 2013). Este fenbmeno ha convertido a este
organismo en objeto de estudio en un intento de desvelar los mecanismos que
conducen a su capacidad de adaptacién y virulencia (Da Cunha et al, 2014). La gran
plasticidad genética que presenta su genoma, con mas de un 20% de genes
codificados en elementos moviles, podria ser una de las claves de esta emergencia
(Tettelin et al, 2005). Este trabajo se ha centrado en el estudio de dos elementos
movilizables que codifican relaxasas MOB,, ambos aislados en S. agalactiae: el
pladsmido pMV158 y el IMErpsl.

5.1. Elementos extracromosdmicos: el plasmido pMV158

Los dos elementos extracromosomicos mas estudiados en GBS son el
plasmido autotransferible plP501 (30.2 kb) (Horodniceanu et al, 1979) y el plasmido
movilizable pMV158 (5540 pb) (Burdett, 1980). Este dltimo ha sido objeto de estudio
en nuestro laboratorio durante mas de veinticinco afios. Fue aislado originalmente de
la estirpe MV158 y es el prototipo de la familia de plasmidos MOBy, (Garcillan-Barcia et
al, 2009; Lorenzo-Diaz et al, 2014). Se ha demostrado que pMV158 presenta un
amplio rango de huésped, ya que es capaz de replicar en diversas especies como
Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis, Enterococcus
faecalis, Bacillus subtilis y Escherichia coli. Ademas, se ha demostrado que es
movilizado mediante funciones aportadas por pladsmidos autotransferibles (como el
mencionado pIP501), entre diferentes estirpes de S. pneumoniae, o hacia otras
especies como E. faecalis y L. lactis (Farias & Espinosa, 2000; Lorenzo-Diaz &
Espinosa, 2009a) e incluso entre L. lactis y E. coli (Farias & Espinosa, 2000).

En cuanto a su contenido génico, el plasmido pMV158 presenta distintos
médulos funcionales (Fernandez-Lépez et al, 2014; Lorenzo-Diaz et al, 2014) (Figura
8): i) el modulo LIC (Leading-strand Initiation and Control), compuesto por el origen de
replicacién de la cadena lider (dso) y los genes de replicacion y su control; ii) el

modulo DET, que determina la resistencia a tetraciclina (determinante de tipo tetL);
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i) el médulo MOB, que codifica las funciones de movilizacién conjugativa, y iv) dos

origenes de cadena retrasada, ssoU y SSoA.

MOB

Figura 8. Mapa genético y funcional del pldsmido pMV158. Se muestran los seis genes
identificados y que se transcriben en el pldsmido, dos de los cuales codifican RNAs (RNAI y
RNAII); repB y copG forman parte de un operén implicado en la replicacién y el control del
namero de copias plasmidico (respectivamente), tetL codifica resistencia a tetraciclina, y mobM
codifica la proteina iniciadora de la conjugacién (MobM). Se indica la direccién en la que se
produce la transcripcién (flechas). Se indica también la posicion de los origenes de cadena
doble (dso) y cadena sencilla (ssoA y ssoU), a partir de los que se produce la replicacion de la
cadena lider y retrasada, respectivamente.

5.1.1. El médulo LIC

El médulo LIC incluye el dso y cuatro de los genes codificados por el plasmido
(Figura 9). Concretamente, el promotor Pcr dirige la sintesis de un mRNA bicistronico
correspondiente a los genes copG y repB y el promotor Pctll dirige la transcripcién de
un RNA de pequefio tamafio denominado RNAII. Desde el promotor P se transcribe
otro pequefio RNA (RNAI) cuya funcién es, hasta el momento, desconocida.

La proteina RepB (210 aminoacidos; 24.3 kDa) pertenece a la familia de
proteinas iniciadoras de replicacion por circulo rodante (Rep_2, PF01719) (Boer et al,
2009; de la Campa et al, 1990; Moscoso et al, 1995; Ruiz-Maso et al, 2007). Es la
responsable de iniciar la replicacibn vegetativa de pldsmido mediante el
reconocimiento del dso. La replicacion RC es muy comun en plasmidos de pequefio
tamafio (Espinosa et al, 1995). Este mecanismo de replicacion comparte similitudes
con el proceso de transferencia genética horizontal por conjugacion (Waters & Guiney,
1993), ya que ambos procesos son iniciados por una proteina (Rep en replicacion y
Tra/Mob en conjugacion) que reconocen y cortan sobre un dinucle6tido especifico en
una de las cadenas del DNA (regiones dso y oriT). En pMV158, el proceso de
replicacion de la cadena lider es iniciado por RepB tras reconocer el dso y cortar sobre

el enlace fosfodiéster de un dinucle6tido especifico en una de las cadenas del DNA
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plasmidico. La rotura genera un extremo 3'-OH desde el cual se inicia la sintesis de la
cadena lider. Se postula que en la elongacion intervendrian proteinas del huésped
como la DNA polimerasa | (Diaz et al, 1994), y una vez que el replisoma alcanza el
dso reconstituido, la replicacion de la cadena lider concluye con una serie de
reacciones de transesterificacion (Rasooly et al, 1994).

Generalmente, el control del nUmero de copias plasmidicas en plasmidos RCR
se realiza en la etapa de iniciacion de la replicacion. En el caso de pMV158, esta
regulacion se realiza mediante sistemas de control negativo basados en dos
elementos: la proteina represora CopG (45 aminoécidos; 5.1 kDa) y el RNAII (48
bases). Ambos elementos estan implicados en el circuito de control de la replicacién
del plasmido a nivel transcripcional y traduccional, respectivamente. CopG pertenece a
la superfamilia de represores transcripcionales con dominio ‘ribbon-helix-helix’
(RHH_1, PF01402) (Costa et al, 2001; Gomis-Ruth et al, 1998; Hernandez-Arriaga et
al, 2009). Esta proteina actlla como represor a dos niveles durante la formacion del
complejo de iniciacion de la transcripcién, de manera que puede impedir la uniéon de la
RNA polimerasa (RNAP) en el promotor Pcr o bien puede desplazarla una vez que se
haya unido (Hernandez-Arriaga et al, 2009). De esta manera, no sélo regula la sintesis
de la proteina iniciadora de la replicacion RepB, sino que también regula su propia
sintesis (del Solar et al, 1990). EI RNAIl regula la sintesis de la proteina RepB
mediante anillamiento complementario con una region del mRNA de copG-repB que
contiene las sefiales necesarias para la traduccion de RepB (del Solar et al, 1997,
Lépez-Aguilar & del Solar, 2013; Lopez-Aguilar et al, 2015). Por tanto, la actuacion
conjunta del RNAII con la proteina CopG permite una regulaciéon ajustada del control
en el numero de copias del plasmido (del Solar et al, 1995).
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copG-repB

RNAI| <~

Petil

Figura 9. Mo6dulo LIC y circuito de control del niamero de copias de pMV158. El
componente activador (+) es la proteina iniciadora de la replicacion RepB (verde) que actla
sobre su DNA diana, el origen de replicacion (dso), para iniciar la replicacion RC. Los
componentes represores (-) son la proteina CopG (amarillo) y el RNAII (azul). En el mismo
mMRNA se transcriben copG y repB, aunque la traduccién de las proteinas se encuentra
desacoplada. CopG se une a su DNA diana y reprime la transcripcion de Pcr inhibiendo su
propia sintesis y también la de RepB. El RNAIl es complementario a la regién con las sefales
necesarias para la traduccion de RepB, actuando como regulador negativo a nivel traduccional.

5.1.2. El médulo MOB

El moédulo MOB de pMV158 contiene los dos elementos necesarios para su
transferencia por movilizacion conjugativa: el origen de transferencia (0riTywyiss) Y €l
gen mobM que codifica la relaxasa MobM (Mob_Pre, PF01076) (Priebe & Lacks,
1989).

El origen de transferencia de pMV158

El oriTpmviss tiene un alto contenido en A+T (75.6%) comparado con el resto del
plasmido (62.3%) y tres repeticiones invertidas: IR1, IR2 e IR3 de 18, 24 y 31 pb,
respectivamente (Figura 10) (Lorenzo-Diaz et al, 2011). Estudios previos del
laboratorio confirmaron que tras el ataque nucleofilico de MobM sobre una de las
cadenas del oriT,uv1ss, la proteina permanece unida de forma estable al extremo &'
(Guzman & Espinosa, 1997). Ademas, el sitio de corte se maped tanto in vitro
(Guzman & Espinosa, 1997) como in vivo (Grohmann et al, 1997) entre las
coordenadas 3595-3596 (dinucleétido 5’-GpT-3’) del plasmido pMV158 (NC_010096).

La prediccion bioinformética de las posibles estructuras que formarian las
repeticiones invertidas del oriTpwiss reveld que podria generar tres estructuras tallo-
lazo alternativas, donde la posicion del sitio de corte estaria localizada en distintas
posiciones (Flgura 10): i) 8 pb upstream del IR1, ii) en la region intra-brazo del IR2, o
i) en el extremo 3" del IR3 (Lorenzo-Diaz et al, 2011). Dado que las tres repeticiones
invertidas solapan parcialmente, la generacion de estructuras secundarias de una de

ellas podria impedir la formacién de otras, indicando que el DNA sustrato para la
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relaxasa podria depender del grado de superhelicidad del plasmido (Lorenzo-Diaz et
al, 2011).

El estudio de las interacciones de MobM con DNA superenrollado de pMV158
revelo que la proteina reconoce una estructura cruciforme de tipo IR3 en el oriTyuy1ss Y
separa el DNA en la region que incluye el sitio de corte mediante un desplazamiento
hacia una estructura de tipo IR1 (Fernandez-Lépez et al, 2015a). Por otra parte, los
ensayos de afinidad usando como sustrato DNAs monocatenarios demostraron que
MobM se une especificamente a la secuencia del oriT que incluye IR1/IR3 con alta
afinidad (Lorenzo-Diaz et al, 2011). Estos ensayos permitieron definir la secuencia
minima de unién de MobM sobre DNA monocatenario como la que incluye el IR1y 8

nucleétidos més hacia el sitio de corte (IR1+8; Figura 10).
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Figura 10. Posibles estructuras secundarias que se pueden formar en la cadena
transferente del oriT de pMV158. Debido al solapamiento de secuencia (sombreada en azul),
la extrusion del IR2 (gris) supondria la imposibilidad de formacion de la estructura IR1 (verde) y
viceversa. Si continta la extrusion de la estructura cruciforme IR1, se podria formar una
horquilla de tipo IR3 (naranja). Con un recuadro rojo se marca la secuencia IR1+8 definida

como sitio de unién minimo para MobM sobre DNA monocatenario. (Tomado de (Fernandez-
Lépez et al, 2015a)).
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Aunque la relevancia funcional de los IR en las distintas fases del proceso
conjugativo esta todavia bajo investigacion, los resultados de los que disponemos
hasta ahora parecen apuntar que el IR1/3 podria estar involucrado en el
reconocimiento de MobM del oriT,uv1ss para la formacion del relaxosoma (en la célula
donadora), mientras que el IR2 seria reconocido en la reaccién de terminacién para
cerrar la cadena de DNA transferida (en la célula receptora) (Ferndndez-Lépez et al,
2015a). El papel del oriTouviss NO se limita s6lo a su funcién en la transferencia
conjugativa sino que ademas, se ha demostrado que la union de MobM a la regién que
incluye el IR2 también permite a la proteina reprimir su propia expresién génica
(Lorenzo-Diaz et al, 2012).

La relaxasa MobM

El segundo elemento del médulo de transferencia es la relaxasa MobM (494
aminoacidos, 57.9 kDa) (Guzman & Espinosa, 1997). El dominio relaxasa de MobM
(union y corte de DNA) se encuentra en la mitad N-terminal de la proteina, tal como
demostro la caracterizacion de la proteina MobMN199, una version truncada de MobM
que incluia los primeros 199 aminoéacidos (Lorenzo-Diaz et al, 2011). Dentro de esta
region se encuentran los tres motivos conservados caracteristicos de la familia MOB,;
(Garcillan-Barcia et al, 2009) (Figura 11A): i) motivo | (HxxR), sin funcién conocida
hasta esta tesis; ii) motivo Il (NY(D/E)L), con la tirosina propuesta como catalitica
(Garcillan-Barcia et al, 2009), y iii) motivo Ill o HUH (HXDEX(T/S/N)PHUH), propuesto
como implicado en la coordinacion del metal divalente (de Antonio et al, 2004). En la
region C-terminal de MobM (200-494) se ubica el dominio de oligomerizacion,
posiblemente mediado por una cremallera de leucinas (residuos 317-338:
LENHSKSLEAKIECLESDNLQL) (Figura 11A). También se postula que esta region
podria estar involucrada en la interaccion con otras proteinas de la maquinaria
conjugativa (T4CP y/o T4SS). Ademas, la disrupcion de una regién rica en hélices-a
localizada en el extremo C-terminal de MobM resulté en la pérdida de asociacion de
MobM con membranas y la pérdida de su habilidad para transferir a pMV158 (de
Antonio et al, 2004).

Mediante andlisis bioquimicos se ha demostrado que la proteina MobM es un
dimero con forma elipsoide (de Antonio et al, 2004). Su contenido en estructura
secundaria se ha estimado en un 60% de hélice-a, un 5% de cadena-B y un 35% de
estructuras desordenadas (de Antonio et al, 2004). Por otra parte, se ha podido
resolver la estructura tridimensional del dominio relaxasa de MobM (MobMN199) unida
a un oligonucleédtido que incluia la secuencia definida previamente como oriT minimo

(IR1+8) (Figura 11B). Esta conformacion podria corresponder a la adoptada en el
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inicio de la transferencia (Fernandez-L6pez et al, 2015a). Los datos de la estructura
mostraron que el plegamiento general exhibia una lamina central compuestas por
varias cadenas-B antiparalelas rodeada por un conjunto de hélices-a (Figura 11C), una
estructura homologa a la de otras relaxasas con estructuras resueltas como TrwCgags O
NES,.woss (Figura 5).
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Figura 11. La proteina MobM y su dominio relaxasa. A. Esquema indicando cada uno de los
motivos conservados de la proteina MobM con la posicion aminoacidica relativa que ocupan
(parte superior). La localizacion del aminoacido 199 indica el extremo C-terminal para la
proteina truncada MobMN199. B. Esquema de la estructura secundaria que formaria el
oligonucleétido IR1+8 que representa la region de unién minima de MobM en el oriT. C.
Estructura tridimensional del dominio relaxasa de MobM (MobMN199) unida al oligonucle6tido
IR1+8. EI DNA se representa en azul y las hélices-a, las cadenas-f y los bucles de la proteina
se indican como cintas helicoidales rojas, flechas verdes y tubos marrones, respectivamente.
(Modificado de (Lorenzo-Diaz, 2010)).

En cuanto a su actividad enzimatica, hay dos requisitos indispensables para
gue la proteina realice el corte: i) el sustrato de DNA debe estar en estado
monocatenario y ii) la coordinacion de metales divalentes, tales como Mg®* o Mn?** (de
Antonio et al, 2004). Se ha visto que la actividad de corte es dependiente de la
concentracion de proteina, de la temperatura (6ptima a 30°C) y del tiempo de la
reaccion (>20 min). El dominio relaxasa de MobM presenta una afinidad elevada por
iones Mn?*, ademas, en presencia de este cation y/o de DNA sustrato se incrementa la
estabilidad térmica de la proteina, reteniendo incluso su actividad enzimética tras un
proceso de desnaturalizacion y renaturalizacion (Lorenzo-Diaz et al, 2011). Este

descubrimiento es consistente con el modelo en el cual el complejo DNA-relaxasa
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debe ser completamente desplegado para entrar en la célula receptora durante la
conjugacion (Draper et al, 2005; Garcillan-Barcia et al, 2007).

La actividad de corte de MobM también depende de la topologia del sustrato de
DNA. Asi, MobM es capaz de cortar tanto DNA superenrollado como un
oligonucledtido que incluyan la secuencia del oriT,uviss. Sin embargo, no presenta
actividad catalitica sobre DNA bicatenario lineal. Por otra parte, ensayos de actividad
mostraron que MobMN199 presenta la misma actividad sobre DNA superenrollado que
la proteina nativa MobM, pero en cambio, esta version truncada no tiene actividad de
corte sobre DNA monocatenario. Atendiendo a la estructura tridimensional de
MobMN199, se observo que el extremo 3" del oligonucledtido empleado (IR1+8) queda
alejado del centro activo, lo que podria explicar esta falta de actividad (Fernandez-
Lopez et al, 2015a). De hecho, el andlisis de la estructura de TrwC mostré claramente
como el extremo 3" del DNA unido realiza un giro y entra hacia el centro activo de la
proteina. En la Figura 12, se puede observar como la regién C-terminal del dominio
relaxasa de TrwCN293 (293 aminoacidos) contiene tres hélices-a (a8, a9 y a10) que
dirigen la region monocatenaria del DNA hacia la lamina-f central donde se
encuentran los residuos cataliticos implicados en el corte. Sin embargo, la regién
homodloga en MobMN199 se encuentra desestructurada, lo que podria explicar por qué

el extremo 3" del DNA queda libre.

Centro
activo

3'(DNA)

Figura 12. Comparacion entre las estructuras de TrwCN293 y MobMN199 indicando la
posicion de los extremos 3’ de los respectivos DNAs empleados en la obtencion de los
co-cristales. Las tres hélices-a (en amarillo) que introducen el DNA hacia el centro activo de
TrwC (cédigo PDB: 1QX0) no se encuentran disponibles en la versién truncada de MobMN199
(en verde). (Tomado de (Lorenzo-Diaz, 2010)).
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5.2. Elementos intracromosémicos

El cromosoma de S. agalactiae presenta una organizacion compleja, donde se
ha identificado una base conservada y hasta 69 regiones variables (Tettelin et al,
2005). El estudio de los ocho primeros genomas secuenciados de esta bacteria mostré
que hasta dos tercios de estas regiones variables se correspondian con putativos
elementos conjugativos integrados. En concreto, se identificaron un total de 12 ICEs y
6 IMEs repartidos en 14 localizaciones cromosdmicas distintas (Figura 13) (Brochet et
al, 2008a). La mayoria de estos elementos se encontraron integrados especificamente
en un sitio Unico, tal como el extremo 3" de un gen de RNA de transferencia (tRNA"*",
tRNA™ o tRNA"™%), un gen ribosomal (rpsl, rplL, o rpmG-3), o el gen guaA. Las
excepciones a esta norma fueron los elementos Tn916, TnGBS1 y TnGBS2, que se
detectaron en hasta cuatro ubicaciones distintas del cromosoma (Brochet et al,
2008a). Ademas de intervenir en su propia movilidad, se ha visto que estos elementos
participan en el intercambio por conjugacion de grandes fragmentos de DNA
cromosomicos (de hasta 334 kb) entre distintas estirpes de GBS, lo que ampliaria su
papel en la dindmica del genoma bacteriano (Brochet et al, 2008b).

7})'976‘ :‘

tRNA"™

NEM316
2603V/R
A909
H36B
515

Figura 13. Mapa cromosOmico indicando la posicion de ICEs e IMEs en ocho estirpes de
S. agalactiae. Se indica la posicién y/o gen en el que se encuentran integrados los ICEs
(circulos), IMEs (triangulos) u otros elementos genéticos mdéviles (cuadrados). El color del
simbolo se refiere a la estirpe en la que se ha encontrado el elemento. En la parte superior se
indica el origen de replicacién del cromosoma (Ori). (Modificado de (Brochet et al, 2008a)).
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En la Tabla 1 se presenta un listado con los elementos intracromosémicos de
GBS de los que se disponen datos experimentales. Dentro de éstos, el ICE mas
estudiado es probablemente Tn916, aislado originalmente de E. faecalis (Clewell et al,
1995; Franke & Clewell, 1981). Se ha visto que Tn916 es capaz de escindirse del
cromosoma hospedador y se transfiere conjugativamente no sélo entre estirpes de S.
agalactiae, sino también hacia estirpes de Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus
uberis (Haenni et al, 2010). De hecho, un estudio reciente reveld que la incidencia del
Tn916 parece ser una de las principales responsables de la diseminacion de la
resistencia a tetraciclina entre la poblacion de GBS (Da Cunha et al, 2014). Aparte de
este ICE, s6lo hay evidencias experimentales de la existencia de formas escindidas de
TnGBS1 y 2 (Guerillot et al, 2013) y de cinco elementos mas integrados en rpsl, rplL, y
tRNA"S. (Brochet et al, 2008a). En cuanto a su capacidad de transferirse
horizontalmente, sélo se ha probado para ThGBS1 y 2 entre GBS; y para
ICE_515 tRNA"® entre distintos Firmicutes (Guerillot et al, 2013; Puymege et al,
2013). A su vez, también se ha visto que los ICEs Tn916 e ICE_515 tRNA"® son
capaces de movilizar a otros elementos codificados en el mismo cromosoma (Achard
& Leclercq, 2007; Puymege et al, 2013).

Tabla 1. ICEs e IMEs integrados en el cromosoma de S. agalactiae.

Sitio Modulo

. a b .
Nombre integracién MPE / MOB Transferible Factores® Referencia
Upstream caja - .
MPF,/ . (Guerillot et
TnGBS1 35 de MOBs Si N.D. al, 2013)

promotores A

Upstream caja -

TeBs? e n OB si no GOy
Tho16 (reeng/ioc\T_?s ricas MMP(l):; / Si Tet? (:lrc;%hoeé 6ta)t
cessmw GEE W o e
oo LT MR a e Orgge
IME_2603_rps| (Ség)e' gen rps| MOBy N.D. Ars® (;rc;%hoestae)t
IME_A909 tRNA"** fF;ﬂZ'L%e“ MOB; N.D. N.D. (;rc;cohoeé ae)t
IME 2603 rpmG fp;gg_ge(rl‘_%) MOB+ N.D. ND. (Broche s

N.D., No determinado. Datos tomados de (Bellanger et al, 2014)

#Se indica con un ‘Si’ los elementos cuya transferencia conjugativa se ha demostrado experimentalmente.
PFunciones accesorias que pueden ser utiles para el huésped: factor de patogenicidad CAMP y
resistencias a tetraciclina (TetR), metales pesados (MetR; en concreto, mercurio, cadmio y cobre) y
arsenato (Ars”).
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Objetivos

La transferencia de DNA mediante conjugacién juega un importante papel en la
dispersion de resistencias a antibioticos o factores de virulencia entre bacterias. Los
elementos movilizables de la familia MOB,, se encuentran ampliamente distribuidos en
bacterias G+, donde los mecanismos que dirigen la conjugacion estan todavia poco
estudiados. Basandonos en el trabajo realizado previamente en el laboratorio con el
plasmido modelo de esta familia, pMV158, en esta Tesis Doctoral se plantea
profundizar en el estudio de elementos mdviles que codifican relaxasas conjugativas

de la familia MOB,,. Para ello se plantearon los siguientes objetivos:

1. Andlisis de los plasmidos de la familia MOBy;. Con este objetivo se pretende
actualizar el repertorio de plasmidos de la familia MOBy; a través de una busqueda
bioinformatica, ademas de realizar un estudio de su estructura y constitucién haciendo
énfasis en los médulos de transferencia (oriT y gen mob). Este analisis permitira

obtener una perspectiva global sobre la incidencia y dispersidén de esta familia.

2. Caracterizacion funcional y estructural del dominio relaxasa de MobM del
plasmido pMV158. A través de la construccion de una nueva version truncada de la
proteina MobM que incluye su dominio relaxasa, se profundizard en el estudio de su
actividad endonucleasa y estabilidad proteica. Ademas, la construcciéon de mutantes
puntuales basados en la estructura de MobM permitird conocer detalles sobre su

mecanismo catalitico.

3. Interacciones globales entre MobM y DNA del plasmido pMV158. Datos de
microscopia electrénica obtenidos previamente en el laboratorio indicaron que MobM
se une especificamente no solo al origen de transferencia de pMV158, sino a una
segunda regién del plasmido. Por ello, se plantea el estudio de la interaccion de MobM
con esta regiobn y sus posibles implicaciones en alguna de las funciones o

mantenimiento del plasmido.

4. Caracterizacion de una nueva relaxasa y elemento movilizable del cromosoma
de S. agalactiae. En la busqueda de nuevas relaxasas de la familia MOBy; en
cromosomas bacterianos, se ha identificado una proteina hipotética dentro de un
elemento movilizable (IMErpsl) integrado en el cromosoma de S. agalactiae. En este
objetivo se propone una caracterizacion global de esta nueva relaxasa y de las

propiedades de movilizacion del elemento que la contiene.
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Materiales y Métodos

MATERIALES

1. ESTIRPES BACTERIANAS Y MANIPULACION

Tabla 2. Estirpes bacterianas usadas en este trabajo.

Estirpe

Caracteristicas o genotipo®

Fuente®

Streptococcus agalactiae
HRC

Silvestre

Hospital Ramén y Cajal
(Madrid, 2009)

S. agalactiae 2603V/R

Silvestre; genoma representativo de S.
agalactiae en base de datos del NCBI

Philippe Glaser (l.
Pasteur, Paris) (Tettelin et
al, 2002)

S. agalactiae NEM316

Silvestre

Philippe Glaser (l.
Pasteur, Paris) (Glaser et
al, 2002)

S. agalactiae BM132

Silvestre; Rif?, Fus®

Philippe Glaser (l.
Pasteur, Paris)
(Horodniceanu et al, 1979)

Philippe Glaser (l.

S. agalactiae Spain-IP-33 Silvestre Pasteur, Paris) (Da Cunha
et al, 2014)
Philippe Glaser (l.
S. agalactiae H36B Silvestre Pasteur, Paris) (Tettelin et
al, 2005)
. Philippe Glaser (l.
S. agalactiae . .
CCH208800879 Silvestre Pasteur, Paris) (Da Cunha
et al, 2014)
Philippe Glaser (l.
S. agalactiae 18RS21 Silvestre Pasteur, Paris) (Lancefield
et al, 1975)
. : Philippe Glaser (l.
ﬁ:;_igalactlae Madagascar Silvestre Pasteur, Paris) (Da Cunha
et al, 2014)
Philippe Glaser (l.
S. agalactiae COH1 Silvestre Pasteur, Paris) (Wilson &

Weaver, 1985)

Streptococcus pneumoniae
708

end-1, exo-1, trt-1, hex-4, malM594

(Lacks & Greenberg,
1977)

S. pneumoniae MP3008

end-1, exo-1, trt-1, hex-4,: Now®

(Lorenzo-Diaz &
Espinosa, 2009b)

Escherichia coli BL2(DE3)

A DES3 (lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7
nin5) F dcm ompT hsdS(rsms") gal

(Studier & Moffatt, 1986)

Nals, Strs, Rifs, Thi-, Lac-, Ara+, Gal+, Mtl-,
F-, RecA+, Uvr+, Lon+. Estirpe derivada de

E. coli M15/pREP4 E.coli K12, con delecién M15 en el gen QIAGEN
lacZ y plasmido pREP4; Km®
A DE3, endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17

E. coli IM109(DE3) (n, mi"), relAl, supE44, A(lac-proAB), (F', Promega

traD36, proAB*, lacl’ZAM15)

E. coli JM109(DE3)/pET-5

A DES3, endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17

(n, mi"), relAl, supE44, A(lac-proAB), (F',
traD36, proAB*, lacl’ZAM15); transformada
con el plasmido pET-5; Ap®

Coleccion propia
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A DES3, endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17
(n<, my’), relAl, supE44, A(lac-proAB), (F’,

E. coli + q . - .
JM109(DE3)/pLGM2 traD36, QroAlB , laclI"ZAM15); trgpsformada Coleccién propia
con el plasmido pLGM2 (expresion de
mobM); Ap®
Enterococcus faecalis Gel+, Spr+ (gelatinasa y serina proteasa);
OG1RF Rif®, Fus® (Murray et al, 1993)

%Em", Rif", Fus", Nov",Km": resistencia a eritromicina, rifampicina, &cido fusidico, novobiocina y
kanamicina, respectivamente.
®La bacteria S. agalactiae estirpe HRC fue aislada de una mujer de mediana edad con una infeccién
abdominal en el Hospital Ramén y Cajal (Madrid), en abril del afio 2009. El aislado fue cedido por los
Dres. F. Baguero y T. Coque.

2. MEDIOS DE CULTIVO Y SELECCION

Tabla 3. Medios de cultivo y seleccion usados en este trabajo.

Seleccion a antibiético (ug/ml)®
Bacteria Medio de cultivo

Tc Em Rif Fus Km Nov Ap

. Todd-Hewitt (TH) (Todd & Hewitt,
S. agalactiae 4 4 50 10
1932)

E. faecalis TH 4 4 25 25

AGCH (Lacks et al, 1986;Ruiz-
Cruz et al, 2010) complementado
. con 0.2% de extracto de
S. pneumoniae 1 1 10 10
levadura y 0.3% de sacarosa o
maltosa, dependiendo de la

estirpe.

TY (1% triptona, 0.5% extracto 5 100
E. coli de levadura y 0.5% de NacCl) 50
L 10 200
(Maniatis et al, 1982)

*Tc, Em, Rif, Fus, Km, Nov, Ap: resistencia a tetraciclina, eritromicina, rifampicina, acido fusidico,
kanamicina, novobiocina y ampicilina, respectivamente.

En el caso de cultivo en medio sdélido de S. agalactiae, E. faecalis o E. coli, las
placas se realizaron afadiendo 1.5% (m/v) de agar al medio correspondiente. Para el
crecimiento de S. pneumoniae en medio solido, se prepararon placas tal como se
indica en Métodos 1.

En la preparacion para electrocompetencia y transformacion de E. faecalis se
usaron los medios ESTY y SG-ESTY (ESTY suplementado con 0.5 M sacarosa y 6%
glicina) (Cruz-Rodz & Gilmore, 1990). Para el mismo fin con cultivos de S. agalactiae

se uso el medio TH suplementado con 0.5 M de sacarosa y 2.5% glicina; una solucion
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que contenia: 0.5 M de sacarosa, 1 mM de MgCl,, 7 mM de NaH,PO4 y 15% de
glicerol (pH 7.4); y el medio TH. En la preparacion para la electroporacion de estirpes

de E. coli se utilizdé el medio SOB (Hanahan, 1983) mientras que para la recuperacion

de las células tras la trasformacién se utilizé el medio SOC (medio SOB suplementado

con 20 mM de glucosa).

3. ACIDOS NUCLEICOS

3.1. Plasmidos

Tabla 4. Plasmidos usados en este trabajo.

S Tamafo L
Plasmido Caracteristicas® Fuente
(pb)
Plasmido conjugativo de E. faecalis  (Clewell et al,
pAM(B1 27815 DS.5: Em® 1974)
Original de S. agalactiae;
pMV158 5540 movilizable por pAMB1: Tc® (Burdett, 1980)
Delecion de oriT, mobM y ssoA de
pMVS 3687 pMV158; introduccién de diana Este trabajo
Stul; Tc®
Derivado de pMVS con el modulo
de movilizacion cromosémico de S. .
pPMVSag 5289 agalactiae HRC (oriT, mobSag, Este trabajo
ssoA); TR
Vector de expresion bajo control
PET-24b 5309 del promotor $10 del fago T7; KmR Novagen
Vector de expresion bajo control
PET-S 4134 del promotor $10 del fago T7; ApR Novagen
Doble fragmento Tth111I-Ncol de (Guzman &
pLGM2 7586 pMV158 clonado en vector pET-5; .
ApR Espinosa, 1997)
(Lorenzo-Diaz et
MobMN199 5384 ET-24b::mobMN199; Km”®
p P al, 2011)
Vector de expresion bajo control
PQE-1 3466 del promotor del fago T5; ApR QIAGEN
pHisMobMN199 4074 PQE-1::HismobMN199; Ap® Este trabajo
. pPQE-1::HismobMN199(C64G, .
pHisMobMN199(H22A) 4074 AG5C): ApF Este trabajo
pHisMobMN199(H22Y) 4074 PQE-1::HismobMN199(C64T); Ap®  Este trabajo
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PQE-
pHisMobMN199(R25A) 4074 1::HismobMN199(C73G,G74C); Este trabajo
ApR
pHisSMObMN199(Y44F) 4074 Z(sRE'l::H'SmObMngg(Alc’lT); Este trabajo
pHisSMObMN199(E129A) 4074 ng'l::H'smObMngg (G386A: Este trabajo
pHisMobMN199(E129Q) 4074 iﬁf’l”H'sm"bMngg (G385C) Este trabajo
(Fernandez-L6pez
MobMN243 5492 ET-24b::mobMN243; Km”®
P P et al, 2013b)
pMobSag 6598 pET-24b::mobSag; Km® Este trabajo
Derivado de pMV158 con mutacién .
pMV158(Y44F) 5540 AL31T en gen mobM (Y44F) Este trabajo
Derivado de pMV158 con
pMV158(H22A) 5540 mutaciones C64G, A65C en gen Este trabajo
mobM (H22A)
Vector de clonaje para fusiones .
Novagen ink
pMP220 ~10500 transcripcionales con el gen lacz; ovagen (Spa
TcR et al, 1987)
pAORI ~10500  pMP220::Pmob2; Tc" Este trabajo
pRNAII ~10500  pMP220::Pctll; Tc" Este trabajo
Derivado de pLS1 que contiene el .
Ruiz-Cruz I
pAS 5210 cassette gfp del plasmido (ZOliO Cruz etal,
pGreenTIR; Tc® )
Derivado de pLS1 que contiene el
cassette gfp del plasmido .
Ruiz-Cruz et al,
pAST 5456 pGreenTIR y los terminadores (2010
transcripcionales T1T2 de E. coli; )
TcR
Derivado de pAST que contiene el
) promotor del gen de la fuculosa (Ruiz-Cruz et al,
PAST-PfcsK 5573 kinasa (PfcsK) controlando la 2010)
expresion de gfp; Tc®
Derivado de pMV158 con delecion
pMVT 5670 de oriTymviss Y region promotora de  Este trabajo
mobM, adicién T1T2 de pAST; Tc®
Derivado pMV158 con delecién de
PMVT-Pfcsk 5787 OriTpuvise y region promotorade o 4o aig

mobM, adicién de T1T2-PfcsK de
pAST-PfcsK; Tc®

°Em", Tc©, Ap., Km", Neo", MLS": resistencia a eritromicina, tetraciclina, ampicilina, kanamicina,

neomicina y macrolidos, lincosamidas y estreptograminas del tipo B, respectivamente.
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3.2. Oligonucleétidos

Los oligonucledtidos usados en este trabajo fueron sintetizados en el servicio

de Quimica de proteinas del CIB (Sintetizador Applied Biosystems 3400) o en la

compafia IDT (Integrated DNA Technologies). En ambos casos se incluyé una

purificacion final por HPLC, disolucibn en agua ultrapura (Milli-Q) estéril a una

concentracion de 100 uM y almacenamiento a -80 °C.

Tabla 5. Oligonucledtidos usados en este trabajo.

Nombre Bases Secuencia (5" - 3')? Aplicaciones
INV-F 29 AGGCCTACTCTATTCGCCTTTTGACTTTT Construccion pMVS
INV-R 20 CCGACCAAAACCATAAAACC Construcciéon pMVS

Construccion
Sagl-F 27 TGGCAATTACCGCTAGCATCTCGGCGA

pMobSag

Construccion
Sagl-R 24 CCTGACGACTCGAGCCCATCTAGT

pMobSag

Construccion
Sag2-F 20 AGCGAAGAGCTGTCTGCAAG

pMVSag

Construccion
Sag2-R 25 TCCTTACTCATTTATTCCATGGTTC

pMVSag

Deteccion formas
cIME-F 19 GCTTGGAATGTGACAGCTC ]

circulares IMErpsl|

Deteccion formas
cIME-R 19 GCAATTTGCGGACTATCTC ]

circulares IMErpsl|
SSOA-R 18 TCACAACGCTCACCTCCA Secuenciacion
ssoU-F 20 GGGATCAACTTTGGGAGAGA Secuenciaciéon
T7-promoter 17 TAATACGACTCACTATA Secuenciacion
T7- L

. 19 GCTAGTTATTGCTCAGCGG Secuenciacion
terminator
. Ensayos de actividad

19nic4 23 Cy5-GAATATAAAGTATAGTGTGTTAT Y

de MobM

Ensayos de union,
IR1+8 26 ACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG corte y competicion

de MobM

Ensayos de actividad
IR1+12 30 ACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGTTAT y

de MobM
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Ensayos de actividad

IR1+12pA 47 ACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGTTATGG(A):s
de MobM

PQE-Mob 23 AGTTACATGGTTGCAAGAATGCA Construccion pHis-
MobMN199

pQE- Construccién pHis-

26  TCCTCTTTGAGTTACATATCAGCCAT

MobMN199 MobMN199

H22A-F 34 ATTTGGGAGGAGCTTTTAAGGCTAATGAACGTGT — Itageénesis dirigida
H22A de MobM

H22Y-F 34 ATTTGGGAGGAGCTTTTAAGTATAATGAACGTGT Mutagenesis dirigida
H22Y de MobM

H22F-F 34 ATTTGGGAGGAGCTTTTAAGITTAATGAACGTGT Mutagenesis dirigida
H22F de MobM

H22-R 30  CTTAAAAGCTCCTCCCAAATTGCCAGCTTT Mutagenesis dirigida
H22 de MobM

R25A-F 34 GAGCTTTTAAGCATAATGAAGCTGTTTTTGAGAC Mutagenesis dirigida
R25A de MobM

R25-R 30  TTCATTATGCTTAAAAGCTCCTCCCAAATT Mutagénesis dirigida
R25A de MobM

Y44F-F 30 CGAGCAGGTCACACCTCAACTTICGAGTTGACGGA Mutagénesis dirigida
Y44F de MobM

Y44-R 34  GTTGAGGTGTGACCTGCTCGGGTTTATATC Mutagénesis dirigida
Y44F de MobM

E129A-F 34  ATGCGAGTGTTCACTTGGATGCAAGCACCCCTCA  Mutagenesis dirigida
E129A de MobM

E129Q-F 34 ATGCGAGTGTTCACTTGGATCAAAGCACCCCTCA  MUtagenesis dirigida
E129Q de MobM

E129-R 30  ATCCAAGTGAACACTCGCATAAGCAATATT Mutagénesis dirigida
E129 de MobM

FPT5 18 CCCGAAAAGTGCCACCTG Secuenciacion

RpQE 19 GTTCTGAGGTCATTACTGG Secuenciacion

Ndel-F 24 AAGGAGGGAAACATATGAGTTACA Construccion
pMobMN243

P244-Stop- »

Stop 34 CTTGGTTAGTTGTCTCGAGTATCTAAGATTGAAC — _onSruccion

Xhol-R pMobMN243

2/C3 33 AAAGACACACGAGGCTCGCCCGGGGATCCTCTA  —onsruccion pMVTYy
pMVT-PfcskK

4Sacl 30  ATTAGAGCTCGACCAAAACCATAAAACCTT Construccion pMVT y

pMVT-PfcskK
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Construccion pMVT y

C2/3 33 CCCCGGGCGAGCCTCGTGTGTCTTTCGGTAATC
pMVT-PfcskK
Ensayo de
Pctll 24 TCTTTAGCCATAAAGTATAATATA competicién de unién
con MobM
Ensayo de
IR3 31 Cy5-CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG  competicion de union
con MobM
Footprinting con DNA
FP-Pctll 27 TTGCCTTGGAAAATTACAAGAAAGGTC
superenrollado
Footprinting con DNA
FP-Pctll-2 28 GCACTCCAAGCGTTTCAAGTTTCAGCTC P 9
superenrollado
PE-rnall 17 TGCTGGCAGGCACTGGC Primer extension
PE-coprep 24 CCGATTCACTTAATGTTATCGTCA Primer extension
PE-mob 23 CCCTCCTTAAGACTTGTCTTTCG Primer extension
AST-tet 23 GAGGGCAGACGTAGTTTATAGGG Primer extension
AORI-F 34 AGTATAGTGTGTTAGAATICACATGGAAGTTATA  Construccion pAORI
AORI-R 26 CAGACGAGCCGCTGCAGTCTATTGCT Construccion pAORI
RNAII-F 25 AGTCGCTTGGAATTCATTCAGGATA Construccion pRNAII
RNAII-R 25 CAGGCACTGGCTGCAGTCAAACATT Construccion pRNAII
. Secuenciacion sitio
nickSag-F 21 ACCTGTCCCTTGCTGATTTTT
corte de MobSag
. Secuenciacion sitio
nickSag-R 21 TAGCCGTCAACTGACCTGACT

corte de MobSag

“Los nucledtidos cambiados para generar sitios de restriccion, mutantes puntuales o codones Stop se
encuentran subrayados. Los sitios de restriccion para cada enzima se marcan en negrita. Los
oligonucleétidos 19nic4 e IR3 incluyen el fluoréforo Cy5 en su extremo 5.
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4. TAMPONES

Tabla 6. Tampones usados en este trabajo.

Tampdn Composicion Aplicacion
Tris-HCI 10 mM pH 8.0 i .
TE Disolucién del DNA
EDTA 1mM
Tris base 40 mM pH 8.0
o - Electroforesis de DNA en geles de
TAE Acido acético 20 mM ! g
agarosa
EDTA 2 mM
Tris base 89 mM pH 8.3
El f i DNA I
TBE Acido bérico 89 mM ectro ore5|s.de. . en geles de
agarosa y poliacrilamida (PAA)
EDTA 2.5 mM
Tris-HCI 50 mM pH 8.3
Glicina 300 mM _ }
TG Electroforesis de proteinas SDS-PAGE
SDS 0.1%
EDTA2 mM
Tris-HCI 250 mM pH 7.2
SDS 10%
Colorante de carga para electroforesis de
SLB 5X -Mercaptoetanol 3.5 M
B P proteinas en geles SDS-PAGE
Glicerol 50%
Azul de bromofenol 0.5%
Sacarosa 30%
Colorante de carga para electroforesis de
SBE 3X Azul de bromofenol 0.075% ') gap
EDTA 2.5 mM
Azul de bromofenol 0.25%
Xilencianol 0.25% i
BXGE 10X Colorante de c.arga para eIec,troforeS|s de
Glicerol 60% DNA y complejos DNA-proteina
EDTA 10 mM
Formamida desionizada
80%
BXE NaOH 10 mM Carga de muestras de DNA en geles de
Azul de bromofenol 0.1% PAA desnaturalizantes
Xilencianol 0.1%
EDTA 1 mM
Azul de bromofenol 0.02%
CEC 3X Glicerol 50% Colorante de carga para extractos crudos

EDTA 2.5 mM
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Tris-HCI 20 mM pH 7.6

Purificacién de MobM, MobMN243,

Na-DOC 0.1%

EDTA 1 mM
A MobMN199 y MobSag. Se suplementa
DTT 1 mM con NacCl a distintas concentraciones
Glicerol 1%
Tris-HCI 20 mM pH 7.6
EDTAO0.1mM Actividad de corte de MobM, MobMN243,
B DTT 1 mM MobMN199, MobSag, His-MobMN199 y
Glicerol 1% mutantes sobre DNA
MnCl, 8 mM
Tris-HCI 10 mM pH 7.6
B-Mercaptoetanol 5 mM Pur_lflcaC|on de Hls-MobMN199y
HIS ] . variantes. Se suplementa con diferentes
Glicerol 5% concentraciones de imidazol.
NaCl 1M
A Onico 1 M
MS cetato amonico 100 m Analisis de masas por MALDI-TOF
pH 6.8
Acetonitrilo-4cido féormico
ESI-MS 0.1% o acetonitrilo-agua- Anélisis de masas por nano ESI-MS
acido férmico 1% pH 6.8
Tris-HCI 20 mM pH 7.6
EDTA 1 mM o ;
UA DTT 0.1 mM Anélisis dg protglnas po,r_
Ultracentrifugacion Analitica
NaCl 500 mM
Glicerol 1% [vol/vol]
Fosfato potasico 10 mM o
o Lectura de espectros por dicroismo
CD Sulfato amonico100 mM )
circular
pH 7.6
Sacarosa 25%
LEP Citrato trisédico 150 mM Lisis de S. pneumoniae para
SDS 0.01% extractos crudos
Na-DOC 0.1%
Sacarosa 25%
Lisis de S. agalactiae y E. faecalis para
LEAF NaCl 100 mM g y P
extractos crudos
Lisozima 100 pg/ul
Tris-HCI 50 mM pH 7.6
EDTA 1 mM Lisis de S. pneu}momae para- taxtractos
LP totales de proteina y extraccion de RNA
NaCl 50 mM

total
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Tris-HCI 50 mM pH 7.6

LAF EDTA 1 mM Lisis de S. agalactiae y E. faecalis para
Lisozima 5 mg/ml extractos totales de proteina
Mutanolisina 0.26 U/l
Tris 25 mM .

WEBT Glicina 192 mM 'tl)'lroetnsferenua a membrana por Western
Metanol 20%
Na,HPO4 10 mM
KH,PO4 2 mM

PBS KCl 2.7 mM Lavados membrana Western blot
NaCl 137 mM
pH 7.4

PBS-L PBS Lavados membrana Western blot
Tween-20 0.05%
PBS

PBS-S Tween-20 0.05% Saturacion membrana Western blot
Caseina 0.2%
Na,HPO, 60 mM
NaH,PO, 40 mM

Tampon Z KCIl 10 mM Ensayos de actividad (3-
MgSO, 1 mM galactosidasa

B-mercaptoetanol 38 mM
pH 7

5. ENZIMAS, PRODUCTOS QUIMICOS Y REACTIVOS

Las enzimas de restriccion, la ligasa y la polinucleétidoquinasa del fago T4 se
adquirieron de New England Biolabs. La casa Roche suministré el kit de extraccién de
DNA plasmidico (High Pure plasmid isolation kit), la DNasa | RNAse free, isopropil-p-
D-1-tiogalactopirandsido (IPTG), inhibidor de proteasas Complete con y sin EDTA,
antibiético Ap, rNTPs y dNTPs no radiactivos. La DNA polimerasa Phusion High-
Fidelity se adquiri6 a través de Finnzymes. Thermo Fisher Scientific suministré la
transcriptasa reversa Thermoscript, la DNA polimerasa Taq, el marcador pretefiido de
pesos moleculares de proteinas (SeeBlue Plus), el inhibidor de RNasas (RNAseZap), y
el kit para mutagénesis dirigida GeneTailor Site-Directed Mutagenesis System. La
retrotranscriptasa iScript y el kit de sintesis de cDNA con el que viene son de Bio-Rad.

Bioline proporciond el marcador de peso molecular de DNA HyperLadder I. Sigma
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suministré las siguientes enzimas: proteinasa K, RNasa A, seroalbimina bovina (BSA),
lisozima y mutanolisina; antibiéticos: eritromicina (Em), rifampicina (Rif), tetraciclina
(Tc), kanamicina (Km) y novobiocina (Nov); cloramfenicol (Cm) &cido fusidico (Fus),
los anticuerpos secundarios de cabra anti-conejo 1gG, ademas de polietilenimina (PEI),
bromuro de etidio (BrEt), DMSO, imidazol y fucosa. El GelRed fue adquirido de
Biotium. Merck suministro el dimetilsulfato (DMS), etanol, acido clorhidrico, cloroformo,
metanol y propanol, ademas de todos los aminoéacidos, vitaminas, hidratos de carbono
(sacarosa, maltosa y glucosa) y cationes divalentes (Mn*?, Mg*). La caseina fue
adquirida a Amresco. El fenol saturado se obtuvo de AppliChem. Los componentes de
los medios de cultivo se obtuvieron de Pronadisa, Merck, Sigma, BD y Difco. De GE-
Healthcare, el marcador de peso molecular proteinas (LMW), las columnas lllustra
Microspin G-25 y las columnas HisTrap HP, HiTrap Heparin HP y HiLoad Superdex
200. El kit de secuenciacion de DNA (Sequenase Version 2.0) se obtuvo de USB
Corporation. Los nucledtidos radiactivos de Perkin-Elmer. La agarosa, acrilamida,
bisacrilamida, TEMED, persulfato aménico, B-mercaptoetanol, Coomasie Brilliant Blue,
SDS, Triton X-100. Tween-20. Commassie Bio-safe, Sypro Ruby, el kit Inmun-Star™
HRP Chemiluminiscent y membranas de PVDF se adquirieron de Bio-Rad. Para la
purificacién de fragmentos de DNA de agarosa y limpieza de reacciones de PCR o
digestiones enzimaticas se utilizd el kit QIAquick de QIAGEN. Para extraer DNA
gendmico se utilizé el kit Genomic DNA Isolation kit de Norgen. En el caso de
extraccion de DNA gendémico de S. agalactiae se usoO el kit DNeasy blood Tissue
(QIAGEN). Para cultivos de E. coli en la extraccion de DNA plasmidico se uso el kit de
Midipreparaciones de Genomed. Para la extraccion de RNA total se uso el kit RNeasy
Mini Kit (QIAGEN). Las membranas para dialisis se obtuvieron de Spectrum, y las
diapositivas de dialisis de Thermo Fisher Scientific. Las placas de revelado radiactivo
en el equipo Phosphorimager (Imaging Plates) se obtuvieron de Fuji. Los filtros de
nitrocelulosa (0.20. 0.22 o 0.45 ym) se adquirieron en Millipore. Las cubetas de
electroporacién de 2 mm de CellProjects. Los concentradores de muestra de proteina

Vivaspin eran de GE-Healthcare.
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6. HERRAMIENTAS INFORMATICAS

Tabla 7. Programas informaticos usados en este trabajo.

Uso Programa Direccion web/Compaiiia
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Busqueda de homologias BLAST
mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py
Busqueda pautas de i ]
ORF finder linux1.softberry.com/berry.phtmi
lectura
Prediccion de dominios
) Pfam pfam.sanger.ac.uk
funcionales
Disefio oligonucleétidos Primer_3 frodo.wi.mit.edu

Andlisis oligonucleétidos

OligoAnalyzer

eu.idtdna.com

Visualizacion de

Artemis sanger.ac.uk/resources/software/artemis/
genomas
Ensamblado de genomas IonGAP http://iongap.hpc.iter.es/

SynTView genopole.pasteur.fr/SynTView/
Comparativa de genomas

MAUVE darlinglab.org/mauve/mauve.html
Anotacion de genomas RAST rast.nmpdr.org/
Comparacion y
representacion de Easyfig 2.1 easyfig.sourceforge.net/
genomas
Mapas de restriccion y ] . .

ApE plasmid biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/

lectura de secuencias

Alineamiento de

secuencias

ClustalOmega

www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/

MUSCLE www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
Secuencias consenso WebLogo weblogo.berkeley.edu/
Analisis filogenéticos RAXML sco.h-its.org/exelixis/web/software/raxml/
Visualizacion de
estructuras 3D PyMol pymol.org
Modelado estructuras 3D  Phyre2 www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2
Analisis de geles QuantityOne Bio-Rad

54



Materiales y Métodos

Andlisis secuencia

primaria de proteinas ProtParam expasy.ch

SABLE sable.cchmc.org
Andlisis estructura Jpred www.compbio.dundee.ac.uk/www-jpred/
secundaria de proteinas  ps;jpre( bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred

PredictProtein

predictprotein.org

Representacion gréfica SigmaPlot SigmaPlot
Velocidad de SEDFIT analyticalultracentrifugation.com
Sedimentacion SEDNTERP jphilo.mailway.com

Equilibrio de

Sedimentacion

HeteroAnalysis

biotech.uconn.edu/auf/?i=aufftp

SpectraManager Jasco
Analisis CD
Origin 6.0 Microcal
. SELCONS3/
Deconvolucién espectros .
CONTIN/ dichroweb.cryst.bbk.ac.uk

CD

CDSSTR/ K2D
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METODOS

1. CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE ESTIRPES BACTERIANAS

Los cultivos de E. coli en medio liquido se crecieron en matraces o tubos con
una capacidad de, al menos, cinco veces mayor que el volumen del cultivo y en
condiciones de aireacion con agitacion a una velocidad de 180-220 rpm. En el caso del
crecimiento en medio liquido de S. agalactiae y E. faecalis se usaron tubos con una
capacidad de dos a cinco veces mayor que el volumen del cultivo y bafios estaticos o
con agitaciéon (180-220 rpm). En medio soélido el crecimiento de los cultivos fue en
superficie. Para los cultivos de S. pneumoniae se utilizaron condiciones microaerofilas
de crecimiento y en medio liquido se utilizaron bafos sin agitacion y tubos cuya
capacidad no sobrepasaba el doble del volumen del cultivo. Para el crecimiento de
neumococos en placa, se mezclaron las células y los antibiéticos correspondientes en
una capa basal (20 ml) de medio AGCH suplementado con extracto de levadura
(0.2%) y sacarosa 0 maltosa (0.3%), al cual se afiadié agar al 1%. Esta capa se cubri6
con 8 ml del mismo medio, 0.75% de agar y sin antibidticos. La temperatura de
incubacion para el crecimiento de todas las estirpes bacterianas fue de 37°C. El
crecimiento en medio liquido se siguié midiendo la absorbancia de los cultivos a las
longitudes de onda de 600 nm para E. coli, S. agalactiae y E. faecalis; y 650 nm para
S. pneumoniae. Para ello, se emple6 un espectrofotometro Bausch & Lomb
(Spectronic 20D+).

Para la conservacion de estirpes, se crecieron los cultivos hasta una DO de
0.3-0.4, posteriormente se afiadi6 glicerol a una concentracion final del 10%, se
mantuvieron a 37°C durante 10 min y después otros 10 min a 4°C. Finalmente, se

congelaron a -80°C.

2. TRANSFORMACION BACTERIANA

2.1. Preparacion de células competentes

Las células electrocompetentes de E. coli se prepararon a partir de cultivos
crecidos hasta la fase exponencial (DO = 0.5) con agitacion fuerte de la estirpe de
interés en medio SOC (Maniatis et al, 1982). Tras enfriar el cultivo en hielo, se
centrifugd a baja velocidad (5.000 rpm) a 4°C y se lavé el pellet varias veces con agua
fria estéril. Finalmente, las células se resuspendieron en glicerol al 10% y tras repartir

en alicuotas de 50 ul, se congelaron a -80°C.
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Las células electrocompetentes de E. faecalis y S. agalactiae se prepararon
siguiendo métodos muy parecidos, basados en el descrito por Cruz-Rdz & Gilmore
(Cruz-Rodz & Gilmore, 1990). Con E. faecalis se crecio la cepa de interés en medio
SG-ESTY (medio ESTY suplementado con 0.5 M de sacarosa y 6% de glicina ajustado
a pH 6.8-7) hasta una DO = 0.5 sin agitacion. Se centrifug6 el cultivo a 6.000 rpm y
4°C y el pellet resultante se lavo tres veces con una solucion fria (4°C) que contenia
0.5 M de sacarosa y 10% de glicerol (pH 7). En el caso de S. agalactiae, los cultivos se
crecieron hasta una DO = 0.5 sin agitacion, tras lo que se afadieron 0.5 M de
sacarosa y 2.5% glicina y se incubaron 1 h mas con agitacion. Se recogieron las
células por centrifugaciéon a baja velocidad (4.000 rpm) y 4°C y el pellet de células se
lavé tres veces con una solucién fria (4°C) que contenia 0.5 M de sacarosa, 1 mM de
MgCl,, 7 mM de NaH,PO, y 15% de glicerol (pH 7.4). Finalmente, se hicieron alicuotas
de 40 ul y se congelaron a -80°C.

Las células competentes de S. pneumoniae se prepararon siguiendo el método
descrito por Lacks (Lacks, 1966). Basicamente, se realizaron tres diluciones sucesivas
del cultivo en medio fresco y tras alcanzar la fase exponencial (DO = 0.3), se afadio

glicerol al 10% y se congeld a -80°C en alicuotas de 50 pl.

2.2. Transformacion

2.2.1. Transformacion por electroporacion

Las células de E. coli se transformaron por electroporacion siguiendo el método
descrito (Dower et al, 1988). En el caso de la electroporacion de células de E. faecalis
y S. agalactiae se siguié el método optimizado de Cruz-Rodz & Gilmore (Cruz-Rodz &
Gilmore, 1990). Para todas ellas, el DNA transformante estaba disuelto en agua
ultrapura (Milli-Q) estéril y se mezclé con 50 pl de células competentes en una cubeta
de electroporacion de 2 mm previamente enfriada a 4°C. El pulso eléctrico se aplico en
un electroporador Gene Pulser (Bio-Rad), con las siguientes condiciones: 25 uF, 2.5
kV/icm y 200 Q. Los transformantes de E. coli se diluyeron en 0.8 ml de medio SOB
suplementado con glucosa (0.4%) y se incubaron a 37°C en agitaciéon (150 rpm)
durante 1 hora. Para los transformantes de S. agalactiae o E. faecalis las células se
recuperaron en medio TH o S-ESTY-MC (ESTY suplementado con 0.5 M sacarosa, 10
mM de MgCl, y 10 mM de CaCl, a pH 7), respectivamente. Las células se incubaron a
37°C sin agitacion durante 2-3 horas. En todos los casos la seleccion de
transformantes se realizé mediante siembra en placas TY-agar (E.coli), TH-agar (S.

agalactiae) o SR (E. faecalis) y el antibiético adecuado.
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2.2.2. Transformacion genética natural

Los plasmidos de interés fueron introducidos por transformacion natural de
células competentes de la estirpe 708 de S. pneumoniae (Espinosa et al, 1982).
Bésicamente, las células se diluyeron las células en medio AGCH suplementado con
70 uM CaCl;, y 0.2% sacarosa, y se afiadié posteriormente el DNA transformante. Tras
un periodo de incorporacion del DNA a 30°C (40 min), las transformaciones se
incubaron a 37°C durante 90 minutos para permitir la expresion fenotipica, en
condiciones de induccion dependiendo del marcador de seleccion empleado. El
aislamiento de colonias transformantes se llevd a cabo mediante crecimiento en placa

con seleccién correspondiente, tal como se describe en el Métodos 1.

3. PREPARACIONES DE DNA

3.1. Extractos crudos celulares

La preparacion de extractos crudos celulares se utilizd6 para analizar el
contenido en DNA total de las estirpes a estudio. Basicamente, se resuspendi6 el
pellet celular (crecido hasta una DO = 0.4) en 100 pl de un tampon de lisis, cuya
composicion vari6 dependiendo de la especie bacteriana. Para S. pneumoniae se
empled el tampdn LEP y para S. agalactiae y E. faecalis el tampon LEAF (Tabla 6),
suplementado en todos los casos con RNasa | (0.25 mg/ml). Tras incubar 10 min a
24°C, se afiadid6 SDS (1%) y se agitd la mezcla durante 3 min. A continuacién, para
romper el DNA cromosémico, se congeld (-80°C) y descongeld (37°C) cada tubo 3-5
veces. Finalmente, se afiadié proteinasa K (0.25 mg/ml) e incubé 10 min a 24°C. Para
el andlisis de las muestras, se afiadieron 50 pl de tampén CEC 3X a cada una y se

sometieron a electroforesis en geles de agarosa.

3.2. Extraccion de DNA gendmico

Para la extraccion de DNA gendmico de cultivos de S. agalactiae se usé el kit
DNeasy blood Tissue (QIAGEN) siguiendo las especificaciones de la casa
suministradora incluyendo algunas modificaciones que se describen a continuacion.
Tras el crecimiento y centrifugacion del cultivo, las células se resuspendieron en una
solucion que incluia 20 mM Tris-HCI pH 8, 2 mM EDTA, 1.2% Triton X-100 y 20 mg/ml
de lisozima. Tras una incubacion a 37°C durante una hora, se afiadié el tampon de

resuspension (provisto por el kit) suplementado con 1 mg/ml proteinasa K y se incub6
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a 70°C otras 3 horas. Una vez eluido el DNA, se afiadié un paso extra de digestion de

RNA por adicion de 5 pg/ml de RNasa | e incubacion de 30 minutos a 37°C.

3.3. Extraccion de DNA plasmidico
La purificacion de los plasmidos pMV158, pAS, pMVS y pMVSag para su uso

en ensayos de footprinting o0 como sustratos en ensayos de actividad proteica, se llevo
a cabo mediante dos gradientes sucesivos de CsCI/BrEt (del Solar et al, 1987). En
general, el resto de preparaciones de plasmido se realizaron con el kit comercial (High
Pure plasmid isolation kit, Roche), incluyendo algunas variaciones en los tampones
para S. pneumoniae y S. agalactiae. El tampén de resuspension del pellet celular se
suplement6 con 50 mM de glucosa y 0.1% de DOC para S. pneumoniae, o 50 mM de
glucosa y 100 pg/ml de lisozima para S. agalactiae. El tampén de lisis en ambos casos
incluia 0.170 M de NaOH y un 1% de SDS para la desnaturalizaciéon del DNA
cromosomico. Con cultivos de E. coli también se uso para extraer DNA plasmidico el
kit de Midipreparaciones de DNA plasmidico de Genomed.

3.4. Obtencion de fragmenos de DNA de doble cadena

Los fragmentos de DNA empleados en este trabajo se obtuvieron a través de
digestion con enzimas de restriccion o amplificacion por PCR. El kit QIAquick PCR

Purification (QIAGEN) se us6 para purificar el DNA resultante en ambos casos.

3.4.1. Digestion con enzimas de restriccion

La digestion enzimatica del DNA se realiz6 utilizando las soluciones vy
condiciones de reaccién recomendadas por la casa suministradora. Siempre que fue
posible se hicieron las digestiones dobles con enzimas cuyo tampén y temperatura de
reaccion era compatible, suplementando con BSA (10 pg/ml) en el caso de que alguna
de ellas lo requiriera. En general, los tiempos de digestion no excedieron las tres horas

y se inactivé la enzima mediante desnaturalizacién térmica (10 min a 65°C).

3.4.2. Amplificacidon en cadena de la DNA polimerasa (PCR)

En todas las amplificaciones se utilizé6 un termociclador iCycler (Bio-Rad). La
enzima Taq DNA polymerase (Invitrogen) fue usada para el andlisis de transformantes
por PCR de colonias de E. coli, S. agalactiae, E. faecalis y S. pneumoniae. El método
consiste en resuspender una colonia bacteriana en 100 pl de medio de cultivo, seguido
de una dilucion 1/10 en agua a partir de este cultivo, donde 1 pl de esta mezcla se usa

como molde en la reaccidon de PCR. Cada reaccion de 25 yl contenia: 20 mM Tris-HCI,
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pH 8.4, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 20 pmol de cada cebador, 200 yM de cada dNTP y 1
U de polimerasa Tag. La enzima Phusion High-Fidelity DNA polymerase (Finnzymes)
fue usada para el resto de las reacciones de amplificacion. En este caso, la
composicion por reaccion (50-100 ul) contenia: tampon de reaccion 1X (16 mM
(NHg4)2SO,, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8), 1,5 mM MgCl,), 0.2 mM de cada dNTP, 20 pmol
de cada cebador, 0.65 U de polimerasa Phusion y DNA molde (1-50 ng). Las
condiciones de temperatura con ambas enzimas fueron las siguientes: un paso inicial
a 94-98°C durante 30 s, seguido por 30-35 ciclos de 10s a 94-98°C, 20-60s a 50-68°C
y 30s a 72°C. Por ultimo se afiadié una extension de 10 min a 72°C.

3.5. Ligacion de DNA

La ligacion de fragmentos DNA se llevé a cabo en mezclas de reacciones
diluidas (para recircularizar la misma molécula) o concentradas (para ligar dos
moléculas diferentes). En general, la relacion molar entre vector e inserto fue entre 1:5
y 1:10. Las condiciones de reaccion fueron las recomendadas por la casa
suministradora, incubando las mezclas con 400 U de ligasa del fago T4 (New England
Biolabs) a 16°C durante 15 horas (extremos romos) o 22°C durante 2 horas (extremos

cohesivos).

3.6. Construccion de plasmidos recombinantes

La integridad del DNA de todas las construcciones plasmidicas se confirmaron
mediante secuenciacion, a través del servicio de secuenciacion automatica del CIB
(Secugen S.L.).

3.6.1. Vectores de expresion de la proteina MobM vy sus variantes

El vector pQE-1 fue usado para el clonaje y produccion de la version con colas
de histidinas en el extremo N-terminal de MobMN199 (His-MobMN199). Para ello, se
amplifico la region de 608 pb delimitada por los oligonucleétidos pQE-Mob y pQE-
N199 (Tabla 5) del plasmido pMV158. El fragmento de DNA resultante se clono en el
vector pQE-1 previamente digerido con Pvull en E. coli M15/pREP4 para obtener el
plasmido pHis-MobMN199 (Tabla 4). Para la produccion de mutantes puntuales de la
proteina His-MobMN199 (en las posiciones H22, R25, Y44 y E129) se usaron los
oligonucleétidos detallados en la Tabla 5 y el kit GeneTailor Site-Directed Mutagenesis
System (Fisher Thermo Scientific) siguiendo las condiciones recomendadas por el

mismo.
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La expresion de MobMN243, una versién truncada de MobM con los primeros
243 aminoécidos desde el extremo N-terminal, se llevo a cabo tras la conversion del
codon P244 (CCG) del gen mobM en un codon STOP (TAG, &mbar) (Fernandez-
Lépez et al, 2013b). Concretamente, se amplific6 la regién delimitada por los
oligonucleétidos Ndel-F y P244-stop-Xhol (Tabla 5) (768 pb) del plasmido pMV158 y
se digirié el producto obtenido con las enzimas Ndel y Xhol. EI DNA resultante se ligd
con el vector pET-24 previamente digerido con las mismas enzimas, y el producto se
transformo el E. coli BL21(DE3) obteniendo asi el plasmido recombinante pMobMN243
(Tabla 4).

Por otro lado, la construccion de plasmidos derivados de pMV158 que
contienen mutaciones puntuales en el gen mobM se llevaron a cabo mediante una
estrategia de PCR. Se usaron como moldes el plasmido pMV158 y dos plasmidos que
contenian las proteinas His-MobMN199 ya mutadas (pHisMobMN199(H22A) o
pHisMobMN199(Y44F)). Los plasmidos recombinantes pMV158H22A y pMV158Y44F
(Tabla 4) se recuperaron en S. pneumoniae 708 (Tabla 2) para su uso en ensayos de

transferencia conjugativa.

3.6.2. Vector de expresion de la proteina MobSag

Para clonar el gen mobSag en el vector de expresion pET-24b (Tabla 4), se
llevé a cabo una estrategia una estrategia de PCR anidada (del inglés nested PCR)
que favorece la sensibilidad y especifidad de la amplificacion (Newton & Graham,
1994). La primera amplificacion se realiz6 con la pareja de oligonucle6tidos Sag2
(Tabla 5) y el DNA gendémico de S. agalactiae HRC (Tabla 2). Usando como molde el
fragmento obtenido (1602 pb), se realiz6 una segunda amplificacion de la regién de
1386 pb delimitada por los oligonucleétidos Sagl (Tabla 5). El producto resultante se
digiri6 con las enzimas Aval y Nhel, mientras que el vector pET-24b se linearizé con
Xhol y Nhel. La estirpe E. coli BL21 (DE3) fue transformada con el DNA resultante de
la ligacion de ambos DNAs, obteniendo el plasmido pMobSag (Tabla 4).

3.6.3. Plasmidos derivados de pMV158
3.6.3.1. pMVS y pMVSag

Para el estudio de la actividad relaxasa de la proteina MobSag se construyé un
plasmido derivado de pMV158 en los que se sustituyé el médulo de movilizacién de
pMV158 (oriTpwviss, MObM y ssoA) por el correspondiente cromosomico de IMErps|

(OriTIMErpsl, mobSag y SSoA).
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Los oligonucledtidos INV-F e INV-R (Tabla 5) se fosforilaron con la
polinucleétidoquinasa T4 (New England Biolabs) siguiendo las instrucciones de la casa
suministradora. Posteriormente se amplific6 mediante PCR inversa (Ochman et al,
1988) la region delimitada por ellos, empleando DNA del pldsmido pMV158 como
molde. El producto de amplificacién de 3687 pb (de extremos romos y con una nueva
diana Stul) fue recircularizado con la ayuda de la T4 DNA ligasa y recuperado por
transformaciéon en S. pneumoniae 708, resultando el vector que se denominé pMVS
(Tabla 4). Por otra parte, a partir del DNA gendémico de S. agalactiae HRC (Tabla 2) se
realiz6 una amplificacion por PCR con la pareja de oligonucleétidos fosforilados Sag2
(Tabla 5). El fragmento obtenido de 1602 pb y extremos romos (el cual incluye el
oriTiverms, €l gen mobSag y el ssoA de IMErpsl) se clond en la diana Stul del vector
pMVS. A continuacion, se utilizé la mezcla de ligacion para transformar S. pneumoniae
708. Tras la seleccion de recombinantes se obtuvo un nuevo plasmido, pMVSag, en el
gque el casete MOB se encuentra en la direccién equivalente a la de pMV158 (véase
Tabla 4).

3.6.3.2. pMVT y pMVT-PfcsK

Para el andlisis de la union de MobM al sitio secundario se construyd un
derivado de pMV158 que carecia de sitio de union primario (oriTpmyiss) Y promotor
Pmob2 y en el que el gen mobM estaba bajo el control del promotor inducible por
fucosa PfcsK de neumococos.

La estrategia de clonaje planteada se encuentra resumida en la Figura 14. A
partir del plasmido pMV158 se realizé una amplificacion con los oligonucleétidos 4Sacl
y C2/3 (Tabla 5), obteniendo un producto de 5420 pb. Por otra parte, se usaron los
oligonucleétidos 1Sacl y 2/C3 (Tabla 5) para amplificar dos fragmentos distintos: i) uno
de 290 pb que incluia dos terminadores transcripcionales en tAndem (T1T2) del operdn
rrnB de E. coli (Brosius et al, 1981), usando como molde el plasmido pAST (Ruiz-Cruz
et al, 2010) y ii) otro de 407 pb que incluia los dos terminadores transcripcionales
antes mencionados (T1T2) y el promotor inducible por fucosa PfcsK (Chan et al,
2003), usando como molde el pldsmido pAST-PfcsK (Ruiz-Cruz et al, 2010). Los
cebadores C2/3 y 2/C3 son parcialmente complementarios, por lo que a través de la
amplificacion por PCR con los oligonucleétidos 1Sacl y 4Sacl (Tabla 5) y una mezcla
de moldes entre el fragmento de 5420 pb derivado de pMV158, y el fragmento de 290
pb (terminadores T1T2), se obtuvo un producto final de 5670 pb. Este fragmento se
digiri6 con la enzima Sacl y se recircularizd6 para construir el plasmido pMVT.

Siguiendo la misma estrategia y oligonucleétidos se amplific6 una mezcla entre el
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fragmento de 5420 pb derivado de pMV158 y el de 407 pb (terminadores T1T2 y
promotor PfcsK), obteniendo un producto final de 5787 pb. Tras su digestién con Sacl
y autoligacion se obtuvo el plasmido pMVT-PfcsK (Tabla 4).

s Figura 14. Estrategia seguida para la

construccion de los plasmidos pMVT y
\ﬂca PMVT-PfcsK. Los oligonucledtidos 4Sacl y
C2/3 (Tabla 5) se usaron para amplificar
un fragmento de 5420 pb del plasmido
pMV158 (excluyendo la region del origen
de transferencia (oriTpwviss) Y promotor 2

\45ac|

£c2/3

pAST o
pAST-Pfecsk

de mobM (Pmob2). Por otra parte, se
- lPCR lPCR utilizé el par de oligonucleétidos 1Sacl y
— - &/3)_ 2/C3 (Tabla 5) para amplificar dos

“2/c3 — fragmentos distintos dependiendo del
\/ molde: con pAST se obtuvo un fragmento
de 290 pb (incluye los terminadores

Mezclar y anillar

ey transcripcionales T1T2); mientras que con
o < pAST-PfcsK se obtuvo un fragmento de

IPCR Asacl 407 pb (incluye los terminadores
1Sacl transcripcionales T1T2 y el promotor
- <omnoeeoooneeoooe- inducible por fucosa PfcsK). Se llevo a
"""""""""" 4Sacl cabo una segunda PCR con una mezcla

lDigesh‘c’)nconSacl anillada del DNA obtenido a partir de

pMV158 y pAST. El producto obtenido se
digirié con Sacl y se autoligd, obteniendo
l el plasmido pMVT (5670 pb). Se repitid el

mismo proceso con los DNAs de pMV158
y pAST-PfcsK, obteniendo asi el plasmido
pPMVT-PfcsK (5787 pb).

AUTOLIGACION

3.6.4. Fusiones transcripcionales de lacZ con el promotor Pctll

El efecto de MobM sobre el promotor del rnall (Pctll) se analizé a través de
ensayos de [-galactosidasa con wuna construccibn que contenia la fusion
transcripcional entre Pctll y el gen lacZ. Usando como molde DNA del plasmido
pMV158 vy los oligonucledtidos RNAII-F y RNAII-R (Tabla 5), se amplific6 un fragmento
de 109 pb que contenia la secuencia del promotor Pctll. Este fragmento se digirié con
las enzimas EcoRIl y Pstl y se ligé con el plasmido pMP220 (Tabla 4) previamente
digerido con las mismas enzimas. El plasmido resultante, denominado pRNAII (Tabla
4), se transformé en las estirpes: i) E. coli IM109(DE3) portadora del vector compatible
de expresion de mobM, pLGM2 (Tabla 4) y ii) E. coli JIM109(DE3) portadora del
plasmido pET-5 (Tabla 4). Como control y siguiendo la misma estrategia, se construyo
otro plasmido denominado pAORI (Tabla 4) que contiene el gen lacZ fusionado
transcripcionalmente con el promotor Pmob2 de mobM. Para ello, primero se amplifico
un fragmento de 106 bp del plasmido pMV158 usando los cebadores AORI-F y AORI-

R (Tabla 4). Tras la digestion con las enzimas EcoRI y Pstl de este fragmento y del
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plasmido pMP220, ambos productos se ligaron. La mezcla de ligacion se transformé

en las mismas estirpes de E. coli usadas para el plasmido pRNAII (ver mas arriba).

4. ANALISIS DE DNA

4.1. Cuantificacion

La concentracion y calidad de las muestras de DNA se analiz6 con un
espectrofotémetro NanoDrop ND-2000 (NanoDrop), midiendo el espectro de absorcion
de las soluciones entre las longitudes de onda de 220 y 350 nm. Se estimé que una
unidad de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 o 33 ug/ml para dsDNA o ssDNA,
respectivamente. En algunos casos, la cuantificacion de dsDNA lineal o circular se
determiné por densitometria mediante electroforesis en geles de agarosa tefidos con
BrEt (1 pg/ml) o GelRed 1X, comparando las intensidades de la(s) banda(s) de DNA
de interés y un patrén de fragmentos de DNA de concentracién y peso molecular
conocido (patrén comercial HyperLadder I, Bioline). Las medidas de la concentracion
de DNA gendmico empleado para secuenciacibn masiva se realizaron con el

fluorimetro Qubit 2.0 (Invitrogen).

4.2. Electroforesis

4.2.1. Geles de agarosa

La separacion de DNA plasmidico, cromosémico o lineal se llevd a cabo
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa. Previa aplicacion en el gel, las
muestras se disolvieron en los tampones de carga BXGE o SBE (Tabla 6). La
concentracion de agarosa (entre 0.8% y 1.5%), el tampo6n de electroforesis (TAE o
TBE), la duracion de carrera, el voltaje aplicado y la longitud del gel, dependieron del
tipo y tamafio del DNA a analizar. Para la tincion del DNA se sumergieron los geles en
BrEt (1 ng/ml) o GelRed 1X durante 30 min a temperatura ambiente. Alternativamente
y dependiendo del ensayo, la tincion se realizd incluyendo BrEt en el gel y en el
tampon de carrera. EI DNA se visualizo con luz ultravioleta larga (360 nm) para geles
analiticos o corta (260 nm) para geles preparativos en un transiluminador GelDoc XR

(Bio-Rad). La imagen resultante se analizé con el software QuantityOne (Bio-Rad).
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4.2.2. Geles de poliacrilamida (PAA)
4.2.2.1. Geles PAA nativos (EMSA)

La electroforesis de fragmentos de DNA en geles nativos de PAA se realiz6 en
geles verticales con el sistema Mini Protean Il (Bio-Rad). Normalmente, la
concentracion de PAA fue de 10% en tampdn TBE 1X. Las muestras se mezclaron con
tampon de carga BXGE y se aplicaron en el gel al que se aplicé un voltaje de 100 V.
Una vez terminada la electroforesis, los geles se tifieron y visualizaron como se indica
en Métodos 4.2.1.

4.2.2.2. Geles PAA desnaturalizantes

La visualizacién de los oligonucle6tidos productos de reaccion en los ensayos
de actividad de corte de MobM sobre ssDNA se analizaron en minigeles de PAA al
20%, con 7 M de urea, empleando cubetas Mini Protean Ill (Bio-Rad). Por otra parte,
tanto los productos de secuenciacidbn como las reacciones de extension del cebador se
resolvieron mediante electroforesis en geles de PAA al 8% con 7 M de urea. Las
cubetas empleadas tenian unas dimensiones de 15 x 40 cm (gel 0.35 mm de espesor).
Las condiciones de carrera fueron: vataje constante de 50-60 W, 120-150 min de
duracion y a una temperatura de 50°C. En todos los casos se llevé a cabo una
precarrera durante 30 min (hasta que la temperatura del sistema alcanzé
aproximadamente 50°C) en las mismas condiciones de carrera. Las muestras se
mezclaron con un volumen de colorante de carga BXF 1X (Tabla 6), se calentaron a
85°C durante 5 min y se mantuvieron en mezcla de agua y hielo (~0°C) hasta el
momento de la carga en el gel. Se emple6 TBE como tampén de electroforesis (Tabla
6). Dependiendo del marcaje del DNA, las bandas se visualizaron mediante el sistema
Fujiflm Image Analyzer FLA-3000 (Phosphorimager, Fuji) o seguin se indica en
Métodos 4.2.1.

4.3. Marcaje radiactivo de DNA

El DNA marcado radiactivamente fue visualizado mediante el equipo Fuijifilm
Image Analyzer FLA-3000 (Phosphorimager, Fuji). La intensidad de las bandas de

DNA marcado fue cuantificada usando el software Quantity One (Bio-Rad).

4.3.1. Marcaje en el extremo 5’

El uso de oligonucleétidos marcados radiactivamente en 5° se us6 para los

ensayos de primer extension, footprinting, o secuenciacion manual de DNA. Los
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oligonucledtidos se marcaron en el extremo 5° utilizando [y-*’P]-ATP. Se sigui6 el
método descrito (Maniatis et al, 1982), utilizando la enzima T4 polinucle6tido quinasa
(New England Biolabs). Cada reaccién de marcaje (25 ul) contenia el tampdn
proporcionado por el fabricante, 50 pmoles de oligonucle6tido, 50-90 pmoles de [y-
¥pP]-ATP (3,000 Ci/mmol; 10 uCi/ul) y 10 U de kinasa. Tras una primera incubacion a
37°C durante 30 min se afiadieron otras 10 U de kinasa y se incub6 a 37°C durante 30
min adicionales. Finalmente, la enzima fue inactivada mediante una incubacion a 65°C
durante 20 min. El nucleétido radiactivo no incorporado se elimind por cromatografia

de filtracion, empleando las columnas Microspin-G25 (GE Healthcare).

4.3.2. Marcaje interno

Para la secuenciacion manual del DNA del fago M13, se emplearon
oligonucleétidos no marcados y se incorporé el isétopo radiactivo [a-*2P]-dCTP (400
Ci/mmol) durante la amplificacion por PCR (ver apartado siguiente). La actividad
especifica de los fragmentos obtenidos dependié del %GC del DNA amplificado y de la

relacién empleada entre nucleétido dCTP radiactivo y no radiactivo.

4.4. Secuenciacion de DNA

4.4.1. Secuenciacion manual

Para la secuenciacion manual del DNA se sigui6 el método de terminacion de
cadena (Sanger et al, 1977) con el kit comercial Sequenase v2.0 DNA Sequencing kit
(USB-Affimetrix).

En la secuenciacion de DNA del fago M13, se us6 como DNA molde 1 pg de
DNA que se anillé con 0.5 pmol de cebador sin marcar (provisto por el kit). Para ello, la
reaccion se incub6 a 65°C durante 5 minutos, tras lo que se dej6 enfriar lentamente
hasta aproximadamente 37°C. En la reaccion de secuenciacion se incluyeron: DNA-
cebador previamente anillado, el is6topo radiactivo [a-*?P]-dCTP (ver apartado
anterior), 5 mM DTT, una mezcla que incluia 7.5 uM de cada uno de los dNTPs (G, Ay
T) y 3.2 U de DNA polimerasa Sequenasa. Las reacciones se incubaron a temperatura
ambiente durante 4 min. Inmediatamente, se repartié la mezcla entre cuatro tubos que
contenian los dideoxinucleétidos (ddNTPs) de A, G, C y T, y se incubaron a 37°C
durante 5 min. A continuacion, las reacciones de secuencia fueron procesadas como
se indica en la seccion 4.2.2.2 de este capitulo para el andlisis en geles de PAA.

Para las reacciones de secuencia de ensayos de footprinting, como DNA molde
se utilizé 1 pg de DNA plasmidico desnaturalizado por élcali y se anillé (tal como se

indica en el parrafo anterior) con 1.5 pmol de un cebador marcado radiactivamente en
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el extremo 5° con [y-**P]-ATP (ver Métodos 4.3.1.). Las reacciones de secuenciacion
se trataron como en el caso anterior, excepto que el mix de dNTPs utilizado fue el
provisto por el kit (que incluia dGTP, dCTP, dTTP).

4.4.2. Secuenciacion automatica

La composicion nucleotidica de los DNAs obtenidos a través de manipulacion
genética se confirm6 mediante el sistema BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies)
en el servicio de secuenciacion automatica del CIB (Secugen S.L.).

4.4.3. Secuenciacion masiva

La secuenciacion del genoma del aislado clinico S. agalactiae HRC se llevé a
cabo con la tecnologia lon Torrent (Thermo Fisher Scientific, Inc.) en el Instituto
Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de Canarias (Universidad
de La Laguna). La construccion de la libreria de DNA se llev6 a cabo de manera
automatica en el sistema AB Library Builder (Applied Biosystems), partiendo de 500 ng
de DNA gendmico y empleando el kit Xpress Plus Library Kit (Life Technologies). La
concentracion y distribucion de fragmentos de la librerias de secuenciacion cual se
evalu6 mediante electroforesis capilar posteriormente en un el sistema Bioanalyzer
2100 con un chip de alta sensibilidad (Agilent Technologies). La muestra se diluy6 (26
pM) y se someti6 a una amplificacion mediante PCR en emulsion y a un posterior
enriquecimiento utilizando el sistema One Touch (lon OneTouch 200 kit v2DL). La
muestra enriquecida se cargd en un chip lon 314 y se sometié a secuenciacion en la
plataforma lon Torrent Personal Genome Machine con la quimica de secuenciacion
para lecturas de 200 pb. Un total de 121 Mb fueron secuenciados en 686.800 lecturas
(media de longitud de lecturas de 177 pb). La plataforma web IonGAP (Tabla 7) se
utilizé para realizar el analisis de los datos. Usando la clasificacion bacteriana MLST
(Multilocus Sequence Typing) y 16S rRNA, se determind que el aislado HRC
pertenece al complejo clonal (CC) 1 y Sequence Type (ST) 1. Se realiz6 un analisis
comparativo de las secuencias obtenidas usando como genoma de referencia el de la
estirpe secuenciada ST1 mas cercana (S. agalactiae SS1, GenBank CP010867.1);
encontrandose entre ellas un total de 78 SNPs (12% sin6nimos y 19% no sinGnimos).
Las secuencias de DNA genomico de HRC obtenidas fueron depositadas en el SRA

(Sequence Read Archive) con el siguiente codigo: SRX1089584.
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5. PREPARACION Y ANALISIS DE RNA

5.1. Extraccion de RNA total

Para aislar RNA total de S. pneumoniae 708 se usé el kit RNeasy Mini kit
(QIAGEN) siguiendo en las indicaciones de la casa suministradora con las variaciones
que se describen a continuacion. Para la lisis celular, los cultivos crecidos a una DO de
0.4 se concentraron 20 veces en tampon LSR (Tabla 6) y se incubaron a 37°C durante
5-10 min. Tras la elucion de las muestras, se incluyé un paso adicional de digestion
con DNasa | (recombinant RNAse free, Roche) durante 20 minutos a 37°C para
eliminar posibles trazas de DNA en las muestras. Tras este tratamiento las muestras
fueron limpiadas con un segundo paso de purificacion usando las columnas del kit. La
integridad del RNA obtenido fue analizada mediante electroforesis en geles de
agarosa al 0.8% y la concentracibn de RNA fue determinada usando un
espectofotometro NanoDrop ND-2000. Para la conservacion de las muestras se

repartieron en alicuotas y congelaron a -80°C.

5.2. Retrotranscripcion por extension de cebador (o primer extension)

Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron usando como sustrato RNA
total aislado tal como se indica en el apartado anterior. La retrotranscripciéon se realizé
usando el sistema ThermoScript™ RT-PCR de Invitrogen. En concreto, se emplearon
2-15 pg de RNA total, 1-2 pmoles del cebador marcado en 5° con **P, 100 uM de cada
dNTP y 15 U de la transcriptasa reversa ThermoScript. Antes de la adicién de la
enzima, el RNA y el cebador se desnaturalizaron durante 5 min a 65°C y se dejo
enfriar la mezcla lentamente para su anillamiento. La reaccion de sintesis de cDNA se
llevé a cabo a una temperatura de 58°C durante 60 min. La reaccion se terminé
incubando 5 min a 85°C. Tras precipitar y disolver en tamp6n BXF (Tabla 6), las
muestras se analizaron muestras en geles PAA desnaturalizantes como se indica en el
apartado 4.2.2.2. Para estimar la longitud del oligonucleétido extendido, se utilizaron
reacciones de secuencia obtenidas por el método Sanger como referencia, utilizando
el oligonucledtido indicado en cada experimento como cebador. Las bandas de DNA
radiactivo se visualizaron mediante Fujiflm Image Analyzer FLA-3000
(Phosphorimager, Fuji) y fueron cuantificadas con ayuda del software QuantityO ne
(Bio-Rad).
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6. PURIFICACION DE PROTEINAS

Para sobreproducir MobM y MobMN199 se usaron dos vectores construidos
previamente en el laboratorio (Guzman & Espinosa, 1997; Lorenzo-Diaz et al, 2011).
En el caso de MobMN243 y MobSag se partié del vector de expresion pET-24b de
Novagen. En este vector, el gen clonado se expresa bajo el control del promotor ®10
del fago T7 en la estirpe E. coli BL21(DE3) (Tabla 2). Esta estirpe contiene una copia
cromosémica del gen lacl y del gen que codifica la RNAP de T7, el cual, a su vez, esta
bajo el control del promotor lacUV5. En ausencia de IPTG, el represor Lacl se une a la
region operadora del promotor lacUV5 y reprime la transcripcion del gen T7-RNAP
(gen 10 del fago T7). En presencia de IPTG, lacl esta inactivo, por lo que se inicia la
sintesis de T7-RNAP, la cual reconoce exclusivamente al promotor ®10 del T7,
transcribiendo el gen de interés (Studier & Moffatt, 1986).

Para la proteina MobM199 con cola de Histidinas en el extremo amino terminal
(His-MobMN99) y los mutantes puntuales, se usé la estirpe de E. coli M15/pREP4
(Tabla 2) y el vector pQE-1 (Tabla 4).

6.1. Purificacion de MobM, MobMN199, MobMN243 y MobSag

Tanto mobM, mobMN243 y mobMN199, como mobSag, se encuentran
clonados en vectores del sistema pET (Novagen) en la estirpe E. coli BL21(DE3)
(Tabla 2). Dada la convergencia en el sistema de expresién y la homologia entre las
proteinas, se decidié usar para su expresion y purificacion el protocolo optimizado para
MobM (Guzméan & Espinosa, 1997) con algunas modificaciones. Basicamente, se
crecieron cultivos (1-4 litros) a 37°C con fuerte agitacion hasta que se alcanzé una DO
= 0.5 y se indujo la expresion del gen por la adicién de 1 mM de IPTG. Tras 30 min de
incubacién, en las mismas condiciones de agitaciébn y temperatura, se afiadi6
rifampicina (200 pg/ml) para inhibir la sintesis de la RNAP de E. coli y se prolongé la
incubacién 90 min mas. Se recogieron las células por centrifugacion y el sedimento
celular se concentré 100 veces mediante resuspension en tampén A (Tabla 6) con 1 M
de NacCl, suplementado con un coctel inhibidor de proteasas (Complete, Roche). La
lisis celular se llevd a cabo pasando la suspension dos veces por una prensa French a
una presion de 8.3 MPa y se eliminaron los restos celulares por centrifugacion. Para
precipitar los &cidos nucleicos, se incubd el sobrenadante con PEI al 0.2% (v/v)
durante 30 min a 4°C y agitacion continua. Posteriormente, se centrifugd y se precipitd
el sobrenadante (donde se encuentra la fraccién proteica) con sulfato amonico a un
70% de saturacion, manteniendo una temperatura de 0°C y agitacién continua durante

1 hora. El sedimento de proteinas se disolvié en 40 ml de tampo6n A con 300 mM NacCl.
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A continuacién, las muestras se aplicaron en una columna de 20 ml de heparina-
agarosa (HiPrep FF, GE Healthcare), equilibrada previamente con el mismo tampoén, a
un flujo de 50 ml/hora en un equipo de cromatografia liquida rapida de proteinas
(FPLC; BioLogic DuoFlow, Bio-Rad). Tras lavar con 5 volimenes de columna, las
proteinas adsorbidas a la matriz se eluyeron mediante la aplicacion de un gradiente
lineal de 300 a 800 mM de NaCl (400 ml de volumen total). Se recogieron fracciones
de 4 ml y su contenido se analiz6 mediante SDS-PAGE. Las fracciones que contenian
la proteina de interés se juntaron y dializaron frente 3 | de tampén A con 500 mM de
NaCl. Posteriormente se concentrd la muestra y se purific6 mediante una etapa de
cromatografia de filtracion en gel, utilizando una columna HiLoad Superdex 200 (120
ml, 16 x 600 mm; GE Healthcare) previamente equilibrada en el mismo tampén. Se
aplicé un flujo de 0.5 ml/min con tampén A 500 mM NaCl y se monitoriz6 la sefal de
absorbancia de luz UV a 260 y 280 nm, recogiendo fracciones de 2 ml. Las muestras
se volvieron a analizar en SDS-PAGE, juntando las fracciones centrales del pico de
elucién. La solucion de proteina pura se concentré a través de filtros Vivaspin-20 (GE
Healthcare) con un tamafio medio de poro de 3 kDa. Por dltimo, el extracto
concentrado se repartié en alicuotas y se congelaron a -80°C para su conservacion.
En todos los casos, se obtuvo un grado de pureza superior al 90% vy las proteinas se

mantuvieron activas al menos un afio en estas condiciones.

6.2. Purificacion de His-MobMN199 y mutantes

En este caso se crecieron las células en 500 ml de medio a 37°C, con fuerte
agitacion, hasta alcanzar una DO = 0.5. La induccién de la expresién de proteina y el
procesado hasta romper las células en la prensa French, fue exactamente igual a
como se describe en el punto anterior, salvo que se utilizé tanto un tampo6n sin EDTA
(tampon His; Tabla 6) como un coctel inhibidor de proteasas sin EDTA (Complete sin
EDTA, Roche). Tras recoger el sobrenadante y afiadir imidazol a una concentracion
final de 10 mM, se aplicé la muestra en una columna con 5 ml de resina de Niquel
(HisTrap FF, GE Healthcare), a un flujo de 30 ml/hora. La columna se lavo con 20
voliumenes de tampon His suplementado con imidazol (10 mM) y la proteina adsorbida
se eluy6 con 5 volumenes del mismo tampén en el que se aumenté la concentracion
de imidazol hasta 250 mM. Tras el andlisis mediante electroforesis, las fracciones
centrales se dializaron frente a tamp6n A con 300 mM NaCl. Tras analizar las
muestras en SDS-PAGE vy juntar las fracciones centrales del pico de elucién, éstas se

concentraron a través de filtros Vivaspin-20 (GE Healthcare) (tamafio de poro de 3
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kDa). Por ultimo, el extracto proteico concentrado se reparti6 en alicuotas y se

congelaron a -80°C para su conservacion.

7. ANALISIS DE PROTEINAS

7.1. Cuantificacion proteica

La secuencia especifica de las proteinas en estudio permitié calcular su peso
molecular teérico (Da) y coeficiente de extincion molar (M™* cm™) usando el programa
ProtParam (Tabla 7). Con esta informacion, la concentracion de proteina pura en
solucion se determind midiendo en un espectrofotdmetro NanoDrop ND-2000 o
Spectronic 1201 (Milton Roy).

7.2. Electroforesis en geles de poliacrilamida (PAA)

Para la electroforesis de proteinas se prepararon geles discontinuos
desnaturalizantes de PAA con SDS (SDS-PAGE). El gel concentrador se prepar6 con
PAA al 4% en 0.375 M de Tris-HCI pH 6.8 y 0.1% de SDS. El gel separador se preparé
con una concentracion de PAA de entre un 10-12% en 0.375 M de Tris-HCI pH 8.8 y
0.1% de SDS. En ambos casos se usaron TEMED y PSA como catalizadores de la
polimerizacion. Los geles se montaron en cubetas Mini-Protean Ill (Bio-Rad). Antes de
la aplicacion, las muestras se disolvieron en tampén de carga SLB (Tabla 6) y se
desnaturalizaron calentando a 95°C durante 3 min. La electroforesis se realizd6 en
tampén TG (Tabla 6). Tras la aplicacion de las muestras, se inici6 la electroforesis con
un voltaje constante de 80 V hasta que las muestras entraron en el gel separador y
luego continu6é con un voltaje de 180 V durante un tiempo que dependia del peso
molecular de la/s proteina/s a analizar. Salvo que se indique lo contrario, la tincion de

estos geles se realiz6 con Coomassie Brilliant Blue (Bio-Rad).

7.3. Secuenciacion del extremo amino-terminal (NH,)

Las secuencias amino-terminales de proteinas se determinaron mediante
degradacion secuencial de Edman en un secuenciador Procise 494 (Perkin Elmer), en
el servicio de Quimica de Proteinas del CIB. Para ello, las muestras proteicas se
separaron en geles SDS-PAGE junto con un marcador de proteinas pretefiido
(SeeBlue Plus 2). Posteriormente se transfirieron a membranas PVDF mediante el
sistema Mini Trans-Blot de Bio-Rad y la membrana se tifié con una solucion fresca de

Coomasie. Tras destefir y lavar con agua destilada, la membrana se secé a
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temperatura ambiente para recortar la banda de interés, desde la que se realizd

directamente el andlisis.

7.4. Analisis de masas moleculares por espectrometria de masas

Para el andlisis de masa molecular exacta de MobMN243 se uso el
espectrémetro de masas MALDI-TOF-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization Time-Of-Flight) Autoflex Ill (Bruker Daltonics, Bremen, Germany)
del servicio de protedmica del CIB, equipado con un laser de haz fino. Previo a su
analisis, las muestras de proteina se dializaron en tampon MS (Tabla 6).

El andlisis de masa molecular de MobMN243 y sus productos de degradacién
se realiz6 usando un espectrometro de masas de Thermo Scientific denominado LTQ-
FT Ultra (que contiene un Linear lon Trap combinado con un Fourier Transform lon
Cyclotron). Este equipo se encuentra acoplado a una fuente de nanoflujo ESI
(ElectroSpray lonisation). Estos ensayos se realizaron en el servicio de espectrometria
de masas del Institute for Research in Biomedicine (IRB-Barcelona), en colaboracion
con el grupo del Prof. Miquel Coll, perteneciente al mismo instituto. Las muestras a

estudio se dializaron en tampén ESI-MS (Tabla 4) antes de su analisis.

7.5. Ultracentrifugacion Analitica

Esta técnica se llevd a cabo en el Servicio de Ultracentrifugacién Analitica e
Interacciones Macromoleculares del CIB, y permitié la determinacion de la masa
molecular de MobMN243 y de sus propiedades hidrodinAmicas. Los experimentos se
realizaron con muestras de proteina a distintas concentraciones en tampon UA (Tabla
6), usando una ultracentrifuga analitica modelo XL-I (Beckman-Coulter), equipada con
un sistema Optico de deteccion UV-VIS y un rotor An50Ti. Las medidas de absorbancia

fueron tomadas a una apropiada longitud de onda entre 229 y 296 nm.

7.5.1. Velocidad de sedimentacion

Los experimentos de velocidad de sedimentacién se realizaron a 48000 rpm y
20°C, con muestras de 400 pl a distintas concentraciones proteicas. En estas
condiciones se desprecia la fuerza de difusion y se pudo estimar el coeficiente de
sedimentacion de la proteina a analizar usando el programa SEDFIT v12.1 (Schuck &
Rossmanith, 2000) y aplicando un modelo de minimos cuadrados basado en el
método de la distribucién del coeficiente de sedimentacion. El coeficiente de
sedimentacion se corrigié para condiciones estandar usando el programa SEDNTERP

(Laue et al, 1992), con lo que se obtuvo el correspondiente valor de Szow. El valor del

72



Materiales y Métodos

coeficiente de friccion traslacional de proteina (f) se determind a partir de la masa
molecular y del coeficiente de sedimentacion de la proteina (van Holde, 1985),
mientras que el coeficiente de friccion de la esfera hidratada equivalente (fo) se estimé
usando una hidratacion de 0.4507 g de agua/g de proteina para MobMN243. Con
estos valores se pudo calcular la relacién de friccion traslacional (f/fo), que proporciono

una estimacion sobre la forma hidrodindmica de la proteina.

7.5.2. Equilibrio de sedimentacion

Los experimentos de equilibrio de sedimentacion fueron hechos a dos
velocidades sucesivas (20000 y 35000 rpm) y una temperatura de 20°C. En todos los
casos las sefales basales fueron medidas tras una centrifugacién a alta velocidad
(43000 rpm). El volumen de las muestras a distintas concentraciones fue de 80 pl. En
estas condiciones de ensayo, las fuerzas opuestas de centrifugacién y difusion tienden
a igualarse (condicion de equilibrio), de forma que las especies macromoleculares se
distribuyen formando un gradiente de concentracion que se caracteriza porque es
independiente de las propiedades hidrodinamicas (forma) de las macromoléculas y
depende Unicamente de la masa molecular de la especie que sedimenta. Las lecturas
de absorbancia se realizaron a la longitud de onda més apropiada (280, 281 o 290
nm). El calculo de la masa molecular aparente (Mwa) de MobMN243 se realizé
mediante el ajuste de los datos experimentales usando el programa HeteroAnalysis
v1.1.44 (Cole, 2004). El volumen especifico parcial de MobMN243 fue de 0.73 ml/g.
Este valor se calculd con el programa SEDNTERP (Laue et al, 1992) partiendo de la

composicion aminoacidica de cada proteina.

7.6. Cromatografia de filtracion en gel

La cromatografia de filtracién en gel separa las moléculas en funcién de su
forma/tamafo (radio de Stokes), por lo que ademas de su uso en el proceso de
purificacion proteica también se usé a la hora de estimar el tamafio molecular de las
proteinas MobM y MobSag (Siegel & Monty, 1966). Para este fin se us6 el mismo
equipo de cromatografia y columna de filtracion descritos en el la purificacién proteica
(Métodos 6.1). La columna fue pre-calibrada mediante la carga de un set de proteinas
estandar cuyo radio de Stokes (tamafio molecular) era conocido: ferritina (F; 61 A),
alcohol deshidrogenasa (ADH; 45 A), ovoalbumina (O; 30.5 A) y anhidrasa carbonica
(CA; 20.1 A). Estas proteinas estandar se prepararon a las siguientes
concentraciones: 0.3 mg/ml (F), 5 mg/ml (ADH), 4 mg/ml (O) y 3 mg/ml (CA). Por otra

parte, las proteinas MobM y MobSag purificadas se prepararon a una concentracion
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final de 3 mg/ml (1 ml) y se eluyeron en las mismas condiciones que los estandares;
es decir, con tampoén A (Tabla 6) suplementado con 500 mM de NacCl, 4°C y un flujo
isocratico de 0.5 ml/min. Los volimenes de elucibn se monitorizaron mediante la
medicion de la absorbancia a 280 nm y el valor del coeficiente de particion o de
distribucion (K,,) de cada proteina (relacionado con el peso/tamafio molecular) se

calculd con la siguiente formula:
Kav = (Ve-Vo) / (V-Vo)

donde V. es el volumen de elucion, V, es el volumen de exclusién (determinado
mediante la elucion del azul de dextrano) y V, es el volumen total del lecho de la
columna.

A partir de los valores del radio de Stokes y K,, de las proteinas estandar, se
construy0 una recta patron desde la que se pudo inferir el valor aproximado de los
tamafios moleculares (radio de Stokes) de las proteinas MobM y MobSag.

7.7. Andlisis de estructura secundaria de proteinas

7.7.1. Prediccion de estructura secundaria de proteinas

La prediccion del contenido y distribucién de estructuras secundarias en base a
la secuencia de aminoacidos de las proteinas MobMN243 y MobSag se llevé a cabo
con los programas bioinforméticos SABLE (Adamczak et al, 2005), Jpred (Cole et al,
2008), PSIPRED (McGuffin & D.T., 2000) y PredictProtein (Rost et al, 2004);

accesibles a través del portal EXPASY (www.expasy.org).

7.7.2. Analisis por Dicroismo Circular (CD)

El dicroismo circular (CD) es una técnica estandar para medir la actividad
Optica de las proteinas. El analisis por DC en el UV lejano proporciona informacion
sobre los enlaces peptidicos y la estructura secundaria de la proteina, por lo que se
usa con frecuencia para seguir cambios en la estructura secundaria en el transcurso
de transiciones estructurales.

El espectro de dicroismo de MobSag se adquiri6 con un espectropolarimetro
JASCO J-810 equipado con un controlador de temperatura tipo ‘peltier’. La proteina
MobSag purificada se dializ6 en el tampon CD (Tabla 6) y se diluydé en este mismo
tampdn hasta una concentracion de 20 yM. Para la adquisicion del espectro en el UV
lejano (180-260nM) se emplearon cubetas de cuarzo con un paso optico de 0.2 mm a

una temperatura de 4°C. Cada espectro fue el resultado de cuatro acumulaciones, a
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una velocidad de barrido de 20 nm/min, un ancho de banda de 1 nm y una respuesta
de 4 segundos. Los valores de elipticidad a cada longitud de onda se expresaron como
elipticidad molar por residuo (grados x cm? x dmol™), tras la sustraccion del espectro

del tampdn, segun la expresion:
[O]MRW: OXMer/IOXCX|

donde [O]wrw es la elipticidad media en grados por residuo promedio, © es la
elipticidad en miligrados, M €S la media del peso molecular por residuo (calculado
como el cociente entre el peso molecular y el nimero de residuos de la proteina), c es
la concentracion de la proteina en mg/ml y | es el paso éptico en cm. La elipticidad
molar calculada se represent6 frente a la longitud de onda. Los datos obtenidos de CD
en el UV lejano se analizaron con ayuda del servidor DichroWeb y los siguientes
programas: SELCON3 (Sreerama & Woody, 2000), CONTINLL (Provencher &
Glockner, 1981), CDSSTR (Compton & Johnson, 1986); y K2D (Andrade et al, 1993).

7.7.3. Analisis de estabilidad térmica

Los andlisis mediante CD son también usados en la determinacion de la
estabilidad térmica de una proteina, ya que los cambios en elipticidad se pueden
correlacionar con la desnaturalizacion proteica (pérdida de estructura secundaria). Los
cambios inducidos en la estructura secundaria de MobSag se midieron en un
incremento de temperatura desde 4°C hasta 90°C a una tasa de 50°C/hora. Las
muestras de proteina se prepararon como en el analisis del espectro de CD. Los
cambios en la elipticidad se registraron a una longitud de onda de 218 nm en cubetas
de 1 mm de paso 6ptico. Se recogieron los espectros en un rango de 200 a 260 nm
de longitud de onda, con incrementos de temperatura de 5°C y equilibrando
previamente durante un minuto antes de cada lectura. Finalmente, las muestras se
enfriaron hasta la temperatura inicial (4°C) y se recogié otro espectro en el mismo

rango de longitudes de onda.

7.8. Inmunodeteccion de proteinas

7.8.1. Anticuerpos policlonales frente a MobM (anti-MobM)

Los anticuerpos policlonales de conejo anti-MobM utilizados en este trabajo se
obtuvieron previamente en el laboratorio por Leda Guzman (Guzman & Espinosa,
1997). Con una mezcla de proteina pura MobM y emulsion coadyuvante de Freund se
inmunizd a un conejo blanco New Zealand. Las alicuotas de suero inmune obtenidas

se congelaron a -80°C hasta su uso.

75



Materiales y Métodos

7.8.2. Ensayo de electrotransferencia proteica (Western blot)

Para los ensayos de Western blot se usaron células de S. pneumoniae 708
cultivadas hasta una DO de 0.6 y recogidas por centrifugacion en alicuotas de 2 ml. El
sedimento celular se disolvié en 50 pl de tampon LP (Tabla 6) y se incubd a 30°C
durante 10 minutos. Se afiadieron a las muestras 25 pl de tampén SLB 5X (Tabla 6) y
se calentaron a 95°C durante 5 min antes de ser cargadas en un gel SDS-PAGE al
12%. En el mismo gel se cargd una alicuota del marcador de pesos moleculares
pretefiido SeeBlue Plus 2 (Invitrogen). Una vez terminada la electroforesis (ver
Métodos 4.2.2.2.), el gel se equilibré6 en tampén WBT (Tabla 6). La preparaciéon de la
membrana Inmun-Blot de PVDF (Bio-Rad) se realiz6 con un lavado con metanol y
equilibrado con el mismo tampoén que el gel. La transferencia de proteinas del gel a la
membrana se realizé a 100 mA durante 90 minutos y 4°C en el sistema Mini Trans-Blot
de Bio-Rad (tampdn WBT, Tabla 6). Al finalizar la transferencia, la membrana se seco
en metanol durante dos minutos, tras lo que se procedié a la incubacién con el
anticuerpo policlonal primario anti-MobM (diluido 1:3000 en tampodn de saturacion
PBS-S; Tabla 6). La incubacién se realizé a temperatura ambiente durante 90 minutos
y con agitacion suave. Después de tres lavados de la membrana con tampén PBS-L
(Tabla 6), se procedi6é a su incubacién con el anticuerpo secundario (IgG anti-conejo)
conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP). En este caso el anticuerpo fue diluido
1:30000 en tampon PBS-S y la incubacion se llevé a cabo durante 1 hora en las
mismas condiciones que la del anticuerpo primario. Antes de su revelado, la
membrana se lavd con PBS (Tabla 6) tres veces. Los complejos antigeno-anticuerpo
se detectaron usando el kit Immun-Star™ HRP Chemiluminiscent (Bio-Rad). En este
sistema, la peroxidasa (HRP) conjugada con el anticuerpo secundario cataliza la
oxidacion del luminol, potenciando la quimioluminiscencia de éste cuando recupera su
estado original (reducido). La luz desprendida en este proceso fue detectada con el
equipo Luminescent Image Analyzer LAS-3000 (Fujifilm). La intensidad de la bandas

fue cuantificada con el software QuantityOne (Bio-Rad).
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8. INTERACCIONES DNA-PROTEINA
8.1. Visualizacion de complejos nucleoproteicos pMV158-MobM por

microscopia electrdnica

La visualizacién de los complejos nucleoproteicos por microscopia electronica
se llevo a cabo por la Dra. Alicia Bravo en el grupo del Dr. Rudi Lurz (Max-Planck
Institut fur molekulare Genetik, Berlin, Alemania).

La preparacion de muestras comenz6 con la incubacion del DNA
superenrollado del plasmido pMV158 con la proteina MobM durante 30 min a 37°C, en
ausencia o presencia de Mg*%. Posteriormente, se fijaron dichos complejos mediante
entrecruzamiento quimico con 0.2% de glutaraldehido durante 15 min a 37°C. Para
obtener DNA de plasmido lineal, se trataron los complejos pMV158-MobM con la
enzima de restriccion Stul. Para separar los complejos pMV158-MobM de la proteina
MobM libre y de la enzima de restriccion, se utilizaron columnas de Sepharose 4B.
Luego, se procedié a la adsorciéon de los complejos en una lamina de mica recién
extraida y a la tincién de los mismos con 2% de acetato de uranilo. A continuacion, se
llevé a cabo un sombreado metalico por evaporacion de platino/iridio y se cubrié con
una lamina fina de carbén (Spiess & Lurz, 1988). Por ultimo, las preparaciones se
examinaron en un microscopio electrénico (Philips CM100, 100 kV) y se tomaron
microfotografias con una camara CCD acoplada. Para calcular la posicion de la
proteina unida en un DNA, se midié con un digitalizador LM4 (Brthl) la longitud del
contorno del DNA de los complejos DNA-MobM vy la distancia del sitio de unién de

MobM a uno de los extremos de la molécula de DNA.

8.2. Analisis de la actividad de corte de MobM y MobSag

La actividad de MobM sobre DNA bicatenario (superenrollado) o monocatenario
ha sido caracterizada previamente en nuestro laboratorio (Fernandez-Lopez et al,
2013a; Grohmann et al, 1999; Guzman & Espinosa, 1997; Lorenzo-Diaz et al, 2011).
Basandonos en estos ensayos, analizamos la capacidad de corte sobre DNA, tanto de

MobM y sus variantes, como de MobSag.

8.2.1. DNA superenrollado

En general, en estas reacciones se incubaron 8 nM de DNA plasmidico con
concentraciones variables de proteina en 20 pl de tampdn B (Tabla 6). Las mezclas de
reaccion se incubaron (a no ser que se indique lo contrario) durante 20 min y 30°C

(para MobM y sus derivados) o 50°C (para MobSag) y se pararon por la adicién de
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proteinasa K (0.1 mg/ml) y SDS (0.5%), incubando 30 min a 37°C. Las reacciones se
analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y tincion con una
solucion de BrEt (1 pyg/ml) o GelRed 1X. Se tuvo en cuenta que las formas el grupo
planar del BrEt/GelRed se intercala en mayor grado en las fomas Fll (relajadas) del
DNA que en formas FI (superenrolladas), por lo que éstas ultimas se multiplicaron por
un factor de correccion (1.36) (Projan et al, 1983) para el céalculo del % de formas
relajadas generadas por la actividad endonucleasa de la relaxasa.

8.2.2. DNA monocatenario

Para estos ensayos se utiliz6 como sustrato diferentes oligonucle6tidos que
contenian la secuencia entera o parte del oriT,uv1ss. EN las reacciones se mantuvo la
concentracion de oligonucle6tido constante, aumentando la cantidad de proteina en un
volumen final de 20 ul de tampdn B. Las reacciones se incubaron durante 20 min a
30°C, y se pararon por la adicibn de proteinasa K (0.1 mg/ml) y SDS (0.5%),
incubando 30 min a 37°C. A continuacion, los DNAs se precipitaron con etanol
absoluto y un co-precipitante comercial (Pellet Paint, Millipore), tras lo que se
disolvieron directamente en tampdn de carga BXF (Tabla 6) para ser analizadas en un
gel de PAA desnaturalizante como se indica en el apartado 4.2.2.2. y visualizadas en
el equipo Fujifilm Image Analyzer FLA-3000 (Phosphorimager, Fuiji).

8.3. Precipitacion de complejos covalentes DNA-MobM

Los aductos estables pMV158-MobM formados tras el corte de la proteina
sobre el DNA (formacién del relaxosoma) se precipitaron con el método desarrollado
por (Trask et al, 1984). Este método esta basado en el uso de un detergente anionico
(dodecilsulfato sédico, SDS) que neutraliza las interacciones electrostaticas de
proteinas débilmente unidas al DNA. Las proteinas con una unién covalente o fuerte al
DNA, no se disocian con el tratamiento con detergente, por lo que la posterior adicién
de cloruro potéasico (KCI) precipitara s6lo estos complejos, mientras que los acidos
nucleicos y proteinas libres permaneceran en solucion.

Siguiendo las indicaciones descritas (Trask et al, 1984; Waters et al, 1991), se
incubaron 8 nM de DNA de pMV158 con 250 nM de MobM (silvestre o mutantes) en
condiciones 6ptimas para el corte (ver Métodos 8.2.1.). Tras parar la reaccion con
SDS, los complejos estables pMV158-MobM se precipitaron con 180 mM de KCl a 0°C
durante 10 minutos. Los &cidos nucleicos presentes en pellets y sobrenadantes
obtenidos, se precipitaron a su vez con acetato sodico (0.3 M) y etanol absoluto. Tras

la centrifugacion, las muestras se trataron con proteinasa K (0.1 mg/ml) a 37°C
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durante 10 minutos. Finalmente se analizaron en un gel de agarosa 1% tal como se

describe en 4.2.1.

8.4. Ensayos de competicion mediante movilidad diferencial en geles

nativos (EMSA)

La capacidad de unién de la proteina MobM a distintos ssDNAs se realizé
mediante ensayos de competicidn. Las reacciones contenian una concentracion fija de
proteina (80 nM) y de oligonucle6tido marcado fluorescentemente (2 nM) en 10 ul de
reaccién en tampdén A con 300 mM NaCl. En las mezclas se afiadié en primer lugar el
DNA marcado con cantidades crecientes de un oligonucleétido no marcado
(competidor). Después, se afiadio la proteina y la mezcla se incubé durante 30 min a
25°C. Posteriormente, se afiadié tampon BXGE y se aplicaron las muestras en geles
nativos de PAA, visualizando los resultados con ayuda del equipo Fujifim Image
Analyzer FLA-3000 (Phosphorimager, Fuiji).

8.5. Footprinting con DNasa | sobre DNA superenrollado

Para el estudio de la interaccion de MobM con la region del DNA de pMV158
que incluye el promotor del rnall (Pctll), se realiz6 un ensayo de footprinting con DNA
superenrollado. Como agente modificador se usé la enzima DNasa |, que digiere el
enlace fosfodiéster del DNA mono- y bi-catenario de forma inespecifica. De esta
forma, las regiones de DNA reconocidas especificamente y a las que se une la
proteina de interés (en nuestro caso, MobM), son inaccesibles para la DNasa | y
guedan protegidas de su actividad.

El primer paso del ensayo consisti6 en la incubacion de 1 ug de DNA
supernerrollado del plasmido pAS (Tabla 4) con diferentes dosis de proteina MobM (1
y 2 uM) en 45 pl de tampén A con 50 mM NaCl, durante 25 min a 24°C. A
continuacion, las muestras se trataron con una mezcla de DNasa | que contenia 0.3 U
de enzima, 10 mM de MgCl, y 5 mM de CacCl,, incubando en este caso durante 1 min
a 24°C. Las reacciones de modificacion se pararon directamente con un volumen de
fenol:cloroformo (1:1) y el DNA de las muestras se precipitd tras dos extracciones
sucesivas con fenol:cloroformo (1:1). Seguidamente, se procedi6 a la
desnaturalizacion alcalina y posterior neutralizaciéon del DNA plasmidico modificado
con el objetivo de ser anillado con 1.5 pmoles de oligonucleétido marcado (*?P). El
anillamiento se realiz6 calentando la mezcla de DNA modificado-oligonucleétido
marcado a 65°C y dejando enfriar lentamente hasta alcanzar los 37°C. Para extender

el DNA anillado se afiadieron 1.5 U de T7 DNA polimerasa y una mezcla de dNTPs
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(0.2 mM cada uno), incubando a 37°C durante 10 min. Por dltimo, se paré la reaccién
con tampon de carga BXF (Tabla 6) y las bases degradadas por ataque de la DNasa |
se identificaron tras resolver el DNA en geles desnaturalizantes de PAA8 %y 7 M de
urea, en los que también se aplicaron reacciones de secuencia obtenidas con el

mismo oligonucledtido.

8.6. Técnicas de cristalizacion

Todas las cristalizaciones y resolucion de estructuras fueron realizadas por el
grupo del Prof. Miquel Coll, en los Institutos de Investigacion en Biomedicina (IRB) y
Biologia Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC).

La proteina MobMN199 marcada o no con seleno-metionina (SeMet) se utilizé
para la obtencién de los cristales. Los detalles de la construccion y purificacion de
MobMN199 y la version marcada con SeMet se detallan en Métodos 6 y (Lorenzo-
Diaz, 2010), respectivamente. La preparacion de muestras consistio en: mezclas de
proteina con distintos DNAs (relaciones 1:1.2 para proteina:DNA) en tampon A (Tabla
6) suplementado con 500 mM de NaCl para SeMet-MobMN199; o un tampdén que
incluia 100 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI, pH7.5, 15 mM MnCl,-4H20, 1% gliceroly 1 mM
DTT para MobMN199. Los DNAs sustrato usados para la co-cristalizacién con la
proteina consistieron en pares de oligonucleétidos anillados (Figura 26). Los complejos
proteina-DNA fueron purificados mediante cromatografia de filtracion en gel vy
concentrados hasta unos 4 mg/mil.

Los distintos cristales de los complejos DNA-proteina se obtuvieron por el
método de difusiébn de vapor sitting drop en distintos tampones (dependiendo de la
muestra) sobre un tampén de cristalizacion que contenia 100 mM AcNa y 10-23% de
PEG 6000 o bien 100 mM de MES, 200 mM MgAc, * 4H,0 y 20% de PEG 8000 a
distintos pHs y temperaturas (entre 4°C y 20°C). Todos los cristales se recogieron en
soluciones crio-protectoras que contenian 15-25% de glicerol. Las estructuras fueron
resueltas por el método de SAD (Dispersion Anémala Simple), utilizando la dispersion
del atomo de selenio. Tras la difraccién por rayos-X de los cristales en el ESRF
(European Synchrotron Radiation Facility) y el Soleil (French Syncrotron Facility), los
datos fueron procesados con iIMOSFLM (Battye et al, 2011) y SCALA (Evans, 2006).
Los programas informaticos empleados para identificar los atomos de selenio y
obtener los mapas de densidad electrénica fueron SHELXD (Uson & Sheldrick, 1999)
(Schneider & Sheldrick, 2002) y PHASER (McCoy et al, 2007), mejorando los mapas
iniciales con PIRATE (Cowtan, 2001). El 30% de la cadena polipeptidica fue trazada
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automaticamente con el programa RESOLVE (Terwilliger, 2003), completando el resto
manualmente con el programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004).

El refinamiento de todas las estructuras se realiz6 con el programa REFMAC
5.5.0102 (Murshudov et al, 1997), realizando siempre los ajustes manuales con COOT
(Emsley & Cowtan, 2004). Las estructuras obtenidas se depositaron en el PDB
(Protein Data Bank) con los siguientes cédigos: 4LVI (NicO pH4.6); 4LVJ (NicO pH5.5);
4LVK (NicO-PO pH4.6); 4LVL (NicO-SPO pH6.8) y 4LVM (NicO+1 pH6.5).

9. ANALISIS DE MOVILIZACION PLASMIDICA

La estirpe S. pneumoniae 708 portadora del plasmido pAMB1 (autotransferible),
se transformd con DNA de pMV158, algunos de sus derivados o pMVSag (todos ellos
movilizables), para su uso como estirpes donadoras. Las estirpes escogidas como
receptoras en los ensayos de conjugacion en filtro fueron: S. pneumoniae MP3008 o
E. faecalis OG1RF. Todos los ensayos de conjugacion se realizaron al menos por
triplicado para el célculo de medias y desviaciones estandar de las eficiencias de
movilizacién conjugativa.

Los ensayos de conjugacion en filtro se realizaron segun se describié en
(Priebe & Lacks, 1989; Smith et al, 1980) con algunas modificaciones. En resumen, las
cepas donadoras y receptoras se crecieron sin aireacion hasta que alcanzaron una
concentracion de 5 x 10° células/ml, y tras centrifugar y lavar el pellet con AGCH y una
segunda centrifugacién, se resuspendié el sedimento celular en una solucién que
contenia medio AGCH, 10 mM MgCl, y 0.2% de albumina. Ambas soluciones se
mezclaron con una relaciéon 1:2 (donador:receptor) en un volumen final de 2 ml y se
paso a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.22 um (Millipore), colocandolo con la
cara que contenia las células hacia abajo sobre otro filtro en una placa de AGCH-agar,
suplementada con MgCl, (10 mM), albamina (0.2%), glucosa (0.2%) y DNasa | (5
pg/ml). La superficie del filtro superior se recubrié con 1 ml de AGCH-agar de igual
composicion a la capa basal. Tras incubar durante 4 horas a 37°C, se recuperaron las
células mediante lavado de los filtros con 2 ml de medio AGCH, aplicando agitacion
enérgica durante 20 s. Las células transconjugantes se seleccionaron en medio
AGCH-agar con Tc (1 pg/ml), Nov (10 pg/ml) y 0.3% maltosa para el receptor S.
pneumoniae MP3008 o en placas TY-agar con Tc (4 ug/ml) y 0.3% glucosa para el
receptor E. faecalis OG1RF. Mediante diluciones seriadas se determiné el numero de
células/ml de receptor siguiendo el mismo procedimiento que para los

transconjugantes, con la excepcion de que no se aplico seleccion para resistencia a
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Tc. Las frecuencias de movilizacidon conjugativa se calcularon como el niumero de

células transconjugantes/ml dividido por el nimero de células de receptor/ml.

10. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS PLASMIDICAS

El nimero de copias plasmidicas por equivalente cromosomico se determind a
partir de cultivos liquidos de S. pneumoniae que contenian los plasmidos de interés. A
partir de estos cultivos, se prepararon extractos crudos de DNA total (véase apartado
3.1.) y se cargaron distintos volumenes en un gel de agarosa al 0.8% con 1 yg/ml de
BrEt (del Solar et al, 1987). Tras la electroforesis, la densitometria de las bandas se
realizé con ayuda del transiluminador Gel-Doc y el software QuantityOne (Bio-Rad).
Dado que el grupo planar del BrEt se intercala en mayor grado en las formas lineales o
relajadas (FIlI, oc) del DNA que en su forma superenrollada (Fl, ccc), los valores
densitométricos correspondientes a esta Ultima se multiplic6 por un factor de
correccion de 1.36 (Projan et al, 1983). El nimero de moléculas de plasmido promedio

por equivalente cromosémico (Na,) se calculd a partir de la siguiente ecuacion:
Nav = (Dpoc + 1.36 X Dpcec) X Mc / Dc x Mp

donde, Dp,. ¥ Dpec SON los valores determinados por densitometria para la banda
correspondiente a las formas plasmidicas oc y ccc, respectivamente; Mc es el tamafio
del DNA cromosémico, tomado como 2.2 x 10° pb para S. pneumoniae (Tettelin et al,
2001); Dc es el valor determinado por densitometria para la banda correspondiente al
DNA cromosoémico; y Mp es el tamafio del DNA plasmidico en pb.

11. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA

Las fusiones transcripcionales con lacZ (pAORI o pRNAII; Tabla 4) se usaron
en ensayos de (B-galactosidasa para analizar el efecto de la proteina MobM sobre la
actividad del promotor del rnall (Pctll). La actividad B-galactosidasa se midi6 en
cultivos en fase exponencial (DO = 0.6) de E. coli JM109(DE3)/pLGM2 (expresa
mobM) o E. coli JM109(DE3)/pET-5 (no contiene mobM) (Tabla 2) que contenian
ademas el plasmido recombinante de interés (pAORI o pRNAII; Tabla 4). EI método
utilizado para este ensayo esta basado en el descrito por Miller en 1972 (Miller, 1972).

Los cuatro cultivos de E. coli JIM109(DES3) crecieron hasta una DO de 0.4, tras

lo que se dividié cada uno de ellos en dos partes iguales. Tras afadir IPTG 1 mM a
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una de las mitades, se incubaron todos los cultivos hasta alcanzar una DO de 0.6 y se
enfriaron en hielo durante 20 minutos. A continuacién, se mezclaron cultivos y tampon
Z (Tabla 6) en una relacion 1:10, tras lo que se procedi6 a la permeabilizacion celular
con SDS y cloroformo. Las muestras se incubaron de 1 a 4 min con el sustrato
colorimétrico o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG), parando la reaccion con la
adiciéon de Na,COj; La absorbancia de las muestras a dos DO (420 y 550 nm) fue
medida usando un equipo Varioskan Flash reader (Thermo Fisher Scientific). A partir
de los valores obtenidos, se determind la actividad B-galactosidasa en unidades Miller
(MU) (Miller, 1972). Con cada cultivo se realizaron tres experimentos independientes y
los valores de actividad B-galactosidasa se midieron por triplicado. Con estas medidas,

se calcul6 la media y desviacion estandar de cada muestra.
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Familia de plasmidos MOB,,






Resultados

La definicion de familias plasmidicas basada en las secuencias de sus
relaxasas ha proporcionado una perspectiva orientada hacia los procesos de
transferencia genética por conjugacion. En este capitulo se estudia una de estas
familias, MOBy, cuyo prototipo es la relaxasa MobM del plasmido pMV158 (Francia et
al, 2004a; Garcillan-Barcia et al, 2009). Una busqueda bioinformatica ha permitido
actualizar y explorar el repertorio de plasmidos de esta familia. Se ha hecho énfasis en
sus modulos de transferencia, es decir, los origenes de transferencia (oriT) y genes
mob. A través del andlisis de las secuencias conservadas de estos dos elementos, se
ha determinado su distribuciéon taxonémica y relaciones filogenéticas.

Este trabajo se ha realizado en colaboracion con la Dra. Maria Pilar Garcillan
Barcia, del Instituto de Biomedicina y Biotecnologia de Cantabria (IBBTEC) y
Universidad de Cantabria-CSIC-IDICAN; Santander. Parte de los resultados de este
capitulo dieron lugar a una publicacién: Lorenzo-Diaz F*, Fernandez-Lépez C*,
Garcillan-Barcia MP, Espinosa M (2014) Bringing them together: Plasmid pMV158
rolling circle replication and conjugation under an evolutionary perspective. Plasmid

74:15-31. (*estos autores contribuyeron por igual).

1.1. LOS PLASMIDOS DE LA FAMILIA MOB,,

En general, la clasificacion de los plasmidos se ha basado en el tipo y
caracteristicas del replicon que contienen, ya que éste es el médulo esencial del
plasmido (Chang et al, 2000; del Solar et al, 1998; Khan, 1996; Nordstrém et al, 1984;
Novick, 1989). Alternativamente, la clasificacion de los plasmidos en base a las
secuencias de sus relaxasas ha supuesto una nueva definicion de las familias
plasmidicas (MOB) (Francia et al, 2004b; Garcillan-Barcia et al, 2009). Concretamente,
se han definido seis familias MOB distintas: MOBg, MOBy, MOB¢, MOBg, MOBp y
MOB,y (Garcillan-Barcia et al, 2009; Smillie et al, 2010). Mientras que la clasificacion
por el replicon plasmidico se enfoca hacia la transferencia vertical, esta nueva
clasificacion proporciona una vision global de los procesos de transferencia genética
horizontal por conjugacion.

La relaxasa MobM del plasmido pMV158 fue elegida como la representante de
la familia de plasmidos MOB, (Garcillan-Barcia et al, 2011; Garcillan-Barcia et al,
2009). Esta familia esta compuesta por mas de 200 relaxasas, de las cuales 140 estan
localizadas en plasmidos y el resto en cromosomas bacterianos (Guglielmini et al,
2011). De las cinco subfamilias que se han descrito dentro de MOBy, MobM es el

prototipo de la subfamilia mas poblada, MOB,; (Garcillan-Barcia et al, 2009). En este
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capitulo se ha actualizado el repertorio de plasmidos agrupados dentro de esta
subfamilia. Para ello, se ha realizado una busqueda mediante PSI-BLAST (enero
2014), empleando la secuencia de los 300 amino&cidos del extremo amino-terminal de
MobMymviss (donde se encuentra el dominio relaxasa). Como resultado, tras 6
iteraciones de busqueda, se encontraron 97 relaxasas no redundantes en los

plasmidos que se resumen en la Tabla 8 y se enumeran en la Tabla Al (ver anexo).

[l Con factores de virulencia o resistencia

[0 sin factores de virulencia o resistencia
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Figura 15. Distribucién de los plasmidos MOB,; de acuerdo a su tamafio. El eje de las X
se represent6 los valores del tamafio usando el logaritmo en base 10. Cada barra representa la
abundancia de pldsmidos para un determinado rango de tamafio. Los pldsmidos que contenian
genes involucrados en resistencias a antibiéticos o metales y/o produccién de bacteriocinas
estan coloreados en azul oscuro, mientras que el resto se representa en azul claro. La
informacion fue obtenida de la Tabla Al (ver anexo).

De todos los plasmidos MOBy; encontrados, ninguno de ellos contiene otros
genes asociados con la transferencia conjugativa aparte de los que codifican la
relaxasa. Por tanto, estos plasmidos serian potencialmente movilizables y requeririan
de la maquinaria conjugativa de otros elementos auxiliares (es decir, T4ACP y T4SS)
para ser transferidos. La mayoria de estos plasmidos (79%) presentaron proteinas de
iniciacion de la replicacion por el mecanismo de circulo rodante (RCR). En cuanto al
tamafio, mostraron tener entre 2.7 y 30 kb (con una de media de 5.1 kb; Figura 15).
Aproximadamente la mitad de ellos contenian genes involucrados en resistencia a
antibidticos (principalmente a una amplia variedad de inhibidores de sintesis de
proteinas, tales como macrolidos, lincosamidas, aminoglucésidos, estreptograminas,
aminoglucésidos y tetraciclinas) u otros marcadores tales como la resistencia a

metales pesados o la produccion de bacteriocinas (Figura 15). Respecto a su
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estructura genética, el modulo de transferencia resulté ser muy similar en todos los
plasmidos identificados: el oriT situado upstream y cerca (<150 pb) del gen mob. Por
otra parte, el sitio de corte se encontré siempre en la misma cadena que el gen mob,

tal como ocurre en la mayoria de plasmidos.

1.2. MODULO DE TRANSFERENCIA DE LOS PLASMIDOS MOB,,

En este apartado se presenta un estudio detallado del médulo involucrado en la
transferencia conjugativa (MOB) de los plasmidos de la familia MOB,/;, examinando los

dos elementos principales que lo componen: oriT y gen mob.

1.2.1. Los origenes de tranferencia MOB,,;

El inicio de la conjugacion bacteriana se realiza a través de la formacion del
relaxosoma en el origen de transferencia (oriT). El oriTyuyiss abarca 41 pb en una region
localizada upstream del gen mobM. Esta secuencia contiene tres repeticiones invertidas
(IR1 a IR3) (Lorenzo-Diaz et al, 2011) y el sitio de corte, mapeado tanto in vitro
(Guzman & Espinosa, 1997) como in vivo (Grohmann et al, 1999) entre las
coordenadas 3595-3596 (dinucledtido 5’-GpT-3’) del plasmido pMV158 (NC_010096). El
estudio de los 93 plasmidos MOB,; recogidos en la Tabla Al (anexo), tomando como
referencia la organizacion del oriTpwiss, permitio identificar un total de 97 secuencias de
origenes de transferencia upstream de los respectivos genes que codificaban las
relaxasas (cinco de ellos con dos tipos diferentes de oriT: pSTE1, pKKS285, pSCFS1,
secuencia ‘GG692894.1', y pTB19). Las secuencias mostraron un alto grado de
conservacion, ya que todos contenian tres repeticiones invertidas (IR) y una secuencia
consenso ‘GTGBGIT para el sitio de corte (donde B puede ser una G, Co T
siguiendo el codigo IUPAC; y ‘I’ representa el sitio de corte). También se detectaron
dos grupos minoritarios de plasmidos representados por pT181 y pl414, que se
agruparon en un tipo distinto de oriT debido a sus diferencias respecto a la secuencia
del oriTpwviss. (Figura 16). Aun asi, estos dos grupos mantienen tanto el nimero como
la distribucion de IRs. Desafortunadamente, hay pocas evidencias experimentales que
determinen el sitio de corte de estos plasmidos y sélo se han publicado las
predicciones de oriT de algunos de ellos, como pSMQ172 y pPB1 (de las Rivas et al,
2004; Turgeon & Moineau, 2001).
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Figura 16. Origenes de transferencia representativos de los plasmidos de la familia
MOBy;. Se representa la comparacion de las secuencias de los oriT de los pldsmidos pMV158,
pl414 y pT181 alineados por la posicion del sitio de corte (linea vertical discontinua). Las tres
repeticiones invertidas parcialmente solapantes (IR1, IR2 e IR3) se indican con flechas, donde
las lineas discontinuas marcan la posicién de las bases desapareadas en las estructuras
secundarias que podrian formarse. El sombreado gris en la secuencia del oriTpuy1ss resalta dos
repeticiones conservadas. Los oriT consenso se calcularon usando el programa WebLogo
v2.8.2 (Crooks et al, 2004) con las secuencias de oriT identificadas en plasmidos MOB,,; (Tabla
Al; anexo).

1.2.2. Las relaxasas MOB,;

El segundo elemento del médulo de transferencia de la familia de pMV158 es el
gen mobM, el cual codifica la relaxasa MobM (Guzman & Espinosa, 1997) prototipo de la
familia MOBy; (Garcillan-Barcia et al, 2009). Las relaxasas MOB,,; presentan tres motivos
caracteristicos en su dominio amino-terminal (Francia et al, 2004b; Garcillan-Barcia et al,
2009): i) motivo | (HxxR), de funcion desconocida; i) motivo Il, (NYEL) donde se
encuentra tedricamente la tirosina catalitica; y iii) motivo Il (HUH), encargado de
coordinar el metal.

Las 97 relaxasas encontradas usando MobMpwy1ss €n la busqueda PSI-BLAST
(Tabla Al) resultaron conservar los tres motivos comunes a la familia MOB,, (Figura
17A). A partir del analisis de todas las relaxasas MOB,;, se escogié una representativa

de cada grupo filogenético, tal como se detalla en la Tabla 8.
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Tabla 8. Plasmidos MOB,, representativos agrupados por grupo filogenético de la

relaxasa.
Nombre Acceso ~ Acceso Relaxasas
Lan Tamarfo . L. c
del nucledtido (kb) relaxasa por Huésped Familia Rep
plasmido® (GenBank) (GenBank) grupob
pMV158 NC_010096.1 55 YP_001586274 8 streptococeus oo 5
agalactiae
pYSI8 NC_010936.1 5.0 YP_001967741.1 5 'S‘Zlié?bac'”us Rep_2
Staphylococcus Rep_1y
pKKS825  NC_013034.2 14.4 YP_003084337.1 5 HTH_Hin_like y
aureus
Rep_3
pLB4 M33531.1 N.D. AAA25252.1 8 Lactobacillus Rep_2
plantarum
pSMA23 NC_010242.1 3.5 YP_001649176.1 10 'C'gggi’bac"'us Rep_1
pGL2 NC_016981.1 4.6 YP_005352352.1 1 Lactococcus Rep_2
garvieae
pAMalphal  NC_005013.1 9.8 NP_863358.1 4 Enterococcus  Rep_l+Rep_ly
faecalis Rep_3
pBMO02 NC_004930.1 3.9 NP_862027.1 1 ;‘;fgcoccus Rep_2
pl4 AF300457.1 N.D. AAG28767.1 1 Bacillus -
coagulans
pTXW NC_013952.1 3.2 YP_003517730.1 4 Lactobacillus - oo, 5
paracasel
pT181 NC_001393.1 4.4 NP_040472.1 11 ES?SSZ'OCOCCUS Rep_trans
pPCZ1 NC_013539.1 4.7 YP_003329162.1 1 ;'3""”0"0““5 Rep_3
pGIL NC_004335.1 8.3 NP_705753.1 8 Bacillus Rep_1
thuringiensi
pE33L5 NC_007104.1 5.1 YP_245942.1 3 Bacillus HTH_36
cereus
pl414 NC_002075.1 7.9 NP_049443.1 9 Bacillus Rep_1
subtilis
pTRACA20 NC_013279.1 3.8 YP_003208332.1 1 Bacteria no DNA_primase_S
cultivable
pUB110 NC_001384.1 45 NP_040431.1 12 2;‘;‘23%"000““3 Rep_1+Rep_1
pNM11 NC_019558.1 11.4 YP_007016413.1 4 ZL‘;‘QSSOCC“S Rep_3
pJ612 NC_019186.1 5.0 YP_006959664.1 2 Haemophilus g, 3
influenzae

Datos extraidos de Tabla Al (anexo). N.D. Tamafio de plasmido no disponible.

& Plasmidos de los grupos filogenéticos representados en la Figura 17; cuyas relaxasas fueron encontradas mediante un
PSI-BLAST usando como referencia MobMpwviss (300 residuos N-terminales).

P Ntimero de relaxasas encontradas en plasmidos MOBy; que pertenecen al grupo filogenético del plasmido representativo.
°. Familia de proteinas iniciadoras de la replicacion (Rep). En los casos de plasmidos que presentan mas de una, sus
nombres se separan por un ‘'y’. El simbolo ‘+' se usa para iniciadoras que contienen mas de un dominio Pfam (Tabla 7).

Con estos datos se construyd un arbol filogenético de relaxasas MOB,;,
enraizado con una relaxasa de la subfamilia MOB,, (Figura 17B). Este arbol muestra
unos grupos externos con secuencias altamente relacionadas (altos valores de
confianza) y unos nodos internos con bajo soporte (los nodos sin namero indican un valor
de confianza < 50%). Esto revela que hay una baja similitud general entre las secuencias
de las relaxasas, limitada basicamente a la conservacion de los tres motivos descritos
anteriormente (Francia et al, 2004b; Garcilldn-Barcia et al, 2009). En cuanto a la
distribucién, los plasmidos que codifican estas relaxasas se encuentran principalmente en
los 6rdenes bacterianos Lactobacillales y Bacillales, con algunos miembros fuera del

phylum Firmicutes. Curiosamente, los plasmidos que codifican relaxasas incluidas dentro
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de un mismo grupo monofilético, estan generalmente en huéspedes de un Unico orden
taxonémico (bien Lactobacillales o Bacillales), sugiriendo una transferencia inter-orden

menor de la esperada (Figura 17B).

| I 1l
Q | VV
96
el
85
95 pYSI8
92
KKS825 —
96 Q
85 pLB4 9
o
5 pSMA23 8
pGL2 | =
68 100 o
] <4 pAMalphal 4
|| pBMO02
—l14
190 ¢ pTxw
% or1s1
MOB,, I— pPCZ1
N 85
4|—<—< pGI1 @
i PE33L5 “Q_’
100 o
41414 2
| pTRACA20] ¥
95
pUB110
. oo <pNM11
o5~ 1612
pBMYdx
—
0.2

Figura 17. Filogenia de las proteinas homologas a MobMyyss.

A. Motivos conservados de la familia de relaxasas MOBy;. Las secuencias de las relaxasas
MOB,; (Tabla Al; anexo) se analizaron mediante el programa WebLogo versién 2.8.2 (Crooks
et al, 2004). B. Busqueda PSI-BLAST (Altschul et al, 1997) empleando los 300 primeros
residuos N-terminales de la relaxasa MobMyuy1ss (e-value: 1 x E®; limitado a 100 resultados no
redundantes). Las secuencias homdlogas fueron alineadas utilizando el programa MUSCLE
(Edgar, 2004). La reconstruccion filogenética se llevd a cabo por el método de méaxima
verosimilitud (ML) utilizando RAXML v7.2.7 (Stamatakis, 2006). 100 arboles de ML fueron
ejecutados mediante el modelo JTTGAMMA. Los valores de confianza en cada nodo se
calcularon mediante bootstrap tras 1000 réplicas; indicando so6lo los valores de bootstrap >
50%. La relaxasa MOB,, del plasmido pBMYdx (NP_981974.1) se usé como grupo externo
para enraizar el arbol. Los grupos altamente relacionados estdn comprimidos, indicando s6lo
un miembro para cada grupo. Los grupos de plasmidos que codifican genes de resistencia a
antibioticos o virulencia estan subrayados. Las barras verticales delimitan los grupos para los
cuales la mayoria de miembros pertenecen al orden de Lactobacillales o Bacillales. Para mas
informacion sobre los nombres y caracteristicas de cada uno de los miembros de esta figura
ver Tablas 8 y Al.
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La relaxasa MobM es una endonucleasa que reconoce el oriTyuyiss, donde
realiza un corte especifico para iniciar la transferencia conjugativa del pldsmido. Su
dominio relaxasa se encuentra en la region N-terminal, segun indica la caracterizacion
de MobMN199, una version truncada de la proteina que incluye los primeros 199
aminoacidos (Lorenzo-Diaz et al, 2011). Aunque MobMN199 presenta una actividad
de corte sobre DNA superenrollado similar a la proteina nativa MobM, no tiene
actividad sobre DNA monocatenario. Para profundizar sobre los requerimientos
estructurales de MobM a la hora de ejercer su actividad endonucleasa, en este trabajo
se llevo a cabo la construccion y purificacion de MobMN243, una nueva version que
contiene 44 aminoacidos adicionales en su extremo C-terminal respecto a la proteina
MobMN199. Este capitulo muestra los resultados de la caracterizacion biofisica y
bioguimica de MobMN243. Ademas, se presentan una serie de analisis estructurales
que han permitido desvelar un nuevo mecanismo catalitico no visto antes en
relaxasas, el cual ha sido validado mediante ensayos funcionales con mutantes
puntuales de la proteina MobM.

Parte de este trabajo se realizdé en colaboracién con los Dres. Radek Pluta y
Roeland Boer del grupo de Prof. Miquel Coll, ubicado en el Instituto de Investigacion
en Biomedicina (IRB) y el Instituto de Biologia Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC).
Parte de los resultados de este capitulo dieron lugar a la publicacion: Fernandez-
Lépez C, Pluta R, Pérez-Luque R, Rodriguez-Gonzalez L, Espinosa M, Coll M,
Lorenzo-Diaz F, Boer RD (2013) Functional Properties and Structural Requirements of
the Plasmid pMV158-Encoded MobM Relaxase Domain. J. Bacteriol. 195(13):3000.

2.1. PURIFICACION DE LA PROTEINA MobMN243

La resolucion de la estructura tridimensional de MobMN199 unida a su DNA
sustrato y la comparacion con las estructuras de otras relaxasas, mostré6 que el
extremo C-terminal de MobMN199 carece de una serie de hélices-a que podrian estar
implicadas en el correcto posicionamiento del ssSDNA en el centro activo (Figura 12). El
disefio de la proteina MobMN243 se basé en los datos obtenidos mediante la
prediccion de estructura secundaria de MobM. Se comprobd que la regiéon que incluye
44 residuos adicionales respecto a MobMN199 (200-243) contenia dos hélices-a extra
que podrian estar implicadas en el adecuado posicionamiento del DNA monocatenario
en el centro activo, y por tanto, de su actividad sobre este tipo de sustrato.

Para la construccion de MobMN243, se amplificd un fragmento de DNA de

pMV158 con una pareja de cebadores que incluian el cambio para el codén P244 del
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gen mobM por un coddén STOP. Tras clonar el producto resultante en el vector pET-
24b, el plasmido resultante se introdujo en la estirpe E. coli BL21(DE3), tal y como se
describe en Métodos 3.6.1. En este sistema de expresion controlada, la sintesis de la
T7-RNAP se induce afiadiendo IPTG al medio de cultivo, siendo esta la polimerasa
gue inicia la transcripcion del gen clonado en el vector pET. Para optimizar la
produccion de la proteina, tras la induccion con IPTG se afiadié rifampicina, la cual
inhibe especificamente la RNAP de E. coli pero no la T7-RNAP (Studier & Moffatt,
1986). Para la purificacion de MobMN243 se aplico el protocolo puesto a punto para la
proteina MobMN199 (Lorenzo-Diaz et al, 2011), tal como se describe en Métodos 6.1.
Las fracciones proteicas obtenidas en cada paso de purificacibn se muestran en la
Figura 18. Basicamente, tras la precipitacién de los &cidos nucleicos con un polimero
cationico (PEI), se procedié a la precipitacion de la fracciéon proteica con sulfato
amonico. La muestra obtenida se cargd en una columna de afinidad de heparina y

finalmente se sometié a una cromatografia por filtracién en gel.
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Figura 18. Sobreproduccién y purificacion de la proteina MobMN243. Los pesos
moleculares estandar del marcador (M) se indican en la parte izquierda (en kDa). Los geles
12% SDS-PAGE con las fracciones de los distintos pasos de purificacion se cargaron en el
siguiente orden: cultivo sin inducir (carril 1), cultivo tras induccion con IPTG (2) y rifampicina (3),
sobrenadante tras lisado celular (4), sobrenadante tras precipitacion de acidos nucleicos con
PEI (5), sobrenadante tras precipitacién con sulfato amonico antes (6) y tras dialisis frente a
tampoén A con 300 mM de NaCl (7). La fraccién proteica soluble tras dialisis (8), fue cargada
primero en una columna de afinidad de heparina y sometida posteriormente a elucion con
gradiente de NaCl (9). Por dltimo, la muestra resultante se separé en una columna de filtracién
en gel, recogiendo y juntando aquellas fracciones puras de la proteina (10).

Desde los primeros pasos de purificacion de la proteina MobMN243, se
observo una migracion electroforética anomala en geles de SDS-PAGE. La banda
correspondiente a la proteina indicaba una masa molecular relativa de entre 30 y 45
kDa (Figura 18), lo que diferia de su masa tedrica calculada de 28.4 kDa (Figura 19A).
Un aumento en la cantidad de SDS en los geles suprimi6 este efecto, ya que la banda
de MobMN243 se desplaz6 hacia una posicion que coincidia con la de su masa teérica
(no se muestra). Este fendbmeno puede deberse a una alta compactacion de la

proteina, lo que obliga a un mayor porcentaje de SDS para su total desplegamiento.
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No obstante, la secuenciacion de los primeros 10 aminoacidos del extremo N-
terminal confirmé la identidad de MobMN243, ademas de la eliminacion durante su
produccion del residuo metioninal (tal como ocurre con MobM y MobMN199 en el
mismo sistema de expresion). El servidor ProtParam (Tabla 7) permitid calcular su
coeficiente de extincion molar € = 24410 M™ cm™ (lo cual equivale a Az 010, = 0.855
ml mg™ cm™) y su punto isoeléctrico (6.2), muy cercano al de la proteina MobM nativa
(6.06) y al de la version truncada MobMN199 (6.01).

2.2. ESTADO DE OLIGOMERIZACION DE MobMN243

La proteina MobM243 carece de los dltimos 251 aminoacidos del extremo C-
terminal, donde se encuentra el hipotético dominio de dimerizacion (Figura 19A).
Como primera aproximacion al estudio de la oligomerizacibn de MobMN243, se
compar6 el perfil de elucion de cromatografia de filtracion en gel (permite separar las
proteinas en funcidon de su tamafio/forma molecular) de las tres versiones disponibles
de la proteina MobM (Figura 19B).

A B
” - . 1.2
Interaccion Interaccion proteina-
con DNA proteina 10 MobM —--
28 E | MobMN243 —
c MobMN199 ——
(57.7 kDa) o
HxxR NYEL HxDE...PHUH LEU ZIPPER L 06
199 g
[+
2 04
MobMN199 N C o
(23.2 kDa) 34
HxxR NYEL HxDE..PHUH < 4,
243

(28.4 kDa) 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140

HxxR NYEL HxDE...PHUH Volumen (ml)

Figura 19. Esquema de las proteinas MobM, MobMN199 y MobMN243 (A) y perfiles de
elucién en cromatografia en filtracion en gel (B). A. La regiéon N-terminal de MobM contiene
tres motivos conservados implicados en la interaccion con DNA, mientras que la regién C-
terminal contiene el dominio putativo de dimerizacién e interaccién con otras proteinas. Se
indica la masa molecular (izquierda, entre paréntesis) y nimero de aminoacidos (derecha) de
cada proteina. B. Analisis comparativo de los perfiles de elucion de filtracion en gel de MobM
(linea discontinua gris), MobMN243 (linea negra continua) y MobMN199 (linea gris continua).
Todas las muestras fueron eluidas a un flujo isocréatico de 0.5 ml/min en tampdn A con 500 mM
NaCl usando una columna HiLoad Superdex-200 (GE Healthcare).

Las muestras de proteina pura se cargaron en la columna equilibradas en
tampon A (Tabla 6) con 500 mM de NaCl y se eluyeron en el mismo tampdn con un
flujo isocratico de 0.5 ml/min. MobMN243 eluyé en un Gnico pico a los 80.5 ml,

mientras que MobM y MobMN199 eluyeron a los 61.5 ml y 87.1 ml, respectivamente.
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Dado que MobM y MobMN199 se comportan como dimero y mondmero,
respectivamente (de Antonio et al, 2004; Lorenzo-Diaz et al, 2011); el perfil de elucion
de MobMN243 sugiere que esta proteina se comporta como un monémero en
solucién.

Mediante ultracentrifugacion analitica se estudid tanto el estado de
oligomerizacion como las propiedades hidrodindmicas de MobMN243 a dos
concentraciones distintas de proteina (10 y 20 uM). Los datos de velocidad de
sedimentacion indicaron que la muestra analizada contiene una sola especie proteica
con un valor Sy, de 2.5 S y un masa molecular media (M, 5) de 27,503 £ 1,000 Da
(Figura 20); lo cual se ajusta muy bien a la masa tedrica de un monomero de
MobMN243 (28,409 Da, sin metionina inicial). Los resultados de equilibrio de
sedimentacion a ambas concentraciones fueron muy similares. El mejor ajuste para
equilibro de sedimentacion a 10 uyM fue de 30,675 £ 1,000 Da, mostrando que la
proteina se encuentra en forma monomeérica (Figura 20) tal como apuntaban los datos
de velocidad. El valor del radio friccional obtenido fue f/f,=1.29, indicando que la forma
de MobMN243 se desvia del comportamiento esperado para una particula globular
rigida (f/fo ~ 1.0).
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Figura 20. Estudio del estado de oligomerizacibn de MobMN243 mediante
ultracentrifugacion analitica. Se muestra el equilibrio de sedimentacién (35000 rpm, 20°C) de
MobMN243 a 10 yM en tampdon UA (Tabla 6). La parte de abajo muestra los datos
experimentales (circulos) y el mejor ajuste (linea) para una Unica especie con una masa
molecular de 30,675 Da (monémero). La parte de arriba muestra los residuos del ajuste tedrico.
El grafico interior muestra la distribucién de la misma muestra en el andlisis de velocidad de
sedimentacién (48000 rpm, 20°C), el valor calculado de Sy, fue de 2.5 S.
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Estos resultados delimitan la regién de dimerizacion de MobM entre los
aminoacidos 243-494. En esta region se encuentra un motivo de cremallera de
leucinas (leucina317 — leucina338) (de Antonio et al, 2004), que se postula como
responsable de la interaccién entre los dos protomeros de MobM en la dimerizacién.

2.3. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD RELAXASA DE MobMN243

Las reaccion de corte sobre un enlace fosfodiéster especifico (sitio de corte o
nick site) llevada a cabo por las relaxasas es el primer paso para iniciar la
transferencia de DNA. El oriTpwyiss contiene tres repeticiones invertidas (IR1, IR2, e
IR3) y el sitio de corte (GT) para la relaxasa MobM (Figura 21). En este apartado se
exploran los requerimientos estructurales para la actividad de corte de MobM
asociados a la topologia del sustrato. Para ello se ha comparado la actividad
enzimatica de MobMN199 y MobMN243 sobre DNA superenrollado o monocatenario
que contenian todo o parte de la secuencia del oriTpwyiss.

> IR3 <
——> R2 —————
—— Rl «—

., v
OﬂTprsS 57— GCACACACTTTAT:GAATATAAAGTATAGTGTGTTATACTTTAC -3
é v i
19nic4 (23-mer) Cy5- I I ‘ |
IR1+12pA (47-mer) Cy5—I I [ I ' -A

15

IR1+8 (26-mer) I I I I I

IR1+12 (30-mer) [ I I I |

Figura 21. Secuencia de DNA del oriTomiss Y oligonucleétidos usados para la
caracterizaciéon de la actividad catalitica de MobMN243. Las tres repeticiones invertidas
(IR1, IR2, e IR3) se indican con flechas mientras que el sitio de corte (G/T) se marca en negrita
y/o con una punta de flecha. Los oligonucleétidos empleados para los ensayos de actividad o
estabilidad de MobMN243 se esquematizan en la parte inferior de la figura (Tabla 5). Los
sustratos 19nic4 e IR1+12pA estan marcados en 5 con el fluoréforo Cy5. El extremo 3" de
IR1+12pA, ademas, contiene una cola de 15 adeninas (Ais).

Para los ensayos de corte sobre ssDNA se eligié el oligonucle6tido 19nic4,
marcado con el fluoréforo Cyanine 5 (Cy5) en su extremo 5° (Figura 21). Este sustrato
incluye el brazo derecho del IR1/IR3 (19-nt) y 4 nucleétidos después del sitio de corte
del oriTpmyiss, por lo que los productos esperados tras el corte son dos oligonucledtidos
de 19-mer (libre y marcado fluorescentemente) y 4-mer (unido a la proteina). Para
realizar este ensayo, se incubaron diferentes concentraciones de MobMN199 vy
MobMN243 (en un rango entre 60 y 480 nM) con 60 nM de sustrato 19nic4 en
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presencia de 8 mM de MnCl, (véase Métodos 8.2.2.). Las reacciones transcurrieron
durante 20 min a 30°C, tal como est4 descrito para la proteina nativa MobM (de
Antonio et al, 2004), analizando el resultado en geles nativos de PAA. En las
reacciones con la proteina MobMN199 no se observo corte de DNA. Sin embargo, la
banda correspondiente al producto de 19-mer si se apreci6 en presencia de
MobMN243, incluso a bajas concentraciones de proteina (Figura 22A).

A
MobMN199 MobMN243
- -~ - - - - . - 23-mer (19nic4)
- — i - 19-mer
0 0 0 0 0 0 0 12 28 59 100 100 % 19-mer
B
MobMN199 MobMN243

- I |
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Gl | ) G et e ﬂ_--—n——_ﬂ

11 12 14 29 4 52 52 13 15 28 52 51 52 % FlI

Figura 22. Actividad de corte de MobMN199 y MobMN243. A. Actividad de corte de
MobMN199 y MobMN243 sobre DNA monocatenario que contiene parte del oriTpwyiss
(oligonucleétido 19nic4; Figura 21). El sustrato 19nic4 (60 nM) se incubdé sin (-) o con
MobMN199 o MobMN243 (60, 120, 240, 480, y 960 nM) a 30°C durante 20 min, en presencia
de 8 mM MnCl,. Los productos del corte son dos oligonucleétidos de 19-mer y 4-mer. Una vez
paradas con SDS y proteinasa K, las reacciones fueron analizadas en geles desnaturalizantes
de PAA (20%, 7 M urea) y visualizadas con un equipo Phosphorimager. B. Ensayos de
relajacién de DNA superenrollado de pMV158 con MobMN199 y MobMN243. Muestras de DNA
de pMV158 (8 nM) se incubaron sin (-) o con MobMN199 o MobMN243 (8, 16, 32, 64, 128, o
256 nM) a 30°C durante 20 min, en presencia de 8 mM MnCl,. Tras la parada de las reacciones
con SDS y proteinasa K, la generacion de formas relajadas (FI) a partir de formas
superenrolladas (FI) se analiz6 en geles de agarosa al 1% teflidos con BrEt (1 mg/ml).

Para determinar la capacidad de convertir DNA superenrollado (FIl) en DNA
relajado (FI), también se incubaron cantidades crecientes de ambas proteinas (de 8 a
256 nM) con DNA superenrollado de pMV158 (8 nM) en presencia de 8 mM MnCl,
(véase Métodos 8.2.1.). Las muestras fueron incubadas como en el caso del DNA
monocatenario, pero el producto de las reacciones se analizd en geles de agarosa. Al
contrario de lo obtenido con el ssDNA, ambas proteinas mostraron igual eficiencia de
corte sobre DNA superenrollado (Figura 22B). De hecho, los resultados mostraron que
ambas relajan DNA de pMV158 con la misma eficiencia que la proteina nativa MobM,
convirtiendo mas del 60% del DNA superenrollado (FII) en DNA relajado (Fl). La

imposibilidad para alcanzar el 100% de corte podria explicarse por el equilibrio entre
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las actividades corte y el cierre de MobM, observado previamente para otras relaxasas
(Llosa et al, 1995; Matson & Morton, 1991; Pansegrau et al, 1990). Por tanto, ambas
proteinas truncadas mantienen la actividad endonucleasa, indicando que los residuos
requeridos para la actividad de corte se encuentran en los primeros 199 aminoéacidos
(MobMN199).

2.4. FORMACION DE COMPLEJOS ESTABLES DNA-MobMN243

La reaccion de corte de las relaxasas sobre el enlace fosfodiéster estan
basadas en transesterificaciones, cuyo resultado son intermediarios estables de
proteina-DNA y un extremo 3"-OH libre de DNA (Hanai & Wang, 1993; Moscoso et al,
1997). Para visualizar los aductos proteina-DNA formados tras el corte de MobM sobre
su DNA sustrato, incubamos MobMN243 con el oligonucleétido IR1-12pA (Figura 21)
en condiciones de corte 6ptimas. Este sustrato monocatenario contiene una cola de
poli-A de 15-mer para incrementar el tamafio molecular de los complejos generados de
proteina-DNA, y asi facilitar la separacion electroforética del complejo frente a la
proteina libre. Los productos esperados tras el corte de IR1-12pA son dos fragmentos
de 26-mer y 21-mer (éste ultimo unido a MobMN243) segun se ilustra en la Figura
23A. El analsis de los productos de DNA generados mostré que el corte de
MobMN243 sobre IR1-12pA es muy eficiente (Figura 23B). Analizando las mismas
reacciones de corte en un gel de SDS-PAGE tefiido con SYPRO Ruby, se pudieron
detectar dos bandas, una correspondientes a la proteina libre (MobMN243) y otra
superior correspondiente al complejo MobMN243-DNA21 (Figura 23C). A pesar de la
aparente eficiencia del corte, la cantidad de complejo respecto a la proteina libre fue
muy pequefia. Esto se ha visto para otras relaxasas como TrwCrsgg, donde las
moléculas que estan implicadas en la formacién de los complejos estables con el DNA

representan menos del 10% del total (Gonzélez-Pérez et al, 2007).

103



Capitulo 2

A Figura 23. Aislamiento de
complejos estables DNA-

MobMN243 tras el corte del

“"°"M”2“3O\ oligonucleétido  IR1-12pA.  A.
) Esquema de la reaccion de corte y

mVCk productos esperados de MobMN243

5'- Cy5 — 3 IR1+12pA (47-mer) sobre IR1-12pA. B. Analisis del DNA.
\ El oligonucleétido IR1-2pA (60 nM)

O&y marcado fluorescentemente en 5’

) 26 (Cy5) fue incubado con diferentes
5= CyS m— concentraciones de MobMN243 (128,

256, y 512 mM) a 30°C durante 20
min en presencia de 8 mM MnCl,. La

B reaccion fue parada tras incubar con
MobMN243 0.1% SDS vy proteinasa K (0.1 mg/ml)
_ ____‘ a 37°C durante 30 min. Las muestras

se analizaron en un gel
desnaturalizante (20% PAA, 7 M
— — 47-mer urea), analizando el resultado con
Phosphorimager. C. Andlisis proteico.
MobMN243 (10 uM) fue incubada con
W— e e | — 26-mer el oligonucleétido IR1-12pA (10 uM o
20 pM) en las mismas condiciones
que en (B). Las muestras fueron
visualizadas en un gel 12% SDS-

C PAGE tefiido con SYPRO Ruby. El

IR1+12pA complejo de MobMN243 unido al

- fragmento de 21-mer se identifico

—_ sobre la banda de la proteina libre
(MobMN243).

— MobMN243-DNA21

e — MobMN243

2.5. ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DE MobMN243

Durante la purificacion de la proteina MobM nativa se observd cierta
inestabilidad (incluso en tampones con alta fuerza iénica) y tendencia a la agregacion.
En el caso de MobMN243 se observé un comportamiento similar, de hecho, el perfil de
bandas de las muestras puras de proteina mostraba siempre una banda con un peso
molecular menor. Para determinar si esta banda podria corresponder a una proteina
gue co-purificaba con MobMN243, se secuencidé su extremo N-terminal. La secuencia
obtenida fue SYMVARMQ, que correspondioé con los residuos N-terminal de MobM
(excluyendo el residuo metionina inicial). Este resultado indic6 que MobMN243
presenta una inestabilidad intrinseca, al igual que la proteina nativa MobM. Por esta
razén, se decidio estudiar la estabilidad de varias muestras de MobM, MobMN243 vy

MobMN199 en tampodn A (Tabla 6) incubadas 2 meses a 4°C en ausencia 0 presencia
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de distintos ligandos (DNA sustrato IR+8, Figura 21; o MnCl,). Estas condiciones se
ajustaron a las empleadas para la obtencion de co-cristales para su analisis mediante
difraccion de rayos X. Tras la incubacién de las muestras, éstas se analizaron
mediante electroforesis en gel en condiciones desnaturalizantes (Figura 24). La
incubacién de MobM a 4°C durante 2 meses mostré que, a pesar de la aparicién de
bandas de peso molecular menor, la especie no degradada era la predominante (carril
1). La incubacion de MobMN243 a 4°C sin ligandos mostré un perfil de bandas con
degradacion apreciable (carril 3) en comparacién con muestra fresca (carril 2). Tanto la
presencia de Mn*? (carril 4), como de DNA sustrato IR1+8 (carril 5), aument6
ligeramente la degradacion de MobMN243; sin embargo, la especie principal seguia
siendo la muestra no degradada. Por otra parte, se observé un aumento notable de la
degradacion de MobMN243 cuando se incubaron en conjunto proteina, MnCl, y DNA
(carril 6). Este fenébmeno no ocurrié con la proteina MobMN199 (no mostrado), lo que
parece indicar que el DNA sustrato tiene un notable efecto sobre la estabilidad de la
region de aminoacidos mas alla de residuo 199. Cabe destacar que el producto de
degradacion de MobMN243 presentaba una migracion electroforética similar a
MobMN199 (carril 7, muestra fresca), reforzando la idea de que la inestabilidad

proteica podria estar localizada a partir del aminoacido 200.
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Figura 24. Estabilidad dependiente de ligando de MobMN243 analizada mediante
electroforesis SDS-PAGE. Las muestras se analizaron en geles 12% SDS-PAGE en el
siguiente orden: carril 1, MobM nativa (57.9 kDa) incubada 2 meses a 4°C; carril 2, muestra
fresca de MobMN243 (28.4 kDa); carril 3, MobMN243 incubada 2 meses a 4°C; carril 4,
incubada dos meses a 4°C en presencia de 15 mM MnCl,; carril 5, MobMN243 incubada 2
meses a 4°C en presencia de 180 mM de IR1+8; carril 6, MobMN243 incubada dos meses en
presencia de 15 mM de MnCl, e IR1+8; carril 7, muestra fresca de MobMN199 (23.1 kDa)
incluida para comparacion. Los marcadores de peso molecular (M) se indican en la derecha del
panel (en kDa).

Para acotar la regién susceptible de degradacién de MobM, varias muestras de

MobMN243 fueron analizadas mediante espectrometria de masas con ionizacién por
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nanoelectrospray (ESI-MS). En esta técnica, la ionizacion de las moléculas se produce
por un método muy suave (electrospray soft ionization, ESI), por lo que se minimiza la
posible fragmentacién de las muestras durante su analisis. Los espectros de masas de
muestras de MobMN243 sin incubar y tras su incubacion con MnCl, y DNA sustrato
(IR1+12) se muestran en la Figura 25. La masa monoisotopica de una preparacion
fresca de MobMN243 (Figura 25A) se correspondid con el valor teorico (28.4 kDa). En
presencia de MnCl, se observé una degradacion parcial de MobMN243, ocurriendo
ésta exclusivamente en la region C-terminal de la proteina (aminoacidos Y209 y K193)
(Figura 25B). Tras su incubacion con MnCl, y DNA sustrato se observd una
degradacion total de la proteina, principalmente en la posicion K202 y en menor
medida en las posiciones A190 y E176 (Figura 25C). Estos resultados confirman que
la degradacién de MobMN243 se produce principalmente en la regiébn comprendida

entre el aminoéacido 190y el 210, tal como sugeria el analisis electroforético.
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Figura 25. Estabilidad de MobMN243 analizada mediante espectrometria de masas (ESI-
MS) antes y después de su incubacion con ligando. Se muestran los espectros
deconvolucionados masa/carga (m/z) y la masa molecular (en Da) de cada pico. A. Muestra no
degradada de MobMN243 (sin incubacion). Se indican los picos mayoritarios correspondientes
a MobMN243 oxidada en una posicién (82430) y sin oxidar (S243). B. Muestra parcialmente
degradada de MobMN243 tras su incubacién a 30°C y 20 minutos en presencia de MnCl,. Se
observan un pico mayoritario (Y209) y otro minoritario (K193), ademas del pico correspondiente
a proteina sin degradar (S243). C. Muestra degradada de MobMN243 tras su incubacion a
30°C y 20 minutos en presencia de IR1+12 y MnCl,. Se observan un pico mayoritario (K202) y
dos minoritarios (A190 y E176).

2.6. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL CENTRO ACTIVO DE MobM

Los intentos para obtener cristales con la nueva versiéon de MobM (MobMN243)
resultaron infructuosos, probablemente debido a su inestabilidad intrinseca. Por tanto,
se decidio profundizar en la caracterizacion estructural de esta proteina usando para
ello la version MobMN199 vy varios sustratos de DNA que mimetizaban distintas fases
de la reaccion de corte. Las estructuras obtenidas se depositaron en el PDB (Protein

Data Bank) con los cédigos y resoluciones que se detallan en la siguiente tabla:
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Tabla 9. Estructuras resueltas de MobMN2199 con distintos sustratos de DNA.

NicO NicO NicO-PO Nic0-SPO NicO+1
Estructura

pH4.6 pH5.5 pH4.6 pH6.8 pH6.5
Cédigo PDB 41LVI 41L.VJ 4L.VK 4LVL 4LVM
Resolucion 19A 22 A 2.4 A 22 A 3.1A

La estructura tridimensional de la proteina MobMN199 unida a un
oligonucleétido que contiene la secuencia definida previamente como oriT minimo
(IR1+8) mas el grupo fosfato tras el sitio de corte (NicO-SPO, Figura 26A), confirmd6
gue el plegamiento general de la proteina presentaba cinco cadenas-f antiparalelas
(B1, B3, B5, B4, B2) flanqueadas a cada lado por una serie de hélices-a (a6/a4 y a2/a1)
(Figura 26B). El centro activo se sitla en la parte central de la lamina de cadenas-B, y
en él se pueden identificar la triada de histidinas del dominio conservado Il (H126,
H133 y H135) y el glutdmico 129 (E129); coordinando todos ellos el metal (Mn*?).
Estos residuos se encuentran conservados dentro de la familia de relaxasas MOBy;
(Garcillan-Barcia et al, 2009). Debido a su elevado grado de conservacion en el motivo
I, el residuo propuesto como catalitico para MobM era la tirosina ubicada en la
posicion 44 (Grohmann et al, 1999). Sin embargo, una inspeccion de la estructura
excluia practicamente esta posibilidad debido a la lejania de esta tirosina del centro
activo (no se muestra). La histidina en posicién 22 (dominio conservado |), en cambio,
mostrdé una disposicion Optima como candidata para realizar el ataque nucleofilico
sobre el DNA (Figura 26B).

2.6.1. Mecanismo de reaccion de MobM

Se resolvieron varias estructuras cristalinas de MobMN199 en complejo con
distintos sustratos que incluyen la horquilla de DNA extruida en el oriTpuy1ss reconocida
por la proteina (IR1, Figura 21). Estos sustratos consisten en pares de oligonucleétidos
anillados que contienen la secuencia del oriT minimo (IR1+8, Figura 26A), pero que
excluyen las 4 bases (‘GAAT’) que formarian el lazo de la estructura secundaria. La
eliminacion de este lazo facilitd la resolucién de las distintas estructuras sin modificar
la formacion de la horquilla de DNA reconocida por la proteina. Las relaxasas como
MobM, reconocen el DNA sustrato y realizan un corte sobre un enlace fosfodiéster
especifico para iniciar la transferencia del DNA. El resultado de estas reacciones son
intermediarios estables de DNA-proteina y un extremo 3°-OH libre de DNA. Los
oligonucleétidos se disefiaron de forma que imitan varios estados de esta

transesterificacion (Figura 26A): i) el oligonucleétido NicO+1 incluye la timidina
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después del sitio de corte (Thy27), imitando la situacion previa a la reaccion; (ii) NicO-
PO y NicO-SPO incluyen el fosfato tras el corte (‘p’) y su andlogo tiofosfato (‘p*),
respectivamente, simbolizando situaciones intermedias de la reaccion de
transesterificacion; y iii) NicO termina en el sitio 3" del corte (Gua26), representando asi
el producto (no unido covalentemente a la proteina) obtenido tras el ataque

nucleofilico.

A

IR1-L IR1-R nick
v
IR1+8 5 -ACTTTATgaatATAAAGTATAGTGTG-3"

v
5"-ATAAAGTATAGTGTGT-3"

osq © AT
NIcO+1 5 paprrca-s-

v
57 —ATAAAGTATAGTGTGp—B ’

NicO-PO  _, 7
3"-TATTTCA-5"

v
57 —Z‘\TAAAGTATAGTGTGps—3 :

Nic0-SPO Lo .
3"-TATTTCA-5

v
5"-ATAAAGTATAGTGTG-3"~

NicO .
3"~ TATTTCA -5

Figura 26. Oligonucleo6tidos usados para la co-cristalizacion con MobMN199 (A) y
estructura tridimensional de MobMN199 unida a NicO-SPO (B). A. En la secuencia del
IR1+8 (sitio de uni6on minimo de MobM al oriT,uv1ss) Se indican con flechas el brazo izquierdo
(IR1-L) y derecho (IR1-R) de la estructura tallo-lazo reconocida por MobM (IR1). La secuencia
del lazo que no se incluyo en el resto de oligonucledtidos se indica en mindsculas mientras que

Sy

la punta de flecha indica el sitio de corte (nick). Las letras ‘p’ y ‘p” indican la adicion de un
grupo fosfato y su analogo tiofosfato, respetivamente, a la guanina del sitio de corte. B. El DNA
se representa en azul y las hélices-a, las cadenas-p y los bucles de la proteina se indican como
cintas helicoidales rojas, flechas amarillas y tubos verdes, respectivamente. El detalle del
centro activo muestra el catibn manganeso (Mn+2) coordinado por una triada de histidinas
(H126, H133, H135) y un glutamico (E129), ademas de la histidina catalitica H22.

La secuencia cronoldgica de la reaccién de corte de MobM deducida a partir de
las estructuras se representa en la Figura 27. Antes de comenzar la reaccién, la
histidina catalitica (H22) se encontraria alejada del centro activo (a). Una vez
posicionado el enlace fosfodiéster del dinucleétido ‘GT’ (Gua26-Thy27) para su corte,
la H22 se acerca (b, c). El corte se produciria a través de un intermediario
pentacovalente (d) y finalmente, la H22 cambiaria nuevamente de posicién
(dirigiéndose hacia fuera), llevandose unido consigo el extremo 5 del DNA (e). Esta
estrategia evitaria por una parte la reaccion de religacion del DNA recién cortado y por
otra, permitiria la entrada del DNA recién sintetizado para la reaccion final de cierre.
Por tanto, la disposicion general de los residuos del centro activo seria (Figura 27f): i)
la triada de histidinas del motivo Il (H126, H133, H135) asistidas por un residuo

glutdmico (E129) coordinando el metal, ii) la arginina en posicion 25 (R25),
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perteneciente al motivo |, que ayuda a posicionar el enlace fosfodiéster que se va a

cortar y iii) la H22 del motivo | propuesta como catalitica.

RO3;PO

N
HIQE > \/NH
3 Arg25

H|s133 b

J i 06 o >/’
| J GIu129Y His128

Figura 27. Secuencia cronoldgica propuesta de la reaccién de corte de MobM con las
estructuras cristalogréaficas del centro activo (a-e) y esquema del centro activo basado
en las imagenes (f). Los atomos no presentes en la estructura y que se han modelado se
muestran en gris. A. NicO-PO a pH 4.6, la histidina 22 catalitica (H22) se encuentra alejada del
centro activo. B. NicO-SPO a pH 6.8: H22 se mueve parcialmente hacia el centro activo. C.
NicO+1 a pH 6.5: H22 se encuentra en posicién para realizar el ataque nucleofilico. D. El
complejo pentacovalente intermediario de DNA-MobM. E. NicO a pH 5.5: la H22 cambia de
posicion, llevandose el DNA unido (modelado). F. Esquema de la disposicion del centro activo
de MobM en base a la secuencia de cristales.

2.6.2. Mutantes del centro activo de MobM

La confirmacién de los resultados obtenidos por cristalografia se realiz6 a
través de la construccion de mutantes puntuales del centro activo. Para facilitar la
sintesis de los mutantes, se construyé una version de MobMN199 que incluia seis
histidinas en el extremo N-terminal (His-MobMN199). Para ello se uso el vector pQE-1
(QIAGEN), que contiene el promotor del fago T5 (reconocido por la RNA polimerasa
de E. coli) y el operador lac, asegurando asi una eficiente represion del promotor en
ausencia de inductor (IPTG). Una vez clonado el gen mobMN199 en el plasmido pQE-
1, éste se introdujo en la estirpe E. coli M15 que contiene el plasmido pREP4,
encargado de reprimir en trans el operador lac a través de la expresion constitutiva de
su represor. Las mutaciones dirigidas en el centro activo de His-MobMN199 se
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realizaron usando el kit GeneTailor Site-Directed Mutagenesis System (Fisher Thermo
Scientific) y los oligonucleétidos que se detallan en la Tabla 5.

Primero se comprobé que las colas de histidinas no afectaban a la
funcionalidad de la proteina His-MobMN199, encontrando que su actividad de
relajacion del DNA era equivalente a la proteina sin colas (no se muestra). Después,
se construyeron las proteinas con mutaciones puntuales en la H22 (propuesta en este
trabajo como catalitica) o la Y44 (previamente propuesta como catalitica) (Garcillan-
Barcia et al, 2009). Se decidié sustituir la H22 por una alanina (H22A), residuo de
pequefio tamafio y neutro, o por una tirosina (H22Y), la cual presenta un grupo
hidroxilo susceptible de atacar el enlace fosfodiéster del DNA (tal como se demostro
para otras relaxasas) (Boer et al, 2006). Por otra parte, la Y44 se sustituyé por una
fenilalanina (Y44F), que sélo difiere respecto a la tirosina en que carece del grupo
hidroxilo en el anillo aromatico. Todas las proteinas se purificaron tal como se detalla
en Métodos 6.2 para su uso en ensayos funcionales.

Los ensayos in vitro incluyeron experimentos de relajacién de DNA de pMV158
y comprobacién de la formacién del consecuente aducto covalente proteina-DNA. Para
ello, primero se incub6 DNA superenrollado de pMV158 tanto con la proteina His-
MobMN199 (WT), como con las proteinas mutantes, realizando todas las reacciones
en las mismas condiciones (véase Métodos 8.2.). La formacién de DNA relajado (Fll) a
partir del DNA superenrollado (FI) por parte de las proteinas se analiz6 tras cargar las
muestras en geles de agarosa (Figura 28A). Las mismas reacciones (8 nM de DNA de
plasmido y 250 nM de proteina) también se incubaron con SDS y KCI a baja
temperatura, para favorecer asi la precipitacion selectiva de los complejos estables
DNA-MobM formados tras el corte (Métodos 8.3.). Estas muestras se centrifugaron
para analizar los acidos nucleicos de sobrenadantes y precipitados en geles de
agarosa (Figura 28B). La proteina silvestre (WT) y mutante Y44F fueron capaces de
relajar y formar complejos covalentes con pMV158 con la misma eficiencia. Esto
confirmo definitivamente que el residuo Y44 no es el residuo catalitico. Por otra parte,
con ninguno de los mutantes de la H22 se obtuvo un incremento de formas relajadas
respecto al control negativo. Tampoco se recuperaron formas relajadas producto de
los posibles complejos covalentes con el mutante H22A. En conclusion, tanto los
ensayos de relajacion, como los de precipitacion de complejos, confirmaron el papel
esencial de la histidina 22 en la actividad de la proteina. El papel de otros residuos del
centro activo como el glutamico 129 (E129), que coordinaria el metal Mn*?, o la
arginina 25 (R25), que parece ser importante en la estabilizacion del intermediario
pentacovalente del corte (Figura 27f); también se comprobé mediante ensayos de

relajacion (Figura 28A). La mutacion de estos residuos provocd una pérdida de
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actividad total (R25A) o practicamente total (E129A, E129Q) de la proteina. Estos
resultados, unidos a los obtenidos con métodos cristalogréficos, indicarian que ambos
residuos son esenciales en la correcta conformacion del centro activo para la actividad
catalitica de MobM.

wWT H22A H22Y WT Ya4F
— 100 200 400 100 200 400 100 200 400 — 100 200 400 100 200
[ — ; ] bt b ey
' i z
(AR — w— — -y S-S SR e F P R o bt el
wWT R25A wT E129A E129Q
— 100 200 400 100 200 400 — 100 200 400 100 200 400 100 200 400
—Fll = . -
[ el — ) —
# ——m— © _ | i PRSPy S S —
B
— WT H22A - Ya4F
S P S P S P s P S P
T (- TR T -
= —— — B [ Ty S —

Figura 28. Actividad de corte (A) y formacién de aductos covalentes (B) de mutantes del
centro activo de His-MobMN199 sobre pMV158. A. Ensayos de relajacion de DNA de
pMV158 con His-MobMN199 silvestre (WT) y mutantes: H22A, H22Y, Y44F, R25A, E129A y
E129Q. Se incubaron 8 nM de pMV158 sin () o con (100, 200, 400 nM) de proteina
suplementado con 8 mM MnCl, a 30°C durante 20 min. B. Andlisis de la formacién de aductos
covalentes de His-MobMN199 con pMV158 analizados tras la relajacion y el tratamiento con
SDS y KCI. La banda correspondiente a las formas Fll en los precipitados (P) indica la
formacion del aducto covalente; tal como se puede observar con las proteinas silvestre (WT) y
mutante Y44F. La generacion de formas relajadas (FIl) a partir de formas superenrolladas (FI)
se analiz6 en geles de agarosa 1% tefiidos con GelRed 1X en ambos paneles.

Para confirmar los resultados obtenidos en los ensayos in vitro, se comprobo el
papel de los residuos H22 e Y44 de MobM en la movilizacién del plasmido pMV158.
Para ello se realizaron ensayos in vivo en los que se compar6 la capacidad de
movilizacién del plasmido pMV158 silvestre con la de dos derivados que incluian las
mutaciones H22A o Y44F en el gen mobM: los plasmidos pMV158H22A vy
pMV158Y44F. En estos experimentos de conjugacion en filtro, se emplearon como
donadoras células de S. pneumoniae 708 (Tabla 2) que contenian el plasmido auxiliar
pAMB1 (Tabla 4) y que se transformaron con el plasmido silvestre 0 mutantes (véase
Métodos 9). Como receptor, se empled la estirpe E. faecalis OG1RF (Tabla 2). Los

resultados mostraron que mientras que los plasmidos pMV158 y pMV158Y44F tenian
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una frecuencia de transferencia similar (del orden de 10®), no se recuperé ni un solo
transconjugante en los mismos experimentos realizados con pMV158H22A (frecuencia
<10, es decir, por debajo del limite de deteccion experimental). Por tanto, tomados
en conjunto, los resultados de la estructura y los ensayos funcionales de MobM
muestran que el residuo H22 es esencial para la actividad endonucleasa de la
proteina; y ademas, apoyan su papel como el residuo catalitico que realiza el ataque
nucleofilico sobre el DNA sustrato.
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El andlisis de las interacciones entre MobM y el plasmido pMV158 mostré que
la proteina se une a la region que incluye el oriT,uviss, tanto para iniciar la
transferencia plasmidica (Farias & Espinosa, 2000), como para regular su propia
sintesis (Lorenzo-Diaz et al, 2012). Mediante microscopia electronica se descubrid
gue, ademés, MobM reconoce otra region del plasmido pMV158 no detectada hasta el
momento. Este nuevo sitio de unién, que se ha denominado sitio secundario o sitio Il,
se maped dentro del modulo de replicacion y control, en concreto en la region
promotora del gen que codifica el RNAIl antisentido. Este capitulo explora las
propiedades de la union de MobM al sitio Il. Para ello se llevé a cabo la caracterizaciéon
de la union in vitro de MobM a esta secuencia, tanto sobre DNA monocatenario como
superenrollado. También se analizé el papel regulador de MobM sobre el médulo de
replicacion de pMV158 y, en consecuencia, sobre el nimero de copias plasmidicas.

Los estudios de interacciones DNA-proteina por microscopia electronica
mostrados en este capitulo fueron realizados por la Dra. Alicia Bravo en el laboratorio
del Dr. Rudi Lurz, en el Instituto de Genética Molecular Max-Planck (Berlin, Alemania).
Un manuscrito en preparacion recoge los resultados de este capitulo: Fernandez-
Lopez C, Lorenzo-Diaz F, Lurz, Bravo A, Espinosa M (2015) Intramolecular cross-talks

between plasmid-encoded mobilization and replication machineries.

3.1. MAPEO DE LAS INTERACCIONES GLOBALES ENTRE MobM Y EL
PLASMIDO pMV158

El estudio de las interacciones de la proteina MobM con su DNA diana incluyé
un andlisis mediante microscopia electrénica de la unién de MobM al scDNA del
plasmido pMV158. Los complejos pMV158-MobM se prepararon en presencia o
ausencia de MgCl,, condiciones en las que de manera respectiva se favorece la union
y corte del DNA, o Unicamente la unién. Una vez fijados con glutaraldehido, los
complejos se trataron con la enzima de restriccion de sitio Unico Stul, de manera que,
tomando como referencia la posicién de este sitio (coordenada 4626), se pudiera
determinar la localizacion del sitio de union de MobM sobre el plasmido (Figura 29).
Los resultados mostraron que tanto en presencia como en ausencia del cation, MobM
se unia a una region dentro del oriTpwiss que incluye el sitio de corte de la proteina
(sitio I, 3585-3596), coincidiendo con el lugar mapeado previamente como posicion de
corte (3595-3596) (Grohmann et al, 1998; Guzman & Espinosa, 1997). Curiosamente,

los datos obtenidos mostraron MobM presentaba un sitio de unién secundario (sitio I1)

115



Capitulo 3

no detectado anteriormente, localizado aproximadamente a 1740 pares de bases del
extremo de la molécula de DNA de pMV158 (Figura 29).

Stul sitio 11 sitio | Stul
(4626) (5540/0) (820-842) (3585-3596) (4626)
Il Ll 1 1 l]
100 + MgCI2
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Figura 29. Distribucion de los sitios de union de MobM sobre el plasmido pMV158
obtenidos mediante microscopia electréonica. Los complejos DNA-proteina se incubaron con
una enzima de restriccibn de sitio Unico en pMV158 (Stul) desde donde estimaron las
coordenadas de unién de la proteina en las diferentes condiciones del ensayo, segun se detalla
en Métodos 8.1.

Tras examinar las regiones correspondientes al sitio de unién secundario de
MobM desde los dos extremos de la molécula de DNA de pMV158, se vio que en uno
de los casos esta region se incluia dentro del gen mobM (coordenadas 3808-3830), y
en el otro dentro del operdon formado por repB-copG (coordenadas 820-842). En
concreto, la cadena retrasada de ésta Ultima regién contenia la regiébn promotora del
rnall antisentido (Pctll). Tras una inspeccion de la secuencias de DNA de ambas
regiones, se descubrié que la secuencia del promotor Pctll presentaba homologia con
el sitio de union primario de MobM. En la Figura 30A se muestra el alineamiento entre
el oligonucledtido IR1+8, el cual representa la secuencia minima de unién de MobM al
oriTywiss (Lorenzo-Diaz et al, 2011), con parte del promotor Pctll. Las repeticiones
invertidas presentes en IR1+8 ‘CTTTA’ y ‘TAAAG’ se encontraron también en la
secuencia del promotor del rnall. Ademas, la prediccion de la estructura secundaria de
ambas secuencias indica que la estructura tallo-lazo que formarian es muy similar

(Figura 30B).
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Figura 30. Identificacion in silico del sitio Il de interaccién entre MobM y el DNA del
plasmido pMV158. A. Alineamiento de secuencias del sitio | (IR1+8; coordenadas 3570-3595)
y Il (Pctll; coordenadas 863-840) de unién de MobM. La caja -10 del Pctll se delimita con
recuadro y las repeticiones invertidas en las dos secuencias estan sombreadas en gris. B.
Localizacidn de los sitios de unién de MobM en el DNA del plasmido pMV158 y comparativa
entre las estructuras secundarias predichas (programa mfold; Tabla 7) que formarian ambas
secuencias.

3.2. INTERACCION /N VITRO ENTRE MobM Y EL PROMOTOR DEL RNAII

Para confirmar los datos obtenidos mediante microscopia electrénica y analisis
in silico, se procedi6 a caracterizar la interaccion de la proteina MobM a una secuencia
de DNA que incluyese el promotor del rnall (Pctll). Dado que MobM presenta una baja
afinidad por sustratos de DNA de doble cadena lineal (Lorenzo-Diaz, 2010), el estudio
de las interacciones especificas de MobM con el sitio secundario se abord6

empleando sustratos de DNA monocatenario y superenrollado.

3.2.1. Unidn de MobM al promotor Pctll sobre DNA monocatenario

La union de MobM al sitio Il sobre DNA monocatenario que contenia la
secuencia del promotor Pctll se estudid a través de ensayos de competicion mediante

EMSA. Para ello se uso6 la version truncada MobMN199, que incluye el dominio
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relaxasa de la proteina MobM, involucrado en el reconocimiento e interaccién con el
DNA (véase Introduccién) y cuya afinidad por el sitio | ya se habia caracterizado
previamente mediante ensayos de competicion con EMSA (Lorenzo-Diaz et al, 2011).
En este experimento se compard la capacidad de union de MobMN199 a dos
oligonucledtidos: i) IR1+8 (Figura 30A; Tabla 5), que incluye la secuencia del sitio | de
union; y ii) Pctll (Figura 30A; Tabla 5), que incluye la secuencia del sitio 1l de union.
Para ello, se evalud la capacidad de estos dos sustratos para competir en la unién a
MobMN199 con el oligonucle6tido IR3 (Tabla 5), marcado con el fluoréforo Cy5 en su
extremo 5°. Previamente ya se habia demostrado que MobMN199 presenta una alta
afinidad de unién por el oligonucledtido IR3 (Lorenzo-Diaz et al, 2011).

MobMN199 (nM) 0 80

DNA competidor Petil IR1+8
(hnM) O 0 128 256 64 128

L Q—+ C

Figura 31. Ensayo de competicién por la unién de MobMN199 entre los oligonucle6tidos
IR3 y Pctll o IR1+8. Se prepararon mezclas que contenian una concentracion fijja de DNA
marcado IR3 (2 nM) y diferentes cantidades del oligonucle6tido competidor sin marca (Pctll o
IR1+8). A continuacion, se incubaron las muestras sin o con proteina MobMN199 (80 nM)
durante 30 min a 25°C. Por ultimo, las muestras se analizaron en geles nativos de PAA al 10%.
La posicién de las bandas correspondientes al complejo IR3-proteina (C) o IR3 libre (L) se
indica en la derecha del gel.

Las mezclas que contenian el oligonucleétido IR3 y distintas cantidades del
oligonuclettido competidor (Pctll o IR1+8) se incubaron con la proteina MobMN199
durante 20 min a 24°C; y los complejos formados se analizaron mediante
electroforesis en un gel nativo de PAA al 10% (Figura 31). La movilidad electroforética
en un gel nativo del oligonucle6tido marcado IR3 variara en funcion a si se encuentra
en estado libre (L) o bien formando complejos con MobMN199 (C). De esta forma, en
presencia de un DNA competidor al que se una MobMN199, se esperaria una mayor
proporcion de IR3 libre. El resultado de este ensayo revel6 que, aunque en menor
medida que IR1+8, el oligonucledtido que incluia parte del promotor Pctll es capaz de
competir por la union especifica de MobMN199. Por tanto, y al menos sobre DNA
monocatenario, la proteina MobM se une especificamente al sitio Il previamente

detectado mediante microscopia electronica.
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3.2.2. Unién de MobM al promotor Pctll sobre DNA superenrollado

La caracterizacion de la union de MobM a la region del DNA donde se ubica el
sitio Il también se llevo a cabo mediante footprinting con DNasa | usando como molde
DNA superenrollado. Mediante esta técnica, se analizan las regiones protegidas del
DNA (huella o footprint) por la union de una proteina, en este caso MobM, frente a la
accion enzimética de la DNasa |. Como sustrato para este estudio se usé DNA
superenrollado del plasmido pAS, un derivado de pMV158 que carece del sitio | de
union de MobM (oriTpwviss), pero no del sitio Il (Ruiz-Cruz et al, 2010).

La preparacion de complejos DNA-proteina se realizé mediante la incubacion
de varias concentraciones de proteina MobM (1 o 2 uM) con DNA superenrollado de
pPAS durante 25 min a 24°C. Después del periodo de incubacion, las muestras se
trataron con 0.3 U de DNasa |, tras lo que se realizé la extensién de la cadena
retrasada del plasmido con el oligonucle6tido marcado radiactivamente FP-rnall-2
(Tabla 5). Los productos de la extensién se analizaron en geles desnhaturalizantes
(PAA 8%, 7 M urea), junto con las reacciones de secuencia (A, G, C, T) obtenidas con
el plasmido pAS y el mismo cebador (véase Métodos 8.5.).

En la Figura 32 se muestra el resultado de este ensayo. La comparacion de la
distribucion y densitometria de las bandas obtenidas con la muestra de DNA libre
(gris), respecto a la obtenida con el DNA incubado con MobM (rojo), permitié acotar las
regiones de interaccion entre MobM y el DNA, ya que en estas zonas se observl una
disminucion de la intensidad de las bandas respecto a la muestra control. El patron de
proteccion indica que MobM se une principalmente a una region que comprende la
caja -10 del promotor Pctll (posiciones entre +2 y -19, tomando como referencia el sitio
de inicio de la transcripcion del rnall). Por otra parte, en presencia de MobM también
se observo una alteracion de la densidad de las bandas en las regiones que flanquean
la caja -35 del Pctll. Tal como se esperaba, el andlisis mediante footprinting en las
misma condiciones realizado en esta region del DNA pero en la cadena lider (FP-rnall-
1, Tabla 5), no mostrd un patron de proteccion claro por parte de la proteina MobM (no
se muestra). La combinacion de estos datos, con los obtenidos mediante ensayos de
competicibon con DNA monocatenario, confirmaron que MobM se une in vitro
especificamente a la region del Pctll que comprende la caja -10 y la secuencia

adyacente situada a 5" a la misma.
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inicio repB
5°-GCTAAAGTCAAACATTTCTTGGGTATATTATACTTTATGGCTAAAGAAAAAGCAAGATACTTCAC-3”
3°-CGATTTCAGTTTGTAAAGAACCCATATAATATIGAAATACCGATTTCTTTITTCGTTICTATGAAGTG-5"

RNAII < 10 .35
+1
B - - + 4+ + DNasal
- + - @ MobM
{“73
—
> -<+12
=
o
Q

Figura 32. Footprinting con DNasa | de MobM unida al promotor del rnall (Pctll) sobre
DNA superenrollado de pAS. A. Secuencia de DNA de la region que incluye el Pctll
(coordenadas 817-881 de pMV158). Se indica el coddn de inicio de repB en la cadena lider; y
el inicio de transcripcion del RNAII (+1; flecha apuntando la direccion de transcripcion) y las
cajas -10 y -35 (recuadros grises) de Pctll en la cadena retrasada. La secuencia que codifica el
RNAII se resalta en negrita. B. El gel muestra la cadena retrasada en la region de Pctll digerida
con DNasa | (0.3 U) en ausencia (-) o presencia de MobM. Los carriles 1 (sin MobM ni DNasa
1), 2 (sin DNasa | con 2 yM de MobM) y 3 (sin MobM con 0.3 U de DNasa |) se afiadieron como
controles. En los carriles 4 y 5 (reacciones): se incub6 el DNA con diferentes dosis de proteina
MobM (1 y 2 uM, respectivamente) en ausencia de cation, tratando posteriormente con DNasa |
(2 min). Se realizaron reacciones de secuencia (carriles A, C, G y T) con el mismo cebador que
se empled en las extensiones del DNA modificado. Se muestran los principales elementos del
promotor del RNAII (izquierda del gel) y las regiones protegidas (corchetes) asi como las
bandas hiperexpuestas (puntas de flecha) debido a MobM a la derecha del gel. Las posiciones
gue se indican son relativas al inicio de transcripcion del promotor Pctll (+1). También se
representa la comparacion entre los perfiles densitométricos de las calles 3 (gris; ausencia de
MobM) y 5 (rojo; presencia de MobM) sobre la secuencia.
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3.3. EFECTO IN VIVO DE LA INTERACCION ENTRE MobM Y EL PROMOTOR
Pctll

Una vez probada la union especifica de MobM a la regién que comprende el
Pctll, se valoré la posible influencia de esta unién en el médulo de replicacién y control
de pMV158.

La secuencia del RNAII es complementaria a una region del RNA mensajero
copG-repB que contiene las sefiales de inicio de la traduccion de repB (L6pez-Aguilar
& del Solar, 2013; Lopez-Aguilar et al, 2015; Lopez-Aguilar et al, 2013). Por tanto, a
través de la inhibicion de la traduccion de la proteina iniciadora de la replicacion RepB,
el RNAIl es uno de los elementos responsables del control de la replicacion del
plasmido pMV158 (Figura 9) (del Solar et al, 1997; Lopez-Aguilar et al, 2015). Estudios
previos habian mostrado que MobM es capaz de reprimir su propia sintesis a través de
la union a una secuencia incluida dentro del oriTywiss (Lorenzo-Diaz et al, 2012).
Basandonos en estos datos, se podria pensar que la secuencia del promotor Pctll
también podria ser reconocida por MobM, provocando con su union la inhibicion de la
expresion del gen rnall. Este efecto se trasladaria en una caida en los niveles de
RNAII, que a su vez permitirian una mayor traduccion de RepB, y por tanto, un

aumento del nimero de copias plasmidicas (para mas detalles véase Introduccién).

3.3.1. Regulacion transcripcional del promotor Pctll por MobM

Para comprobar si MobM podria ejercer un control sobre la transcripcion del
RNAII, como primera aproximacion experimental se analiz6 el efecto de la induccién
de la sintesis de MobM sobre el promotor Pctll. Para ello, se construyeron fusiones
transcripcionales del Pctll o un promotor control (Pmob2) con el gen lacZ (cuyo
producto es la enzima B-galactosidasa) en células de E. coli, que posteriormente se
usaron en ensayos de actividad B-galactosidasa. El plasmido pRNAIl (Tabla 4)
contiene la fusion transcripcional del promotor Pctll con el gen lacZ (véase Métodos
11). Por otra parte, el plasmido pAORI (Tabla 4) que contiene el promotor Pmob2 del
gen mobM fusionado con el gen lacZ se us6 como control (Lorenzo-Diaz et al, 2012).
Ensayos previos del laboratorio mostraron que MobM no tenia efecto regulador sobre
la regién clonada de este promotor, ya que carece una region upstream necesaria para
la unién de MobM. Los plasmidos pRNAIl y pAORI se transformaron por separado en
las estirpes de E. coli IM109(DE3) que contenian: i) el plasmido pLGM2 (expresion de
mobM; Tabla 4), o ii) el plasmido pET-5 (no expresa mobM; Tabla 4). Los ensayos de
regulacion transcripcional se realizaron mediante la expresion controlada por IPTG del

gen mobM desde el pldsmido pLGM2 (Tabla 4). De esta forma, si la expresion y

121



Capitulo 3

posterior unibn de MobM al promotor clonado, supone un impedimento para su
reconocimiento por parte de la RNAP de E. coli, la expresion del gen lacZ deberia
reprimirse y los niveles de B-galactosidasa deberian disminuir.

La representacion de los resultados obtenidos se puede ver en la Figura 33. La
induccion de MobM reduce unas 10 veces los niveles de B-galactosidasa en las
células que contienen el pRNAII (contiene el promotor Pctll), pero no sobre los cultivos
control (con el promotor Pmob2). Esto sugiere que MobM reprime especificamente la
expresion desde el promotor del RNAII, al menos en células de E. coli.

unidades Miller (x100)

IPTG o0 4 8 12 16 20
1 1 1 1 l 1 l 1 1 1 1
Pmob2
- O pETS
—I:- pAORI + E': M pLGM2

Pctll

PRNAI -

Figura 33. Analisis del efecto de MobM sobre la regulacion transcripcional del promotor
Pctll. La medida de la actividad B-galactosidasa se realizé en cultivos de E. coli IM109(DE3)
portadores de los plasmidos con las fusiones transcripcionales pAORI, control negativo; o
pRNAIl, con promotor Pctll. A su vez estas estirpes contenian los plasmidos pLGM2 (gen
mobM inducible por IPTG; azul oscuro) o pET-5 (sin gen mobM; azul claro). La actividad -
galactosidasa se midié creciendo los cultivos en ausencia (-) o presencia (+) de 1 mM de IPTG
para la induccién de mobM. Los valores se expresan en unidades Miller y son el resultado de la
media de valores de tres ensayos independientes con sus respectivas desviaciones estandar.
Notese que las diferencias en intensidad de sefial (unidades Miller) entre los plasmidos pAORI
y pRNAII pueden deberse a la distinta eficiencia del promotor que contienen.

3.3.2. Control de la expresion del RNAIl por MobM en S. pneumoniae

Para validar el efecto represor de MobM sobre la sintesis del RNAII en cultivos
de S. pneumoniae, se construyé un derivado del plasmido pMV158 en el que se
eliminé el sitio de union primario (oriTywiss) Y la region promotora del gen mobM,
sustituyéndolos por una secuencia que incluia: i) dos terminadores transcripcionales
en tandem (T1T2) (Brosius et al, 1981), y ii) un promotor inducible por fucosa (PfcsK)
(Chan et al, 2003). De esta forma, con los terminadores T1T2 se aseguraria una
eficiente terminacion de la transcripcion del gen tetL situado upstream de mobM, y
ademas, con el promotor Pfcsk se podria controlar la expresion de mobM mediante la
adicion de un inductor (fucosa) (Ruiz-Cruz et al, 2010). Para realizar esta construccion
se empled una estrategia de PCR con oligonucledétidos solapantes (véase Figura 14).
Usando DNA de los plasmidos pMV158 y pAST-PfcsK como moldes, se construyo el
plasmido pMVT-PfcsK (Figura 34, Tabla 4). Por otra parte, usando como moldes los
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plasmidos pMV158 y pAST se construyd el plasmido control pMVT (Figura 34, Tabla
4), que contiene la misma secuencia que pMVT-PfcsK pero sin region promotora para
el gen mobM. Estos plasmidos se recuperaron en S. pneumoniae 708 (Tabla 2) para la

realizacion de los siguientes experimentos.

pMV158 -——-—#_—

ssoU oriT  Pmob mobM
pMVT s — -
ssoU T1T2 mobM
pMVT-Pfcsk -——C>—£——
ssolU T1T2 PfcskK mobM

Figura 34. Mapa genético de parte del plasmido pMV158 y sus derivados pMVT y pMVT-
PfcsK. Mediante PCR se amplifico la secuencia del plasmido pMV158 excluyendo el origen de
transferencia (oriT) y promotor Pmob2 del gen mobM. En la region delecionada de pMV158, se
clonaron dos fragmentos distintos: i) uno que incluia los terminadores transcripcionales T1y T2
(Brosius et al, 1981) obteniendo el plasmido pMVT (Tabla 4), y ii) otro que incluia tanto T1y T2
como el promotor inducible por fucosa PfcsK (Chan et al, 2003) para obtener el plasmido
pMVT-PfcsK (Tabla 4).

El primer paso tras la construccion de estirpes de S. pneumoniae con estos
plasmidos, fue comprobar la sintesis de la proteina MobM en respuesta a fucosa. Para
ello se realizaron ensayos de Western blot. La deteccion de MobM con anticuerpos
policlonales anti-MobM se llevo a cabo sobre extractos proteicos totales de cultivos de
S. pneumoniae que contenian el plasmido pMVT o pMVT-PfcsK (Figura 34), crecidos
en ausencia o presencia de fucosa. Tal como se observa en la Figura 35, en los
cultivos de S. pneumoniae/pMVT (sin promotor para mobM), no se observa produccién
de la proteina MobM (carriles 2, 3, 4). En los cultivos crecidos sin fucosa con el
plasmido que contiene el gen mobM bajo control del promotor inducible por fucosa
(PMVT-PfcsK) (carril 5), se aprecia una produccion minima de MobM, debida
posiblemente a escapes ya detectados previamente en este sistema (Ruiz-Cruz et al,
2010). Por otra parte, en los mismos cultivos con inductor, se observan cantidades

crecientes de proteina en funcién de la cantidad de fucosa afiadida al medio (carriles 6
yn.
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pMVT pMVT-PfcsK

MobM — il sl Fucosa
1 2 3 4 5 6 7

—— e —

Figura 35. Western blot mostrando la expresién de mobM inducida por fucosa. Los
cultivos de neumococos que contenian los plasmidos pMVT o pMVT-PfcsK se crecieron hasta
una DOgso = 0.6 sin (-) o con diferentes cantidades de fucosa: 0.5% (carriles 3y 6) y 1%
(carriles 4 y 7). Los extractos totales de proteinas se analizaron en un gel SDS-PAGE al 12%,
tras lo que se llevé a cabo el Western blot usando anticuerpos policlonales anti-MobM. Una
muestra de proteina MobM pura (400 ng; carril 1) se cargé como control.

3.3.3. Niveles intracelulares de mRNAs codificados por pMV158 en respuesta a
induccién de MobM

Un ensayo de primer extension semicuantitativo nos permiti6 comprobar como
afectaba la induccion de MobM en los niveles de transcritos del médulo de replicacion
y control de pMV158 (en concreto, en el RNAIl y el mMRNA de copG-repB). Partiendo
del RNA total de cultivos de S. pneumoniae/pMVT-PfcsK crecidos en ausencia o
presencia de fucosa, se realiz6 la sintesis del cDNA con una mezcla de cebadores
marcados radiactivamente en el extremo 5. Estos cebadores marcados anillan en los
transcritos de tetL, mobM, copG-repB o RNAII; siendo el producto de cada uno de
ellos de un tamafio distinto: 102 nt, tetL; 73 nt, mobM; 56 nt, copG-repB; 30 nt, RNAII.
El resultado obtenido se ilustra en la Figura 36, donde los valores de la densitometria
de las bandas obtenidas con cada producto se normalizaron respecto al de la
tetraciclina (tetL). Se eligié este transcrito como control ya que previamente se habia
demostrado que la expresion de tetL no se ve afectada por la induccién de MobM
(Lorenzo-Diaz et al, 2012). En ausencia de fucosa, se puede detectar la banda
correspondiente al producto de mobM (carril 4), cuya densidad aumenta
significativamente (20 veces) en presencia de fucosa (carril 8). A su vez, la induccion
de MobM provocéd una disminucion de 2 veces la cantidad del RNAIlI detectado
(véanse los carriles 4 y 8, sin y con fucosa respectivamente). Aunque se pudo detectar
la banda del producto de copG-repB en los cultivos sin y con inductor (56 pb; carriles 4
y 8), la sefial se encontraba por debajo del rango minimo de cuantificacién por lo que
no se pudo valorar el efecto de MobM sobre este transcrito. Por tanto, la correlacion
entre el aumento en la expresion de mobM y la disminucion en los niveles de RNAII
confirmaria que MobM actla, ya sea directa o indirectamente, reprimiendo

transcripcionalmente la expresion del RNAII desde el promotor Pctll.
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- Fucosa + Fucosa

ACGT12345¢6738

- — - - (— 102 (tetl)

1L . = |- 73(mobM)

— 56 (copG-repB)

1[— 30 (rnall)
* . *

Figura 36. Anadlisis por primer extension sobre RNA total aislado de células de S.
pneumoniae 708 que contenian el plasmido pMVT-PfcsK. Los cultivos de neumococo se
crecieron en ausencia (-) o presencia (+) de fucosa hasta una DO = 0.4. Los cebadores PE-tetL
(carriles 1 y 5), PE-mobm (carriles 2 y 6), PE-rnall (carriles 3 y 7) o todos ellos (carriles 4 y 8)
se utilizaron para extender el RNA diana en cada caso. Las reacciones de secuencia (A, G, C,
T) se realizaron usando como molde el DNA del fago M13 y demas material provisto por el kit
Sequenase v2.0 DNA Sequencing kit (USB-Affimetrix). Todos los productos se analizaron
mediante electroforesis en gel de 8% PAA — 7 M urea. Los tamafios (en nucleétidos) de cada
producto de extension del cebador se indican a la derecha del gel. La cuantificacion de las
bandas se realizé con ayuda del software QuantityOne (Bio-Rad) en los carriles marcados con
asteriscos.

3.3.4. Nimero de copias plasmidicas en respuesta a sintesis de MobM

Para valorar el efecto de la induccion de MobM sobre el numero de copias
plasmidicas, se prepararon extractos totales de DNA de cultivos de S. pneumoniae
gue contenian los plasmidos pMVT o pMVT-PfcsK (Figura 34), crecidos en ausencia o
presencia de inductor (fucosa). El contenido de DNA de cada extracto se separd en un
gel de agarosa al 1% que contenia BrEt (Figura 37). La cuantificacion de las bandas
de DNA cromosémico (crom), y plasmidicas (FI y Fll) permitié el calculo de numero de
copias plasmidicas por equivalente cromosomico (N,,) en cada extracto (parte inferior
de Figura 37).

En las tres condiciones sin expresion de mobM (cultivos sin inducir de ambos
plasmidos o con inductor de pMVT), se estimé un N,, de aproximadamente 20. En
cambio, en los cultivos de pMVT-PfcsK inducidos, se observa un incremento en la
intensidad de las bandas plasmidicas respecto a los mismos cultivos sin inducir. De

hecho, el calculo de N,, mostré que el incremento en los niveles de MobM provocaba
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un aumento del nimero de copias de pMVT-PfcsK por equivalente cromosémico de
mas de 10 veces.

En este capitulo se muestra como el incremento en los niveles de MobM
inhiben la expresion del rnall, reduciendo la cantidad de RNAII disponible para unirse a
su DNA diana. Como se menciona anteriormente, esta diana incluye la secuencia con
las sefales necesarias para la traduccion de RepB. Asi, los bajos niveles de RNAII
permitirian una mayor sintesis de la proteina iniciadora de la replicacion RepB,

aumentando, tal como observamos, el numero de copias plasmidicas.

pMVT pMVT-PfcsK

Fucosa - + - +

Vol.extracto (ML) 3 6 12 3 6 12 3 6 12 3 6 12

—Mﬁ:-wﬁ—wﬁ—a

.li i'i“l-ll

crom—
Fll—

Fl—

N 22(#8) 16(x2) 21(x12) 236 (+39)

av

Figura 37. Efecto de la induccién por fucosa de MobM en el nimero de copias
plasmidicas. Como sustrato se usaron cultivos que contenian los siguientes plasmidos: pMVT
(control, mobM carece de promotor) o pMVT-PfcsK (contiene el gen mobM bajo control de un
promotor inducible por fucosa) (ver Figura 35). Se obtuvieron preparaciones de DNA total
mediante extractos crudos de los cultivos de S. pneumoniae con los distintos plasmidos, tal
como se describe en Métodos 3.1. Las diferentes formas de DNA se analizaron en geles de
agarosa al 1% que contenian EtBr (1 pg/ml). Se cargaron cantidades crecientes de cada
extracto (3, 6, 12 L) y se compararon muestras de cultivos sin inducir (-, 0%) e inducidos con
fucosa (+, 1%). La migracion de las formas cromosoémicas (crom), plasmido superenrollado (FI)
y plasmido relajado (Fll) se indican a la izquierda del gel. El nimero de copias plasmidicas por
equivalente cromosomico se calcul6 tal como se indica en Métodos 10, y los valores obtenidos
con sus correspondientes desviaciones estandar (entre paréntesis) se muestran en la parte
inferior de la figura.
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Un nuevo elemento movilizable en S.

agalactiae
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S. agalactiae, la bacteria de donde se aisl6 originalmente el plasmido pMV158,
contiene una gran cantidad de elementos genéticos moviles codificados en su
genoma. En este capitulo se estudia un nuevo elemento genético movilizable (IMErpsl)
gque se encuentra integrado en el cromosoma de esta bacteria. Este elemento codifica
una proteina homologa a la relaxasa MobM del pldsmido pMV158 que hemos
denominado MobSag. A través de ensayos in vivo se analiz6 la capacidad del IMErpsI
tanto para escindirse del cromosoma como para movilizarse conjugativamente. La
proteina MobSag se purificO para la caracterizacion in vitro de sus propiedades
biofisicas y bioguimicas mediante ensayos de dicroismo circular y de actividad de
corte sobre DNA superenrollado. Una vez establecidas las condiciones de actividad
Optimas, se determind el dinucleétido especifico de corte de MobSag mediante una
aproximacion metodoldgica rapida y sencilla basada en el uso de fluor6foros.

La secuenciacién del genoma de S. agalactiae HRC se realizd en colaboracion
con el Dr. Fabian Lorenzo Diaz en el Instituto Universitario de Enfermedades
Tropicales y Salud Publica de Canarias (Universidad de La Laguna, Tenerife). El
analisis del IMErpsl se realiz6 durante una estancia en el laboratorio del Dr. Philippe
Glaser, en el Institut Pasteur (Paris, Francia). Un manuscrito en preparacion recoge los
resultados de este capitulo: Fernandez-Lopez C, Lorenzo-Diaz F, Douarre PE., Baez
A, Flores C, Glaser P, Espinosa M (2015) Relaxase-mediated conjugative transfer of a

streptococcal Integrative and Mobilizable Element.

4.1. ELEMENTO MOVILIZABLE E INTEGRATIVO rpsl (IMErpsl)

La clasificaciébn de elementos conjugativos en familias MOB estad definida en
base a la homologia de los 300 aminoacidos del extremo amino-terminal (dominio
relaxasa) de las proteinas iniciadoras de la conjugacion que codifican (véase
Introduccién) (Garcillan-Barcia et al, 2009). En el Capitulo 1 se mostr6 una
actualizacion del inventario de plasmidos de la familia MOB,; cuya relaxasa
representante es MobMpwyiss. Una nueva busqueda con el programa PSI-BLAST y los
300 aminoacidos N-terminales de MobMgwiss, pero en este caso extendida a
cromosomas bacterianos, revelo la existencia de una proteina putativa homaologa (63%
identidad; 85% similitud) localizada en el cromosoma S. agalactiae. Esta proteina esta
codificada por un gen, al que denominamos mobSag, que se encuentra dentro de un
putativo elemento movilizable (IMErpsl). A su vez, este elemento se encuentra
integrado en la region 3" del gen rpsl, el cual codifica la proteina S9 que forma parte
de la subunidad ribosomal 30S (Brochet et al, 2008a).
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Para la caracterizacién del IMErpsl| se usé un aislado clinico de S. agalactiae
que hemos denominado HRC (cedida por T. Coque y F. Baquero del Hospital Ramon y
Cajal; Tabla 2) y cuyo genoma completo fue secuenciado en el transcurso de este
trabajo (véase Métodos 4.3.3.).

El IMErpsl de la estirpe HRC tiene alrededor de 9 kb de longitud y se encuentra
flanqueado por dos sitios de recombinacion sitio-especifica (attachment sites; att) de
50 pb. Dentro del IMErpsl se encuentran varios marcos de lectura abiertos
identificados como (de 5 a 3"; Figura 38A): una recombinasa sitio-especifica
(Phage_integrase; PF00589), un regulador transcripcional de la familia Cro/Cl (HTH_3;
PF01381), una arsenato reductasa (ArsC; PF03960), una proteina iniciadora de la
replicacion por circulo rodante (RCR) (Rep_trans; PF02486), una proteina tipo Mob
(Mob_Pre; PF01076) que denominamos MobSag, y un sistema toxina-antitoxina de la
familia RelBE (RelB; PF04221 y RelE; PF06296). Al analizar en detalle las regiones
flanqueantes al gen mobSag, en este trabajo también se han identificado: un putativo
origen de transferencia (oriT), las cajas -10 y -35 de un posible promotor
transcripcional, un posible sitio de unién a ribosomas (Shine-Dalgarno) y un putativo
origen de replicacion de cadena retrasada de tipo A (ssoA) (Figura 38B). Por tanto,
esta region cromosémica contiene los dos componentes que caracterizan a un modulo
de movilizacion: el oriTiuerps Y UN gen que codifica la proteina hipotética de tipo Mob
(MobSag). Este casete génico podria ser el encargado de la diseminacion de este
elemento mediante un mecanismo de transferencia conjugativa por movilizacion.
Debido a que no se identificaron otros genes involucrados en la transferencia
conjugativa, como el de la proteina acopladora (T4CP) o el sistema de secreciéon de
tipo 4 (T4SS), para la transferencia del IMErps| se precisaria de un elemento auxiliar

que los aportase.
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Figura 38. Organizacion genética del IMErpsl (9,153 pb) ubicado en el cromosoma de S.
agalactiae HRC. A. Los marcos de lectura abiertos (ORFs) con funciones identificadas se
representan con flechas coloreadas mientras que los de funcién desconocida se indican con
flechas blancas. La localizacion de los sitios reconocidos por la recombinasa sitio-especifica y
que delimitan el IME (attachment sites, att) se muestran con dos lineas negras verticales. B.
Mapa detallado del médulo de movilizacion (1,555 pb) del IMErpsl. Se muestran la secuencia
del origen de transferencia (oriT), Shine-Dalgarno, el gen mobSag (1,257 bp), y el origen de
replicacion de cadena retrasada tipo A (ssoA). Sobre la secuencia del origen de transferencia
(oriT) las cajas -10 extendida y -35 del posible promotor (lineas rojas).

4.1.1. Escision y circularizacion del IMErps/

El primer paso para la movilizaciéon de un elemento integrado en cromosoma es
Su escision y subsecuente circularizacion. Este proceso se llevaria a cabo a través del
reconocimiento por parte de la recombinasa de los sitios de recombinacién sitio-
especifica (att) que flanquean el IMErpsl. El abordaje experimental para la
identificacion de estas formas extracromosomicas se realizé a través de una estrategia
de PCR, usando un par de cebadores que anillan de forma divergente dentro del
IMErpsl. De esta forma, so6lo se obtendria un producto de amplificacion en el caso de
existir formas circulares del elemento (Figura 39A). Ademas del aislado HRC, se
seleccionaron diez estirpes de S. agalactiae representativas de distintos grupos
filogenéticos: Spain-1P-33, H36B, CCH208800879, 2603V/R, 18RS21, BM132, Spain-
54, NEM316, Madagascar-IP-7 y COH1 (Tabla 2). La estirpe COH1, al carecer de
IMErpsl en su genoma, se us6 como control negativo; mientras que la estirpe
NEM316, en la que previamente se habian identificado formas extracromosémicas de
IMErps| (Brochet et al, 2008a), se usé como control positivo. Cuando los distintos
cultivos alcanzaron una DO de 0.5, se llevé a cabo la extraccion de DNA gendmico
(Métodos 3.2.). Para las amplificaciones por PCR se uso la misma cantidad de DNA de
cada estirpe y la pareja de cebadores cIME (Tabla 5), de forma que la aparicion de
una banda de 500 pb indicaria la presencia de formas escindidas. La identidad de los
productos de amplificacion fue comprobada mediante electroforesis y secuenciacion.

Tal como se puede apreciar en la Figura 39B, un total de ocho de las 11 estirpes
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analizadas presentaron formas extracromosomicas del IMErpsl. Por tanto, las Unicas

estirpes donde no se detect6 el elemento escindido fueron 2603V/R y Spain-54.
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Figura 39. Identificacién de formas extracromosdmicas del IMErpsl en diferentes estirpes
de S. agalactiae. A. Esquema de las escision del IMErps| del cromosoma. Los cebadores
usados para la deteccién de formas circulares se indican con flechas negras. B. Analisis
electroforético de los productos de PCR para la deteccion de formas circulares de IMErpsl en
diferentes estirpes de S. agalactiae. Las reacciones de amplificacion incluyeron 500 ng de DNA
gendmico de cada una de las estirpes y los cebadores cIME-F y cIME-R (Tabla 5). Se incluy6
una estirpe como control positivo (NEM316) y otra como control negativo (COH1). El nombre de
las estirpes CCH208800879 y Madagascar-IP-7 se encuentra abreviado en la figura como
CCHB879 y Mad-IP-7, respectivamente. La letra ‘M’ muestra la posicién del marcador de pesos
moleculares.

4.1.2. Transferencia por movilizacion de IMErps/

Una vez comprobada la capacidad de escision del IMErpsl en nuestra estirpe
de interés, HRC, se decidi6 analizar su habilidad para transferirse mediante
conjugacion entre bacterias. Para ello se emplearon las herramientas disponibles en
nuestro laboratorio para el andlisis de transferencia plasmidica entre neumococos
(Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009a; Nieto & Espinosa, 2003). Se cloné el mdédulo de
movilizacion del IMErpslI (oriTivems;, MoObSag y ssoA) de la estirpe HRC en el plasmido
pMV158, empleando una estrategia combinada tal como se detalla a continuacion.
Primero, se elimin6 el médulo de movilizacion de pMV158 (oriTpwmyiss, MObM y SSOA) y
se incluy6 una diana Stul en su lugar, dando lugar al plasmido pMVS (Figura 40; Tabla
4). Después se clon6 el médulo de movilizacién cromosémico en la diana de extremos
romos Stul de pMVS. De entre los dos plasmidos recombinantes resultantes (con el
inserto clonado en las dos orientaciones posibles), se seleccioné el que presentaba el
modulo de movilizacion en la misma orientacion que pMV158 (5 -0riTywv1ss-mobSag-

ss0A-3"). Este plasmido, que se denominé pMVSag (Figura 40; Tabla 4), presentara

132



Resultados

las funciones replicativas de plasmido pMV158 y las funciones movilizativas del
IMErpsl.

Figura 40. Mapa genético del plasmido pMV158 y sus derivados pMVS y pMVSag. La
region que contiene los origenes de replicacion de cadenas lider (dso) y retrasadas (SsoA y
ssoU,) ademas del origen de transferencia (oriT), se indican con rectangulos. Los genes y su
direccion de sintesis se indican con flechas: copG y repB encargadas de la replicacién y su
control, tetL involucrada en la resistencia al antibidtico tetraciclina, mobM y mobSag que
codifican las proteinas de movilizacién MobM y MobSag (respectivamente). Las lineas negras
en pMV158 (coordenadas 3400-3543) delimitan la regién que ha sido delecionada para
construir el plasmido pMVS. El sitio de restriccion Stul generado en pMVS también se indica
sobre el mapa de este plasmido.

En los ensayos de transferencia conjugativa se us6é como estirpe donadora S.
pneumoniae 708, auxotrofa para maltosa y portadora del plasmido pAMQB1
(autotransferible); en la que se introdujo, por separado, cada uno de los plasmidos a
ensayar: pMVS, pMVSag o pMV158 (Figura 40). La cepa S. pneumoniae MP3008
(resistente a novobiocina) fue la elegida como receptora. Las conjugaciones se
realizaron en filtros de 0.22 um (Millipore) sobre placas de AGCH-agar que contenian
ademas DNasa | para descartar la posible adquisicion de DNA por transformacion
(véase Métodos 9.1.).

La Tabla 10 resume las frecuencias de conjugacion obtenidas con cada uno de
los plasmidos. La eficiencia de transferencia de pMVSag, aun siendo menor que la de
pMV158, indicé que el moédulo de movilizacion del IMErpsl es funcional in vivo.
Ademas, el hecho de no recuperar ningln transconjugante en los mismos ensayos
realizados con el plasmido pMVS (que carece de oriT y gen mob), prob6é que los
elementos necesarios para la movilizacion de pMVSag por el plasmido pAMB1 se

encuentran en la regién cromosémica clonada.
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Tabla 10. Transferencia conjugativa de los plasmidos pMVS, pMVSag y pMV158.

Plasmido Frecuencia de movilizacién conjugativa®
pMVS N.D.

pMVSag 1.5 (+5) x 10°

pMV158 2.2 (£3)x 10"

®Las estirpes donadora y receptora usadas fueron S. pneumoniae 708 con el plasmido auxiliar pAMB1 y S.
pneumoniae MP3008, respectivamente. Las frecuencias de movilizacion se expresan como el ratio entre el nimero
de células transconjugantes y el nimero de células receptoras, con las desviaciones estandar entre paréntesis. N.D.
No detectado.

4.2. CARACTERIZACION DE LA PROTEINA MobSag DEL IMErps/

Al igual que en los ensayos de movilizacién, para la caracterizacion de la
proteina codificada por el gen mobSag se usé la estirpe HRC de S. agalactiae (Tabla
2). La proteina cromosdmica MobSag tiene 418 aminoécidos y una masa molecular
estimada de 48.6 kDa. Por homologia con otras proteinas de la familia Tra/Mob
(Francia et al, 2004a; Garcillan-Barcia et al, 2009) se vio que presentaba una region N-
terminal muy conservada. De hecho, la comparacién entre las secuencias
aminoacidicas de esta regién de MobSag con las de otras relaxasas de la familia
MOB,; (Figura 41), permitid identificar en esta nueva relaxasa los tres motivos
caracteristicos de la familia (Garcillan-Barcia et al, 2009): i) motivo | (HxxR) de funcién
desconocida, ii) motivo Il (NY(D/E)L) con el teérico residuo catalitico, y iii) motivo I
(HXDEX(T/S/N)PHUH) encargado de coordinar un catién divalente. La mitad N-terminal
de MobSag, por tanto, contiene los motivos que podrian estar encargados de
reconocer y cortar sobre el DNA sustrato (Figura 41). Por otra parte, en la regién C-
terminal de esta proteina también se identific6 una cremallera de leucinas (residuos
346-367: LSQENRKLKDKVKMLDEQVKIL), también presente en MobMywiss (de
Antonio et al, 2004; Grohmann et al, 2003) y que podria estar implicada en

interacciones proteina-proteina (Figura 41A).
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Figura 41. Dominios conservados de la proteina MobSag. A. La region N-terminal contiene
los tres dominios tipicos de la familia de relaxasas MOB,; (Garcillan-Barcia et al, 2009) que
podrian estar involucrados en interaccion y procesamiento del DNA. El dominio C-terminal
presenta una cremallera de leucinas (Leu zipper), probablemente involucrada en interacciones
proteina-proteina. Las posiciones de los residuos de cada dominio y del inicio y fin de proteina
se indican en la parte superior. B. Alineamiento mdultiple de la regidon N-terminal (1-300) de la
proteina MobSag y varias relaxasas representativas de la familia MOBy;. Se muestran las
secuencias de los primeros 300 aminoacidos N-terminales de las relaxasas: MobSag del
IMErpsl de la estirpe HRC, MobM del plasmido pMV158 (AAA25387.1), Mob de pT181
(NP_040472.1) y Mob de pUB110 (ACC96134.1). Se indican los tres motivos conservados de
la familia MOBy; con cuadros de color (I, Il y Ill). El alineamiento se realiz6 con el programa
Clustal Omega (Tabla 7).
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4.2.1. Purificacion de la proteina MobSag

Para la purificacion de la proteina MobSag se cloné el gen mobSag del IMErpsI
en el vector de sobreexpresion pET-24b de E. coli, obteniendo asi el plasmido
pMobSag (véase Métodos 3.6.3.1.). Este sistema de expresion es el mismo que el
usado en el caso de MobMN243 (Capitulo 2); donde el promotor ®10 del fago T7
reconocido especificamente por la T7-RNAP es el que controla la expresion de la
proteina diana. La estirpe E. coli BL21(DE3), que contiene integrada una copia del gen
de la T7-RNAP bajo el promotor inducible por IPTG lacUV5, fue transformada con el
plasmido recombinante pMobSag (Tabla 4). Para optimizar la produccion, tras la
induccién de la proteina con IPTG se afiadio rifampicina, que inhibe especificamente la
RNAP de E. coli pero no la T7-RNAP (Studier & Moffatt, 1986). La induccién proteica
se analiz6 mediante SDS-PAGE en muestras obtenidas antes y después de la adicion
de IPTG y rifampicina a los cultivos. En las muestras inducidas se observd una banda
con mayor intensidad que presentaba una movilidad electroforética que correspondia
con la masa molecular tedrica esperada para MobSag (48.6 kDa).

La estrategia de purificacién de MobSag se basé en el protocolo puesto a punto
para MobMN199 (Lorenzo-Diaz et al, 2011), usado también para la version
MobMN243 (Capitulo 2). Este método se basa en una precipitacion de los &cidos
nucleicos con PEI (un polimero catiénico), seguido de un paso de cromatografia de
afinidad (heparina), y una cromatografia de filtracion en gel (véase Métodos 6.1.).

La secuenciacion del extremo amino terminal mediante degradacién de Edman
confirmé la identidad de la proteina purificada. Los primeros 10 aminoacidos
coincidieron con la secuencia esperada para MobSag si se excluye la metionina inicial
(SYVVARMAKY). Con ayuda del servidor ProtParam (Tabla 7) se estimaron otros
pardmetros de la proteina como el coeficiente de extincion molar (¢ = 34380 M-1cm-1,;
equivalente a A280,0.1% = 0.708 ml mg-1cm-1) o el punto isoeléctrico (pl = 9.02),
resultado de 69 residuos cargados negativamente y 77 positivamente. Este valor
bésico de punto isoeléctrico es frecuente en proteinas de unién a DNA. A su vez, para
obtener una idea aproximada del tamafio/forma de la proteina, comparamos el perfil
de elucion en filtracion en gel obtenido con MobSag con el de su homéloga MobM
eluida en las mismas condiciones (Figura 42A) y con los de varios estandares
proteicos con radios de Stokes conocidos (Figura 42B). A partir de los volimenes de
elucion de MobM y MobSag se pudieron calcular sus valores de coeficientes de
particion K,, (véase Métodos 7.6.); con los que se pudieron inferir los radio de Stokes
correspondientes para cada una: 43 A MobSag y 46 A MobM. Tanto MobM como

MobSag presentaron un radio muy cercano al de la proteina alcohol deshidrogenasa
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(45 A), cuyo peso molecular es de 150 kDa. Mediante ultracentrifugacion analitica se
demostré que proteina MobM es un dimero en solucion (115.7 kDa) (de Antonio et al,
2004). Teniendo en cuenta estos datos y la diferencia de tamafio entre MobM y
MobSag, todo parece indicar que el comportamiento en solucién de MobSag también
se acerca al de un dimero (valor tedrico 97.2 kDa).

A . B
Tamarfio (aa) MW. (KDa) Vol. elucion (ml)
- MobM 494 57.8 61.5
— MobSag 418 486 64.3
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Figura 42. Cromatografia de filtracion en gel de MobM y MobSag. A. Perfil de elucion de las
fracciones proteicas de MobM y MobSag obtenidas tras la cromatografia de afinidad y
aplicadas en tampén A (Tabla 6) con 500 mM de NaCl en una columna Superdex-200 (GE-
Healthcare) y a un flujo isocratico de 0.5 ml/min. En la tabla superior se indican el tamafio
(nimero de aminoacidos), masa molecular y volumen de elucion de cada proteina. La imagen
interior muestra el analisis 12% SDS-PAGE de las fracciones puras concentradas de MobSag
(flecha) junto a un marcador de masa molecular. B. La columna Superdex-200 fue calibrada
con varias proteinas con radio de Stokes y masa molecular conocidos: ferritina (F; 61 A, 440
kDa), alcohol deshidrogenasa (ADH; 45 A, 150 kDa), ovalbdmina (O; 30.5 A, 43 kDa) y
anhidrasa carbonica (CA; 20.1 A, 29 kDa). Cada proteina se prepard segln las
recomendaciones de la casa suministradora; eluyéndose con el mismo tampén y flujo usados
en el panel (A).

4.2.2. Anadlisis de la estructura secundaria de MobSag

La estructura secundaria de MobSag se analizé primero mediante métodos
computacionales basados en la secuencia aminoacidica de la proteina, y se contrasto
luego de forma experimental por andlisis de dicroismo circular. Segun los programas
de prediccion utilizados (Tabla 11), MobSag presenta un alto contenido en hélices-a
(mas del 65%) frente a cadenas-B (7%). La distribucién de los elementos predichos
con el programa SABLE (Adamczak et al, 2005) se muestran sobre la secuencia de la
proteina MobSag en la Figura 43A. Se aprecia una alternancia de hélices-a y cadenas-
B en la region N-terminal, lo cual es tipico del dominio relaxasa de las proteinas de la
familia HUH (Chandler et al, 2013).
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Para confirmar las predicciones de estructura secundaria, se realiz6 un analisis
por dicroismo circular de la proteina. Para ello se recogio el espectro de MobSag (20
KUM) en un rango de longitudes de onda de 185 a 260 nm (UV lejano) a 4°C, presento
dos minimos de elipticidad a 208 y 222 nm (Figura 43B), caracteristico de proteinas
con alto contenido en hélice-a. Mediante la deconvolucion de los datos registrados con
varios programas (SELCON3, CONTIN CDDSTR, K2D) se pudo determinar la
composicion en estructura secundaria, estableciendo un consenso que se acerca a la
estimacion inicial del andlisis bioinformatico basado en la secuencia aminoacidica
(Tabla 11).

Tabla 11. Contenido en estructura secundaria de MobSag.

Hélice-a  Cadena-p Giros Desordenado
SABLE 66.9 7 N.D. 26.1
Programa JPred3 66.9 8.6 N.D. 24.5
prediccion PSIPred 66.2 5.8 N.D. 28
PredictProtein 73.9 7.2 N.D. ND
Media £ D.E. 68.5+£3.6 7.2+1.1 N.D. 26.2+1.8
SELCONS3 42.7 15.3 46.6 255
Método CONTIN 53.8 7.9 33.4 4.9
deconvolucion | cpsSTR 62 10 13 15
K2D 63 6 N.D.
Media + D.E. 55.449.4 9.844 31.0£16.9 15.1+10.3

Los datos y las desviaciones estandar se expresan en porcentaje. D.E. Desviacién Estandar; N.D. No
determinado.

Por otro lado, los andlisis por dicroismo circular a diferentes temperaturas nos
permitieron estudiar la estabilidad térmica de MobSag. La desnaturalizacion proteica
en respuesta a cambios de temperatura produce cambios en la elipticidad que se
pueden registrar mediante este método. Estas variaciones se midieron en el UV lejano
(190-260 nm) a temperaturas de 4, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90°C con una
velocidad de 50°C/h. La proteina MobSag presentd una pérdida de elipticidad
apreciable a partir de los 30°C, siendo ésta mucho més acentuada a partir de los 40°C
(Figura 44). Tras alcanzar el madximo de temperatura (90°C), la muestra se enfri6 hasta
la temperatura inicial (4°C) y se recogio otro espectro (linea discontinua, Figura 44). En
éste, se observa una recuperacién parcial en la sefial de dicroismo, equivalente al

espectro obtenido a 50°C durante la desnaturalizacion térmica.

138



Resultados

@ hélice-n. HEEP cadena-f a0
1 T T T T T 60
SYVVARMAKYKSGQLTAIYNHNERIFKNHSNKEIDVEKSHLNYELTNRDQAONYHKQIK — 20 4
=]
61 T r T T r 120 £
EHINENRLSTRGVREDAILCNEWIITSDKTFFDSLDEKQTREFFETAKDY FAEKYGDANT o
- o 1079
£
T T r 180 o
{LSSKALFGNKEKLVAIQDELPKYLNEHGFNLQRGE g 0
=
———— T L — B S —— 3
GSKKKHLETREFKEKQRLLDNADRKLADKHEELKALDDKISNVNDT IADKESRLKELEA h=d 0
= -
241 T . r T . 300 g
KEWDAVGDLKQYELEKQSLAESIEDIKDIELLQLDRIQKEDLVKQSFDGKLKMDKETYNR E
— 201
[0)
301 : - r r - 360 —
LFQTASKHASSNAELKRDLVKAQSQNNHLSRELLNHRKTADKNIKLSQENRKLKDKVKML
-30 r T T
261 . : : . : 418 180 200 220 240 260
DEQVKILNKNLSVWKEKAKEFMPEQVYRETLSIINSLNPIGLAKTAIRQVKKMVDSNS LDrIgitle de Onda (nm)

Figura 43. Andlisis de la estructura secundaria de MobSag. A. Prediccién in silico de la
distribucion de los elementos de estructura secundaria segun el programa SABLE (Adamczak
et al, 2005) indicando la secuencia aminoacidica (las hélices-a en rojo y cadenas-f3 en verde).
B. Espectro de dicroismo circular de MobSag (20 uM) a 4°C en la regién de ultravioleta lejano
(185-260 nm). Los datos se obtuvieron con una cubeta de cuarzo de 0.2-mm de paso 6ptico y
en tampon DC (Tabla 6). Cada espectro es el resultado de 4 acumulaciones con una velocidad
de barrido de 50 nm/min. La sefial de fondo se corrigi6 mediante sustraccion del espectro
obtenido con tampo6n DC en las mismas condiciones. Los datos experimentales (esferas grises)
se ajustaron usando el método CDSSTR (linea negra continua).
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Figura 44. Andlisis de la estabilidad térmica de MobSag. Se midieron los cambios en la
estructura secundaria de MobSag (en base a los cambios de elipticidad a 218 nm) con los
cambios de temperatura. Se recogio el espectro en el ultravioleta lejano (190-260 nm) de la
proteina (20 pM) durante los procesos de desnaturalizacion térmica (lineas solidas) y
renaturalizacion (muestra calentada y enfriada a 4°C; linea discontinua). Para la recoleccion de
estos datos se us6 una cubeta de cuarzo de 1-mm de paso Optico y tampdn DC (Tabla 6).
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4.2.3. Analisis de la actividad relaxasa de MobSag

La funcion de las relaxasas comienza con el reconocimiento del oriT sobre el
DNA circular superenrollado, donde realizan un corte especifico de secuencia y
cadena para iniciar la transferencia conjugativa. Como resultado de este corte, el DNA
pierde su superenrollamiento y pasa a estar relajado. Por tanto, para caracterizar la
actividad relaxasa de MobSag, se realizaron ensayos donde se midi6 la capacidad de
la proteina para relajar el plasmido pMVSag (Figura 40). Este plasmido contiene el
oriTimerpsi, QUE se encuentra localizado a 114 pb upstream del codén de inicio del gen
mobSag y cuya secuencia abarca 42 pb y tiene un % en A+T del 64%, cercano al
contenido total en el genoma (65%). Si comparamos la secuencia de este origen con
la del presente en el plasmido pMV158 (oriTyuviss), VEMOS que ambos contienen tres

repeticiones invertidas parcialmente solapantes (IR1, IR2 e IR3; Figura 45A).

A v

oriT \1ss 5°~CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGTTATACTTTAC-3"
RN LErrrr rerer et el

OfiT e 5 ~AACGCACATTTACGTAGTAAAGTGTAGTGCGTTACACTTTAC-3"
i i ; A i

> IR1 <
> IR3 < ----
> IR2 <=
B
O IR3
IR1 IR2 h
() o =
s e 5 5 - A -3 5 - -3
AG = -8.29 kcal/mol AG = -3.76 kcal/mol AG = -7.2 kcal/mol

Figura 45. Origen de transferencia del IMErpsl (oriTierps). A. Alineamiento de las
secuencias de la cadena transferente (lider) del oriTpmyiss Y OriTimerpsi. EN @amarillo se muestran
las repeticiones directas a ambos lados del oriT y en azul la repeticion invertida central. Las
flechas indican las posibles repeticiones invertidas (IR1, 2 y 3) que se encuentran en oriT vgpsi.
La posicion del dinucledtido GT de corte demostrado para pMV158 (Guzméan & Espinosa,
1997), y predicho para IMErpsl, se indican con una punta de flecha. B. Representacion de las
posibles estructuras secundarias (IR1, 2 y 3) que se pueden formar en la cadena transferente
(lider) del oriTmerps, Calculadas con el programa mfold (Tabla 7). La posicion del sitio de corte
predicho se indica con una punta de flecha.

De forma analoga a lo que ocurre en pMV158, el oriTeps cONtiene una
secuencia de 8 pb (5-CACTTTAC-3’) que se encuentra repetida en el brazo izquierdo
del IR1/IR3 y el derecho del IR2; y cualquiera de estas dos secuencias podrian

aparear con la repeticion invertida central 5-GTAAAGTG-3' para formar distintas
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estructuras secundarias (Figura 45A). La Figura 45B representa las posibles
estructuras tallo-lazo que adoptarian las tres repeticiones invertidas del oriTweps Y que
podrian estar involucradas en la interaccion con la proteina MobSag.

Dentro de la secuencia 5-GTGCGT-3" del oriT\verps, CONservado en los oriTs
de la familia de relaxasas MOB,,; (Capitulo 1), el tercer dinucle6tido ‘GT’ se postula en
este trabajo como el sitio de corte para MobSag (Figura 45A). Para los ensayos de
actividad in vitro, la proteina MobSag se incubé con plasmido superenrollado pMVSag
(Figura 40) en tampén B (Tabla 6) que contenia 8 mM de cation Mn*?; es decir, con
condiciones similares a las descritas para MobM (Lorenzo-Diaz et al, 2011). El gel de
la Figura 46A muestra el resultado de estas reacciones con cantidades crecientes de
proteina, donde se observa que el corte es proporcional a la dosis de enzima
empleada. La maxima actividad se obtuvo con una relacién molar DNA:proteina de
1:6. Como control también se incluyé una muestra en la que se us6 como sustrato un
plasmido que carecia de oriT (pMVS; Figura 40). En este caso no se observd
relajacion, confirmando que la actividad relaxasa de MobSag es especifica de
secuencia. Debido probablemente a un equilibrio entre las reacciones de corte y cierre
de las relaxasas, la proporcion de moléculas de DNA superenrollado relajadas descrita
para otras proteinas como MobMpwy1ss 0 TrwCgsss NO supera el 65% (Fernandez-Lopez
et al, 2013a; Llosa et al, 1995; Varsaki et al, 2003). En el caso de MobSag se observa
una eficiencia de corte mayor del 80% (Figura 46A). Esto podria indicar que la
reaccion de corte de MobSag se encuentra favorecida frente al cierre, al menos bajo
las condiciones de ensayo utilizadas en este trabajo.

Respecto a otros parametros de la reaccién, como tiempo y temperatura, se vio
gue ambos afectaban a la actividad de la proteina (Figura 46B). Las condiciones
optimas se encontraron combinando tiempos de incubacién de 20 minutos y una
temperatura de 50°C. Esta elevada temperatura de actividad difiere de la descrita para
otras relaxasas como las anteriormente mencionadas MobMyuyiss 0 TrwCgags, CON
temperaturas Optimas cercanas a la fisiologica (37°C) (de Antonio et al, 2004; Llosa et
al, 1995). En cambio, se acerca las temperaturas 6ptimas de MbeAcqe; (Varsaki et al,
2003) o TraA,pso1 (Kopec et al, 2005), proximas a los 45°C. La causa de este efecto
podria ser que una mayor temperatura favorezca, o bien la extrusion de alguna de las
estructuras secundarias en el oriT,yempsi reconocida por la proteina para el corte, o bien
cambio en la conformacion de la proteina que ayude al reconocimiento y/o corte del

sustrato.
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Figura 46. Caracterizacién de la actividad de corte de la proteina MobSag. A. DNA
superenrollado de los pldsmidos pMVS o pMVSag (8 nM) se incubaron sin (=) y con MobSag
en tampon B (Tabla 6) durante 20 minutos a 50°C. Las concentraciones de proteina usadas
fueron: 418 nM con pMVS (parte izquierda del gel); y 8, 16, 32, 64, 128, 256 y 418 nM con
pMVSag (parte derecha del gel). B. DNA superenrollado del plasmido pMVSag (8 nM) se
incub6é con 256 nM de MobSag MobSag en tampén B y: i) 50 °C y diferentes tiempos de
incubacion (izquierda) o ii) diferentes temperaturas y un tiempo de 20 minutos (derecha). La
formacién de formas relajadas del plasmido (FIl) a partir de superenrolladas (Fl) se analiz6
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con GelRed 1X. La cuantificacion de
las bandas se llevé a cabo con el software QuantityOne (Bio-Rad). Para el céalculo de % FlI, a
las cantidades de formas relajadas (Fll) tras la incubacién con MobSag se le restaron las
obtenidas en las muestras sin tratar con proteina.

4.2.4. Determinacion del sitio de corte en oriT yg s

Tal como se menciona en el apartado anterior, el oriTyemps Muestra tres
repeticiones invertidas (IR1, IR2 e IR3) y un dinucleétido 5-GpT-3" que se postula
como sitio de corte para MobSag (Figura 45). La determinacion clasica del sitio de
corte para las relaxasas se realiza mediante reacciones de primer extension,
empleando como molde una muestra de DNA cortado por la proteina y un
oligonucledtido especifico marcado radiactivamente (Guzman & Espinosa, 1997; Llosa
et al, 1995). En colaboracion con el Dr. Philippe Glaser, en este trabajo se ha
optimizado un protocolo no radiactivo, menos laborioso y de rapida ejecucion para este
fin. En concreto, el sitio de corte se determiné por el método de secuenciacion Sanger,
usando la extensiéon del DNA con terminadores (ddNTPs) marcados fluorescentemente
donde la secuencia nucleotidica extendida puede leerse en forma de cromatograma.

El disefio de este experimento se basa en una reduccion de la sefial fluorescente en la
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posicion del nucledtido siguiente al corte producido por la relaxasa. Si el corte de la
proteina es especifico, tanto de secuencia como de cadena, s6lo se apreciaria esta
caida en la sefal en una Unica posicién y sélo en una de las cadenas. En cambio, con
la secuenciacion de la misma region pero de la cadena no cortada (o de una muestra
del plasmido sin tratar con proteina), se obtendria un cromatograma sin variaciones
significativas en la sefial.

La preparacion del sustrato antes de su secuenciacion incluy6 la incubacion de
8 nM de pladsmido pMVSag (Figura 40) en ausencia o presencia de proteina MobSag
(256 nM) y en condiciones Optimas para el corte (50°C, 20 min). Tras la incubacion y
parada de las reacciones, las muestras se cargaron en un gel de agarosa preparativo
que contenia GelRed 1X. La separacion electroforética entre las formas relajadas y
superenrolladas del plasmido, permitié extraer de gel las bandas correspondientes
s6lo a las formas relajadas, tanto de la muestra sin tratar como tratada con MobSag. El
DNA purificado se envié al servicio Secugen S.L. (CIB, CSIC) con dos cebadores

distintos para la secuenciacion de ambas cadenas del plasmido.

A sin MobSag B con MobSag
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Figura 47. Cromatogramas de la secuencia de DNA del origen de transferencia de
pMVSag (oriTverps) €n muestras incubadas sin (A) y con (B) MobSag. Antes de su
secuenciacion se incubaron 8 nM de plasmido superenrollado pMVSag sin y con (256 nM)
MobSag en condiciones optimas para el corte (véase Métodos 8.2.1.). Las reacciones se
analizaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed 1X, tras lo que se purificé la banda
correspondiente al plasmido relajado en las muestras sin y con proteina. La secuenciacion del
DNA relajado se realizé por el método de Sanger usando los cebadores nickSag-F y nickSag-R
(Tabla 5), tras lo que se obtuvieron los cromatogramas con la lectura de las secuencias de
ambas cadenas del plasmido (lider y retrasada). Encima y debajo de cada cromatograma se
muestra la secuencia de DNA leida, donde el sitio de corte se indica con una flecha vertical y
una linea discontinua.
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Las secuencias de DNA obtenidas se pueden leer en los cromatogramas que
se muestran en la Figura 47. Como se puede observar, en comparacion con el método
radiactivo, el uso de esta estrategia no supuso pérdida de resolucién para definir con
exactitud el sito de corte. La baja proporcion de formas relajadas de plasmido en las
muestras sin proteina (debidas probablemente al estrés mecanico o la accion de otras
endonucleasas), provoco que la sefial cromatografica fuese menos clara y presentase
més ‘ruido de fondo’ (Figura 47A). Sin embargo, no se observan caidas significativas
en los picos de la sefal, como si ocurre después del nucleétido G (del dinucle6tido GT
propuesto como sitio de corte) en la cadena lider de la muestra tratada con MobSag
(Figura 47B). Por tanto, mediante este experimento se confirm6 que la proteina

MobSag realiza un corte especifico tanto de cadena (lider) como de sitio (5" -GpT-3).
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Promiscuidad de los plasmidos de la familia MOB,,

La clasificacibn de plasmidos en base a las secuencias de sus relaxasas
conjugativas (MOB) proporciona una perspectiva global sobre los procesos de
transferencia genética mediante conjugacion. El estudio de estos procesos facilita
informacion sobre las rutas de diseminacion y transmision de resistencias a
antibidticos o factores de virulencia entre bacterias (Garcillan-Barcia et al, 2009). La
familia de pldsmidos MOB,;, representada por pMV158, se encuentra ampliamente
distribuida en distintos phyla bacterianos, aunque se encuentra mayoritariamente en
Bacteroidetes y Firmicutes (Francia et al, 2004b). A éste Ultimo pertenecen algunas de
las bacterias patdgenas resistentes a antibiéticos con mas relevancia para la salud
publica, como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae o Enterococcus

faecalis (Lanza et al, 2015).

La familia MOBy; se compone de plasmidos pequefios y Unicamente
movilizables, es decir, que carecen de otros genes asociados a la transferencia
conjugativa que no sean el gen que codifica la relaxasa mob. A pesar de que esto
podria sugerir una movilidad limitada, estos plasmidos han mostrado tener una gran
plasticidad a la hora de usar distintos aparatos de conjugacion (Fernandez-Lépez et al,
2014;Lorenzo-Diaz et al, 2014). Tal es asi que tres de las ocho familias filogenéticas
de sistemas conjugativos definidas hasta ahora (MPFgata, MPFga, MPF7) (Guglielmini et
al, 2011) son capaces de movilizar plasmidos MOB,;. Concretamente, el plasmido
pMV158 ha sido movilizado entre bacterias G+ con funciones provistas por plasmidos
auxiliares con sistema MPFgara como plP501 y pAMB1 (Grohmann et al, 1999; Priebe &
Lacks, 1989; van der Lelie et al, 1990), e incluso a la bacteria G- Escherichia coli
mediante plasmidos con sistema MPF; como RP4 y R388, pero no por el plasmido F
(MPFg) (Farias & Espinosa, 2000). Otros plasmidos, como pC194 y pUB110, han sido
movilizados por elementos auxiliares con sistemas MPFrx como Th916 (Lee et al, 2012;
Naglich & Andrews, 1988).

Por otra parte, dado que el oriTpwy1ss €S €l Unico elemento en cis necesario para la
transferencia del plasmido pMV158 (Farias & Espinosa, 2000), se podria asumir que
cualquier plasmido que contenga un oriT es potencialmente movilizable. Este podria ser
el caso de los plasmidos pXY3 (Zhou et al, 2010) y pCl411 (Coffey et al, 1994) (no
incluidos en la Tabla 8), que sélo parecen contener un oriT sin presencia de gen mob.
Este fendbmeno se ha demostrado para el plasmido pWWBG749 de S. aureus, capaz de
movilizar in trans a otros pldsmidos que contienen un oriT similar pero que carecen de

genes tipo mob (O'Brien et al, 2015). Trabajos previos también demostraron que tanto
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pC194, como derivados de pUB110 y pTA1060 sin oriT ni mob, son eficientemente
movilizados a través del aparato conjugativo de ICEBsL1 sin la intervencion de la relaxasa
NicKcess1, @aunque requiriendo la proteina iniciadora de la replicacion RC de ICEBs1 (Lee
et al, 2012). Estos datos indicarian que la estrategia de busqueda de relaxasas para
detectar plasmidos MOBy; podria estar infravalorando la poblacion real de elementos
moviles y sus posibilidades de transferencia.

Replicacion y conjugacion de plasmidos MOB,; bajo una
perspectiva evolutiva

La mayoria de los plasmidos MOB,,; replican mediante el mecanismo de circulo
rodante (RCR), aungue también se han encontrado con replicacion tipo theta o incluso
integrados en transposones movilizables (Lorenzo-Diaz et al, 2014). Las relaxasas
MOBy; se relacionan con proteinas iniciadoras RCR de los tres subgrupos: Rep_1
(PF01446), Rep_2 (PF01719) y Rep_trans (PF02486). La comparativa de la filogenia
entre las proteinas Rep y Mob de los plasmidos de la familia MOBy; permitié analizar si
existia alguna relacién entre ellas (Figura 48). La mayoria de relaxasas codificadas en
plasmidos Rep_2 RCR se agrupan en Lactobacillales mientras que las codificadas en
plasmidos Rep_1 RCR se agrupan en Bacillales (Figura 48). Sin embargo, algunos
iniciadores Rep_1 también se encontraron en la rama de Lactobacillales, tales como los
del grupo de pSMA23 representado en la Figura 17. Dentro del grupo de pSMA23
también existen algunas excepciones: el plasmido pCD034-2 codifica una proteina
Rep_2 en lugar de Rep_1, una indicacion de que han podido existir eventos recientes de
recombinacién que condujeron a nuevas combinaciones Rep-Mob. Ademas, eventos
anteriores de recombinacion podrian haber dado lugar a reorganizaciones en los
pldsmidos de Bacillales de MOB,;, ya que las relaxasas presentes en este grupo estan

relacionadas con proteinas iniciadoras de los tres subgrupos RCR (Figura 48A).
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Figura 48. Filogenia de las proteinas Rep (RCR) y Mob (MOBy;) de pldsmidos
representativos. Los plasmidos utilizados para trazar las relaciones evolutivas de sus
proteinas relaxasa (Mob) y de iniciacion de replicaciéon (Rep), asi como los detalles para la
construccion de los arboles filogenéticos, se detallan en (Lorenzo-Diaz et al, 2014). A. Arbol
filogenético de las relaxasas MOBy, construido con los 300 primeros residuos del extremo N-
terminal de MobMyuy1ss. Cada plasmido se sombred en azul segin el subgrupo de proteina
iniciadora RCR, tal como se indica en la leyenda del panel B. La relaxasa MOB,,, del plasmido
pBMYdx se us6 como grupo externo. Los siguientes simbolos indican: #, el plasmido pE33L5
no codifica un iniciador RCR sino una proteina iniciadora de la replicacion tipo HTH_36
(PF13730); ¥, este elemento no pertenece al orden taxondmico indicado por las barras; 1, el
plasmido pMRI_5.2 también codifica una proteina RCR Rep_1. B. Arbol filogenético de las
proteinas iniciadoras RCR representativas. Una paleta de colores azules se utiliza para indicar
grupos que contienen diferentes familias RCR: Rep_1 (PF01446); Rep_2 (PF01719); y
Rep_trans (PF02486) con los plasmidos pT181 y pC221, que se utilizaron como grupos
externos para enraizar el arbol. El simbolo § indica que el pldsmido movilizable pC221 codifica
una relaxasa de la familia MOBp; en vez de MOB,,. El asterisco (*) muestra que, de acuerdo a
sus secuencias anotadas en GenBank, tanto pSBO2 como pLFEL codifican relaxasas MOBy
truncadas, por lo que no se incluyeron en el arbol filogenético MOB (panel A); tampoco los
plasmidos subrayados (pWVO01, pSsal-M18 y pC194), ya que no codifican ninguna relaxasa.
Los plasmidos pGB2001, pGB2002, pPRW35 y p5580 no se incluyeron en la figura ya que tienen
exactamente la misma relaxasa Mob y proteina de replicacién Rep que pGA2000, representado
en el arbol.

Una proporcion importante (un tercio) de plasmidos MOB,; codifican mas de una
proteina iniciadora de la replicacion (algunos también mas de una relaxasa) (Lorenzo-
Diaz et al, 2014), lo que sugiere una alta frecuencia de formacion de cointegrados
plasmidicos. Precisamente, es conocida la habilidad de los plasmidos RCR que
contienen relaxasas de promover la recombinacion sitio-especifica del DNA en el oriT,
dando lugar a cointegrados plasmidicos durante la movilizacién conjugativa (Gennaro et
al, 1987; Novick et al, 1984; Projan & Novick, 1988). Un ejemplo es el plasmido
estafilocécico pE194, capaz de integrarse en el cromosoma de Bacillus subtilis mediante

un mecanismo de recombinacion independiente de RecA, y usando una secuencia
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homoéloga de solamente 6-14 pb (Dempsey & Dubnau, 1989). También se han observado
indicios de fendmenos similares en una nueva familia de IMEs encontrada en
estreptococos, que parecen haberse integrado mediante recombinacion en el oriT de
otros elementos conjugativos de la familia Tn916/ICESt3 (Puymege et al, 2015). El
reconocimiento de oriTs heter6logos por parte de relaxasas MOBy; (Fernandez-Lépez et
al, 2013a) también podria ser un factor que favoreciese los cointegrados, potenciando
todavia mas la dispersion en un amplio rango de huéspedes. Estos datos indican que la
recombinacion parece ser una posible causa de las distintas topologias encontradas
dentro de los dendrogramas de las proteinas Rep y Mob (comparativa de los paneles Ay
B de la Figura 48). A pesar de la ausencia de fuerte coevolucion entre proteinas Rep y
Mob, hay una clara tendencia a encontrar redes troncales estables Rep 2-MOBy; y
Rep_1-MOBy; adaptadas a diferentes 6rdenes taxonémicos. En general, se podria
pensar que los plasmidos son moléculas de DNA resultado del intercambio de varios
casetes genéticos, evolucionando cada uno de forma independiente (Osborn et al, 2000).
Sin embargo, los resultados de este trabajo, junto a estudios similares (Smillie et al,
2010), apuntan a que algunas combinaciones de maddulos prevalecen sobre otras,

sugiriendo una intercomunicacion entre ellos.

A pesar de la relevancia de esta familia de plasmidos y sus huéspedes, todavia
se desconocen muchos aspectos de la bioguimica de su transferencia. Seria
interesante explorar el nivel de reconocimiento de oriTs heterélogos entre distintas
relaxasas e incluso por parte de proteinas Rep RC, la formacion de cointegrados, o
como esta regulada la transferencia en los casos de los plasmidos que contienen mas

de una relaxasa.

El dominio relaxasa de MobM

La region N-terminal de la proteina MobM (dominio relaxasa) esté involucrada
en su actividad endonucleasa, tanto en el reconocimiento especifico como en la
actividad de corte y cierre del DNA que contiene el oriT,uv1ss (Fernandez-Lépez et al,
2014; Lorenzo-Diaz et al, 2011). Para el estudio de este dominio, caracterizado por
tres motivos aminoacidicos conservados (Francia et al, 2004b; Garcillan-Barcia et al,
2009), se construyeron varias versiones truncadas N-terminales de MobM (Figura 19).
En la Tabla 12 se resumen las principales caracteristicas de la proteina nativa y los

derivados truncados estudiados hasta ahora.
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Tabla 12. Propiedades de MobM y sus derivados truncados.

Masa Actividad sobre DNA
o
Proteina N de a molecular . EStad.O de. Superenrollado M t i
residuos b oligomerizacion p onocatenario

(Da) (dsDNA) (ssDNA)
MobM 493 57,692 Dimero Si Si
MobMN199 198 23,195 Monomero Si No
MobMN243 242 28,409 Mondmero Si Si

# Namero de residuos aminoacidicos excluyendo la metioninal, procesada con el sistema de expresion
usado en este trabajo.

PMasas determinadas por MALDI-TOF (MobM) o ESI-MS (MobMN199 y MobMN243); sin Metl en todos
los casos.

La caracterizacién previa de MobM y MobMN199 mostré que estas proteinas
se comportaban en solucion como dimero y monémero, respectivamente (de Antonio
et al, 2004; Lorenzo-Diaz et al, 2011). La version MobMN243 estudiada en este trabajo
mostrd ser un monoémero, lo que confirma que la region de dimerizacion de MobM se
encuentra delimitada entre los residuos 243-494 de la regién C-terminal, posiblemente
a través de la cremallera de leucinas situada en esta regién (317-338) (Grohmann et
al, 2003).

En cuanto a la actividad catalitica, los ensayos con MobMN199 y MobMN243
mostraron que ambas proteinas mantenian la actividad endonucleasa, ya que
relajaron DNA superenrollado con la misma eficiencia. Sin embargo, sélo se
detectaron productos de corte usando como sustrato DNA monocatenario en el caso
de MobMN243. Esto indicaria que los residuos entre 200 a 243 podrian ser
importantes en el posicionamiento del DNA en el centro activo y que los
requerimientos minimos para un corte eficiente también dependen de la topologia del
DNA. Estos requisitos han sido analizados para otras relaxasas conjugativas de las
familias MOBr y MOBq. Los primeros 275 residuos de la relaxasa TrwC (plasmido
R388) son capaces de catalizar el corte sobre DNA monocatenario, aunque un
fragmento mas largo (348 residuos) se requiere para producir el corte en sustratos de
DNA superenrollado (Llosa et al, 1996). En el caso de MobA (plasmido R1162), se ha
demostrado que una version N-terminal de la proteina con 184 residuos corta tanto

sobre DNA monocatenario como superenrollado (Monzingo et al, 2007).

Los andlisis de estabilidad proteica mostraron que la regién 200-243 de MobM,
presenta una inestabilidad intrinseca que se ve incrementada en presencia de ligandos
(DNA sustrato y catién). Todavia se desconoce cdmo podria afectar esta degradacion
al proceso conjugativo, pero estudios previos han mostrado que la susceptibilidad a la

degradacion proteica puede estar relacionada con la flexibilidad (Tsvetkov et al, 2008).
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Estos datos sugieren que los dominios N- y C-terminales de MobM estarian unidos por
region flexible central que podria actuar a modo de bisagra. El aumento de la
degradacion de la region central tras la union de sustrato podria deberse a una mayor
exposicion al solvente debido a un cambio en la conformacién, que ademas, podria
actuar como un transductor de la sefal (unién de sustrato) entre los dos dominios de la
proteina. Una arquitectura similar se ha visto para la proteina de replicaciéon RepB del
plasmido pMV158, compuesta por un dominio N-terminal de unién a DNA conectado
mediante una regién flexible al dominio de hexamerizacion C-terminal (Boer et al,
2009). Asimismo, la estructura de la relaxasa NES también mostré que esta proteina
esté dividida en dos dominios funcionales separados por una region central (Edwards
et al, 2013), que comparada con la secuencia y estructura secundaria de MobM,

incluiria la regién C-terminal de MobMN243.

Por tanto, se podria sugerir que la regién N-terminal de MobM esta dividida en
al menos dos subregiones, donde los primeros 190 a 200 aminoacidos son relevantes
para la actividad de corte del DNA, mientras que la region de los aminoacidos 200 a
243 actuaria como un modulador de actividad y una bisagra que permite un cambio en
las orientaciones relativas de los dominios N- y C-terminales de MobM durante el

procesamiento del sustrato.

Nuevo mecanismo catalitico en las relaxasas MOB,,

Uno de los rasgos comunes de las relaxasas conjugativas es la presencia de una
o dos tirosinas cataliticas en su centro activo. Este residuo es el encargado de realizar
el ataque nucleofilico sobre el DNA, tanto en el inicio de la transferencia (corte) como
en la terminacion (cierre) (Lanka & Wilkins, 1995; Pansegrau & Lanka, 1996a;
Pansegrau et al, 1993). La familia MOB,, representada por MobMpwyss, S€ ha
considerado que pertence al grupo de relaxasas con una Y catalitica (Figura 7)
(Garcillan-Barcia et al, 2009). Las relaxasas de este grupo formarian un dimero
funcional en la que las Ys cataliticas de cada uno de los monGmeros estarian
implicadas en el inicio y terminacion de la conjugacion, tal como se ha demostrado
para la proteina Tralgps (Pansegrau & Lanka, 1996a). Publicaciones anteriores a este
trabajo han propuesto que la Y catalitica de MobM se encuentra en la posicion 44, en
el motivo Il (Figura 11) (Grohmann et al, 1999). Sin embargo, tanto la estructura como

los mutantes realizados en este trabajo descartaron este papel. En el caso de la
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relaxasa Mobygnr: de la subfamilia MOB,,, las mutaciones puntuales de todas las Ys
de la proteina no alteraron la eficiencia de movilizacion del plasmido (Szpirer et al,
2001). De hecho, una de las caracteristicas que mas llama la atencion tras comparar
las secuencias de las relaxasas de la familia MOB, es la falta de una tirosina
conservada entre todas ellas (Francia et al, 2004b; Garcillan-Barcia et al, 2009),
sosteniendo la idea de que esta familia podria presentar un mecanismo catalitico
distinto.

La superposicion de los residuos del centro activo de MobM con la de otras
relaxasas de estructura conocida como las de la familia MOBg (TrwCragg Yy Tralg) 0
MOBqg (NESpiwoss Y MODAR1is;) mostré una gran similitud en su organizacion,
principalmente con la familia MOBq (Figura 49). Los datos obtenidos con la estructura
y comprobados mediante ensayos de actividad con mutantes sefialaron, de manera
sorprendente, a la H22 como el residuo catalitico de MobMpwy1ss. ESte residuo se
localiza en el motivo | (funcidn desconocida hasta ahora), que junto con el motivo llI
(involucrado en la coordinacion del metal), son los que presentan mayor grado de
conservacion dentro de la familia MOB,, (Francia et al, 2004b; Garcillan-Barcia et al,
2009). A pesar de que no hay ninguna relaxasa descrita cuyo residuo catalitico sea
una histidina, existen otras proteinas que lo usan como nucledfilo en ataques a
enlaces fosfodiéster. Por ejemplo, las histidina-kinasas o algunas endonucleasas de la
familia de las enzimas de restriccion (Besant & Attwood, 2010; Chan et al, 2011;
Fersht & Kirby, 1967). Hay que tener en cuenta que el enlace entre una H y el grupo
fosfato del DNA presenta propiedades distintas al mediado por la Y. Aunque todavia
se desconocen las ventajas fisiol6gicas que podria aportar esta diferencia, se sabe,
por ejemplo, que este enlace es sensible a pHs acidos (Besant & Attwood, 2010). Esto
podria estar relacionado con la abundancia de relaxasas MOB, en bacterias G+
(Smillie et al, 2010). En bacterias G- el espacio del periplasma no presenta
mecanismos de control del pH (se encuentra al mismo pH que el medio) (Slonczewski
et al, 2009), por tanto, la transferencia del DNA mediada por una relaxasa con una H
catalitica podria fallar en G- debido a la exposicion del complejo DNA-proteina a un
posible entorno &cido. Otra de las caracteristicas del enlace de la histidina con el DNA
es que tiene una alta energia. Esto lo hace més inestable y por tanto facil de transferir
rapidamente a un segundo sustrato (como la hebra de DNA en la reaccion de cierre)
(Kee & Muir, 2012; Robinson & Stock, 1999). Dado que las relaxasas MOB,, suelen
encontrarse seleccionadas evolutivamente en plasmidos de pequefio tamafio (Smillie
et al, 2010), se podria hipotetizar que la H facilitaria la reaccion de cierre del DNA en

este tipo de sustratos, ya que con plasmidos grandes, el complejo DNA-proteina seria
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mas susceptible de rotura durante el proceso de transferencia del DNA (al ser éste

mas prolongado).

MobA_2ns6 rw( [Tral_1p4d
MobM_Nic0-SPO MobM_Nic0-SPO

Figura 49. Superposicion del centro activo de MobM (NicO-SPO) con el de otras
relaxasas. A. Comparacion con la familia MOBg de relaxasas con una sola tirosina en el centro
activo (NES y MobA de los plasmidos pLW1043 y R1162, respectivamente). B. Comparacion
con la familia de relaxasas MOBg con dos tirosinas en el centro activo (TrwC y Tral de los
plasmidos R388 y F, respectivamente). Los cédigos PDB de cada estructura se indican en la
figura excepto para MobM (NicO-SPO; PDB: 4LVL). Figura cedida por R. Pluta (Pluta, 2014).

Coordinacion entre los modulos de replicacion y
conjugacion en plasmidos movilizables RCR

Los plasmidos movilizables que replican por circulo rodante suponen un
modelo interesante ya que contienen dos proteinas con actividad de tipo
topoisomerasa (Rep y Mob/Tra) que son capaces de cortar y relajar scDNA en dos
regiones distintas de la misma molécula (oriT y dso, respectivamente). Esto supone
gue la actividad de una de las proteinas sobre el plasmido superenrollado excluye a la
otra de cortar su sustrato y viceversa. Por tanto, este tipo de plasmidos deben
presentar algin tipo de mecanismo que coordine ambos procesos (Zechner et al,
2000).

Los datos obtenidos en este trabajo demuestran que los modulos de replicaciéon
-control (LIC) y movilizacion (MOB) del plasmido pMV158 estan comunicados a través
de la proteina MobM. Resultados previos habian demostrado que MobM es capaz de
regular su expresion a través de la union a su propio promotor (Lorenzo-Diaz et al,
2012). En el presente trabajo se ha visto que MobM se une a una region que incluye el

promotor Pctll, inhibiendo la transcripcion del RNAIl (Figura 50). La secuencia del
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RNAII es complementaria a una region intergénica del RNA mensajero copG-repB que
incluye las sefiales para la iniciacion de la traduccion de RepB (cuya sintesis esta
desacoplada a la de CopG) (del Solar et al, 1997; Lopez-Aguilar et al, 2015; Lopez-
Aguilar et al, 2013). Por tanto, la disminucion en la sintesis de RNAIl mediada por
MobM, permite un aumento en la traduccion de la proteina iniciadora de la replicacién
RepB y, consecuentemente, un incremento en el nimero de copias plasmidicas. Estos
resultados corroboran observaciones previas del laboratorio en la diferencia del
ndamero de copias entre pMV158, 31 copias por célula, respecto a su derivado pLS1,
con 22 copias (Hernandez-Arriaga et al, 2012; Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009b). El
plasmido pLS1 es un derivado de pMV158 que carece de un fragmento de 1.1 kb que
contiene el médulo MOB (Lacks et al, 1986; Priebe & Lacks, 1989; Stassi et al, 1981).
La ausencia de la proteina MobM en pLS1 supondria que los niveles de RNAII fueran
mayores, de manera que el nimero de copias plasmidicas disminuye por la reducciéon

en la sintesis de proteina RepB.

RepB

€

o~~~ cOpG-repB
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/_T'ssoUT]
dso
RNA|| =

Figura 50. Integracién de los circuitos de regulacion del médulo de movilizacion y
replicacion-control del plasmido pMV158. CopG y RepB se transcriben en el mismo mRNA.
CopG se une a su DNA diana, y reprime la transcripcion de Pcr, inhibiendo su propia sintesis y
también la de RepB. El RNAIl es complementario a una regién que incluye las sefiales
necesarias para la sintesis de RepB, por lo que actia como un regulador negativo a nivel
traduccional. Cuando MobM se une a la regién promotora del RNAII, inhibe la sintesis de RNAII
y aumenta la traduccion de RepB, consecuentemente se incrementa el nUmero de copias
plasmidico en la célula.

Existen otros sistemas en los que se ha demostrado la comunicacion entre
diferentes modulos de un mismo plasmido. Por ejemplo, se ha visto que el sistema de
estabilidad stbABC del plasmido R388 no sélo interviene en el mantenimiento del
plasmido, sino que también esta involucrado en la conjugacién del mismo (Guynet et
al, 2011). En concreto, la delecion del gen stbA provoca una disminucion en la
frecuencia de la transferencia conjugativa y un aumento en la tasa de pérdida del
plasmido, mientras que la delecion de stbB anula por completo la conjugacion pero sin

afectar a la estabilidad. En el caso del plasmido R1, se ha demostrado que el médulo
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de mantenimiento toxina-antitoxina (kis-kid) es capaz de modular la replicacién del
plasmido (Lopez-Villarejo et al, 2015). En este sistema, es la antitoxina Kis la
encargada de actuar como intermediaria entre los dos médulos cuando el numero de

copias plasmidicas decae.

Los plasmidos pequefios de alto numero de copias como pMV158, no
presentan sistemas de reparto (active partitiong systems), por lo que su herencia en la
division bacteriana se supone dependiente de una reparticion al azar (Reyes-Lamothe
et al, 2014). El aumento en el nimero de copias de pMV158 mediado por MobM,
podria favorecer la herencia de pldsmido en las células hijas y ademas, aseguraria
sustrato para los procesos de replicacién y conjugacion. De esta manera, MobM
contrarrestaria la pérdida de copias plasmidicas por falta de replicacion (las moléculas
relajadas por MobM no podrian replicar) y/o por la transferencia a nuevas células
(quedaria sélo una cadena, en principio improductiva para la replicacion). Aungque no
es necesario para la transferencia conjugativa (Kingsman & Willetts, 1978), no se
puede descartar que MobM sea capaz de iniciar la replicacion RC desde el extremo 3’-
OH del DNA gue genera tras su corte sobre el oriT. Este fendmeno se ha demostrado,
por ejemplo, para el ICEBs1, un elemento aislado de Bacillus subtilis y cuya relaxasa
NicK inicia tanto la conjugacion como la replicacion RC de este elemento (Lee et al,
2010). Los resultados obtenidos con los ICEs de la familia SXT/R391 y el plasmido
R1162, sugieren que sus relaxasas (Tral y MobA, respectivamente) también podrian
iniciar la replicacién desde el oriT, siendo éste ademas un papel importante en la
estabilidad de los elementos conjugativos (Becker & Meyer, 2012; Carraro et al, 2015).
En este sentido, cabe destacar que las proteinas Rep RC y Mob/Tra presentan un
mecanismo de accion parecido e incluso una estructura tridimensional del dominio de
interaccion con el DNA comun, con una lamina de cinco cadenas- antiparalelas
rodeada de varias hélices-a (Gomis-Rith & Coll, 2006).

En vista de los datos que disponemos hasta ahora, la relaxasa MobM podria
ser considerada una proteina multitarea, ya que participa en varios procesos: i)
iniciacion de la conjugacion, ii) regulacién de su propia sintesis, y iii) regulacion del
namero de copias plasmidicas. Respecto a esta Ultima funcion recién desvelada, seria
interesante realizar un andlisis exhaustivo de las secuencias de los promotores del
RNAIl y oriTs de plasmidos movilizables que replican por RC en busqueda de
homologias. De esta manera, se obtendria algun indicio de si este mecanismo de
interaccion cruzada LIC-MOB a través de la relaxasa es exclusivo de pMV158 o se

encuentra generalizado en otros plasmidos.
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MobSag es una nueva relaxasa de la familia MOB,,

A pesar de que en los genomas procariotas hay una sobrerrepresentacion de
elementos intracromosomicos frente a plasmidos, los estudios sobre relaxasas
conjugativas codificadas en cromosoma son todavia escasos (Guglielmini et al, 2011).
La proteina MobSag codificada por el IMErpsl y caracterizada en este trabajo,
presenta un dominio N-terminal que comparte homologia de secuencia con el de otras
relaxasas de la familia MOBy. De hecho, en esta region se han identificado los tres
motivos caracteristicos de la subfamilia MOB,;, tedricamente involucrados en la
interaccion y procesado del DNA (Figura 41) (Chandler et al, 2013; Garcillan-Barcia et
al, 2009). Por otra parte, la baja conservacién encontrada en su dominio C-terminal es
también caracteristica de las relaxasas conjugativas (Francia et al, 2004b; Garcillan-
Barcia et al, 2009). Esta regién se postula como la involucrada en la interaccién con
otros componentes de la maquinaria conjugativa (T4CP y/o T4SS), por lo que la
divergencia de secuencia podria reflejar la especificidad de esta interaccion (Zechner
et al, 2000).

Los resultados de este trabajo demuestran que la proteina MobSag presenta
actividad relaxasa tanto in vitro como in vivo, ya que es capaz de relajar DNA
superenrollado de un plasmido que contiene su diana (OriTeps) Y Mmediar la
transferencia conjugativa del mismo. El corte que realiza sobre el oOriTvgps €S
especifico de cadena y sitio, ademas, resultados preliminares han mostrado que la
proteina es capaz de formar un complejo estable con el DNA recién cortado. En
general, las condiciones éptimas de su actividad de relajacion in vitro, al igual que su
contenido en estructura secundaria, son comparables a las descritas para otras
relaxasas (de Antonio et al, 2004; Kopec et al, 2005; Llosa et al, 1995; Varsaki et al,
2003). Los ensayos de estabilidad térmica revelaron que tras el incremento de
temperatura y posterior enfriamiento de MobSag, s6lo se obtiene una recuperacién
parcial del espectro de dicroismo circular. Esto podria indicar que los cambios
estructurales inducidos por la temperatura son solo parcialmente reversibles,
probablemente a causa de la existencia de varios dominios de plegamiento con
diferentes capacidades de renaturalizacion. Seria interesante evaluar si estos cambios
afectan a la capacidad catalitica de MobSag y si la presencia de ligandos como el
cation divalente aumentaria su estabilidad en estos ensayos, tal como se observo en

el caso de la relaxasa MobM (Lorenzo-Diaz et al, 2011).

Las regiones upstream (oriTerps) Y downstream (ssoA) del gen mobSag

también mostraron homologia con los presentes en el plasmido pMV158. Esto,
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sumado a que ambos elementos fueron aislados de la misma bacteria, sugiere que
hubo un evento de recombinacion entre plasmido y cromosoma (Lorenzo-Diaz et al,
2014). En el IMErpsl no se encontraron otros componentes involucrados en la
transferencia conjugativa como la T4CP o T4SS, por lo que al igual que ocurre con
pMV158, la transferencia de este elemento hacia una célula receptora requiere de la
maquinaria auxiliar aportada por el cromosoma o por un plasmido. En este trabajo se
demostré que el médulo MOB del IMErpsl es funcional in vivo asistido por la
maquinaria conjugativa del plasmido pAMB1 (MPFgata). En condiciones naturales, la
movilizacion de IMErpsl| podria estar asistida por elementos conjugativos integrados en
el cromosoma de GBS tales como Tn916 (Achard & Leclercq, 2007) o
ICE_515 tRNA"® (Puymege et al, 2013), los cuales ya se ha demostrado que son

capaces de movilizar otros elementos codificados en el mismo cromosoma.

Distribucion y diversidad del IMErps! en S. agalactiae

Los genomas secuenciados de S. agalactiae han mostrado una gran
abundancia en ICEs e IMEs, sugiriendo una importante contribucién de estos
elementos en la flexibilidad genética que presenta esta bacteria (Brochet et al, 2008a,;
Brochet et al, 2008b; Tettelin et al, 2005). El IMErpsl, objeto de estudio en este trabajo,
fue identificado por primera vez en seis de las ocho estirpes de GBS analizadas
(Brochet et al, 2008a). Atendiendo a su organizacion genética, IMErps| contiene todos
los elementos necesarios para su escision del cromosoma (atts y recombinasa),
replicacion (Rep) y movilizacion conjugativa (oriT y Mob); lo que le otorgaria la
capacidad de dispersarse vertical y horizontalmente. Ademas, tal como se ha visto
para los ICEs de la familia SXT (Wozniak & Waldor, 2009), la presencia de un operén
toxina-antitoxina indicaria que IMErps| también puede ser heredado de manera estable
(Goeders & Van Melderen, 2014).

Se ha realizado un estudio filogenético del genoma de la estirpe HRC,
secuenciado en este trabajo, sumado al de 239 estirpes de GBS clasificadas en siete
complejos clonales (CCs). De esta manera se puede obtener una perspectiva global
de la diseminacion del IMErpsl atendiendo a su distribucion y variabilidad en la
poblacion (Tabla 13; Figura 51) (Fernandez-Lépez et al, 2015b). Este elemento se
encuentra en aproximadamente la mitad de las estirpes analizadas, repartido
principalmente en los CCs: CC1, CC6-8-10, CC19 y CC22. Dentro de los 112 IMErpsI
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identificados, un alineamiento de secuencia nucleotidica permitié clasificar este
elemento en diez tipos (denominados de la ‘A’ a la ‘J’) que muestran entre un 88 y un
99% de identidad entre ellos (Fernandez-Lopez et al, 2015b). La organizacion genética
en todos los casos es muy similar a la descrita para el IMErpsl de HRC,
conservandose tanto la organizacion como la funcion de los ORFs identificados
(Figura 38).

Tabla 13. Distribucion del IMErpsl en los complejos clonales de GBS.

NUmero de aislados

Tipo de IMErps|® CcC6- Total
CC1 8-10 CC17 CC19 CC22 CC23 CC26 otros
A (HRC) 29 2 1 1 32
B (RBH11) 3 18 29 5 6 56
C (CZ-NI-004) 1 1
D (Spain-54) 3 2
E (CRBIP22.117) 1 1
F (CZ-NI-007) 1 1 2
G (CRBIP22.113) 1 1
H (Madagascar-1P-7) 1 1
| (B42VD) 1 1
J (CCH208800621 ) 8 7
Con IMErpsi 41 21 1 34 5 10 112
Sin IMErpsl 2 80 6 37 6 8 128
Total 43 21 81 40 5 27 6 8 240

®Se indica entre paréntesis la estirpe representativa de cada tipo de IMErpsl.

Por otra parte, la distribucion del IMErps| en el cladograma (Figura 51) sugiere
gue en algunos casos la adquisicion de este elemento fue producto de la integracion y
posterior expansion clonal (por ejemplo, tipo B en CC-6-8-10). Sin embargo, también
se observaron casos que apuntan a un evento de adquisicién independiente, como el
tipo C o A presentes en una Unica estirpe dentro del CC1 o CC17, respectivamente.
En general, la presencia del IMErpsl del mismo tipo en distintos CCs sugiere que este
elemento se ha transmitido horizontalmente. Un estudio complementario en el que se
analizasen la presencia de putativos T4CP y T4SS en los genomas de estas estirpes
aportaria una vision mas amplia sobre las posibles vias de transferencia conjugativa
del IMErpsil.
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Figura 51. Filogenia del core del genoma y distribucién del IMErpsl en los distintos
complejos clonales de GBS. La filogenia del core del genoma de 240 estirpes de GBS se
realizé usando el programa Parsnp del Harvest suite (Treangen et al, 2014). El core del
genoma de todas las estirpes se ha alineado usando como secuencia de referencia el genoma
de 2603V/R (NC_004116) con MUSCLE. Las regiones de recombinacion se filtraron utilizando
PhiPack y la filogenia fue reconstruida con FastTree2. El arbol fue anotado utilizando ITOL:
Iterative Tree Of Life (Letunic & Bork, 2011). Los siete complejos clonales se representan con
fondos de colores (interior) y los 10 tipos diferentes de IMErpsl| se destacan con lineas de color
(exterior). Se indica el nombre de una estirpe representativa de cada uno de los tipos de
IMErpsl en el exterior del circulo. Figura cedida por Pierre-Emmanuel Douarre (Fernandez-
Lépez et al, 2015b).

Ademas de la transferencia dentro de una misma especie, se ha demostrado
que algunos ICEs como ICESd3396 de Streptococcus dysgalactiae (Smyth et al,
2014), pueden transferirse horizontalmente desde y hacia otras especies del mismo
género. El IMErpsl se ha encontrado en otros dos estreptococos distintos a GBS: S.
dysgalactiae y Streptococcus gallolyticus. A pesar de que todavia no hay evidencias
experimentales, estos datos indicarian que este elemento no sélo tiene la capacidad
de moverse entre estirpes de S. agalactiae, sino que también es capaz de colonizar

otras especies.

En un principio, los ICEs y derivados se definieron como elementos sin
capacidad para replicar autbnomamente, opuestamente a los plasmidos, que

contenian su propio sistema de replicacion. Sin embargo, existe la posibilidad de que
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los ICEs repliquen (Lee et al, 2010), y de que los plasmidos puedan ser integrados en
el cromosoma del hospedador por recombinacion (Lorenzo-Diaz et al, 2014). La
historia evolutiva de plasmidos autotransferibles e ICEs indica que a menudo se
interconvirtieron entre ellos, de forma que si la presion selectiva es suficientemente
fuerte, un pladsmido podria integrarse en el cromosoma bacteriano convirtiéndose en
un ICE o viceversa (Garcillan-Barcia & de la Cruz 2013; Guglielmini et al, 2011). La
dosis génica podria jugar un papel fundamental en este equilibrio, ya que las formas
plasmidicas suelen tener mayor nimero de copias que los elementos integrados (que
en principio, sélo presentarian una copia por célula). De esta forma, el pldsmido podria
suponer una ventaja en determinadas circunstancias en las que la bacteria requiriese,
por ejemplo, de mayores dosis de una determinada toxina, resistencia a antibiotico, u

otro factor codificado por el plasmido.

Por tanto, la linea que separa plasmidos y elementos integrados parece cada
dia mas borrosa, dando paso a la idea de un conjunto de genes que tienen la
capacidad de moverse a través de los genomas, moldeando la diversidad y evolucion

de los organismos procariotas.
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1. Se identificaron un total de 97 relaxasas de la familia MOB,; codificadas por 93
plasmidos. Todos estos pldsmidos son movilizables y aislados de bacterias G+,
principalmente del phylum Firmicutes. Presentan un tamafio medio de 5.1 kb. Un 80%
contienen proteinas de replicacion por circulo rodante y casi la mitad (45%) codifican

resistencias a antibiéticos u otros factores.

2. Los oriTs de los plasmidos MOBy; contienen tres repeticiones invertidas y un sitio de
corte conservado cuya secuencia consenso es 5-GTGxG{T-3" (siendo X una G, T o
Cy Vel sitio de corte). Entre las secuencias de las relaxasas de los plasmidos MOBy,
Unicamente hay un alto grado de conservacion en los tres motivos de su dominio N-

terminal.

3. Los requerimientos estructurales de MobM,uy15¢ para la actividad de corte sobre el
DNA dependen de la topologia del sustrato. Para el corte sobre DNA superenrollado
se requieren los primeros 200 residuos N-terminales de la proteina, mientras que
sobre DNA monocatenario se necesita una region adicional (200-243) importante para
posicionar el sustrato en el centro activo. Esta region es inestable y su degradacion se
acentUa en presencia de sustrato (cation y DNA).

4. MobMpwy1ss tiene como residuo catalitico la histidina 22. Esta es la primera relaxasa
conjugativa que se describe que utiliza un residuo distinto al de tirosina para realizar el

ataque nucleofilico sobre el DNA.

5. MobM,uv1ss reconoce dos regiones distantes en el DNA del plasmido pMV158: i) el
sitio primario (sitio 1), que contiene el oriTpwyiss Y ii) el sitio secundario (sitio 1),
localizado en la regién promotora del rnall. La proteina MobM se une especificamente
al sitio 11, inhibiendo la transcripcion del rnall, reduciendo los niveles intracelulares del
RNAIl y produce un incremento en el numero de copias del plasmido (N,,). Creemos
que esta es la primera evidencia de una comunicacion intramolecular entre el médulo
de movilizacién y replicacion-control de un plasmido movilizable que replica por circulo

rodante.
6. El elemento integrado IMErpsl tiene capacidad para escindirse del cromosoma de

su huésped, S. agalactiae. La distribucion del IMErpsl en la poblacion de esta bacteria

sugiere que este elemento se ha diseminado vertical y horizontalmente.
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7. En el IMErpsl se ha identificado un modulo de movilizacion que contiene un oriT

(oriT\merps) Y UNa proteina relaxasa (MobSag) que pertenecen a la familia MOBy;.

8. La proteina MobSag presenta actividad relaxasa in vitro ya que es capaz de cortar
sobre DNA superenrollado de un plasmido que contiene su diana (OriTeps). La
actividad de corte méaxima (80%) se alcanzé con una relacion molar DNA:proteina 1:6,
a 50°C durante 20 minutos, en presencia de cation Mn*2. Este corte es especifico de

cadena (lider) y sitio (5-GTGCGY{T-3’, siendo {’ el enlace fosfato a escindir).

9. MobSag presenta actividad relaxasa in vivo ya que media la transferencia

conjugativa de un plasmido que contiene el oriTvgrpsi-
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Conclusions

1. We have identified 97 relaxases encoded by 93 plasmids that belong to the MOB,,;
relaxase family. All plasmids are mobilizable and were isolated from G+ bacteria,
mainly from phylum Firmicutes. They have an average size of 5.1 kb. Up to 80% of
these plasmids encode rolling-circle replication initiator proteins and almost half (45%)
harbour antibiotic-resistance or other determinant genes.

2. The oriT sequences of plasmids of the MOB,,; family contain three inverted repeats
and a conserved nick site (consensus sequence 5 -GTGxG{T-3", ‘X’ denoting G, T or
C; ‘I’ being the nick site). Among the relaxase protein sequences of MOBy; plasmids,

only the three motifs of the N-terminal domain are highly conserved.

3. The structural requirements for MobMywv1sg hicking activity depend on the substrate
DNA topology. The first 200 N-terminal residues of the protein are required to cleave
supercoiled DNA, whereas an additional region (200-243) is important to place the
substrate into the protein active center. This hinge region is unstable and its
degradation is increased in presence of cations and/or DNA.

4. The catalytic residue of MobMpwy1ss is the histidine at position 22. This is the first
report on a relaxase that uses a residue other than tyrosine to perform the DNA

nucleophilic attack.

5. MobMpwy1ss recognizes two distant regions in the DNA of plasmid pMV158: i) the
primary site (site I), that contains the oriT,wass, and ii) the secondary site (site II)
located in the rnall promoter region. Binding of MobM protein to site Il results in:
hindering transcription of rnall; reducing the intracellular levels of RNAII, and increasing
plasmid copy number (Ng,). We believe that this is the first report of an intramolecular
communication between the mobilization and the replication-control genetic modules of

a plasmid.
6. The chromosomally integrated element IMErpsl is able to excise from the
chromosome of its host, S. agalactiae. IMErpsl| distribution in the population of this

bacterium suggests that this element has spread vertically and horizontally.

7. Within the IMErpsl, we have identified a mobilization module containing an oriTyerps

and relaxase protein (MobSag) belonging to the MOB,,; family.
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8. MobSag protein has in vitro relaxase activity since it is able to nick supercoiled DNA
of a plasmid harbouring its target, oriTveps. The maximum cleavage activity (80%) has
been achieved with a molar ratio DNA:protein 1:6, 50°C and 20 min. The nicking
activity of MobSag is leading-strand and site-specific (5'-GTGCGIT-3"; "\’ being the

scissile phosphate).

9. MobSag also presents in vivo relaxase activity since it mediates the conjugative

transfer of a plasmid that contains its oriTermpsi.
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