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1. PLASMIDOS BACTERIANOS

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosémicos con capacidad
para autoreplicarse de forma controlada, con ayuda de factores codificados en el DNA
cromosémico del huésped y de forma coordinada con la division celular bacteriana. En
la mayoria de los casos son circulares y bicatenarios, pudiendo variar en tamafio (<1-
500 Kb) y en numero de copias (1-30 copias/célula), manteniéndose estables en las
poblaciones bacterianas a través de procesos de transferencia vertical y horizontal.
Aunque se suele considerar material genético dispensable, la mayoria de los
plasmidos proporcionan una gran variedad de fenotipos a sus huéspedes,
reportandoles algun tipo de ventaja evolutiva a través de una relacion simbidtica.
Ejemplos de ello pueden ser la capacidad para degradar compuestos organicos, fijar
nitrégeno, conferir resistencia a radiacion, antibiéticos o metales pesados, y
produccién de bacteriocinas. Asi, los plasmidos pueden constituir entre un 1y un 15%
del genoma de muchas especies bacterianas y representan vehiculos portadores de
genes que, dependiendo del nimero de copias plasmidico, se encuentran en dosis
mas elevadas que en el cromosoma, y ademas pueden dispersarse por transferencia

genética horizontal.

1.1. Clasificacion

Existen diferentes estrategias para clasificar y establecer relaciones entre
plasmidos. El primer sistema de clasificacion atendia a caracteristicas relacionadas
con la capacidad de transferencia por conjugacién y con la capacidad de inhibir la
transferencia del plasmido F. Sin embargo, el descubrimiento y estudio de nuevos
plasmidos, incluyendo aquellos que no pertenecian a enterobacterias o no eran auto-
transmisibles, requeria un nuevo esquema. Dado que es posible encontrar varios
plasmidos en wuna célula, surgi6 una clasificacibn basada en grupos de
incompatibilidad (Datta & Hedges, 1971), incluyendo en una misma familia a aquellos
plasmidos relacionados que no son capaces de mantenerse y de ser heredados de
forma estable en la misma linea celular, debido a que comparten los mecanismos de
replicacion y control. Hoy dia, este analisis de incompatibilidad ha quedado obsoleto
debido a: i) el gran numero de plasmidos identificados que no pueden replicar en un
huésped comun, y ii) mutaciones puntuales en los elementos de control hacen que se
pierda la incompatibilidad (L6pez et al., 1989). La secuenciacion de DNA ha permitido
el disefio de estrategias muy fiables de clasificacion, basadas en el andlisis y

comparacion de las regiones del plasmido que codifican funciones de replicacién y

1
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transferencia horizontal. Segun la base de datos de replicones plasmidicos (DPR,
Database Plasmid Replicons), pueden definirse 17 familias de plasmidos que replican
por el mecanismo de circulo rodante (RC) y 5 familias con replicacién tipo theta. Sin
embargo, esta base de datos ha quedado obsoleta por falta de actualizacion desde el
afio 2000. Por otro lado, recientemente se ha publicado un sistema de clasificacién de
plasmidos conjugativos basado en la comparacion de las secuencias de las proteinas
iniciadoras de la transferencia (relaxasas), donde pMV158 es el plasmido
representante de una de las seis superfamilias definidas (Garcillan-Barcia et al., 2009;

ver mas adelante).

1.2. Mecanismos de replicaciéon y control

La Unica region esencial para un plasmido es aquella en la que se encuentran
los genes y las secuencias especificas implicadas en la replicacién y el control del
namero de copias. Este modulo, conocido como replicon basico, se compone de: i) un
origen de replicacion (ori); ii) genes cop / inc, relacionados con el control del inicio de
la replicacién; vy iii) genes rep, que codifican proteinas iniciadoras de la replicacion.
Tras el ensamblaje de todas las proteinas sobre el origen de replicacion (replisoma),
los plasmidos usan dos estrategias generales para iniciar el proceso replicativo (del
Solar et al., 1998):

Replicacién tipo theta. EI nombre que define este tipo de replicacion proviene de la
forma similar a la letra griega 6 (theta) que adquieren los intermediarios de replicacion
al ser visualizados mediante microscopia electrénica. Este mecanismo implica la
apertura de las dos hebras de DNA en una region del origen con alto porcentaje A/T y
la sintesis de fragmentos de RNA (pRNA) que sirven como cebadores para la
iniciacion de la replicacion bidireccional de DNA, de forma continua sobre la cadena
lider y discontinua sobre la cadena retrasada. En la mayoria de los casos se necesita
una proteina iniciadora Rep y, segun el replicon, pueden ser dependientes o no de la
actividad de la DNA polimerasa | (Pol I). Asi, en los plasmidos dependientes de Pol I,
el replisoma se ensambla después de la sintesis inicial de la cadena lider por esta
enzima. Por el contrario, el ensamblaje del replisoma en los plasmidos independientes
de Pol I incluye interacciones macromoleculares que causan la apertura del origen y la
carga sucesiva de la helicasa, primasa y DNA polimerasa lll. El plasmido RSF1010
representa una variante de replicacion de tipo theta (denominada replicacion por

desplazamiento de cadena) que no solo es independiente de Pol |, sino también de la
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actividad helicasa y primasa de la célula, lo cual justifica su amplio rango de huésped

(revisado en Espinosa et al., 2000).

Replicacién por circulo rodante (RC). Este tipo de replicacién se ha observado en un
gran namero de plasmidos de pequefio tamafo (<10 kb) aislados de bacterias G+
(como es el caso del plasmido pMV158), G- y Arquea. EI mecanismo de replicacion
RC es unidireccional y asimétrico, ya que la sintesis de las cadenas lider y retrasada
no esté acoplada (Fig. 1). Este tipo de replicacion comparte muchas similitudes con el
proceso de transferencia genética horizontal por conjugacién (Waters & Guiney, 1993).
En concreto, el proceso es iniciado por la proteina Rep, tras reconocer el origen de
cadena doble (dso) e introducir, a través de un residuo Tyr situado en el centro activo,
un corte sobre el enlace fosfodiéster de un dinucle6tido especifico, solo en una de las
cadenas del DNA plasmidico. La rotura genera un extremo 3'-OH desde el cual se
inicia la sintesis de la cadena lider. Se postula que en la elongacién intervendrian
proteinas del huésped, esencialmente las DNA polimerasas | y Ill, una helicasa y la
proteina de unién a DNA de cadena sencilla, SSB. 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). En este punto de la replicacion
coexiste una molécula plasmidica, compuesta por la cadena parental molde y la
cadena lider de nueva sintesis, y un intermediario replicativo monocatenario (SSDNA) y
circular, que corresponde a la cadena parental lider desplazada (te Riele et al., 1986).
Estos intermediarios de ssDNA, distintivos de la replicaciéon por circulo rodante, se
convierten posteriormente en plasmidos bicatenarios (dsDNA) a partir del origen de
cadena retrasada (sso), donde la RNA polimerasa sintetiza un cebador de RNA, que
es extendido de forma consecutiva por Pol | y Pol Il (Kramer et al., 1997). Por altimo,
la ligasa cierra los extremos del dsDNA resultante y la girasa produce el

superenrollamiento del mismo (revisado en Espinosa et al., 2000).

De las tres etapas de la replicacién (iniciacién, elongacion y terminacion), es en
la iniciacién cuando los plasmidos estudiados hasta la fecha controlan su niamero de
copias. En todos los casos, esta regulacion se realiza mediante sistemas de control
negativo basados en diferentes estrategias: i) pequefios RNAs contratranscritos
(ctRNA), que aparean por complementariedad y bloquean RNAs esenciales para la
replicacion (pRNA o mRNA de rep); ii) iterones, repeticiones directas de DNA que
secuestran la proteina Rep o influyen en su autorregulacion, o bien desactivan el

origen de replicacion por el mecanismo de handcuffing (Chattoraj, 2000); o iii) la accion
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combinada de una proteina represora que inhibe la transcripciéon de los genes rep, y

un ctRNA que inhibe la traduccion de las proteinas Rep (del Solar & Espinosa, 2000).

nick nick
DSO
- Ty
& t‘ - &
Rep Nicking DNA Fol Il
. —'-
Helicasa
SSB
SC DNA
DNA ligasa
880 DMNA girasa
DsO DsO
& RNA Pol &
DNA Poll
DNA Pol Ill + ° +
DMNA ligasa
DMA girasa b + %
SC DNA SS DNA SC DNA

Rep inactiva

Figura 1. Modelo de replicacién por circulo rodante del plasmido pT181.

La proteina Rep (dimérica) reconoce el origen de replicacion (dso) sobre DNA superenrollado
(SC) y genera un extremo 3'-OH, desde el que se inicia la sintesis de la cadena lider. Cuando
el replisoma alcanza nuevamente el dso, la proteina Rep cataliza una reaccién de
transesterificacién que libera una molécula plasmidica de doble cadena y un intermediario
replicativo monocatenario (ssDNA). A partir del origen de cadena retrasada (sso), expuesto en
los intermediarios de ssDNA, se genera una segunda copia de plasmido bicatenario. Por
ultimo, la ligasa cierra los extremos del dsDNA resultante y la girasa produce el
superenrollamiento del mismo. Modificado de Khan, 1997.

1.3. Rango de huésped

La mayoria de los plasmidos de bacterias G- (como ColE1l, pSC101, P1, F,
R6K y R1) solo pueden replicar y mantenerse de forma estable en un nimero limitado
de huéspedes muy relacionados entre si. Otros plasmidos, como RK2, RP4 y
RSF1010, especialmente este ultimo, han desarrollado diferentes estrategias que les
permiten extenderse a la gran mayoria de los huéspedes G- y a alguna bacteria G+.
En bacterias G+, muchos plasmidos que replican por los mecanismos tipo theta o RC
presentan un rango de huésped medio-alto, pudiendo establecerse en bacterias no
relacionadas entre si (incluyendo G-), razén por la que se denominan plasmidos
promiscuos. Aunque los plasmidos son capaces de controlar de forma auténoma la
frecuencia de inicio de la replicacion, dependen, en mayor o menor medida, de la

magquinaria sintética de la célula en la que se hospedan, tanto para el ensamblaje del
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replisoma como para las siguientes etapas de elongacion y terminacion. Esto implica
la existencia de una comunicacién adecuada entre los factores especificos del
plasmido y los del huésped, incluyendo: i) un equilibrio entre la transcripcion y
traduccion de los genes encargados de la replicacion y control; ii) unos niveles de
superenrollamiento adecuados; y iii) la interaccion apropiada con proteinas
reguladoras (H-NS, Hfg) o proteinas de tipo histona (HU, IHF, FIS), implicadas en la
curvatura del DNA y la formacion del replisoma (revisado en Espinosa et al., 2000). No
obstante, un estudio reciente a nivel gendmico ha demostrado que, al menos en
Escherichia coli, no hay genes cromosémicos con un papel esencial en la conjugacion
plasmidica, sugiriendo que este mecanismo actlda como un sistema de inyeccion de
DNA que no tiene en cuenta la constitucién de la célula receptora (Pérez-Mendoza &
de la Cruz, 2009).

2. TRANSFERENCIA GENETICA HORIZONTAL

La transferencia genética horizontal (HGT, horizontal gene transfer) hace
referencia a los eventos de intercambio de material genético entre bacterias no
relacionadas filogenéticamente o incluso con organismos eucariéticos. Este fenémeno
supone una fuerza evolutiva importante en la organizacion, adaptacion vy
especializacion de los genomas bacterianos en diversos nichos medioambientales. La
HGT requiere una maquinaria compleja de proteinas que hacen posible el paso de una
molécula de DNA a través de la barrera que supone la envuelta celular bacteriana. Los

tres sistemas HGT descritos son la transformacion, la transduccion y la conjugacion.

La transformacion fue el primer mecanismo HGT descubierto (Griflith, 1928) y se
define como un cambio genético estable producido al incorporar DNA desnudo (sin
proteinas asociadas), desde el exterior celular. El proceso supone una liberacion de
DNA en el ambiente, bien por muerte celular o por secrecién activa de células vivas,
que luego interacciona con receptores de superficie de células competentes y se
introduce hacia el citoplasma en forma de ssDNA. Si esta molécula no tiene capacidad
autoreplicativa podria integrarse en el genoma bacteriano mediante recombinacion
homoéloga, dependiendo del grado de similitud de secuencia. Esta limitacién supone
gue la incorporacion de DNA extracelular mediante transformacion solo es posible

entre especies bacterianas estrechamente relacionadas (Claverys et al., 2009).
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La transduccion se define como el proceso de transporte de DNA de una célula
a otra a través de un virus bacteriano (bacteriéfago). Tras la absorcion del bacteriéfago
a la superficie bacteriana y la inyeccién del DNA en el interior celular, el ciclo de
reproduccion virico puede ser litico o lisogénico. En el primero, el DNA virico replica
rapidamente para generar nuevas particulas virales que finalmente rompen la célula y
continban la infeccion. En el segundo, el DNA virico se integra en el genoma
bacteriano (profago), y replica de acuerdo con la divisiébn celular hasta que entra
nuevamente en fase litica en respuesta a estimulos ambientales. Algunas veces,
durante la escision del DNA profagico (estado lisogénico) o el empaquetado del DNA
en la cipsula (estado litico), parte del DNA del huésped también puede ser procesado
y transferido a otras células. Como ocurre en la transformacion, este DNA debe
integrarse en el genoma de la célula receptora, lo cual también supone un limite en el

rango de huésped.
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Figura 2. Transferencia de DNA entre células bacterianas.

En la transformacion (1) el DNA libre de doble cadena es procesado mediante helicasas y
exonucleasas para introducirlo en la célula en estado monocatenario. En la transduccion (2) el
DNA genomico de un bacteriéfago (amarillo) se inserta en el cromosoma de la bacteria (azul)
como un profago. Tras la replicacion, parte del DNA del hospedador (transduccién
generalizada) o del DNA proximo al sitio de integracién del profago (transduccién
especializada) se encapsula accidentalmente. Las particulas viricas infectan una nueva célula
receptora, en que el DNA recombina con el cromosoma (rojo). En la conjugacion (3) se
transfiere DNA entre dos bacterias que estan en contacto mediante el pilus. Un plasmido
movilizable (azul claro) puede transferirse con la ayuda de las funciones codificadas en los
plasmidos conjugativos auto-transmisibles (naranja). Modificado de Frost et al., 2005.
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La conjugacién es la transferencia de material genético (plasmidos o
transposones) desde una célula donadora a otra receptora mediante contacto fisico
(Fig. 2). En este caso, el DNA transferido (T-DNA) posee su propio origen de
replicacion y, a diferencia de la transformacion y transduccion, no es necesaria su
integracién en genoma de la célula, lo cual permite un mayor rango de huésped (Frost
et al., 2005). El gran niamero de elementos conjugativos identificados hasta la fecha
(>1000 miembros; Garcillan-Barcia et al., 2009) confirma que la conjugacion es el
mecanismo de transferencia genética horizontal mas extendido y supone el mayor
reservorio de genes moviles en el mundo procariota. Entre los elementos mdviles, los
plasmidos son unas piezas clave debido a su habilidad de transferirse mediante
conjugacion entre estirpes relacionadas o muy distantes desde el punto de vista
filogenético. Mientras que los plasmidos conjugativos aislados en bacterias G- han
sido estudiados exhaustivamente, se ha prestado menos atencién a los elementos

conjugativos de bacterias G+ (Grohmann et al., 2003).

2.1. Modelo de transferencia de DNA por conjugacion

El modelo actual de conjugacién bacteriana se define como la combinacion de
un mecanismo de replicacion de DNA por circulo rodante (Fig. 1) y un sistema de
secrecion de macromoléculas de tipo IV. Asi, el proceso conjugativo puede
considerarse, segun las proteinas que intervienen, como integrado por tres modulos
especializados: el relaxosoma (Dtr, DNA transfer replication), el sistema de secrecion
de tipo IV (T4SS, Type IV Secretion System) y la proteina acopladora (CP, Coupling
Protein). En base a este modelo, los plasmidos transferibles pueden distinguirse en: i)
plasmidos conjugativos (también denominados autotransferibles), en los que existe un
moédulo con todos los genes implicados en la transferencia por conjugacion, y ii)
plasmidos movilizables, portadores solamente del origen de transferencia (oriT) y del
gen que codifica la relaxasa, de manera que solamente se transfieren cuando co-
residen en la misma célula con algun elemento movil autotransferible, que aporta el
resto de la maquinaria (CP y T4SS). En este segundo grupo se encuentra el plasmido

pMV158, objeto de estudio de esta tesis.

El relaxosoma esta compuesto por las proteinas que preparan el DNA para ser
transferido. La proteina iniciadora (relaxasa) introduce un corte especifico dentro del
origen de transferencia (oriT) solamente en la cadena que se va a transferir. Esta

cadena es posteriormente desplazada de manera similar a la replicacion por circulo
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rodante. En este sentido, los mecanismos de replicacion por circulo rodante y de
transferencia por conjugacion son equivalentes ya que comparten una serie de
caracteristicas que pueden interpretarse como una solucién comun a la propagacion
vertical y horizontal del DNA plasmidico (Espinosa et al., 2005; Novick, 1998). En
ambos procesos, 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 comparten motivos cataliticos y que reconocen sus respectivos

sitios de union, el dso (replicacion) o el oriT (conjugacion).

El relaxosoma se conecta con el dominio citoplasmatico de varios componentes
del sistema T4S a través de la proteina acopladora (CP), la cual participa con el T4SS
en el bombeo del DNA hacia la célula receptora. El sistema T4S es un conjunto de
proteinas que se ensamblan para formar un canal transmembrana que, tras establecer
los contactos intercelulares, es capaz de bombear el complejo Relaxasa-T-DNA desde
una célula a otra. Este tipo de transportador es empleado por la bacteria
Agrobacterium tumefaciens para transferir el plasmido pTi a células de plantas
(Christie, 2001) y por patégenos animales para inyectar factores de virulencia en
células diana (Ding et al., 2003; Llosa et al., 2009).

2.2. Bases moleculares de la conjugacion

Los mecanismos moleculares que ocurren durante la conjugacién se han
estudiado detalladamente en varios sistemas, sobre todo en plasmidos conjugativos
de bacterias G- y en el transporte de T-DNA del plasmido pTi desde A. tumefaciens a
plantas leguminosas. A pesar de las particularidades que comprenden cada uno de
estos sistemas, se podrian enumerar una serie de reacciones comunes que ocurren

durante el proceso de transferencia:

I. Expresion de los genes implicados en la transferencia conjugativa: Los plasmidos de
la familia Ti poseen un sistema de regulacion transcripcional de tipo “Quorum-sensing”,
que responde de forma jerarquica a varias sefiales. Asi, ciertos nutrientes liberados
por células de plantas infectadas por el DNA plasmidico (denominados “opinas”),
favorecen la sintesis de una hormona producida por la propia bacteria. A su vez, esta
hormona activa a la proteina TraR, un inductor de la expresiobn de los genes
implicados en la transferencia (Oger & Farrand, 2002). En la familia de pladsmidos de

tipo F se ha observado que la expresion génica esta controlada mediante un sistema
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complejo, donde TraJ es el activador inicial de la transcripcion de los genes tra 'y de los

reguladores TraM y TraY (Fig. 3).

- Py
tra¥YALE.. X

—
Figura 3. Circuito regulador de los genes de transferencia de plasmidos tipo F.

Los efectos positivos 0 negativos en la transcripcién se indican, respectivamente, mediante
lineas continuas que acaban en puntas de flecha, 0 mediante lineas discontinuas que acaban
en barra (ver los detalles del mecanismo en el texto). Tomado de Will & Frost, 2006a.

Mientras que la proteina de unién a RNA del huésped (Hfq) reprime la sintesis
de Trald y TraM mediante desestabilizaciéon de sus respectivos mRNAs (Will & Frost,
2006a), la proteina asociada a nucleoide (H-NS) reprime el operén tra. Asi, se piensa
que la activacion de la expresiéon se debe a que Tral bloguea la accion de H-NS (Will
& Frost, 2006b). Por otro lado, los niveles de TraJ dependen de un sistema inhibidor
denominado FinOP. FinP es un RNA contratranscrito complementario al mRNA_traJ y
FinO es una chaperona que estabiliza este hibrido, bloqueando la sintesis de TraJ a
nivel traduccional (Gubbins et al., 2003). Ademas, segun se ha observado en el
plasmido de virulencia pLST (Salmonella enterica serovar Typhimurium), tanto finP
como traJ estan regulados a nivel transcripcional por una DNA metilasa de adeninas,
elevando el nivel de complejidad en la regulacion de este circuito plasmidico
(Camacho et al., 2005a; Camacho & Casadesus, 2005b). Curiosamente, en el caso
especifico del plasmido F se ha observado que el gen finO no es funcional debido a
una insercion de un elemento transponible (1IS3a) dentro de la regién codificante. Por
ello, los niveles de conjugacion del plasmido F son muy elevados, exhibiendo unas

frecuencias de transferencia cercanas a 1.
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II. Formacién del par conjugativo: Una vez que se han sintetizado las proteinas
necesarias, la conjugacion plasmidica comienza cuando las dos células implicadas
(donador y receptor) entran en contacto fisico. Si la formacién del par conjugativo
ocurre entre dos células que contienen el mismo plasmido (o similar) se activa el
sistema de exclusion de entrada (revisado en Garcillan-Barcia & de la Cruz, 2008),
bien mediante proteinas de superficie (TraT de F) que probablemente impiden la union
del pili (Riede & Eschbach, 1986) o bien mediante proteinas de la membrana interna
(TraS de F o TrbK de RP4) que bloquean la entrada del DNA (Haase et al., 1996). En
bacterias G+ la interaccion celular parece ocurrir mediante proteinas de adhesion
(Grohmann et al., 2003), y en bacterias G- se lleva a cabo a través de la extension del
pilus conjugativo desde la célula donadora (Anthony et al., 1994). Mientras que en el
plasmido F de E. coli, el pilus se retracta para juntar las células implicadas (Lawley et
al., 2003), los sistemas pTi, RP4, R388 y pKM101 carecen de esta capacidad de
contraccion (Zechner et al., 2000), y probablemente funcionan como estructuras de
adhesion que promueven la agregacion celular, de forma similar al sistema pCF10 en
E. faecalis (Dunny & Leonard, 1997). Asi, dependiendo de que el medio de
conjugacion sea solido o liquido, este factor supone un condicionante en la eficiencia

de la transferencia plasmidica de unas células a otras (Tabla 1).

Tabla 1. Plasmidos conjugativos modelo de bacterias Gram-negativas.

Grupo de Incqrpgatibilidad Prototipo Pili Me:dio d_e’
(Familia*) Conjugacion

IncF (MOBg) F/R1/R100 Flexible liquido
Incl (MOBg) Collb-P9/R64 Rigido-Flexible semisdlido-liquido
IncN (MOBg) R46/pKM101 Rigido sélido
IncP (MOBp) RP4/RK2 Rigido sélido
IncW (MOBg) R388 Rigido sélido
IncX (MOBp) R6K Flexible semisolido

Extraido de Zechner et al., 2000 (*segun Garcillan-Barcia et al., 2009).

lll. Sefiales inductoras de la conjugaciéon: Se asume que el relaxosoma se encuentra
ensamblado en el oriT y s6lo se activa en funcion a sefales inductoras la conjugacion
(Lanka & Wilkins, 1995). En ausencia de estas sefiales, la molécula plasmidica
seguiria su ciclo replicativo y el relaxosoma seria desplazado por la maquinaria de
replicacion vegetativa. A pesar de gque actualmente se desconoce la naturaleza de

estas sefales efectoras, se ha observado que la proteina TraM (codificada en los
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plasmidos F y R1), intensifica la actividad relaxasa e interacciona con la proteina
acopladora tras unirse al oriT (Beranek et al., 2004; Ragonese et al., 2007). En el
plasmido F hay otras dos proteinas auxiliares implicadas en la formacion del
relaxosoma: el factor de integracion del huésped IHF (integration host factor) y la
proteina TraY, codificada por el propio plasmido. Ambas proteinas se unen en varios
sitios del oriT y distorsionan el DNA (Luo et al., 1994) para generar un sustrato
adecuado de corte para la relaxasa Tral (Fig. 4A). Aunque TraM no es esencial para la
formacion del relaxosoma, su union especifica alrededor de las regiones de
reconocimiento de IHF supone un estimulo para la actividad relaxasa (Ragonese et al.,
2007). En el caso del plasmido R388, el relaxosoma esta formado por la unién de
relaxasa TrwC y las proteinas accesorias IHF y TrwA (Fig. 4B). Mientras que TrwA
estimula el proceso conjugativo (Moncalian et al., 1997), IHF se une especificamente a
dos sitios del oriT y reprime la reaccién de corte por TrwC. Por ello, se piensa que el
inicio del procesamiento conjugativo del DNA en R388 puede estar mediado por el
abandono de IHF del oriT (Moncalian et al., 1999a). Por otro lado, algunos plasmidos
conjugativos de Enterococcus faecalis responden a feromonas peptidicas codificadas
en el cromosoma de células potencialmente receptoras (Clewell et al.,, 2002).
Concretamente, la proteina tetramérica PrgX del plasmido pCF10 se desestabiliza tras
unirse a una feromona peptidica, de manera que se desencadenan los cambios

estructurales necesarios en el oriT para iniciar la conjugacion (Shi et al., 2005).

TraM
Tral B e \

nic IHF IHF nic \ﬁ\\

Figura 4. Ensamblaje de proteinas del relaxosoma de los plasmidos F y R388.

A) Se muestra una representacion del oriT de F en la que aparecen las zonas de union de las
proteinas accesorias IHF (amarillo), TraM (verde) y TraY (naranja), el sitio nic (flecha) y la
relaxasa Tral (azul). Los sitios de reconocimiento de cada proteina se representan en el mismo
color. Modificado de Ragonese et al., 2007. B) Modelo de la arquitectura del relaxosoma de
R388, donde la unién de IHF bloquea la apertura del sitio nic y se inhibe la actividad relaxasa
de TrwC. Por el contrario, la proteina TrwA (en rojo), homdéloga a TraY de F, estimula el
proceso conjugativo. Modificado de Moncalian et al., 1999a.
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IV. Actividad relaxasa: La proteina iniciadora de la conjugacion es una endonucleasa
gue corta especificamente en una de las cadenas del oriT, de manera que el plasmido
superenrollado pasa a estar topolégicamente relajado. Por esta razén, estas proteinas
con actividad topoisomerasa-l se han definido genéricamente como relaxasas. Los
contactos que la relaxasa establece con el oriT tienen lugar en la region que incluye el
sitio de corte y el brazo proximal de una repeticién invertida ubicada a 5’ del mismo.
Los detalles bioquimicos y estructurales de esta reaccion se conocen muy bien en
varios sistemas, y en todos ellos se requiere que el DNA gque contiene el sitio de corte
esté desapareado, en forma monocatenaria (Pansegrau & Lanka, 1996a; Guasch et
al., 2003; Datta et al., 2003; Larkin et al., 2005).

His1 50\\(\wa \ H\OD_HKH :
-/4// m.w,m,,».m.,....,.,. . {
)‘ _P

H|s163 R

o
HZN{

Figura 5. Mecanismo catalitico de TrwC en el inicio de la transferencia.

En azul se indican los aminoacidos que conforman el sitio activo; en violeta, el dinucle6tido de
corte (5’-TpA-3’). Tomado de Boer et al., 2006.

El sitio activo de la proteina se compone por un residuo Tyr y un motivo HUH
(residuos: His-hidrofébico-His) capaz de coordinar un catién divalente conjuntamente
con otro residuo His y un residuo Asp. El metal favorece la unién del ssDNA con la
proteina y es el responsable del posicionamiento correcto del enlace fosfato para que
el oxigeno del residuo catalitico Tyr ejerza su ataque nucleofilico. La interaccion con el
metal aumenta la electronegatividad de uno de los oxigenos del grupo fosfato, de
forma que el fésforo, parcialmente mas positivo, es una buena diana para el ataque
nucleofilico. Ademas, la combinacién de las tres His y el Asp permiten una alta
afinidad por el metal sin comprometer la interaccion con el ssDNA, a pesar de

encontrarse muy cerca de un residuo acido (el residuo catalitico). Se piensa que el
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residuo Asp, aparte de formar un puente de hidrégeno con una de las His del motivo
HUH, podria actuar como base para extraer el proton del grupo hidroxilo de la Tyr
catalitica y potenciar el ataque sobre el enlace fosfato (Fig. 5). Ademas, se ha
demostrado que este residuo Asp modula la afinidad del metal coordinado a pesar de

encontrarse a una distancia considerable (Larkin et al., 2007).

V. Replicacion conjugativa en el donador: Tras la reaccion de corte se genera un
enlace entre el extremo 5’ del DNA vy el residuo Tyr de la relaxasa, de manera que la
proteina queda unida de forma covalente al DNA. Consecuentemente, el extremo 3’-
OH generado queda libre (Pansegrau & Lanka, 1996a; Pansegrau & Lanka, 1996b;
Guzman & Espinosa, 1997) y, a modo de cebador, es susceptible de ser extendido
mediante replicacién por circulo rodante. No obstante, algunos autores han apuntado
que la sintesis de la cadena complementaria en la célula donadora no es un requisito
indispensable. En el caso del plasmido RSF1010 las copias que se transfieren por
conjugacion podrian ser reemplazadas facilmente mediante replicacién vegetativa
(Meyer, 2009). Por otro lado, ciertos plasmidos conjugativos codifican proteinas
bifuncionales, con actividad relaxasa en la region N-terminal y actividad helicasa en la
region C-terminal. De esta forma, la misma proteina puede desenrollar de forma activa
(consumiendo ATP) el dsDNA en sentido 5—3’, mientras la cadena no transferida
actuaria de molde para la sintesis de una nueva cadena complementaria. Ejemplo de
proteinas con actividad relaxasa/helicasa son TrwC y Tral, codificadas en los
plasmidos R388 y F/R1, respectivamente. Se ha observado que un mutante de TrwC
en un motivo del dominio helicasa tiene un efecto negativo en conjugacion, lo que
sugiere que TrwC actla en el proceso conjugativo como un multimero seguramente
asociado a su funcién helicasa (Llosa et al., 1996). Sin embargo, muchos otros
plasmidos, incluidos todos los plasmidos movilizables, no codifican proteinas con
actividad helicasa, por lo que deberian reclutar la helicasa del huésped para separar
las hebras del DNA. Cabe destacar que existen pocas evidencias experimentales que
demuestren la replicaciéon conjugativa en la célula donadora. En R1162 se ha definido
dos regiones distintas dentro del oriT, una de ellas esencial para el inicio de la
conjugacion y la otra para la terminacién (Erickson & Meyer, 1993). Empleando un
vector con dos oriTs: i) oriTy,, solo eficiente en iniciacion vy ii) oriTy,, solo eficiente en
terminacion (y situado a 3’ del primero), se observaron moléculas plasmidicas en las
células receptoras de mayor longitud respecto a la original. Necesariamente, este
fendmeno implica replicacién conjugativa en la célula donadora, iniciada en el oriT;y y

terminada en oriT,.
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VI. Interaccién entre el relaxosoma y la proteina acopladora: La proteina acopladora
(CP) es una pieza clave en todos los sistemas de transferencia conjugativa conocidos
hasta el momento. Experimentalmente se ha demostrado que la CP es el factor
determinante de la funcionalidad de la maquinaria conjugativa, incluso en sistemas
heterélogos compuestos por un relaxosoma y un T4SS que provienen de dos
plasmidos diferentes (Llosa et al., 2003). Generalmente, parece existir una correlacion
entre la fuerza de esta interaccion y la eficiencia de transferencia. En RP4 se ha
observado una interaccion directa entre la CP y la region C-terminal de la relaxasa
(Schroder et al., 2002), mientras que en otros sistemas como en F la CP contacta con
otras proteinas del relaxosoma, concretamente con TraM (Disque-Kochem &
Dreiseikelmann, 1997). Por otro lado, se ha demostrado que la regién citoplasmatica
de la CP de R388 (TrwB) interacciona, ademas de con la relaxasa TrwC, con la
proteina accesoria TrwA (Cabezon & de la Cruz, 2006). La estructura cristalografica
del dominio citoplasmatico de TrwB consiste en un hexamero de subunidades
idénticas y un canal central de 20 A (Fig. 6A; Gomis-Riith et al., 2001). Se sabe que
TrwB interactlia con el DNA de forma no especifica y preferentemente con moléculas
monocatenarias. Ademas, TrwB tiene capacidad de union de nucledtidos tri- (NTPs) y
bi-fosfato (NDPs), y presenta una actividad ATPasa que es sensible a pH y a la
concentracion de sales. Esta actividad estd relacionada con la translocacién del
sustrato desde una célula a otra y se ha sugerido que el T-DNA podria atravesar la
membrana a través del canal central de TrwB (Fig. 6B) hacia el sistema T4S.

Figura 6. Caracteristicas estructurales de TrwB.

A) Hex@mero visto desde la cara citoplasmatica, con cada uno de los protdmeros en diferente
color. B) Modelo de TrwB integrada en la membrana celular mediante las hélices-a de la region
N-terminal (en gris). Modificado de Gomis-Riith et al., 2001.
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VIl. Secrecion activa del complejo T-DNA-Relaxasa: El plasmido pTi de A. tumefaciens
representa el prototipo de los sistemas T4S. Las proteinas que conforman este canal
de secrecion se denominan VirB y suman un total de once (Cascales & Christie,
2004a; Chen et al., 2005). Recientemente se ha resuelto la estructura del sistema T4S
del plasmido pKM101 mediante crio-microscopia electrénica (Fronzes et al., 2009). En
este caso, el complejo central esta constituido por 14 mondémeros de las proteinas
TraN, TraO y TraF (VirB7, VirB9 y VirB10, respectivamente), mientras que el homdlogo

a VirB8 no forma parte del mismo.
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Figura 7. El sistema T4S.

A) En la figura se esquematiza el transporte del complejo T-DNA-Relaxasa a través del sistema
T4S de A. tumefaciens (VirB/D4). La interaccion estd mediada por la proteina acopladora
VirD4, de manera que el complejo DNA-proteina contacta sucesivamente con los componentes
del canal VirB11, VirB6 y VirB8, y finalmente con VirB9 y VirB2. Los tres elementos con
actividad ATPasa (VirD4, VirB4, VirB11) componen el motor del sistema y VirB10 actia como
sensor del estado energético, para bombear el DNA hacia la el exterior. Modificado de Chen et
al., 2005. B) Reconstruccién tridimensional del sistema T4S del plasmido pKM101 por crio-
microscopia electrénica. Modificado de Fronzes et al., 2009. C) Modelo estructural y funcional
del canal del sistema T4S, donde la proteina VirB10 es responsable de la apertura del canal
formado por VirB7 y VirB9 en funcién al estado energético de las ATPasas citoplasmaticas.
Modificado de Llosa et al., 2009.
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Segun se indica en la Figura 7A, el complejo intermediario T-DNA-Relaxasa
establece, a través de la CP, una serie de contactos secuenciales con cinco proteinas
VirB del sistema T4S. La CP (VirD4 en pTi), junto con dos proteinas del T4SS (VirB4 y
VirB11) compone un motor dependiente de NTPs para translocar el sustrato T-DNA-
relaxasa hacia la célula receptora. Concretamente, VirD4 transfiere el sustrato hacia la
proteina VirB11l, ubicada en la cara interna de la membrana citoplasmatica, que
posteriormente entra en contacto con los componentes transmembrana VirB6 y VirB8.
En este punto, VirB6 ejerce de canal hidrofilico a través del cual se controla la
secrecién del sustrato. El poro o canal interno, compuesto por VirB7 y VirB9, tiene un
diametro minimo en la zona de la membrana externa de 10 A (Fig. 7B). Asi, segun se
representa en la Figura 7C, la apertura de esta regién durante la traslocacion del
sustrato estaria mediada por una serie de cambios conformacionales de VirB10, en
funcién al estado energético de las ATPasas VirB4, VirB11l y VirD4 (Cascales &
Christie, 2004b; Llosa et al., 2009).

VIIl. Recircularizacion del DNA mediante transesterificacién: Después de que el
sustrato se haya transferido por completo a la célula receptora, es la propia relaxasa la
gue llevaria a cabo una segunda reaccion de transesterificacion que resulta en la
recircularizacion del T-DNA. Numerosos trabajos han demostrado la capacidad de
corte y cierre que tienen las relaxasas sobre oligonucledétidos que contienen el sitio nic.
La reaccion de cierre se lleva a cabo mediante una segunda tirosina, que puede estar
ubicada en la misma molécula de proteina (como en TrwC, TraH y Tral_F) o bien por
la tirosina de otra unidad de proteina (como MobA y Tral_RP4). Uno de los sistemas
mejor estudiados en este sentido es el plasmido R388, en el que se ha demostrado
que la relaxasa TrwC entra en la célula receptora y mantiene su actividad catalitica
(Draper et al., 2005). Ademas, cuando se emplean células receptoras que expresan
anticuerpos Anti-TrwC se ha observado una inhibicién especifica de la transferencia
conjugativa del plasmido R388 (Garcillan-Barcia et al., 2007). Un estudio reciente de
los intermediarios de reaccion con oligonucleétidos modificados ha permitido definir un
modelo detallado del mecanismo de procesamiento del DNA durante la transferencia
conjugativa del plasmido R388 (Gonzalez-Pérez et al., 2007). En este modelo, el
residuo Tyr ubicado en la posicién 18 (Y18) corta el DNA para iniciar la transferencia
desde la célula donadora, mientras que el residuo Y26 cierra el DNA mediante

transesterificacion en la célula receptora, tras reconocer la horquilla IR, (Fig. 8).
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Figura 8. Procesamiento del DNA durante la transferencia de R388.

TrwC (en verde) reconoce el oriT del plasmido R388 (1) y la Y18 corta en el sitio nic, uniéndose
al extremo 5’ del DNA (2). El complejo proteina-DNA pasa a la célula receptora y TrwC se une
al nuevo oriT, reconstituido por replicacién RC (3). Y26 corta en el sitio nic del segundo oriT y el
extremo 3’-OH generado ataca al complejo Y18-DNA (4). Tras la reaccién de transesterificacion
la molécula de DNA queda libre (5). Modificado de Gonzalez-Pérez et al., 2007.

IX. Replicacién conjugativa en el receptor: Se piensa que la sintesis de la cadena
complementaria ocurre de forma simultanea a la entrada del T-DNA en la célula
receptora (Lanka & Wilkins, 1995). Debido a la polaridad 5—3’ del T-DNA, la sintesis
deberia ser discontinua y el inicio de la misma requeriria uno o varios cebadores,
dependiendo del tamafio del plasmido (Fig. 9). La eficiencia de este proceso es
importante para evitar el acimulo de formas monocatenarias de DNA, y reducir la
probabilidad de dafos irreparables como supone la rotura de un DNA de cadena
sencilla. El plasmido R1162 representa el modelo mejor estudiado en este sentido, y
se ha observado que existen diferentes mecanismos de sintesis de cadena
complementaria dependiendo del huésped bacteriano (Parker & Meyer, 2005a).
Concretamente, la relaxasa de R1162 contiene un dominio con actividad primasa en la
region C-terminal, que es capaz de sintetizar un pequefio cebador de RNA, desde el
cual se inicia la sintesis de la cadena complementaria. Este dominio primasa no solo
estd implicado en la replicacién vegetativa sino que también actlda en la sintesis de la
cadena complementaria durante la conjugacion del plasmido R1162 hacia la bacteria

Salmonella enterica. Sin embargo, esta actividad primasa es prescindible cuando la
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bacteria receptora es E. coli, de manera que deben existir mecanismos alternativos de

sintesis que aun no se han caracterizado.

DONADOR

envuelta celular

cadena complementaria T-DNA

<4—————— DNA polimerasa lll
Proteinas de unién a DNA

cebador

RECEPTOR

Figura 9. Modelo de replicaciéon conjugativa en la célula receptora.

La cadena transferente (T-DNA) entra en estado monocatenario y se recubre de proteinas de
union a DNA (SSB). Esta cadena actla de molde para la sintesis de la cadena complementaria
en la célula receptora a partir de un cebador. Modificado de Willetts & Wilkins, 1984.

X. Terminacion de la conjugacion: Por ultimo, la copia plasmidica de doble cadena
recién generada es superenrollada mediante actividad girasa. En este punto acabaria
el proceso conjugativo, de manera que a partir de la nueva molécula plasmidica que
hay en la célula receptora se sintetizan todas las proteinas y RNAs implicados en la
replicacion activa del pldsmido, aumentando el nUmero de copias para asegurar su
estabilidad y segregacion, ademas de expresar factores de virulencia, resistencia a

antibioticos y/o proteinas de exclusion de entrada.

2.3. Origenes de transferencia y relaxasas

El origen de transferencia (oriT) es el Unico elemento que se requiere en cis
para la transferencia de un plasmido por conjugacion. Dependiendo del plasmido, la
longitud del DNA que incluye el oriT puede variar entre 38 y 500 pb, pero en todos
ellos se pueden definir una serie de caracteristicas comunes. La parte mas importante
del oriT es una secuencia especifica que incluye el sitio de corte para la relaxasa. A su
vez, los oriTs presentan elementos implicados en la interaccion DNA-proteina, tales
como repeticiones directas (DR) o invertidas (IR), y regiones ricas en A+T que
facilitarian formacién de estructuras de tipo cruciforme y la fusién de la doble cadena
en el DNA superenrollado, generando el sustrato adecuado para que la relaxasa

introduzca el corte especifico.
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Figura 10. Esquema de las relaciones entre las diferentes familias de relaxasas.

Las relaxasas que contienen una sola tirosina activa en el centro catalitico se agrupan en un
mismo cluster (fondo gris oscuro). Las relaxasas con dos tirosinas forman un segundo cluster
(fondo gris claro). Las relaxasas que no forman un grupo definido (fondo blanco) no presentan
homologias significativas. Las relaxasas implicadas en replicacion tipo RC, las transposasas de
tipo 1S91, o las hidrolasas HD solapan parcialmente con algunas de las familias MOB. El area
de cada circulo es proporcional al nimero de relaxasas. Tomado de Garcilldn-Barcia et al.,
2009.

De forma genérica, se pueden definir las relaxasas como proteinas con
actividad endonucleasa (DNA transferasa), implicadas en la iniciacion de la replicacion
tipo circulo rodante (Rep) o bien en el inicio de la transferencia conjugativa (Mob, Tra).
Estas proteinas contienen dos o mas dominios funcionales y, normalmente, tanto la
actividad endonucleasa como el dominio de unidon a DNA se localizan en la region N-
terminal, mientras que la regién C-terminal podria contener dominios con actividad
helicasa o primasa, ademas de dominios de oligomerizacion e interaccion con otras
proteinas. Las relaxasas presentan dos caracteristicas comunes (llyina & Koonin,
1992). La primera es el motivo HUH (His-residuo hidrofobico-His) que, junto a un tercer
residuo His (HxDx4HUH, donde x es cualquier residuo), participa en la coordinacion de
un catién divalente esencial para el corte del DNA. La segunda caracteristica de las
relaxasas es el residuo catalitico, normalmente Tyr, el cual ejerce un ataque
nucleofilico en el enlace fosfodiéster de un dinucle6tido especifico del oriT. Cabe
destacar que los motivos encontrados en las relaxasas de tipo Rep o de tipo Mob
presentan permutacion circular, es decir, que el orden esta invertido. Asi, el motivo de

coordinacién de metal esta mas préximo al extremo N-terminal que el residuo catalitico
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en la familia Rep, mientras que las relaxasas de tipo Mob ocurre lo contrario (Francia
et al.,, 2004). Un trabajo reciente ha agrupado todos los plasmidos que poseen
moédulos de transferencia conjugativa en base a la secuencia y propiedades de sus
correspondientes relaxasas (Garcillan-Barcia et al., 2009). Concretamente, se han
definido seis familias MOB distintas: MOBg, MOBy, MOB¢, MOBg, MOB: (que incluye
la subfamilia MOByen) Y MOBy, (Fig. 10).

2.3.1. Familia MOBF

Las relaxasas de esta familia son proteinas grandes que contienen dos
dominios claramente diferenciados. Mientras que el dominio relaxasa se encuentra en
la region N-terminal, el dominio C-terminal presenta actividad helicasa. Los sistemas
de conjugacion mejor estudiados pertenecen a esta familia y estan representados por
las proteinas TrwC (Llosa et al., 1996; (Guasch et al., 2003; Gonzéalez-Pérez et al.,
2007) y Tral (Larkin et al., 2005; Hekman et al., 2008) de los plasmidos R388 y F,
respectivamente, ambos aislados originalmente de E. coli. En la proteina TrwC se ha
identificado una regién con actividad recombinasa sitio-especifica entre diferentes
copias del oriT del plasmido R388 in vivo (Llosa et al., 1994b; Cesar et al., 2006). Las
estructuras tridimensionales de la region N-terminal de TrwC y Tral muestran un
plegamiento similar, consistente en un nucleo central formado por una lamina de cinco
cadenas-p antiparalelas, flanqueado por hélices-a (Fig. 11). Una caracteristica tipica
es la presencia de dos tirosinas cataliticas en el centro activo (Grandoso et al., 2000).
En TrwC, Y18 y Y26 actian de forma secuencial en la reaccién de corte y cierre del
DNA durante el proceso de transferencia plasmidica (Gonzalez-Pérez et al., 2007). El
centro catalitico también se compone por la triada de histidinas H150, H161 y H163,
junto con el residuo D85, que abstrae un protén de Y18 para convertirlo en un potente
nucledfilo (Guasch et al., 2003). De igual forma, se ha observado que los residuos Y16
e Y23 de Tral_F son esenciales para el corte eficiente de ssDNA, aungue no influyen
en su union (Street et al., 2003). Ademas, mediante andlisis por mutagénesis se ha
demostrado que la contribucién de las histidinas en la coordinacion del metal es
asimétrica, y que la union del metal supone un aumento en la afinidad de Tral por el
DNA (Larkin et al., 2007). La funcién helicasa de TrwC y Tral_F esta relacionada con
una actividad ATPasa dependiente de ssDNA e iones Mg?. Esta actividad requiere la
presencia de ssDNA para que se produzca el desenrollamiento, ya que las proteinas
son incapaces de abrir DNA de cadena doble con extremos romos. El

desenrollamiento de las cadenas se produce en direcciéon 5’ a 3’, lo que sugiere que la
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proteina se une a la cadena que va a ser transferida. La actividad helicasa es esencial
para la transferencia del DNA, ya que tanto un fragmento del dominio relaxasa como
un mutante puntual en el motivo helicasa I, no complementan la falta de tral en

ensayos de transferencia conjugativa del DNA (Matson et al., 2001).

Los oriTs de la familia MOBg son relativamente largos y complejos. El oriT del
plasmido F incluye tres IRs, una a 3’ del nic y dos en la regiéon a 5’ del mismo. De
estas Ultimas, la mas cercana al nic es la regién en la que se une la relaxasa, mientras
que la segunda alberga en su brazo proximal el sitio de unién de alta afinidad por IHF
y en el distal, el sitio de unién de TraY. El sitio de unién a TraM y un segundo de unién
a IHF se encuentran mas distales del sitio nic, fuera de las IRs (véase Fig. 4; Tsai et
al., 1990; Di Laurenzio et al., 1992; Nelson et al., 1993; Howard et al., 1995). Las
interacciones entre la relaxasa y el oriT se han estudiado exhaustivamente en esta
familia. En el complejo de TrwC con un oligonucleétido que incluye un IR hasta el sitio
de corte (25 bases), se ha observado que el DNA forma una horquilla seguida de una
region desapareada que se introduce en el centro activo de la proteina (Guasch et al.,
2003; Fig. 12). Ademas, en el caso del complejo formado por Tral con un
oligonucledtido de 22 bases (extendido 8 bases después del sitio de corte) se ha
descrito una conformacion del DNA en la que se establecen puentes de hidrogeno
entre tres bases (Larkin et al., 2005). Esta conformacién es importante para posicionar
correctamente el DNA en el centro activo, pero no contribuye significativamente a la
afinidad de union por Tral (Fig. 12; Hekman et al., 2008). Se ha propuesto que la
conformacion del complejo DNA-proteina observada en ambos sistemas simula las
interacciones que tienen lugar durante el cierre de cadenas en la terminacion del
proceso conjugativo. Los analisis de la interaccion entre TrwC y el DNA
superenrrollado (Guasch et al., 2003) o DNA monocatenario (Gonzalez-Pérez et al.,
2007) han puesto de manifiesto que la formaciéon de una horquilla con la secuencia de
la IR, (localizado a 5’ del sitio de corte) solo tiene lugar en la terminacién (ver Fig. 8).
Por otro lado, se ha observado que un cambio puntual (C por G) en la secuencia del
oriT de R388 supone la pérdida de capacidad de corte de TrwC y se ha conseguido
variar la especificidad de corte de TrwC mediante disefio racional, cambiando la

Lys262 de TrwC por otros residuos como Ala (Gonzalez-Pérez et al., 2009).
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Figura 11. Estructuras del dominio relaxasa de las proteinas TrwC (A) y Tral (B).

La lamina-B central formada por cinco cadenas antiparalelas se muestra en color naranja. La
esfera roja indica la posicion del atomo de metal coordinado por tres histidinas del centro
activo. En verde se representa la cadena de DNA de 27 o 10 bases empleadas en la obtencion
de los co-cristales de TrwC y Tral, respectivamente. Modificado de Gomis-Riith & Coll, 2006.

5 TTTGCGTGGGOTGIGEIGETTT-3
LA

. ARy
GM™ < Grap

Figura 12. Estructura del oriT en estado monocatenario tras la unién a TrwC o Tral.

A la izquierda se representan las estructuras definidas para TrwC (en amarillo) y Tral (azul) con
oligonucledtidos de 27 (marrén) o 22 (verde) bases, respectivamente. En el centro, se
muestran las conformaciones de ambos DNAs. Mientras que el DNA empleado para TrwC
incluye una IR en el extremo 5’ y acaba justo en la base anterior al sitio de corte, el DNA de
Tral no incluye el IR pero se extiende 8 bases después del sitio de corte. A la derecha se
indican las interacciones intramoleculares observadas en el cristal de Tral con el DNA. La
flecha indica la posicién del sitio de corte. Modificado de Larkin et al., 2005 y Hekman et al.,
2008.
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2.3.2. Familia MOBy

La relaxasa prototipo es la proteina Tral del plasmido R27 (Salmonella typhi), la
cual presenta una variante del motivo 3-H (H/Q-x>-PASE-x-HHH-x3-GG-x3-H-x-L) y un
nuevo motivo hidrolasa HD (L/V-x-HD-A/V/L/I-GK), especifica de esta familia. Las
proteinas con un motivo de este tipo presentan actividad fosfohidrolasa dependiente
de cation (Aravind & Koonin, 1999). Ello supondria que las relaxasas MOBy disponen
de dos alternativas para la coordinacion de metal, aunque esta hip6tesis adn no se ha
demostrado. Dentro de esta familia se han propuesto varios residuos Y cataliticos que
todavia no se han analizado por mutagénesis (Sherburne et al., 2000). El oriT de R27
esta localizado una regién intergénica de 757 pb, entre los genes orfl22 y orfl23
(Sherburne et al., 2000). Dentro de esta region se ha acotado una subregion de 285 pb
(Fig. 13) que constituye el oriT minimo para la movilizacion del plasmido y que incluye
ocho DR de 7 a 9 pb (Lawley et al., 2002).

2.3.3. Familia MOB¢

En las relaxasas de esta familia no se ha observado conservacién en el motivo
catalitico o de coordinacion de metal, lo cual parece indicar que no tienen relaciéon con
las relaxasas de las cinco familias restantes. En la proteina TraX del plasmido pAD1
(E. faecalis) se ha demostrado que los residuos que componen la Unica regién que se
conserva en esta familia (D-Xe.17-E-X-E-R/L-X-K-X3-R-Y/F) son esenciales para la
actividad de transferencia (Garcillan-Barcia et al., 2009). La tirosina catalitica seria
Y181, y el motivo de coordinacion de metal estaria compuesto por los residuos D152,
E170 y E172. Otra caracteristica Unica de esta familia se ha observado en la relaxasa
MobC del pldsmido CloDF13 (Enterobacter cloacae), donde tras la reaccion de corte
no existe una unién covalente con el extremo 5’ del DNA (Nufiez & de la Cruz, 2001).
En cuanto al oriT se ha observado cierta similitud de secuencia en la regién cercana al
sitio nic de los plasmidos CloDF13, pAD1 y pAM373, el cual estaria localizado en el
tallo de una IR de 140 pb, junto a una serie de DRs cortas que han sido propuestas
como sitios de union para las respectivas relaxasas. Ninguno de ellos guarda similitud
con los oriTs de otros grupos de plasmidos descritos (Francia & Clewell, 2002;
Francia et al., 2004).

2.3.4. Familia MOBq

Las relaxasas de tipo MOBq, representada por la proteina MobA de los

plasmidos movilizables RSF1010 y R1162 (ambos de E. coli), poseen dos dominios
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(Parker & Meyer, 2005a). Aparte de la actividad relaxasa, que se encuentra en el
dominio N-terminal, se ha descrito que el dominio C-terminal presenta actividad
primasa, esencial en replicacion vegetativa. Ademas, la fusiébn de estos dominios
supone una adaptacién evolutiva que, durante la transferencia plasmidica, permite la
iniciacion de la sintesis de la cadena complementaria de DNA en la célula receptora de
forma eficiente (Parker et al., 2005b). En el afio 2007 se publicé la estructura del
fragmento relaxasa de MobA, denominado minMobA (Monzingo et al., 2007). Aunque
la homologia entre las secuencias de TrwC y MobA es menor del 15%, ambas
proteinas presentan una estructura tridimensional y una distribucién de residuos en el
centro activo muy similares. La diferencia mas notable es que en la posicion
equivalente al residuo D85 de TrwC, en MobA se encuentra un glutdmico (E74) que no
es esencial para su actividad. Otra proteina de la familia es la relaxasa TraA del
plasmido pIP501 (Streptococcus agalactiae). Tanto la proteina nativa (600 residuos)
como una version truncada con el extremo N-terminal (293 residuos) presentan
actividad relaxasa sobre un DNA superenrollado que contiene el oriT de pIP501
(Kopek et al., 2005). Esta actividad es Optima a temperaturas entre 42 y 45°C, y

ademas es dependiente de iones Mn?" o Mg*".

Los oriTs de plasmidos tipo MOBq contienen una IR imperfecta de 10 pb y una
region adyacente rica en AT, proxima al sitio de corte (Derbyshire et al., 1987). Se ha
demostrado que tanto la repeticion invertida como la secuencia “TAA” adyacente al
brazo proximal son esenciales para la unién de la relaxasa (Becker & Meyer, 2000).
Ademas, mientras que el brazo distal de la IR no se necesita para la iniciacion, es
esencial para una terminacion eficiente después de la transferencia (Bhattacharjee et
al., 1992). También se ha observado que aunque existe una alta variabilidad en la
secuencia del IR de los plasmidos de la familia, no hay una gran especificidad de

unién de la relaxasa (Becker & Meyer, 2003).

2.3.5. Familia MOBp

La proteina Tral del plasmido conjugativo RP4 (Pseudomonas aeruginosa) es
la relaxasa prototipo de esta familia. EI dominio relaxasa se localiza en la region N-
terminal mientras que el dominio C-terminal, ademéas de contener los motivos de
dimerizacion, estd implicado en las interacciones con otros componentes de la
magquinaria de transferencia. Los motivos conservados son muy similares a los que
presentan las relaxasas de las familias MOBg y MOBg. El motivo de coordinacion de
metal conservado es H-x-D/E-T-D/E-Xp-H-X-Hx3-N-X3-P. El residuo E80 de Tral _RP4
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podria tener el mismo papel que el residuo D85 de TrwC, aunque aun no se ha
demostrado. Aunque hay residuos esenciales en cada uno de los motivos conservados
(Y22, S74 and H116), de forma sorprendente, los residuos H109 o H118 del motivo 3-
H parecen ser prescindibles (Pansegrau et al., 1994). El residuo Y22 es la Unica
tirosina que se conserva y esta implicada en el ataque nucleofilico que posibilita el
corte del DNA en presencia de iones Mg®* (Pansegrau et al., 1990). Tral_RP4 también
realiza la transferencia de cadenas durante la terminacion de la transferencia
conjugativa del DNA (Pansegrau et al., 1993). Asi, la Y22 de uno de los mondémeros
seria responsable de la reaccién de corte en el inicio de la transferencia, mientras que
el mismo residuo del otro monémero realizaria el segundo corte en el sitio nic en la
terminacion (Pansegrau & Lanka, 1996b). Dentro de este grupo se encuentra una sub-
familia denominada MOBeN, representada por la relaxasa MbeA del plasmido
movilizable ColE1 de E. coli, la cual presenta una variante del motivo de coordinacién
de metal denominado motivo HEN. De hecho, la sustitucion de los residuos E104 y
N106 de MbeA por histidinas no tuvo consecuencias en la actividad relaxasa (Varsaki
et al.,, 2003). Sin embargo, el cambio de los residuos Y19, H97, E104 y N106 por
alaninas supuso la pérdida de la funcidn relaxasa. Este trabajo también demostré que
la temperatura Optima para la actividad catalitica es a 45°C y que los cationes

divalentes adecuados son Mg*, Co** y Ni?*.

El oriT del plasmido RP4 se localiza dentro de una region 350 pb que contiene
varias IRs y DRs (Furste et al., 1989). A 5’ del sitio de corte se encuentra una IR cuyo
brazo proximal es suficiente para la formacion del relaxosoma y la reaccion de
iniciacion. No ocurre asi en la terminacion, para la que se necesita todo el IR. El oriT
de R64 tiene dos IRs a 5’ del sitio de corte y abarca una region de 94 pb. La secuencia
minima para el inicio de la transferencia es de 44 pb, e incluye el brazo proximal de la
IR mas cercana al sitio de corte (Furuya & Komano, 1997), mientras que para la
terminaciéon se requieren los dos IRs (Furuya & Komano, 2000). El plasmido R6K
presenta dos oriTs denominados a y B (Avila et al., 1996; Flashner et al., 1996).
Ambos son funcionales al mismo nivel y contienen secuencias palindromicas
flanqueadas por regiones con alto contenido AT. El sitio de corte se localiza dentro de
una secuencia de 17 pb, conservada en los dos origenes. El oriT de ColEl,
perteneciente a la subfamilia MOByey, se ha definido en una regién de 100 pb en base
a la similitud de secuencia con pladsmidos homélogos. Este fragmento incluye una IR

distanciada 30 pb a 5’ del sitio de corte (Francia et al., 2004).
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F GCAAAAACTTGTTTTTGCGTGGGGTGT /GGT

MOB:
R388 GCGCACCGAAAGGTGCGTATTGTCT/ATAG
woB. Ry Nio-GGTTTTTT-N>:~GGTTTTTTGATAAAATTCTGGTTAGTTT-N:o
H o - o >
GGTTAGTTT-N:: ~TAAAATTC-N: s~ TTCAGAATC N3~ TCAGAATC
TGCAAAATTCCTGACCATTTTCGCTCAACGTGGGTTA
MOB:  pAD1

PR—
AAACCCCCATTAAGCGAAAAT/GGTCAGGAATTTTGCA

MOBa RSF1010 CCAGTTTCTCGAAGAGAAACCGGTAAGTGCG/CCCTCCC

- -

MOB- RP4 ACAGTGAAGAAGGAACACCCGCTCGCGGGTGGGCCTACTTCACCTATCCTG/CCC

5 &

MOBuen  ColE1 GGTGTCGGGGCGCAGCCCTGACCCAGTCACGTAGCGATAGCGGAGTGTATACTGG/CTT

> < - ) €=
MOBv pBBR1 GGTCACGACTTTGCGAAGCAAAGTCTAGTGAG/TATACTCAAGCATTGAGTGG

Figura 13. Origenes de transferencia.

Se indica la secuencia de los plasmidos prototipo de cada una de las familias MOB, a
excepcién del oriT de pMV158 (ver mas abajo), en sentido 5’-3'. Las flechas indican la posicion
de las repeticiones invertidas (IR), o bien la ubicacién de las repeticiones directas en el caso
del plasmido R27. Las discontinuidades reflejan las zonas desapareadas en las posibles
estructuras secundarias formadas por cada IR. “/” indica el sitio de corte mapeado
experimentalmente (nétese que en R27 aun no ha sido definido). La G subrayada en RSF1010
es la unica diferencia de secuencia respecto al plasmido R1162 (que contiene una A). N,
cualquier nucledtido.

2.3.6. Familia MOBy

Esta superfamilia se divide en varios subgrupos dependiendo de la
conservacion de los dominios encontrados (Francia et al., 2004; Garcillan-Barcia et al.,
2009). MOBy;, representado por MobM de pMV158, presenta tres motivos: el motivo |
(H-x»-R), de funcién desconocida; el motivo Il (N-Y-(D/E)-L), con la presunta Tyr
catalitica; y el motivo lll o 3-H (H-x-D-E...P-h-x-h), implicado en la coordinacion de un
metal divalente. MOB,, representado por la proteina Mob del plasmido movilizable
pBBR1 (Bordetella bronchiseptica), carece del motivo Il y solo presenta el motivo | y
una variante del motivo 3-H, con una secuencia consenso en la que la tercera histidina
puede variar (H-x-D-Ex,-P-H-x-(H/SIT)) (Szpirer et al., 2001). En la subfamilia MOBy;
se encuentra el transposén Tn5520 (Bacteroides fragilis), en el que se ha observado
que la proteina BmpH tiene actividad relaxasa (Vedantam et al., 2006). BmpH no tiene
el motivo Il y presenta una variante del motivo I, con una isoleucina en el lugar de la

histidina (I-x,-R; Garcillan-Barcia et al., 2009). La proteina MobA del transposén
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Tn4555 (Smith & Parker, 1998), representante de las relaxasas de tipo MOByy,

tampoco presenta el motivo Il

Los plasmidos de esta familia presentan una configuracion similar en sus oriTs.
Sin embargo, a diferencia de pBBR1, el sitio nic de pMV158 se encuentra en el bucle
de una de sus dos IRs (con brazos de 7 y 9 pb y bucles de 4 y 6 bases,
respectivamente). En pBBR1 se ha definido una region de 52 pb en la que el sitio nic
se encuentra en una secuencia de 4 pb, flanqueada por dos IR de 29 pb y 15 pb,
respectivamente (Fig. 13; Szpirer et al., 2001). El oriT minimo de Tn5520 contiene una
repeticion invertida de 17 pb y una mutacion en el dinucleétido de corte (5°-GpC-3’)
anula su capacidad de movilizacién (Vedantam et al., 2006). Tanto la proteina MobM
como el oriT de pMV158 han sido el objeto de estudio de esta tesis. Por ello,
dedicaremos el siguiente apartado a la presentacion de los resultados obtenidos en

este sistema hasta el momento de iniciar nuestro trabajo experimental.

3. EL PLASMIDO pMV158

El plasmido pMV158 (5540 pb), aislado originalmente de Ila estirpe
Streptococcus agalactiae MV158 (Burdett, 1980), ha sido estudiado en nuestro
laboratorio durante mas de veinte afios. Es el prototipo de una familia de plasmidos de
replicacion RC compuesta por mas de 40 miembros aislados de distintas bacterias
(Espinosa, en preparacion). Como muchos plasmidos aislados de bacterias G+ y G-,
pMV158 es capaz de colonizar diversas especies, tales como Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis y E. coli, entre otras. Se ha demostrado que pMV158 es movilizado
mediante funciones aportadas por plasmidos auxiliares (como pIP501), entre
diferentes estirpes de S. pneumoniae, 0 hacia otras especies como E. faecalis y L.
lactis (Smith et al., 1980; Nieto & Espinosa, 2003; Farias & Espinosa, 2000; Lorenzo-
Diaz & Espinosa, 2009b).

La organizacion genética que presenta pMV158 ha permitido definir distintos
maodulos (Fig. 14): 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 médulo DET, que determina resistencia al antibidtico tetraciclina; iii) el
moédulo MOB, que codifica las funciones de movilizacion conjugativa, y iv) dos

origenes de cadena retrasada, sso. Algunos de los plasmidos de la familia de pMV158
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pueden carecer de uno 0 mas de estos médulos, aunque el médulo LIC es esencial
(del Solar et al., 1993).

repB (

mall '\

copG\

tetl

[ uc
[] pEeT

5540 bp ] moe
B sso
X )/

mal ssoA

Figura 14. Mapa genético y funcional del plasmido pMV158.

En la figura se muestran los seis genes identificados y que se transcriben en el plasmido, dos
de los cuales codifican RNAs (RNA | y RNA I); repB y copG forman parte de un operdén
implicado en la replicacién y el control del nUmero de copias plasmidico (respectivamente), tetL
codifica resistencia a tetraciclina, y mobM codifica la proteina iniciadora de la conjugacion
(MobM). Se indica la direccién en la que se produce la transcripcién (flechas). Se indica
también la posicidn 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 de pMV158,
respectivamente.

3.1. Elmédulo LIC

El médulo LIC de pMV158 ha sido estudiado exhaustivamente. Comprende una
region de 1.15 Kb y, ademas del origen de replicacién de doble cadena (dso), incluye
tres de los seis genes identificados en el plasmido. Concretamente, el promotor P
dirige la sintesis de un mRNA bicistrénico, correspondiente a los genes copG y repB
(138 y 537 pb, respectivamente) y el promotor Py, dirige la transcripcion de un RNA de

pequefo tamafio denominado RNAII.

La proteina RepB (210 aminoé&cidos; 24252 Da) inicia la replicacion por circulo
rodante mediante reconocimiento del dso y corte especifico en una de las cadenas del
DNA. El dso contiene dos regiones de unién, una proximal en la que se encuentra el
sitio de corte, y otra distal separada a 84 pb del mismo (Ruiz-Maso et al., 2007). Tras
la union de RepB a la regién distal, por la que presenta mayor afinidad, se genera una

distorsion y doblamiento local del DNA que favorece la extrusion de la horquilla que
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contiene el sitio de corte en la region proximal (Fig. 15C; Ruiz-Maso6 et al., 2007).
RepB se purifica como un hexamero (Ruiz-Maso et al., 2004) y, segun ha revelado su
estructura atomica cristalina, presenta dos dominios claramente diferenciados (Boer et
al., 2009). El dominio N-terminal endonucleolitico, formado por la alternancia de
cadenas-p y hélices-a, presenta un centro activo compuesto por el residuo catalitico
Tyr99, y un catién Mn®* coordinado por los residuos His39, His55, His57, y Asp42,
ademas de por el &tomo de oxigeno de una molécula de agua. El dominio C-terminal
esta constituido por hélices-a y esta implicado en la hexamerizacién de la proteina.
Ambos dominios estan separados por una regiéon bisagra que permite cierta movilidad
(Fig. 15).

A B

Dominio N-terminal

Region
bisagra

locus nic

regién corte locus bind

i PYEEE

PDR DDR

Dominio C-terminal

Figura 15. Estructura tridimensional de RepB e interacciones con el dso.

A) Mondémero de RepB indicando la topologia y los elementos de estructura secundaria de los
dominios de oligomerizacion y de unién al DNA. B) Representacion del hexamero de RepB,
mostrando cada uno de los protdmeros en un color diferente. C) Esquema del dso, indicando la
posicién de las repeticiones directas distales (DDR) o proximales (PDR) al sitio de corte. La
unién de RepB al locus bind y, posteriormente al locus nic, provoca la distorsion del DNA en las
regiones indicadas mediante Gvalos azules (sensibilidad a KMnO,) o rojos (sensibilidad a
DMS), segun se ha observado mediante footprinting sobre DNA superenrollado. Modificado de
Ruiz-Mas6 et al., 2007 y Boer et al., 2009.

La proteina CopG (45 aminoacidos; 5.1 kDa) y el RNA |l (48 bases) estan
implicados en el circuito de control de la replicacion del plasmido a nivel transcripcional
y traduccional, respectivamente. CopG se comporta como un homodimero en solucion

y pertenece a la superfamilia de represores con dominio “ribbon-helix-helix” (Gomis-
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Ruth et al., 1998; Costa et al., 2001). Esta proteina actia como represor a dos niveles
durante la formacién del complejo de iniciacién de la transcripcion, de manera que
puede impedir la union de la RNA polimerasa (RNAP) en el promotor P 0 bien puede
desplazarla una vez que se haya unido (Hernandez-Arriaga et al., 2009). De esta
manera, no solo regula la sintesis de la proteina iniciadora de la replicacion RepB, sino
que también regula su propia sintesis (del Solar et al., 1990). Por otro lado, se sabe
que el RNA 1l regula la sintesis de la proteina RepB probablemente mediante
anillamiento complementario con una region del mRNA-cop-rep que contiene el
posible sitio de union de los ribosomas del gen repB. Asi, la actuacién conjunta del
RNA Il con la proteina CopG permite una regulacion muy fina del control en el nUmero

de copias del plasmido (Fig. 16).

aRepB

r -_—-— .,._'.b‘:.'\:‘,'-\_;a-“—mRNA cop-rep=

Figura 16. Circuito de control del nimero de copias de pMV158.

Los elementos positivos (+) son la proteina iniciadora de la replicacion, RepB (en verde), y su
DNA diana, el origen de replicacion (dso). Los elementos negativos (-) son la proteina CopG
(en amarillo) y el RNAII (en rojo). En el mismo mRNA, se transcriben CopG y RepB. CopG se
une a su DNA diana, y reprime la transcripcion de P, inhibiendo su propia sintesis y también la
de RepB. El RNA Il es complementario al sitio de unién del ribosoma para la sintesis de RepB,
y actla como otro elemento regulador negativo, en este caso a nivel traduccional. No parece
existir jerarquia en ambos elementos reguladores.

3.2. El médulo DET

El plasmido pMV158 es portador de un gen del tipo tetL (1377 pb),
determinante de resistencia a tetraciclina (Burdett, 1980). Este antibiético accede al
interior celular y se une a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, bloqueando la
fijacion del aminoacil-tRNA al sitio aceptor (A) del complejo formado por el mMRNA y la
subunidad 50S del ribosoma. De esta forma, la sintesis de proteinas se encuentra
bloqueada al impedir la adicion de nuevos aminoacidos a la cadena peptidica en

crecimiento. El mecanismo de resistencia se basa en el bombeo del antibiético hacia el
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exterior de la célula mediante la proteina de membrana Tet(L) (458 aminoé&cidos; 50
KDa). Un gen homdlogo al de pMV158 se encuentra en el plasmido de estafilococos
pT181 (Khan & Novick, 1983), asi como en el cromosoma de B. subtilis 168

(resultados de nuestro laboratorio).

3.3. El médulo MOB

El médulo MOB (1.65 kb) contiene dos elementos implicados en la transferencia
conjugativa del plasmido pMV158: el origen de transferencia (oriT) y el gen mobM
(Priebe & Lacks, 1989). El producto de este gen (1485 pb) es la proteina MobM (494
residuos aminoacidicos; 57869.4 Da) y, como se ha comentado anteriormente, es la
relaxasa prototipo de una familia compuesta por casi 100 miembros (Francia et al.,
2004; Garcillan-Barcia et al., 2009).

A
<
= 2
Hx,R NYEL HxDEx;HUH Cremallera Leu
N —C
Union y corte Interacciones
del DNA proteina-proteina
B

Figura 17. La proteina MobM.

A) Esquema de los dominios de la proteina, indicando cada uno de los motivos conservados.
B) Prediccién de la estructura terciaria de la region C-terminal de MobM en base a homologia
con la proteina Colicina IA. El dominio que contiene la cremallera de Leu se muestra en
amarillo y el dominio de asociacion a membrana en azul. Tomado de: de Antonio et al., 2004.

MobM presenta dos dominios (Fig. 17A): i) En la region N-terminal se localiza el
dominio de unién y corte de DNA (dominio relaxasa); y ii) en la region C-terminal se
ubica el dominio putativo de dimerizacion, probablemente mediado por una cremallera
de leucinas (LENHSKSLEAKIECLESDNLQL) situada entre los residuos 317 y 338

(Grohmann et al., 2003). Ademas de que este dominio también debe actuar en la
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interaccion con otras proteinas, la region préxima al extremo C-terminal esta implicada
en asociacion a la membrana plasmatica, segun se ha observado al interrumpir esa
zona mediante la sustitucion de ciertos residuos por prolina a partir del residuo 400 (de
Antonio et al., 2004). Mediante analisis bioquimicos se ha demostrado que la proteina
MobM es un dimero con forma elipsoide a una concentracion de 2uM. Ademas, el
porcentaje de estructura secundaria se ha estimado en un 60% de contenido en
hélice-a, un 5% de lamina-B y un 35% de estructuras desordenadas. Los espectros de
emision de fluorescencia han mostrado una elevada contribucion de los 3 triptéfanos
frente a la obtenida para las 15 tirosinas que posee, asi como un maximo de emision
para los Trp indicativo de que se encuentran en un entorno relativamente hidréfobo. La
homologia con una regién de la proteina Colicina IA de E. coli (implicada en la
formacion de canales i6nicos) ha permitido un modelado sobre una parte de la
proteina MobM, comprendida entre los residuos 54 y 483 (de Antonio et al., 2004; Fig.
17B).

Se ha descrito que el oriT de pMV158 presenta dos repeticiones invertidas (IR1
y IR2) de 18 y 24 pb, respectivamente (Fig. 18C; Guzman & Espinosa, 1997). MobM
protege la region comprendida entre el brazo izquierdo y derecho de IR2 en un DNA
bicatenario lineal que contiene el oriT, segun se ha observado mediante footprinting
con DNasa | (Fig. 18A; Grohmann et al., 1999). Sin embargo, tanto la region que
incluye el brazo izquierdo de IR1 (IR1-L en la Fig. 18C) como el sitio de corte
permanecen desprotegidos en esas condiciones. MobM ejerce un ataque nucleofilico
sobre una de las cadenas del oriT de pMV158 (5’-GTGTG/T-3’; donde “/” indica el sitio
de corte), y permanece unida de forma estable al extremo 5’ (Fig. 18B; Guzman &
Espinosa, 1997). Hay dos requisitos indispensables para que la proteina realice el
corte: i) el sustrato de DNA debe estar en estado monocatenario y ii) la coordinacion
de metales divalentes, tales como Mg2+ o Mn% (de Antonio et al., 2004). Asi, MobM es
capaz de cortar tanto DNA superenrollado de pMV158, como un oligonucledtido que
incluye la secuencia del oriT. Sin embargo, MobM no presenta actividad catalitica
sobre DNA bicatenario lineal. Los datos presentados en la Figura 19 demuestran que
la actividad de corte es dependiente de la concentracién de proteina, de la
temperatura (6ptima a 30°C) y del tiempo de la reaccién (>25 min). A su vez, se ha
demostrado que la proteina es parcialmente activa mediante coordinacién de iones
Ca?*, pero no es funcional en presencia de Ba®* o0 Zn**, y que el pH éptimo es 7.6 (de
Antonio et al., 2004).
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Figura 18. Interacciones entre MobM y el oriT.

A) Footprinting con DNasal sobre DNA bicatenario lineal, indicando las zonas protegidas del
oriT tras la unién de MobM. B) Definicion del sitio de corte especifico introducido por MobM
dentro de la secuencia del oriT de pMV158. C) Secuencia del oriT en la cadena de DNA
transferente de pMV158, mostrando las dos repeticiones invertidas y la posicion del sitio de
corte. El recuadro azul muestra la region contactada por MobM segun los resultados mostrados
en el panel A. Modificado de Guzman & Espinosa, 1997 y Grohmann et al., 1999.
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Figura 19. Actividad relaxasa de MobM.

La capacidad de MobM para convertir formas superenrolladas del plasmido pMV158 (FI en
panel B) en formas relajadas (Fll) en presencia de cation (Mn2+ 0 Mgz+), dependen de la
concentracion de proteina (A), y de la temperatura (C) y tiempo de incubacién (D) de la
reaccion. Tomado de Guzman & Espinosa, 1997.
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3.4. Origenes de cadena retrasada (sso)

La replicacién de pMV158 se caracteriza por la generacion de intermediarios
de DNA de cadena sencilla (ssDNA). Estas moléculas actian de molde para la nueva
sintesis de la cadena complementaria y reconstituir asi el plasmido a su forma
bicatenaria (dsDNA). La eficiencia de este proceso depende de la combinacién
plasmido-huésped. La conversion del ssDNA en dsDNA se inicia por la RNAP del
huésped a partir del origen de replicacion de cadena retrasada, sso (single strand
origin). Los sso son secuencias palindromicas ubicadas en regiones no codificantes
del plasmido y con capacidad para formar estructuras secundarias de tipo tallo-lazo en
moléculas de ssDNA, intermedios de la replicacion RC. El primer sso se identific en
el plasmido pT181 (Staphylococcus aureus) tras observar que la delecion de una
region distante al médulo de replicacién suponia inestabilidad plasmidica, el numero
de copias disminuia, y se acumulaban cantidades significativas de ssDNA (Gruss et
al., 1987).

De los cuatro tipos de sso que se han descrito hasta la fecha en pladsmidos RC
(ssoA, ssoT, ssoU y ssoW), el plasmido pMV158 posee ssoA y ssoU (Fig. 20).
Mientras que el ssoA y ssoW solo actian eficientemente en sus huéspedes originales
in vivo, el ssoU y ssoT son funcionales en un amplio rango de especies bacterianas.
En este tipo de origenes de replicacion existen dos elementos relativamente
conservados: la secuencia RSg (recombination site B) y la secuencia CS-6 (conserved
6-nt sequence). Se ha demostrado que RSg se comporta como un pseudo-promotor
bicatenario en el ssDNA, al cual se une la RNA polimerasa, iniciando la sintesis de un
cebador de RNA (pRNA) (Kramer et al., 1997; Kramer et al., 1999). La secuencia CS-
6 actla como terminador transcripcional y sefial de relevo de la RNAP por la DNA
polimerasa | (Poll), de forma que el pRNA sirve de cebador para iniciar la sintesis de
un fragmento del DNA de la cadena complementaria. A continuacion, la DNA Pollll
continua la sintesis de la cadena retrasada a partir del oligonucle6tido generado por la

Poll, hasta completar el proceso replicativo (Fig. 20).
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Figura 20. Origenes de cadena retrasada de pMV158.

Estructuras intracatenarias propuestas para ssoA (A) y ssoU (B) indicando las posiciones de
las regiones conservadas RSg y CS-6, ademas de los puntos de inicio de sintesis de RNA y
DNA (flechas). Mediante cajas se delimitan las secuencias -35 y -10 dentro del pseudo-
promotor formado en ssoA. |, Il, lll, IV y V denotan las cinco horquillas que se forman
supuestamente en ssoU. Las bases sensibles a la nucleasa P1 (que digiere DNA
monocatenario) o protegidas por la RNAP frente a digestién con DNasa | se muestran en verde
0 en rojo, respectivamente. Modificado de Kramer et al., 1997 y Kramer et al., 1999.
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Los plasmidos movilizables de bacterias G+ estan poco caracterizados a pesar

de su importante papel en la transferencia horizontal de DNA entre distintas bacterias.

Por ello, y dada su capacidad para establecerse y replicar de forma estable en

diversos huéspedes, pMV158 es un sistema interesante para el estudio de las

interacciones macromoleculares que tienen lugar durante la conjugacion. En la

presente Tesis Doctoral hemos planteado una serie de objetivos que encuadramos en

una estructura que parece légica, siguiendo algunas de las etapas importantes en el

proceso de transferencia conjugativa del plasmido en estudio, segin se muestra en la

Figura 21. Estos objetivos son:

1.

38

Analisis transcripcional del gen mobM. El promotor de mobM esta localizado en
la misma regién que incluye el origen de transferencia, la diana de MobM. Asi, la
definiciéon del punto de iniciacion de la transcripciébn de este gen es un aspecto
esencial para formular un modelo de mecanismo de la auto-regulacion de MobM a

nivel transcripcional.

. Caracterizacion del dominio relaxasa de MobM. La definicién y purificacion del

dominio de union y corte de DNA de la proteina MobM es importante para realizar
una caracterizacion en profundidad de algunas de sus propiedades
espectroscopicas e hidrodindmicas, ademas de realizar estudios de termodinamica
e interaccion con diferentes metales divalentes, esenciales para su actividad

bioldgica.

. Estudio de las interacciones entre MobM y su DNA diana. El analisis detallado

de los contactos de MobM con el origen de transferencia (oriT) incluye el empleo de
sustratos de DNA que difieran en su topologia: DNA superenrollado (Fig. 21, etapa
3a) o monocatenario (Fig. 21, 3b). Ello permitira la definicion de la secuencia
minima de reconocimiento, asi como los requerimientos estructurales del oriT para
una actividad catalitica eficiente de MobM. A su vez, la estructura tridimensional de
los complejos proteina:DNA mediante cristalografia de rayos X serd fundamental

para conocer dichas interacciones.

. Determinacion del papel de los origenes de cadena retrasada (sso) en la

transferencia. En la conjugacion se transfiere DNA monocatenario en sentido
5"—3". Por tanto, alguno de los dos sso de pMV158 (o ambos) podria(n) estar
implicado(s) en la reconstruccion de la doble cadena del DNA en la célula

receptora. Para abordar este asunto, se introduciran mutaciones que anulan la
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funcionalidad de uno o ambos sso de pMV158, y se disefiara un protocolo de
conjugacion en placas multipocillo, que permita un analisis comparativo de las
eficiencias de transferencia, nimero de copias y acumulacién de ssDNA de estos

mutantes con respecto al plasmido silvestre.

DONADOR

oriT

helicasa

T

)

R
mRNA,, oM 3-0H

éReplicacion RC?

DNA
superenrollado

Proteina

acopladora
Paredy
membrana
T4SS
5S0A
oriT

ssoU /5 .%

cierre —

RNA Pol Girasa
e R —
/) DNA PolI & III
RECEPTOR DNA
ssDNA dsDNA superenrollado

Figura 21. Modelo de transferencia del plasmido pMV158 por conjugacion.

La transcripcién del gen mobM (1) y su traduccién, genera una proteina con actividad relaxasa
denominada MobM (2). En presencia de cationes divalentes, MobM reconoce el DNA
superenrollado, corta en el origen de transferencia (oriT) y queda unida al extremo 5 de la
cadena transferente (3a). El DNA queda relajado y listo para iniciar la transferencia hacia la
célula receptora con ayuda de proteinas auxiliares aportadas por el huésped (helicasa, proteina
de unién a DNA monocatenario, SSB) y por un elemento conjugativo (proteina acopladora y
sistema de secrecidon de tipo 4, T4SS). Ya en la célula receptora, MobM debe reconocer el
sustrato de DNA monocatenario y cerrarlo nuevamente (3b). La conversion ssDNA a dsDNA
podria iniciarse por la RNA polimerasa en ssoA y/o en ssoU (4). Por ultimo, el DNA bicatenario
reconstituido es superenrollado por la girasa.
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Materiales y métodos

MATERIALES

1. ESTIRPES BACTERIANAS

Tabla 2. Estirpes bacterianas empleadas en este trabajo.

Cepa Genotipo® Fuente
. (Lacks &
S. pneumoniae 708 end-1, exo-1, trt-1, hex-4, malM594
Greenberg, 1977)
) ) Coleccion del
S. pneumoniae MP517 end-1, exo-1, trt-1, hex-4, malM594; Nov ]
laboratorio
S. pneumoniae MP3008  end-1, exo-1, trt-1, hex-4; Nov® Este trabajo

recAl endAl gyrA96 thi hsdR17 (n‘my’) supE44 A (Yanisch-Perron et
(lac-proAB) relAl (F” traD36 proAB” lacl®ZAM15) A~ al., 1985)

E. coli IM109

A DE3 (lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5) F° (Studier & Moffatt,

E. coli BL21(DE3) .
dcm ompT hsdS(rs'mg”) gal 1986)

) DE3 (lacl lacUV5-T7 gene 1 ind1 sam7 nin5) F (Studier & Moffatt,

E. coli B834(DE3) .
dcm ompT hsdS(rs'mg”) gal met 1986)
(Murray et al.,

E. faecalis OG1RF Gel*, Spr* (gelatinasa y serina proteasa); Rif® 1993)

aNovR, Rift: resistencia a novobiocina y rifampicina, respectivamente.

2. MEDIOS DE CULTIVO Y SELECCION

El medio de cultivo empleado para S. pneumoniae fue AGCH (Lacks et al.,
1986) complementado con 0,2% de extracto de levadura y 0,3% de sacarosa o
maltosa, dependiendo de la estirpe. Para el crecimiento en medio sélido, la siembra y
la preparacion de la placa se realizé de forma simultanea (ver apartado 1 de Métodos)
empleando el mismo medio que para cultivos liquidos. La seleccidn por resistencia a
los diferentes antibioticos fue: 1 pg/ml de eritromicina (Em), 1 pg/ml de tetraciclina
(Tc), 10 pg/ml de novobiocina (Nov). Para el crecimiento de E. coli se empleé el medio
TY (triptona 1%, extracto de levadura 0.5% y NaCl 0.5%). Se afiadieron los siguientes
antibidticos en funcién al plasmido a seleccionar: 5-10 ug/ml Tc, ampicilina (Ap) 100-
200 pg/ml y kanamicina (Km) 30 pug/ml. ElI medio sélido se preparé igualmente con TY
y 1.5% agar. Para la induccion de la sobreexpresion de proteinas en cultivos de E. coli
BL21(DE3) se utilizé TY o medio minimo M9 suplementado con 0.1 mM de CaCl,, 2
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mM de MgSO,, 0.2% de glucosa y el antibiético correspondiente. Para la expresion de
proteinas marcadas con Se-Met en la estirpe E. coli B834(DE3), auxotrofa para
metionina, se utilizdé un medio minimo enriquecido (MME) y el antibittico
correspondiente (véase Tabla 3 y el apartado 6.3 de Métodos). Para la puesta en
competencia y transformacion de E. coli, se usé el medio SOB. Tras la electroporacion
se recuperaron las células en medio SOC (medio SOB suplementado con 20 mM de
glucosa). Los cultivos de E. faecalis se crecieron en medio Brain-Heart (Difco) o ESTY
(Pronadisa), seleccionando en los casos en que se requeria con 4 ug/ml Em y/o 4

pg/ml Tc.

Tabla 3. Composicion del medio minimo enriquecido (MME).

Concentracion final 400 ml
M9 (10x) 1x 40 ml
Glucosa 40% (2,22 M) 20 mM 3.6 ml
MgSO, 1M 2mM 800 ul
FeSO, (7 H,0) 10 mg/ml 10 pg/ml 400 pl
CaCl, 10 mg/ml 10 pg/ml 400 pl
CuSO, (5H,0) 10 mg/ml 1 pg/ml 40 ul
MnCl, 10 mg/ml 1 pg/ml 40 ul
ZnCl, 10 mg/mi 1 pg/ml 40 ul
Vitaminas® 1mg/ml 10 pg/ml 4ml
AA 1° 4 mg/ml 40 pg/ml 4ml
AA 11° 1 mg/ml 40 pg/ml 16 ml
Metionina 6 Se-Met 10 mg/ml 50 pg/ml 2ml
Km 30 mg/ml 30 pg/ml 400 pl
Agua - 324.36 ml

dvitaminas: Riboflavina, piridoxina, tiamina y biotina.
PAA-I: mezcla de aminoacidos Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, Glu, GIn, Gly, His, Leu, Lys, lle, Ser, Thr, Pro, Val.
°AA-Il: mezcla de aminoacidos Phe, Tyry Trp.
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3.1. Plasmidos

Materiales y métodos

Tabla 4. Listado de los plasmidos utilizados en este trabajo.

Plasmido Tamafo?® Caracteristicas® Referencia
o ) ) ) R (Janniere et
pAMpB1 26.500 Plasmido conjugativo de E. faecalis DS5; Em
al., 1990)
iai iae: Burdett,
pMV158 5.540 Original de Streptococcus agalactiae; (
movilizable por pAMB1; TcR 1980)
. (Nieto &
Derivado de pMV158 con el gen gfp clonado )
pMV158GFP 6.900 ) ] ) = Espinosa,
bajo el promotor inducible Py; Tc
2003)
pLS1 4.408 Derivado de pMV158 sin el fragmento EcoRI 1.1  (Stassi et al.,
Kb; no movilizable (AmobM, AssoU); TcR 1981)
LS1 R - | ori A Kramer et al.,
pLS1G3G7 4.408 pLS1 mutante en RSg y CS-6 del origen ssoA; (
no movilizable (AmobM, AssoU); TcR 1997)
(Hernandez-
PLS1ANA 4.209 Delecién ssoA en pLS1; no movilizable ; Tc® Arriaga et al.,
2000)
M A; i R - - -
PMV158G3G7 5540 utante ssoA; cambios en RSg (6-nt) y CS-6 (9 Este trabajo
nt); TR
M ; delecid I i R
PMV158ABD 5335 utante ssoU; delecion de las regiones SRB y Este trabajo
CS-6 (fragmento Bsal-Dral, de 205 pb); Tc
Dobl A- ; inacié I
pMV158G3G7ABD 5335 oble mutante ssoA-ssoU; combinacion de los Este trabajo
mutantes G3G7 y ABD; TcR
pMV158ANA 5.341 Delecion ssoA en pMV158; no movilizable Este trabajo
(delecion en extremo 3’ del gen mobM); TcR
(Guzmén &
Doble fragmento Tth111I-Ncol de pMV158 ]
pLGM2 7.586 R Espinosa,
clonado en vector pETS5; Ap
1997)
Vector clonaje para la expresion de proteinas
pET-24b 5.309 ) R Novagen
bajo el promotor ¢10 del fago T7; Km
pMobM(Y44F) 6.777 Clon pET-24b::mobM(A131T); Km® Este trabajo
pMobMN199 5.834 Clon pET-24b::mobM-N199; Km® Este trabajo
pMobMN199His 5.384 Clon pET-24b::mobM-N199His; Km~® Este trabajo
pMobMN199(H22A) 5.384 Clon pET-24b::mobM-N199(C64G/A65C); Km~ Este trabajo

45



Materiales y métodos

Tabla 4 (continuacion)

Plasmido Tamaiio® Caracteristicas” Referencia
PMObMN199(Y122F)  5.384  Clon pET-24bmobM:: mobM-N199(A365T) ; Este trabajo
KmR
pMobMN243 5.492 Clon pET-24b::mobM-N243; Km"® Este trabajo

®El tamafio se indica en pares de bases (pb).

PEmR, TcR, ApR, KmR: resistencia a eritromicina, tetraciclina, ampicilina y kanamicina, respectivamente.

3.2. Oligonucleétidos

Los oligonucleotidos se sintetizaron en el servicio de Quimica de proteinas del

CIB (Sintetizador Apllied Biosystems 3400) o en la compafia IDT (Integrated DNA

Technologies). En ambos casos se incluyé una etapa final de purificacién por HPLC y

se resuspendieron en agua Milli-Q estéril a una concentracién de 100 uM.

Tabla 5. Oligonucleétidos

Nombre?® Bases Secuencia (5'-3')b Coordenadas®
mobM-F 18  AAAGCACCCCTCACATGC 4116-4134
SSO0A-R 18  TCACAACGCTCACCTCCA 5495-5477
ssoU-F 20 GGGATCAACTTTGGGAGAGA 3121-3140
ssoU-R 20 GCGTCTCAAAAACACGTTCA 3819-3799
Dral-F 19  GGTGGAGATTTTTTGAGTG 3370-3389
Dral-R 29 CACGTTCATTATGCTTTAAAGCTCCTCCC 3807-3779
Rsal 26 GACTTGTCTTTCGAGTACCGAAAGAC 3715-3690
PR-1 19 GCTCTGCGAGGCTGTCGGC 3565-3547
Cop-F 20  CGCCTTTAGCCTTAGAGCTG 489-508
Cop-R 19  CAGCTCCCAGTCGCTTGGA 924-906
PR-2 19 GGTCGGCACTGCCGACAGC 3537-3555
PE-R 24 GCAACCATGTAACTCATAGATTTC 3748-3725
F1 24 AACTGGTAGTTTAGCACAATTTCG 3643-3620
Ndel-F 24 AAGGAGGGAAACATATGAGTTACA 3718-3741
Xho-R 24  CTTTCGGCTCGAGACGTCCTAGCG 5287-5264
P244stop-Xho 35  CTTGGTTAGTTGTCTCGAGTATCTAAGATTGAACT 4485-4451
E200stop-Xhol 30  GAAGTTCCTCCTCGAGTTACATATCAGCCA 4347-4318
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Tabla 5 (continuacion)

Nombre?® Bases Secuencia (5’-3')b Coordenadas®
XhoHis-R 30 GAAGTTCCTCCTCGAGTTCCATATCAGCCA 4347-4318
H22A-F 22 AGCTTTTAAGGCTAATGAACGT 3785-3806
H22A-R 22 ACGTTCATTAGCCTTAAAAGCT 3806-3785
Y44F-F 21 CACCTCAACTTCGAGTTGACG 3852-3872
Y44F-R 21 CGTCAACTCGAAGTTGAGGTG 3872-3852
Y122F-F 21 AATATTGCTTITGCGAGTGTT 4086-4106
Y122F-R 21 AACACTCGCAAAAGCAATATT 4106-4086
ORIT 41 CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG/TTATACTTTA 3565-3605
ORIT-Cy5 41 CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG/TTATACTTTA-Cy5 3565-3605
ORITc 41 TAAAGTATAACACACTATACTTTATATTCATAAAGTGTGTG 3605-3565
IR1 18  ACTTTATGAATATAAAGT 3570-3587
IR2 24 TAAAGTATAGTGTG/TTATACTTTA 3582-3605
IR2-Cy5 24 TAAAGTATAGTGTG/TTATACTTTA-Cy5 3582-3605
IR3 31 CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG/ 3565-3595
Cy5-IR3 31 Cy5-CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG/ 3565-3595
IR1+8 26 ACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTG/ 3570-3595
IR1-R 11 GAATATAAAGT 3577-3587
IR3-L 14 CACACACTTTATGA 3565-3578
IR3-R 15  ATAAAGTATAGTGTG/ 3581-3595
10-NIC 10 GTATAGTGTG/ 3586-3595
19-NIC-4 23 GAATATAAAGTATAGTGTG/TTAT 3577-3599
T7-promoter 17 TAATACGACTCACTATA 4984-5000
T7-Terminator 19 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 5241-5223

°F, forward; R, reverse.

®Se han subrayado los cambios de bases introducidos para incluir dianas de restriccién. En negrita se indican los

cambios para generar un codén STOP. “/” indica el sitio especifico de corte para la proteina MobM. Los

oligonucleétidos ORIT-Cy5 y IR2-Cy5 incluyen el fluoréforo Cy5 en el extremo 3'. El oligonucleétido Cy5-IR3 contiene el

fluoréforo en el extremo 5'.

‘Coordenadas correspondientes en la secuencia del plasmido pMV158, salvo para los oligonucledtidos T7-primer y T7-

terminator (plasmido pET-24b).

4. 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), el fragmento Klenow de la DNA
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polimerasa de E. coli, la DNasa | de pancreas bovino, IPTG, inhibidor de proteasas
Complete, Ap, INTPs y dNTPs no radiactivos. La DNA polimerasa Phusion se adquirio
de Finnzymes. De Promega se adquiri6 la transcriptasa reversa AMV. Invitrogen
suministré la transcriptasa reversa Thermoscipt y el marcador pretefiido de pesos
moleculares de proteinas (SeeBlue Plus 2). Bioline proporcioné el marcador de peso
molecular de DNA HyperLadder . De Ambion se obtuvo el tampén de hibridacién
ULTRAhyb y el inhibidor RNasas SUPERase:In. Sigma suministré las siguientes
enzimas: proteinasa K, RNasa A, lisozima, seroalbumina bovina (BSA), lisostafina,
lisozima y mutanolisina; antibidticos: Em, Tc y Nov; ademas de polietilenimina (PEI),
permanganato potasico (KMnO,), DMSO, Carboxipeptidasa-A (CPA), seleno-
metionina, imidazol y la resina HIS-Select Nickel Affinity Gel. Merck suministré el
dimetilsulfato (DMS), etanol 100%, &cido clorhidrico, cloroformo y propanol, ademas
de todos los aminodcidos, vitaminas, hidratos de carbono (sacarosa, maltosa y
glucosa) y cationes divalentes (Mn?*, Mg?*, Zn**, Ba®** y Co®"). El fenol saturado se
obtuvo de AppliChem. Los componentes de los medios de cultivo se obtuvieron de
Pronadisa, Merck, Sigma, BD y Difco. De Amersham, el marcador de peso molecular
proteinas (LMW), las columnas Microspin G-25 y la columna HiLoad Superdex 200. El
kit de secuenciacion de DNA se obtuvo de USB Corporation. Los nucleétidos
radiactivos de Perkin-Elmer, Amersham y Harmann. La agarosa, acrilamida,
bisacrilamida, TEMED, persulfato amonico, B-mercaptoetanol, SDS, Triton X-100,
Commassie Bio-safe, resina de agarosa-heparina Affi-Gel, el Kit de extraccién de RNA
(Aurum total RNA extraction Kit) y membranas de PVDF se adquirieron de BioRad.
Para la purificacién de fragmentos de DNA de agarosa y limpieza de reacciones de
PCR o digestiones enzimaticas se utilizé el kit QIAquick de Quiagen. Para extraer DNA
plasmidico se utilizé el kit Midiprep de Genomed. Las membranas para dialisis se
obtuvieron de Spectrum, y las diapositivas de dialisis de Pierce. Las peliculas de
autorradiografia fueron X-Omat S de Kodak. Las pantallas amplificadoras empleadas
fueron Cronex Ligthingplus de Dupont. Las placas de revelado radiactivo en el equipo
Phosphorimager (Imaging Plates) se obtuvieron de Fuji. Los filtros de nitrocelulosa
(0.22 0 0.45 ym) y las placas multipocillo MultiScreen HTS (GV con filtro Durapore
estéril) se adquirieron en Millipore. Las cubetas de electroporacién de 2mm de
CellProjects. Los viales de concentrado de muestras de proteina Macro- y Micro-sep

fueron de la casa Pall.
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5. TAMPONES

Tabla 6. Tampones.

Materiales y métodos

TAMPON

COMPOSICION

APLICACION

TE

TAE

TBE

TG

SLB 5X

SBE 3X

BXGE 10X

CEC 3x

FXBE

HIS

Tris-HCI 10 mM pH 8.0
EDTA 1mM

Tris base 40 mM
Acido acético 20 mM
EDTA 2 mM

pH 8.1

Tris base 89 mM
Acido bérico 89 mM
EDTA 2.5 mM

pH 8.3

Tris-HCI 50 mM pH 8.3
Glicina 300 mM

SDS 0.1 %

EDTA2 mM

Tris-HCI 250 mM pH 7.2
SDS 10%

B-ME 3.5 M

Glicerol 50%

Azul de bromofenol 0.5%

Sacarosa 30%
Azul de bromofenol 0.075%
EDTA 2.5 mM

Azul de bromofenol 0.25%
Xilencianol 0.25%

Glicerol 60%

EDTA 10 mM

Azul de bromofenol 0.02%
Glicerol 50%
EDTA 2.5 mM

Tris-HCI 20 mM pH 7.6
EDTA 1 mM

DTT 1 mM

Glicerol 1%

Tris-HCI 20 mM pH 7.6
EDTA 0.1 mM

DTT 1 mM

Glicerol 1%

MgCl, 15 mM

Formamida 80%
Xilencianol 0.1%

Azul de bromofenol 0.1%
EDTA 10 mM

Tris-HCI 10 mM pH 7.6
B-ME 5 mM

Glicerol 5%

NaCl 1M

Resuspensién de DNA

Electroforesis de DNA en geles de
agarosa

Electroforesis de DNA en geles de
agarosa y PAA

Electroforesis de proteinas SDS-
PAGE

Colorante de carga para
electroforesis de proteinas en geles
SDS-PAGE

Colorante de carga para
electroforesis de DNA

Colorante de carga para
electroforesis de DNA y complejos
DNA-proteina

Colorante de carga para extractos
crudos

Purificacion de MobM y variantes. Se
suplementa con NaCl a distintas
concentraciones

Actividad de corte de MobM y
variantes sobre DNA plasmidico o
monocatenario

Colorante de carga para
electroforesis de RNA

Purificacion de proteinas con cola de
histidinas. Suplementado con
diferentes concentraciones de
imidazol
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Tabla 6 (continuacion)

TAMPON COMPOSICION APLICACION
CPA Tris-HCI 20 mM pH 8.1 Eliminar cola de histidinas con
MnCl, 2 mM carboxipeptidasaA
SSC 20x Citrato sodico 0.3 M Solucién de transferencia Southern
NaCl 3 M
MT Acido trifluoroacético 2% Analisis de masas por MALDI-TOF
UA Tris-HCI 20 mM pH 7.6 Analisis de proteinas por
EDTA 1 mM ultracentrifugacion
Glicerol 1%
NaCl 300 mM
EOG Acetato amonico 0.5 M Elucién de oligonucledtidos de geles
Acetato magnésico 10 mM de PAA desnaturalizantes
SDS 0.1%
ME Tea-HCIpH 7.5 Adsorcion de la muestra al soporte de
MgCl, 10 mM mica en microscopia electrénica
BXF . . Carga de muestras de DNA en geles
Formamida desionizada 80% .
NaOH 10 mM de PAA desnaturalizantes
Azul de bromofenol 0.1 %
Xilencianol 0.1%
EDTA 1 mM
AN Tris-HCI 1M pH 8.0 Anillamiento de oligonuclettidos
EDTA 1 mM
NaCl 100 mM
STOP KMnO4 Acetato-Na 600 mM pH 4.8 Solucién de parada de oxidacién de
B-ME 3M DNA por KMnO4
EDTA 40 mM pH 8.0
STOP DMS Acetato aménico 3M Solucion de parada de metilacién de
B-ME 1M DNA por DMS
EDTA 20 mM pH 8.0
STOP DNasa | NaCl 200 mM Solucion de parada de digestion de
SDS 1% DNA por DNasa |. Suplementado con
EDTA 20 mM pH8.0 0.2 mg/ml proteinasa K
LCS Sacarosa 25% Lisis de S. pneumoniae para
Citrato trisédico 150mM extractos crudos
SDS 0.01%
Na-DOC 0.1%
LCE Sacarosa 25% Lisis de E. faecalis para extractos
NaCl 100 mM crudos
Lisozima 10 pg/ul
LRS Tris-HCI 50mM, pH 7.6 Lisis de S. pneumoniae para
EDTA1 mM extraccion de RNA total
NaCl 50 mM
Na-DOC 0.1%
PBS Na,HPQO,4 12.7 mM Resuspension de células para las

KH,PO,4 2.2 mM
KCI 3.5 mM
NaCl 170 mM

lecturas de fluorescencia de GFP
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Tabla 6 (continuacion)

TAMPON COMPOSICION APLICACION

CD1 NaH,PO./Na,HPO, 20 mM Lectura de espectros por dicroismo
Sulfato aménico 50 mM circular
pH 7.6

CD2 Hepes 20 mM pH 7.6 B_arrigos de.temperatura por
Sulfato aménico 50 mM dicroismo circular en presencia de

cationes
ITC Hepes 20 mM pH 7.6 Andlisis de proteinas por calorimetria

NaCl 400 mM

6. SOPORTE INFORMATICO

Tabla 7. Soporte informatico

PROGRAMA DIRECCION WEB / COMPANIA
Busqueda homologias Blast blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
Busqueda promotores BPROM linux1.softberry.com/berry.phtml
Busqueda pautas de lectura  ORF Finder ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf
Disefio oligonucledtidos Primer_3 frodo.wi.mit.edu

Andlisis oligonucledétidos

Mapas de restriccion

Lectura secuencias DNA

Alineamiento secuencias
Andlisis filogenético

Estructura 22 DNA

Andlisis sec. 12 proteinas

Estructura 22 proteinas

OligoAnalyzer
Tm calculator
ApE
NEBCutter
Chromas
ApE
ClustalWw
MEGA4
Mfold
ProtParam
PsiPred
Jpred

SABLE

PredictProtein
NPS@

eu.idtdna.com
finnzymes.fi/tm_determination.html
biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape
tools.neb.com/NEBcutter2/index.php
mb.mabhidol.ac.th/pub/chromas
biology.utah.edu/jorgensen/wayned/ape
ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2
megasoftware.net
mfold.bioinfo.rpi.edu

expasy.ch
bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred

compbio.dundee.ac.uk/www-jpred
sable.cchmc.org
predictprotein.org

npsa-pbil.ibcp.fr
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Tabla 7 (continuacion)

PROGRAMA

DIRECCION WEB / COMPANIA

Deconvolucién espectros CD

Velocidad de Sedimentacion

Equilibrio de Sedimentacion
Visualizacioén estructuras 3D
Andlisis ITC y DSC

Lectura DNA fluorescente
Lectura DNA radiactivo
Andlisis de geles

Andlisis CD

Representacion gréafica

CONTINLL /
SELCON

SEDFIT
SEDNTERP
Heteroanalsis
PyMol

Origin 7
ImageQuant™
Image-reader
QuantityOne
SpectraManager

SigmaPlot

dichroweb.cryst.bbk.ac.uk

analyticalultracentrifugation.com
jphilo.mailway.com

biotech.uconn.edu
pymol.org

Microcal

Molecular Dynamics
Fuji

BioRad

Jasco

SigmaPlot
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METODOS

1. CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE CEPAS BACTERIANAS

Los cultivos de E. coli y E. faecalis en medio liquido se crecieron en
condiciones de aireacién en matraces con una capacidad cinco veces mayor que el
volumen del cultivo y agitacion continua a una velocidad de 150-200 rpm. En medio
sélido el crecimiento de los cultivos fue en superficie. Para los cultivos de S.
pneumoniae se utilizaron condiciones microaeroéfilas de crecimiento. En medio liquido
se utilizaron bafios sin agitacion y tubos cuya capacidad no sobrepasaba el doble del
volumen del cultivo. Para el crecimiento en placa, se mezclaron las células y los
antibioticos correspondientes en una capa basal (20 ml) de medio AGCH
suplementado con extracto de levadura (0.2%) y sacarosa o maltosa (0.3%), al cual se
afnadio agar al 1%. Esta capa se cubrié con 8 ml del mismo medio, sin antibioticos y
con 0,75% de agar. La temperatura de incubacién 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 y 650 nm
para E. faecalis y S. pneumoniae. Para ello, se empled un espectrofotometro Bausch &
Lomb (Spectronic 20D+). Para la conservacién de las estirpes se crecieron cultivos
hasta una DO de 0.3, posteriormente se afiadié un 10% de glicerol y se mantuvieron a
37°C durante 10 min, y después de otros 10 min a 4°C, se congelaron a -70°C en

tubos de 2 ml (con tap6n a rosca).

2. CLONACION DE DNA

2.1. Preparacioén de células competentes

Las células electrocompetentes de E. coli se prepararon a partir de cultivos de
la cepa de interés en medio SOC, crecidos hasta la fase exponencial (DOgo = 0.5) con
agitacion fuerte. 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 pl, se congelaron a -
70°C. Las células competentes de S. pneumoniae se prepararon siguiendo el método
descrito previamente (Lacks, 1966). Basicamente, se realizaron tres diluciones
sucesivas del cultivo en medio fresco y tras alcanzar la fase exponencial (DOggo= 0.3),

se afiadio glicerol al 10% y se congeld a -70°C.
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2.2. Preparaciones de DNA
2.2.1. Extractos crudos celulares

La preparacion de extractos crudos celulares sirvid para analizar el contenido
en DNA total de las estirpes en estudio. Basicamente, se resuspendio el sedimento de
células (crecidas hasta una DOgyp=0.4) en 100 pl de un tampoén de lisis, cuya
composicion varié dependiendo de la especie bacteriana. Para S. pneumoniae se
empled el tampon LCS y para E. faecalis el tampon LCE (ver Tabla 6), suplementado
en ambos casos con RNasa | (0.25 mg/ml). Tras incubar 10 min a 24°C, se afiadio
SDS (1%) y se agité la mezcla durante 3 min. A continuacién, para romper el DNA
cromosémico se congeld (-70°C) y descongel6 (37°C) cada tubo 3 veces consecutivas.
Por ultimo, después de afiadir proteinasa K (0.25 mg/ml) e incubar otros 10 min a
24°C, se afiadié 50 pl de tampdn CEC (3x) a cada muestra y la presencia de DNA

plasmidico se analiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa.

2.2.2. Extraccion de DNA plasmidico

La purificacién del plasmido pMV158 se llevé a cabo con dos gradientes
sucesivos de CsCI/BrEt (del Solar et al., 1987a). Las preparaciones de plasmido de
cultivos de E. coli se realizaron con un kit comercial (High Pure plasmid isolation Kkit,
Roche). Los diferentes derivados plasmidicos de pMV158 se aislaron de cultivos de S.
pneumoniae mediante el método de extraccion alcalina (Birnboim & Doly, 1979; Stassi
et al., 1981). También se usO para este propésito un kit de miniprepreparaciones de
DNA plasmidico (Genomed) con algunas variaciones en la composicién del tamp6n de

lisis, afladiendo deoxicolato sddico (Na-DOC) al 0.1%.

2.3. Obtencion de fragmentos de DNA

Los fragmentos de DNA empleados en esta tesis se obtuvieron a través de

digestién con enzimas de restriccion o amplificacion por PCR.

2.3.1. Digestion con enzimas de restriccion

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

y siempre se inactivo el enzima mediante desnaturalizacion térmica (10 min a 65°C).
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2.3.2. Amplificaciéon en cadena de la DNA polimerasa (PCR)

Las reacciones de amplificacién se llevaron a cabo en una solucién de 50-100
Ml que contenia: tampdn de reaccion 1X (16 mM (NH4) ,SO4, 67 mM Tris-HCI (pH 8.8),
1.5 mM MgCl,), 0.2 mM de cada dNTP (Roche), 0.4 uM de los cebadores, 0.65 U de
polimerasa Phusion (Finnzymes) y DNA molde (1 ng de DNA plasmidico o 10 ng de
DNA cromos6mico). En todas las amplificaciones se utiliz6 un termociclador iCycler
(BioRad). Las condiciones de temperatura fueron las siguientes: un paso inicial a
98°C durante 30 s, seguido por 30 ciclos de 10s a 98°C, 20s a 50-56°C, y 30s a

72°C, y una extension final de 10 min a 72°C.

2.4. Purificacion
2.4.1. DNA bicatenario

Los fragmentos de DNA obtenidos por restriccion o PCR se purificaron a partir
de geles preparativos de agarosa al 1%, eliminando asi restos de la digestion o
productos inespecificos de amplificacién, respectivamente. Una vez cortada la banda
de interés, y dependiendo del tamafio del fragmento, el DNA se recuperé mediante
extraccion con fenol (Maniatis et al., 1982), o usando un kit de extraccion de gel con
columnas (QIAquick de Quiagen). En los casos en que la calidad del DNA era
suficiente, no fue necesaria la extraccion desde gel y directamente se limpiaron y

dializaron las muestras usando las columnas del mismo Kkit.

2.4.2. Oligonucleétidos

La purificacién de oligonucleétidos consistié en la extraccion desde geles de
PAA segun se describe en (Maniatis et al., 1982). Las muestras se mezclaron con un
volumen de tampo6n de carga BXF (Tabla 6), se calentaron a 85°C durante 5 min y se
mantuvieron en mezcla de agua y hielo hasta el momento de la aplicaciéon en el gel.
Tras la electroforesis, se coloco el gel encima de una placa de cromatografia
fluorescente (Fluor-coated TLC plate, Ambion), y se irradié con luz UV de onda corta.
El DNA contenido en el gel se visualizé como una serie de bandas oscuras sobre el
fondo fluorescente de la placa de cromatografia. Se recorto la region del gel que
contenia la banda correspondiente al oligonucleétido entero y se incubé a 42°C, toda
la noche, en tampon de elucion EOG. El DNA eluido se separé de los restos de
acrilamida por filtracién con los tubos Spin-X, se redujo el volumen con sucesivas
extracciones en 1-butanol y se precipité con etanol al 100%. Tras la precipitacion, el
DNA se disolvio en tampon TE y se dializd en una columna Microspin G-25

(Amersham Bioscience) para eliminar sales.
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2.5. Ligacion de DNA

La ligacion de fragmentos DNA se llevo a cabo en mezclas de reacciones diluidas
0 concentradas dependiendo, respectivamente, de si se requeria recircularizar la misma
molécula o bien ligar dos moléculas diferentes. En este segundo caso, la relacion molar
entre vector e inserto fue de 1:5. Cuando los DNAs implicados tenian extremos no
cohesivos, antes de la ligacidén se procedio al relleno de los extremos 5’ protuberantes
con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | (Maniatis et al., 1982). En general, las
condiciones de reaccién fueron las recomendadas por la casa suministradora, incubando
las mezclas con 20 U de ligasa del fago T4 (BioLabs), a 10-14°C durante 12 horas e
inactivando posteriormente 10 min a 65°C. A continuacion, el DNA se sometié a

extracciones sucesivas con N-Butanol y se resuspendié en 5 ul de agua Milli-Q estéril.

2.6. Transformacion
2.6.1. Transformacion natural

Todas las construcciones plasmidicas derivadas de pMV158 se recuperaron
mediante transformacion natural de células competentes de la estirpe T4 de S.
pneumoniae (Espinosa et al., 1982). En resumen, 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, las
transformaciones se incubaron a 37°C durante 1.5 horas para permitir la expresion
fenotipica, en condiciones de induccién dependiendo del marcador de selecciéon
empleado. El aislamiento de colonias transformantes se llevo a cabo mediante

crecimiento en placa, tal como se describe en el apartado 1 de Métodos.

2.6.2. Transformacion mediante electroporacion

En general, las células de E. coli se transformaron por electroporacion
siguiendo el método descrito (Dower et al., 1988). En todos los caso el DNA
transformante estaba resuspendido en agua Milli-Q estéril y se mezclé con 50 ul de
células competentes en una cubeta de electroporacion de 2mm previamente enfriada a
4°C. El pulso eléctrico se aplicdé en un electroporador Gene Pulser (BioRad), con las
siguientes condiciones: 25 uF, 2.5 kV/cm y 200Q. Las transformaciones se diluyeron en
0.8 ml de medio SOB suplementado con glucosa (0.4%) y se incubaron a 37°C en
agitacion (150 rpm) durante 1 hora. La seleccién de transformantes se realiz6 mediante

siembra en placas con medio TY y el antibiético adecuado.
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2.7. Construccion de plasmidos recombinantes

2.7.1. Vectores de expresion de mutantes de la proteina MobM

La conversion del codon E200 (GAA) del gen mobM en un coddén STOP (TAA,
ocre), posibilitd la expresion de MobMN199, una version truncada de la proteina MobM
con solo los primeros 199 aminoacidos de la region N-terminal. En resumen, se
amplificé por PCR la region delimitada por los oligonucleétidos Ndel-F y E200stop-
Xhol (véase Tabla 5), usando como molde DNA de pMV158. Se obtuvo un producto de
630 pb que fue digerido con las enzimas de restriccion Ndel y Xhol, y se ligé con DNA
del vector pET24(b) tratado previamente con las mismas enzimas, resultando el
plasmido recombinante pMobMN199. Cuando se siguié exactamente la misma
estrategia, pero se substituyd el oligonucledétido reverso por otro que no contenia el
cambio de codon (oligonucleétido XholHis-R), se obtuvo el vector pMobMN199His con
el que se pudo purificar la version truncada MobMN199His, que contenia 6 histidinas
en el extremo carboxilo. La expresion de MobMN243, otra version truncada de MobM
con los primeros 243 aminoacidos desde el extremo N-terminal, se llevd a cabo tras la
conversion del codén P244 (CCG) del gen mobM en un codén STOP (TAG, ambar).
Concretamente, tras amplificar la region delimitada por los oligonucle6tidos Ndel-F y
P244stop-Xhol (768 pb) y digerir el producto obtenido con las enzimas Ndel y Xhol, se
clond en el vector pET24(b), resultando el plasmido pMobMN243.

Por otro lado, la construccién de pladsmidos recombinantes con mutaciones en
el gen mobM se llevé a cabo mediante una estrategia de mutagénesis dirigida por
PCR en dos rondas de amplificacidn consecutivas. En concreto, el cambio A131T en la
secuencia codificante del gen mobM hizo posible la expresion de MobM(Y44F), en la
que la tirosina en posicién 44 fue sustituida por fenilalanina. Para ello, usando como
molde DNA de pMV158, se amplificaron dos fragmentos de DNA con los cebadores
Nde-F/Y44F-R (155 pb) y con los cebadores Y44F-F/Xhol-R (1436 pb). Tras la mezcla,
desnaturalizacion y extensién de los productos resultantes, se llevd a cabo una
segunda amplificacién con los cebadores Nde-F y Xhol-R (1570 pb). Por ultimo se
procedio a la digestion de este fragmento y de pET24(b) con las enzimas de restricciéon
Ndel y Xhol, y se ligaron como se indica en el punto 2.5, resultando el vector
pMobM(Y44F). A su vez, utilizando los oligonucleétidos correspondientes (véase Tabla
5), se construyeron una serie de plasmidos que denominamos pMobMN199(H22A), y
pPMobMN19(Y122F), utiles para purificar mutantes de MobMN199 en que se

sustituyeron diferentes residuos por Ala o Phe. Todas las construcciones obtenidas se
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confirmaron mediante secuenciacion automatica con los cebadores T7-primer y T7-

terminator (ver Tabla 5).

2.7.2. Mutantes en los origenes de cadena retrasada (sso) de pMV158

Para construir el plasmido pMV158ABD se trat6 DNA de pMV158 con las
enzimas de restriccién Bsal y Dral. El extremo 5” protuberante generado por Bsal se
rellené con el fragmento Klenow de la DNA polimerasa | de E. coli y se favorecié la
recircularizacion del DNA en una reaccion diluida, mediante ligado de extremos romos
con la T4 DNA ligasa. En el plasmido resultante se elimind por completo una regién de
205 pb (coordenadas 3222 a 3428) que contenia el origen de cadena retrasada ssoU.
Por otro lado, se clon6 el fragmento pequefio de restriccion originado tras digerir DNA
de pMV158 (1132 pb) o pMV158ABD (927 pb) con EcoRI, dentro del plasmido
pLS1G3G7, cuyo origen ssoA contiene cambios nucleotidicos en la secuencia de las
regiones RSg y CS-6 (Kramer et al., 1997). El resultado fue un derivado del plasmido
pMV158 deficiente en la funcionalidad del ssoA (pMV158G3G7) y un derivado
deficiente por completo en la funcionalidad de los dos sso (pMV158G3G7ABD). La
confirmacion de las construcciones obtenidas se obtuvo mediante secuenciacion

automatica con las parejas de cebadores ssoU-F/ssoU-R y mobM-F/ssoA-R (Tabla 5).

3. ANALISIS DE DNA

3.1. Cuantificacion

La concentracion y calidad de las muestras de DNA se calcul6 con la ayuda de
un espectrofotémetro Shimadzu UV-2401PC, midiendo el espectro de absorcion de las
soluciones entre las longitudes de onda de 220 y 350 nm, estimando que una unidad
de absorbancia a 260 nm corresponde a 50 o 33 pg/ml para dsDNA o SsSDNA,
respectivamente. En algunos casos, la cuantificacion de dsDNA lineal se determiné
por densitometria mediante electroforesis en geles de agarosa o PAA tefidos con
BrEt, comparando las intensidades de la(s) banda(s) de DNA de interés y un patrén de
fragmentos de DNA de concentracion y peso molecular conocido (HyperLadder I,

Bioline).

3.2. Electroforesis
3.2.1. Geles de Agarosa

La separacion de DNA plasmidico o lineal se llevé a cabo mediante

electroforesis horizontal en geles de agarosa a temperatura ambiente. Para la
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aplicacion en el gel, las muestras se disolvieron en los tampones de carga BXGE o
SBE. Condiciones tales como la concentracién de agarosa (entre 0,7% y 2%), el
tampon 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 tincién del
DNA se sumergieron los geles en BrEt a una concentracion de 0,5-1 pg/ml, durante 30
min a 24°C. En el andlisis de extractos crudos celulares fue necesaria la tincion del
DNA durante la electroforesis, de manera que se incluyé BrEt en el gel y en el tampén
de carrera. EI DNA se visualizé con luz ultravioleta de onda corta (260 nm) en un
transiluminador GelDocXR (BioRad) y la imagen resultante se captur6 con el software
QuantityOne (BioRad).

3.2.2. Geles de Poliacrilamida

3.2.2.1. Geles PAA nativos

La electroforesis de fragmentos de DNA en geles nativos de PAA se realiz6 en
geles verticales con el sistema Mini Protean-1l (BioRad). Normalmente, las muestras
se mezclaron con tampén de carga BXGE, la concentracion de PAA fue de 6% en
tampon TBE y se aplicd un voltaje de 100 V durante la carrera. Una vez terminada la

electroforesis, los geles se tifieron y visualizaron como se indica en el punto anterior.

3.2.2.2. Geles PAA desnaturalizantes

La purificacion de oligonucleétidos se realiz6 mediante electroforesis en geles
verticales de PAA al 12% con 8 M de urea. Tanto los productos de secuenciacion
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 duracién y a una temperatura de
50°C. Por otro lado, los productos de reaccidn en los ensayos de actividad de corte de
MobM sobre oligonucledétidos se analizaron en minigeles de PAA al 20%, con 8 M de
urea, empleando cubetas MiniProtean Ill (BioRad). En todos los casos se llevé a cabo
una pre-electroforesis durante 30 min en las mismas condiciones de carrera, hasta que
la temperatura del sistema alcanz6 los 50°C. Las muestras se mezclaron con un
volumen de colorante de carga BXF1x (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 aplicaciéon
en el gel. Se emple6 TBE como tampdn de electroforesis (Tabla 6). Las bandas
radiactivas se visualizaron por exposicion autorradiografica y revelado de pantallas X-

Omat (Kodak), o mediante el sistema Phosphorimager (Fuji).
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3.3. Secuenciacion

3.3.1. Secuenciaciéon Manual

Para la secuenciacion manual del DNA se sigui6é el método de terminacion de
cadena (Sanger et al.,, 1977) con ayuda de un kit comercial (Sequenase v2.0 DNA
Sequencing kit, USB Corporation). Como DNA molde se utilizé 1 pg de DNA
plasmidico desnaturalizado por alcali y se anillé con 1.5 pmol de un cebador marcado
radiactivamente en el extremo 5’ con %P (ver mas adelante). Después de afiadir 6.5 U
de enzima Sequenasa, las reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante
un tiempo que varié entre 30 s y 3 min, dependiendo de la longitud de la secuencia
requerida en el analisis. Inmediatamente se repartié la mezcla entre cuatro tubos que
contenian los dideoxinucleotidos (ddNTPs) de A, G, Cy T, y se incub6 a 37°C durante
5 min. A continuacién, las reacciones de secuencia fueron procesadas como se indica

en el punto 3.2.2 de este capitulo para el andlisis en geles de PAA.

3.3.2. Secuenciaciéon Automatica

La composicion nucleotidica de todos los DNAs obtenidos por clonacion se
verific6 mediante el envio de las muestras al Servicio de Secuenciacion Automética de
DNA del CIB (Secugen).

4. MARCAJE RADIACTIVO DE DNA

Dependiendo de los requerimientos experimentales, se llevaron a cabo
marcajes de oligonucledtidos en el extremo 5’ utilizando [y-*P] ATP (actividad
especifica de 3000 Ci/mmol) o bien se emplearon oligonucleétidos no marcados y se
incorporé el isétopo radiactivo [a-*2P] dCTP (400 Ci/mmol) durante la amplificacién o

extension del DNA (marcaje interno).

4.1. Marcaje en el extremo 5’

El uso de oligonuclettidos marcados radiactivamente fue (til tanto para realizar
amplificaciones mediante PCR como para extensiones lineales en los ensayos de
footprinting, retrotranscripcién o secuenciacién manual de DNA. Se sigui6 el método
descrito (Maniatis et al., 1982) utilizando el enzima T4 polinucleétido quinasa (New
England Biolabs). La reaccién de marcaje se realiz6 en el tampdn proporcionado por el
fabricante, con 80 pmoles de [y-*P] ATP, incubando a 37°C durante 1 hora. La mezcla
de reaccion contenia entre 30 y 60 pmoles de oligonucleétido, dependiendo de la
actividad especifica requerida en el marcaje, y 10 U de enzima. El nucledtido
radiactivo no incorporado se elimind por cromatografia de filtracion, empleando

columnas de Sephadex Microspin-G25 (Amersham Bioscience).
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4.2. Marcaje interno

La incorporacion de un is6topo radiactivo en la amplificacién por PCR permitié
el marcaje de sondas especificas de DNA. Las reacciones se realizaron segun las
condiciones descritas en el apartado 2.3 de este capitulo, afadiendo 0,23 uM de
nucledtido dCTP radiactivo (*’P en la posicién a). La actividad especifica de los
fragmentos obtenidos dependié del %GC del DNA amplificado y de la relacion

empleada entre nucle6tido dCTP radiactivo y no radiactivo.

5. MANIPULACION DE RNA

Para localizar el inicio de transcripcién del gen mobM se aplicaron técnicas de
transcripcion con RNA polimerasa sobre moldes de DNA (aproximacion in vitro) y
retrotranscripcion sobre RNA total, extraido de células portadoras del plasmido
pMV158 (aproximacion in vivo).

5.1. Transcripcion in vitro

Mediante PCR se amplificaron diferentes fragmentos de DNA (con extremos
romos) que contenian la regién promotora de interés. Los productos resultantes se
purificaron desde geles de agarosa y se emplearon como moldes en los ensayos de
transcripcion in vitro. En resumen, las reacciones (50 pl) se llevaron a cabo con una
mezcla que contenia 30 nM de DNA molde, rNTPs (250 nM cada uno), 2 mM DTT, 10
uCi de a-[**P]-UTP (3000 Ci/mmol), 0.2 U de SUPERase-In (Ambion) y 0.15 U de la
RNA polimerasa de E. coli, en el tamp6n suministrado por la casa comercial
(Epicentre). Tras incubar 30 min a 37°C, las muestras se pasaron a hielo y se elimin6
el nucleétido no incorporado mediante cromatografia en columnas de Sephadex G-25
(Amersham). Posteriormente, las muestras se secaron bajo vacio y se resuspendio el
pellet de RNA en 10 pl de tamp6n de carga FXBE. Luego, se calentaron 1-2 pl de cada
una de las muestras a 85°C durante 5 min y tras enfriar en hielo, se aplicaron en
minigeles desnaturalizantes de PAA al 6% y 8M de Urea. Una vez confirmada la
calidad de los transcritos, las muestras se analizaron nuevamente en geles de
secuenciacién. Para estimar el tamafio de los RNAs se compard con reacciones de
secuenciacién de DNA obtenidas por el método de Sanger. La carrera electroforética
se realiz6 a 50-60 W hasta que el colorante xilencianol migré un 75% del gel.
Posteriormente se fij6 con una solucién de acido acético al 10%, se seco el gel y se
revel6 mediante el sistema Phosphorimager. En el analisis de los resultados se tuvo
en cuenta que el peso molecular de un fragmento de RNA (-OH en posicién 2’, ribosa)

es mayor que un fragmento de DNA (-H en 2’, desoxirribosa) del mismo tamafo. Asi,
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se estimd que la movilidad electroforética del RNA es de un 5-10% menor que un DNA

de la misma longitud.

5.2. Retrotranscripcion

Para obtener el material de partida se realizaron extracciones de RNA total
procedente de las estirpes S. pneumoniae T4 y de E. coli IM109, ambas portadoras
del plasmido pMV158, utilizando un kit de preparaciones de RNA a pequefia escala
(Aurum Total RNA Mini Kit, BioRad). Se siguieron las instrucciones del fabricante, con
la excepcién de que para S. pneumoniae se usé un tampén de lisis propio (tampén
LSR, véase Tabla 6), y se incubd durante 10 min a 30°C. Las muestras obtenidas se

congelaron a -70°C.

Las reacciones de retrotranscripcion se realizaron usando el sistema
ThermoScript™ RT-PCR de Invitrogen, usando un cebador especifico (PE-R; Tabla 5)
de la region codificante del gen mobM. En concreto, se emplearon 15 pg de RNA total,
2 pmoles del cebador marcado en 5 con %P, dNTPs (1mM cada uno), 0.2 U de
SUPERase-In (Ambion) y 15 U de la transcriptasa reversa. Antes de la adicién del
enzima, el RNA y el cebador se desnaturalizaron durante 5 min a 65°C. La reaccion de
sintesis de cDNA se llevé a cabo a una temperatura de 58°C durante 60 min. La
reacciéon se termind incubando 5 min a 85°C. Tras precipitar y resuspender en tampoén
BXF, se analizaron muestras en geles PAA desnaturalizantes como se indica en el
apartado 3.2 de este capitulo. Para poder estimar la longitud del oligonucledtido
extendido, se utilizaron reacciones de secuencia como referencia, obtenidas por el
método Sanger utilizando el mismo oligonucleétido como cebador. Las bandas de

DNA radiactivo se visualizaron por autorradiografia.

6. PURIFICACION DE PROTEINAS

Para sobreproducir MobM se emple6 un vector previamente construido en
nuestro laboratorio (Guzman & Espinosa, 1997). En el caso de MobM(Y44F),
MobMN199, MobMN199 con Se-Met, MobMN199His, o MobMN243 se utilizé el vector
de expresion pET24 (Fig. 22). En este vector, el gen clonado se expresa bajo el control
del promotor ¢$10 del fago T7, empleando la estirpe E. coli BL21(DE3) o, en el caso de
MobMN199 con Se-Met, la estirpe auxotrofa para metionina E. coli B834(DE3).
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Figura 22. Sistema de expresion controlada de proteinas con los vectores pET en la
estirpe de E. coli BL21(DE3).

En ausencia de IPTG, el represor lac se une a la region operadora del promotor lacUV5 e
impide la transcripcion del gen de la T7-RNAP por parte de la RNAP de E. coli. En presencia de
IPTG, se inhibe el represor y se inicia la sintesis de T7-RNAP, la cual reconoce el promotor
®10 del fago T7 y transcribe el gen diana clonado en el vector pET. Modificado de Tutorial
sistemas pET (Novagen).

6.1. MobM y derivados

En resumen, se crecieron cultivos (1-4 litros) a 37°C con fuerte agitacion hasta
que se alcanz6 una DOggo= 0,5 y se indujo la expresiéon del gen por la adiciéon de 1 mM
de IPTG. Tras 30 min de incubacién, en las mismas condiciones de agitaciéon y
temperatura, se afiadié rifampicina (200 ug/ml) y se prolong6 la incubacion 90 min
mas. Se recogieron las células por centrifugacion y el sedimento celular se concentré
100 veces mediante resuspensién en tampén A (Tabla 6) con 1 M de NaCl,
suplementado con un cdctel 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 acidos nucleicos, se incub6d 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 fraccion 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 disolvid en 40 ml de tampon A con 1M de NaCl y,
en el caso de MobM y MobM(Y44F) se dializ6 toda la noche frente a 3 | de tampén A
sin NaCl, condiciones en las que la proteina precipita de forma diferencial. Tras
centrifugar, se descarto el sobrenadante y el precipitado de proteina se reconstituy6 en
tampén A con 300 mM de NaCl. Debido a que las proteinas MobMN199 y MobMN243

siguen siendo solubles en condiciones de baja fuerza idnica, se omitié este paso de
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purificacion y se dializ6 directamente en tampon A con 300 mM NacCl. A continuacion,
las muestras se aplicaron en una columna de 100 ml de heparina-agarosa Affi-Gel
(BioRad), equilibrada previamente con el mismo tampoén, a un flujo de 50 ml/hora. Tras
lavar con 5 volumenes 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 proteina se juntaron y dializaron frente 3 |
de tampdén A con 500 mM de NaCl. Posteriormente se concentré la muestra y se
purificé mediante cromatografia de filtracion en gel, utilizando una columna HiLoad
Superdex 200 y un equipo de HPLC (AKTA, Amersham). Se aplicé un flujo de 1 ml/min
con tampdén A 500 mM NaCl y se monitorizé la sefial 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 elucion. La solucién de proteina
pura se concentré a través de filtros Macrosep (Pall), con un tamafio medio de poro de
3 kDa, hasta que la concentracién fue de 5 mg/ml. Por ultimo, el extracto concentrado

se repartid en alicuotas de 100 ul y se congelaron a -70°C para su conservacion.

6.2. MobMN199His

En este caso se crecieron las células en 500 ml de medio a 37°C, con fuerte
agitacion, hasta alcanzar una DOgyp=0,5. La induccion de la expresion 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 utiliz6 un tampdén sin EDTA
(tampén His; Tabla 6). 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 (HIS-Select Nickel Affinity Gel, Sigma), a un flujo de 30 ml/hora. Se lavé con
20 volumenes de tampdn His suplementado con imidazol (10mM) y se eluy6 la
proteina adherida con 5 volimenes del mismo tampén en el que se aumento la
concentracion de imidazol hasta 250 mM. Tras el andlisis correspondiente, las
fracciones centrales se dializaron frente a tampon A con 300 mM NacCl. Posteriormente
se procedi6 a la eliminacién de la cola 6xHis del extremo carboxilo mediante
tratamiento con Carboxipeptidasa-A (CPA) de Sigma, la cual se caracteriza por estar
unida a bolas de agarosa y detener su actividad cuando reconoce un residuo de Glu.
En concreto, se afiadié 1ul de solucion de CPA por cada ug de proteina, y se incubd
con tampdn CPA, a 24°C y agitacion suave hasta el siguiente dia. Posteriormente, se

eliminé la CPA mediante centrifugacién y el sobrenadante se congel6 a -70°C.
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6.3. Purificacion de MobMN199 con Selenio-Metionina

La produccion de la proteina MobMN199 con Se-Met se llevd a cabo segln se
ha descrito (Budisa et al.,, 1995), con algunas modificaciones. Partiendo de un
preindculo de la estirpe B834(DE3) con el plasmido pMobMN199, se inocularon 400 ml
de medio minimo enriquecido (MME; Tabla 3) y se incubd a 37°C con fuerte agitacion
hasta que alcanzé una DOgg= 0,8. A continuacion, se centrifugaron las células durante
20 min a 3.500 rpm (4°C) y se resuspendio el sedimento en el mismo volumen de
MME sin Metionina, incubando a 37°C y 200 rpm durante 30 min para agotar la
metionina intracelular. Pasado este tiempo, los 400 ml de cultivo se diluyeron en 3.6
litros de MME suplementado con Se-Met a una concentracion final de 50 pg/ml.
Cuando se alcanz6 una DOgy de 0.8-1, se indujo la hiperexpresion de la proteina
mediante la adicién de IPTG (1 mM), incubando en las mismas condiciones durante 3
horas. Se recogieron las células por centrifugacion y se prosiguié con el protocolo
empleado para la proteina MobMN199 (punto 6.1). Debido al caracter toxico de la Se-
Met, se trabajd en una campana de extraccion durante todo el proceso de

manipulacion de los cultivos.

7. ANALISIS DE PROTEINAS

7.1. Cuantificacion

La secuencia especifica de las proteinas en estudio permitié calcular su peso
molecular tedrico (Da) y coeficiente de extincion molar (M* cm™). Con esta
informacidn, la concentracion y calidad de muestras de proteina pura se determiné
midiendo el espectro de absorcién entre las longitudes de onda de 220 y 350 nm en un
espectrofotdmetro Shimadzu UV-2401PC.

7.2. Electroforesis desnaturalizante en geles de 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. EIl gel separador se
prepard con una concentracion de PAA que vario entre un 10y un 16 % 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 llI
(BioRad). 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

realizé6 en tampén TG (Tabla 6). Tras la aplicacién de las muestras, se inicié la
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electroforesis con un voltaje constante de 80 V hasta que las muestras entraron en el
gel separador, y luego continué con un voltaje de 180 V durante un tiempo que

dependia del peso molecular de las proteinas a analizar.

7.3. Secuenciacion del extremo NH-

La secuencia amino-terminal de proteinas se determind en el servicio de
Quimica de Proteinas del CIB, aplicando degradacion secuencial de Edman en un
secuenciador Procise 494 (Perkin Elmer). El procesado previo de las muestras
consistié en separar las muestras en geles SDS-PAGE, junto con un marcador de
proteinas pretefiido (SeeBlue Plus 2) para transferirlas posteriormente a membranas
PVDF mediante el sistema Mini Trans-Blot (BioRad). A continuacion, dicha membrana
se sometio a tincion con una solucion fresca de Coomasie, y tras destefiir y lavar con
H,O, se seco a temperatura ambiente para recortar las bandas de interés y proceder al

andlisis.
7.4. Ultracentrifugacion analitica

Esta técnica se llevd a cabo en el Servicio de Ultracentrifugacion Analitica e
Interacciones Macromoleculares del CIB, y permiti6 la determinacién de la masa
molecular de MobMN199 y de sus propiedades hidrodinamicas. Los experimentos se
realizaron con muestras de proteina a distintas concentraciones (2, 8 y 20 uM) en
tampén UA, usando una ultracentrifuga analitica modelo XL-A (Beckman-Coulter Inc.),

equipada con un sistema 6ptico de deteccion UV-VIS y un rotor An60Ti.

7.4.1. Velocidad de Sedimentacion

El volumen de cada muestra fue de 400 ul y se aplicd un campo centrifugo de
48.000 rpm, a una temperatura de 20°C. En estas condiciones se desprecia la fuerza
de difusién y se pudo estimar el coeficiente de sedimentacién de MobMN199. Para ello
se utilizé el programa SEDFIT, aplicando un modelo de minimos cuadrados basado en
el método de la distribucion del coeficiente de sedimentacién. El coeficiente de
sedimentacion se corrigi6 para las condiciones estdndar usando el programa
SEDNTERP, con lo que se obtuvo el correspondiente valor de Sy .. El valor del
coeficiente de friccién traslacional de MobMN199 (f) se determin6 a partir de la masa
molecular y del coeficiente de sedimentacion de la proteina, mientras que el
coeficiente de friccibn de la esfera hidratada equivalente (f;) se estim6é usando una
hidratacién de 0,4506 g de agua por g de proteina. Con estos valores se pudo calcular
la relacion de friccion traslacional (f/fy), que proporciond una estimacion sobre la forma

de la proteina.
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7.4.2. Equilibrio de Sedimentacién

Las muestras (80 pl) se centrifugaron a dos velocidades sucesivas (20.000 y
35.000 rpm), a una temperatura de 20°C. En estas condiciones, las fuerzas opuestas
de centrifugacion y difusién tienden a igualarse (condicion de equilibrio), lo cual
depende Unicamente de la masa molecular de la especie que sedimenta. Las lecturas
de absorbancia se realizaron a la longitud de onda mas apropiada (230, 280 y 290
nm), dependiendo de la concentracion de proteina, en intervalos de 3 h para
determinar que las muestras habian alcanzado el equilibrio. El célculo de la masa
molecular aparente (M,,,) de MobMN199 se realiz6 mediante el ajuste de los datos
experimentales usando el programa HeteroAnalysis. El volumen especifico parcial de
MobMN199 fue 0.723 ml/g, calculado desde su composiciébn en aminoacidos con el
programa SEDNTERP.

7.5. Medida de masas moleculares por MALDI-TOF

Para el andlisis comparativo de masa molecular entre MobMN199 vy
MobMN199 con Se-Met se empled el espectrémetro de masas MALDI-TOF Autoflex Ill
(Bruker) del Servicio de Proteémica del CIB. Dado que la presencia de NaCl y glicerol
podian interferir en los ensayos, las muestras de proteina pura (50 pg) se precipitaron
frente a un 10% de TCA durante 1 hora a 0°C. Tras centrifugar 10 min a 12.000 rpm, el
precipitado se resuspendio en 20 pl de tampon MT. Posteriormente se analizaron las
muestras en el espectrometro, previamente calibrado en el rango de 8000 a 30000 Da.
La eficiencia de incorporacion de Se-Met en MobMN199 con el protocolo aplicado (ver
apartado 6.3) fue del 100% (9 residuos totales).

7.6. 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 MobM, MobMN199 y MobMN243 se
llevé a cabo con diferentes programas bioinformaticos, tales como PSIPRED, Jpred,
SABLE, NPS@, y PredictProtein, accesibles a través de la péagina web
www.expasy.ch. Desde el resultado obtenido con cada uno de los andlisis, se calculd
el contenido medio de los residuos implicados en hélice-a, cadena-B o estructuras

desordenadas.
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7.7. Analisis de dicroismo circular
7.7.1. Determinacién espectroscépica

El espectro de dicroismo de MobMN199 se adquiri6 con un
espectropolarimetro JASCO J-810 equipado con un controlador de temperatura tipo
“peltier’. La proteina purificada se equilibré por dialisis en el tampén CD1 (20 mM
Hepes pH 7.6, 50 mM sulfato amonico; Tabla 6), y se diluyé en este mismo tampdn a
una concentracion de 15 pM. Para la adquisicion del espectro en el UV lejano se
emplearon cubetas de cuarzo con un paso 6ptico de 0,2 o 1 mm, en un rango de
longitud de onda de 185 a 260 nm a una temperatura de 10°C. Cada espectro fue el
resultado de cuatro acumulaciones, a una velocidad de barrido de 20 nm/min, un
ancho de banda de 1 nm y una respuesta de 4 s. 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 tampén, segin la expresion:
[@]MRW= O x Mer/ 10xc x|

donde [O]uwrw es la elipticidad media en grados por residuo promedio, © es la
elipticidad en miligrados, My €s la media del peso molecular por residuo (calculado
como el cociente entre el peso molecular y el nimero de residuos de la proteina), ¢ es
la concentracion de la proteina en mg/ml y | es el paso 6ptico en cm. La elipticidad
molar calculada se representé frente a la longitud de onda.

Para obtener informacion estructural, se analizaron los datos de CD en el UV
lejano con dos programas diferentes: CONTIN, que implementa el algoritmo de
regresion “ridge” de Provencher y Glockner (Provencher & Gléckner, 1981); vy
SELCON, que incorpora un método auto-consistente junto con un algoritmo de
descomposicién de valores Unicos para asignar estructuras secundarias de proteinas
(Sreerama & Woody, 2000).

7.7.2. Analisis de la estabilidad térmica

Mediante CD también se analizaron los cambios inducidos en la estructura de
MobMN199 por el incremento de temperatura desde 10°C hasta 95°C a una tasa de
50°C/hora. Las muestras de proteina se dializaron frente a tamp6n CD2 (Tabla 6). Los
cambios en la elipticidad se registraron a una longitud de onda de 218 nm, en cubetas
de 0.1 cm de paso 6ptico, empleando la misma concentracién de proteina que en el
analisis del espectro de CD. Ademas, se recogieron espectros en un rango de 205 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
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enfriaron hasta la temperatura inicial del analisis (10°C) y se recogi6 otro espectro en
el mismo rango de longitudes de onda. Los datos se representaron graficamente con

el programa SigmaPlot v9.0.

7.8. Calorimetria isotérmica de valoracioén (ITC)

Las medidas de calorimetria isotérmica de valoracién (ITC) se llevaron a cabo
con un calorimetro VP-ITC (MicroCal), en el laboratorio de la Dra. Margarita
Menéndez. Este equipo es capaz de medir el desprendimiento de calor al afadir
cantidades crecientes de ion metalico (ligando) a una disolucién de proteina. Una
muestra de proteina MobMN199 concentrada (5 mg/ml) se dializ6 tres veces frente a
tampdn ITC (Tabla 6). A su vez, el tampdn correspondiente al Ultimo cambio de dialisis
se utilizo para preparar una solucion de MnCl, (1 mM). En cada medida se cargaron 2
ml de proteina en la camara del calorimetro y se realizaron inyecciones sucesivas de
cation, cuyo volumen varié entre 3y 15 pl, en intervalos de 400 s hasta que se alcanzé
la saturacion. Durante todo el proceso se mantuvo ua temperatura de 17°C y se aplico
una agitacion constante (350 rpm) para asegurar una mezcla homogénea de los
componentes de la reaccion. Después de realizar una correccion con el control de
dilucion (repeticién del ensayo pero sin proteina), los datos se ajustaron mediante una
regresion no lineal a una ecuacion de equilibrio de unidn usando el programa Origin
(MicroCal). Ello permiti6 el calculo de la constante de asociacion (K,), la diferencia de

entalpia (AH) y la estequiometria de unién (n) (Wiseman et al., 1989).

8. INTERACCIONES DNA-PROTEINA

8.1. Visualizacion de complejos nucleoproteicos por microscopia
electrénica

8.1.1. Complejos entre MobM y pMV158

La visualizacion de complejos se llevdé a cabo mediante incubacion de 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 MobM-pMV158
con la enzima de restriccion Stul. Para separar los complejos MobM-pMV158 de la
proteina MobM libre y de la enzima de restriccion, se utilizaron columnas de
Sepharosa 4B. Luego, se procedio a la adsorcién de los complejos en una lamina de

mica recién extraida y a la tincién de los mismos con 2% de acetato de uranilo. A
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continuacion, se llevé a cabo un sombreado metalico por evaporacion de platino/iridio
y se cubrié con una lamina fina de carbon (Spiess & Lurz, 1988). Por ultimo las
preparaciones se examinaron en un microscopio electrénico (Philips CM100, 100 kV) y
se tomaron microfotografias con una cdmara CCD acoplada. La longitud del contorno
de los complejos DNA-MobM lineales y la distancia del sitio de unién de MobM a uno
de los extremos de la molécula de DNA se midieron usando un digitalizador LM4
(Brahl).

8.1.2. Complejos entre RNA polimerasa y el promotor del gen mobM

En este caso, se emplearon fragmentos de DNA lineal que contenian la regién
promotora del gen mobM, y se incubaron con la RNAP de E. coli (Epicentre) durante
15 minutos a 37°C, en el tampon del enzima. Tanto la fijacion de los complejos RNAP-
DNA con glutaraldehido como la preparacion de las muestras para su visualizacion al

microscopio electronico, se llevo a cabo como se describe en el apartado anterior.

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

La actividad de MobM sobre DNA bicatenario (superenrollado) o monocatenario
ha sido caracterizada previamente en nuestro laboratorio (Guzman & Espinosa, 1997,
Grohmann et al., 1999). Esto fue muy util para analizar la capacidad de corte y cierre
sobre DNA de pMV158 y oligonucleétidos que contenian la secuencia del oriT, tanto

con MobM como con todas las proteinas mutantes purificadas.

8.2.1. DNA superenrollado

En estas reacciones se incubaron 45-200 ng de proteina con 300 ng de DNA
plasmidico en 20 ul de tampon B (Tabla 6), que contenia una concentracion de 15 mM
de distintos cationes divalentes (Mn?*, Mg*, Ca®', Zn** o Ba?"). Las mezclas de
reaccion se incubaron durante 30 min a 30°C y se pararon por la adicion de una
soluciéon STOP con proteinasa K (0.1mg/ml) y SDS (0.5 %), incubando 10 min a 37°C.
Las muestras se analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % en
tampén TBE vy tincidn con una solucién de BrEt (1 pg/ml). Se tuvo en cuenta que las
formas superenrolladas plasmidicas (FI) incorporan menos BrEt con respecto a las
formas relajadas (FIl) generadas por la actividad de endonucleasa de MobM vy
derivados. Cuando se quisieron separar la formas FI' se afiadié BrEt tanto en el gel de

agarosa como en el tampén, llevando a cabo la electroforesis en oscuridad.
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8.2.2. DNA monocatenario

Para estos ensayos se utilizd6 como sustrato diferentes oligonucleétidos
purificados que contenian la secuencia del oriT de pMV158 o parte de ella. En las
reacciones se mantuvo la concentracién de oligonucleétido constante, aumentando la
cantidad de proteina en un volumen final de 20 uyl de tampoén B. Las reacciones
transcurrieron durante 30 min a 37°C, y se pararon por la adicion de 200 mM de EDTA
y 300 pg/ml de proteinasa K. A continuacién, los DNAs se precipitaron con etanol, y se
disolvieron directamente en tampon de carga BXF para ser analizadas en un gel de
PAA desnaturalizante, tal como se indica en el punto 3.2.2.

8.3. Calculos estequiométricos

Las medidas estequiométricas han consistido en determinar el niamero de
moléculas de proteina unidas a cada molécula de oligonucledétido. Para ello se empled
una mezcla del mismo oligonucleétido marcado y no marcado (1:100) de manera que
la cantidad de DNA total fuera de 500 nM. La cantidad de proteina varié en un rango
desde 50 nM hasta 2.5 uM. Tras aplicar las muestras en geles nativos, se cuantificaron
los complejos formados y se representaron estos datos frente a las relaciones molares
proteina:DNA empleadas en cada una de las reacciones. Con la ayuda del programa
SigmaPlot y mediante ajuste por regresion lineal, se estimoé la estequiometria de union

a partir de la pendiente de la recta.

8.4. Andlisis y medidas de afinidad

La capacidad de union de la proteina MobM o mutantes derivados de MobM se
analiz6 tanto con DNA bicatenario lineal (dsDNA) como con DNA monocatenario
(oligonucledtidos) mediante ensayos de movilidad diferencial en geles nativos (EMSA).
Con esta técnica también se analiz6 la interaccién entre dsDNA y la RNA polimerasa
de E. coli.

En general, las reacciones de union a DNA bicatenario se realizaron en 10 pl
de tampo6n A, con diferentes concentraciones de la proteina y del DNA en estudio,
variando la cantidad de NaCl entre 50 y 300 mM. Tras incubar durante 15-30 min a 25-
37°C, los complejos DNA-proteina se trataron con concentraciones variables de
competidor inespecifico (heparina o poli-(dldC)), durante 5 min mas a la misma
temperatura. Cuando este tratamiento no fue necesario, se afiadié tampdn de carga
directamente a las muestras y los complejos se resolvieron mediante electroforesis en
geles nativos de PAA al 5-12% en tampén TBE 1x, a 4 o 25°C. Los geles se tifieron

con una soluciéon de BrEt (0.5 pg/ml) durante 30 min y se visualizaron con un
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transiluminador GelDoc XR (BioRad). En los EMSA con oligonucleétidos, en algunos
casos el DNA estaba marcado radiactivamente con 2P, y en otros con el fluor6foro
Cy5 (Aex/Aem: 448/468 nm). En el primer caso, que la deteccién se realiz6 mediante el
sistema Phosphorimager (Fuji), secando previamente los geles, y en el segundo se
empled un escaner Typhoon 9410 (Molecular Dynamics). EI DNA libre y los complejos
DNA-proteina se cuantificaron con la ayuda del programa Qone (BioRad), y las
constantes de disociacidén (Ky) se calcularon ajustando los datos mediante regresion

no lineal con el programa SigmaPlot, a partir de la siguiente formula:

Bmax - x
y:
K, + X

Gy 9

donde, “y” es el porcentaje de complejo Proteina-DNA formado, Bmax es el valor

porcentual maximo de “y”, y “x” es la concentracién de proteina.

8.5. Ensayos de competicion

8.5.1. Movilidad diferencial en geles nativos (EMSA)

En todos los casos, las reacciones contenian una concentracion fija de proteina
(80nM) y de DNA marcado (2nM) en tampon A 300mM NaCl. En las mezclas de
reaccion se afiadié el DNA marcado con cantidades crecientes de un oligonucleétido
no marcado, que contenia la misma secuencia que el primero u otra diferente.
Después, se afiadié la proteina y se incub6 durante 20 min a 24°C. Tras este tiempo,

se afiadio tampon BXGE y se aplicaron las muestras en geles nativos de PAA.

8.5.2. Cinética de disociaciéon

Tras mezclar MobMN199 (80 mM) con el oligonucleétido IR3-Cy5 (4nM) en 2
ml de tampén A 300 mM NaCl, se incub6 durante 10 min para asegurar que todo el
DNA estuviera formando complejos con la proteina. Luego, se afiadié un exceso de
100 veces de oligonucledtido no marcado (400nM) y se midieron los cambios en la
intensidad total de fluorescencia cada 5 s con un espectrofluorimetro. La
representacion grafica de los datos permitié calcular la tasa o velocidad de disociaciéon
de la proteina por el DNA marcado, aplicando un ajuste exponencial con el programa

SigmaPlot.
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8.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los andlisis de calorimetria diferencial de barrido se realizaron en un
microcalorimetro MCS (Microcal, Inc.), en el laboratorio de la Dra. Margarita
Menéndez. El rango de temperatura de andlisis fue de 4 a 80°C, a una tasa de
50°C/hora y a una presion constante de 2 atm. Las muestras de proteina y DNA se
dializaron en tampén ITC (Tabla 6), y se diluyeron en el mismo tampén hasta una
concentracion final de 40 y 20 uM, respectivamente. El analisis de los datos se realiz6
con el programa Origin. Las medidas de capacidad calorifica se obtuvieron después de

realizar una sustraccion de la sefial de la linea base con tampén.

8.7. Footprinting sobre DNA superenrollado

En los ensayos de footprinting se incubaron 2 ug de DNA de pMV158 con
diferentes dosis de proteina MobM (0, 0.25, 0.5, 1y 2 uM) en 45 pl de tampdn A con
50 mM NaCl, durante 25 min a 24°C. A continuacion, las muestras se trataron con
distintos agentes modificadores: Dimetilsulfato (DMS), Permanganato potasico
(KMnQ,4) o DNasa I. Concretamente, se afiadié 5 ul de DMS (30 mM) o KMnO4 (5mM)
durante 5 o 2 min, respectivamente. Cuando se emple6 DNasa | como agente
modificador, se afiadi6 a la reaccién una mezcla de 5 pl que contenia 0.5 U de enzima,
10 mM de MgCl, y 5 mM de CacCl,, incubando durante 1 min a 24°C. Las reacciones
de modificacion se pararon con 50 pl (o 100 pul en el caso de la DNasa |) del tamp6n
STOP correspondiente (Tabla 6) y se precipitd el DNA tras dos extracciones sucesivas
con fenol:cloroformo (1:1). A continuacion, se procedi6 a la desnaturalizacion alcalina y
posterior neutralizacién del DNA plasmidico modificado, con el objetivo de ser anillado
con 1.5 pmoles de oligonucleétido marcado (*’P), calentando a 65°C y dejando enfriar
hasta alcanzar los 35°C. Para extender el DNA anillado se afiadieron 1.5 U de T7 DNA
polimerasa y una mezcla de dNTPs (0.2 mM cada uno), incubando a 37°C, 10 min. Por
ultimo, se paré la reaccion con tampoén de carga BXF. Los nucle6tidos metilados por
DMS, oxidados por KMnO4 o digeridos con DNasa | se identificaron tras resolver el
DNA en geles desnaturalizantes de PAA 8 % y 7 M de urea, en los que también se
aplicaron reacciones de secuencia obtenidas con el mismo oligonucleétido. Debido al
caracter toxico del DMS (cancerigeno), se trabajé en una campana de extraccion

durante todo el proceso de manipulacion de las muestras.
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8.8. Técnicas de cristalizacion

Todas las cristalizaciones y la resolucion de las estructuras fueron realizadas
por el grupo del Prof. Miquel Coll, en el Instituto de Biologia Estructural de Barcelona
(CsIC).

La preparacién de los complejos se llevé a cabo en tampén A con 300 mM de
NaCl, afadiendo un exceso de DNA del 10% (oligonucleétido IR1+8) con respecto a la
proteina MobMN199 (170 uM). Posteriormente se procedi6é a la purificacion mediante
filtracion en gel y las fracciones correspondientes al complejo se concentraron hasta
8.5 mg/ml. La busqueda de las condiciones de cristalizacién se realiz6 con los kits
comerciales de “Hampton Research”: Crystal Screen I, Crystal Screen Il, Index, Natrix
y Protein-DNA, dispensando las gotas con el robot “Cartesian” (200 nl, en relacién 1:1)
e incubando las placas a 4°C. Al cabo de 15-20 dias, se detectaron tres condiciones
distintas de cristalizacion: i) 6-10% de PEG de pesos moleculares 1500, 3000 o 6000,
y 0.1 M de acetato sodico pH 4.6; ii) 10% de isopropanol en presencia de 0.1 M de
acetato sédico pH 4.6; y iii) 6-8% de PEG de pesos moleculares 1000, 4000 o 8000, y
0.1 M de acetato sodico pH 4.6. Estas condiciones se escalaron a un volumen mayor
en placas de 24 pocillos (1ul de proteina + 1ul de precipitante), incubando a 4°C.
Después de 30-45 dias, los cristales (Fig. 23) se prepararon para recogida de los
datos de difraccién congelandolos en nitrégeno liquido, utilizando 25% de glicerol
como agente crio-protector. La coleccion de datos se realizé en la linea ID14-eh4 del
ESRF. La estructura fue resuelta por el método de SAD (Dispersion Anémala Simple)
utilizando la dispersion anémala del atomo de selenio. Las posiciones de siete de los
ocho atomos de selenio se encontraron con el programa SHELXD y el primer mapa de
densidad electrénica experimental se obtuvo a partir de las fases experimentales,
previa modificacion de la densidad (density modification) con el programa PIRATE. El
programa RESOLVE permitié construir de manera automatica el 30% de la estructura
y el 70% restante fue trazado manualmente con el programa Coot.

Figura 23. Cristales del complejo MobMN199 con el oligonucleétido IR1+8.
Cedido por Russi, 2009.
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9. ANALISIS DE TRANSFERENCIA PLASMIDICA

La cepa S. pneumoniae 708, portadora del plasmido pAMB1, se transformé con
DNA de pMV158 o derivados, y se us6é como cepa donadora en los experimentos de
conjugacion en filtro. La cepa S. pneumoniae MP517 se transformé con un fragmento
de DNA lineal que contenia el operén mal, resultando la cepa S. pneumoniae MP3008.
Esta ultima y la cepa E. faecalis OG1RF actuaron respectivamente como cepas
receptoras en los ensayos de conjugacion intra- e inter-especifica.

9.1. Ensayo convencional de conjugacion en filtro

Los ensayos de conjugacion de pMV158 y sus derivados se realizaron segun lo
descrito anteriormente (Smith et al., 1980; Priebe & Lacks, 1989), con algunas
modificaciones. En resumen, las cepas donadoras y receptoras se crecieron con (para
enterococos) o sin (pneumococos) aireacion hasta que alcanzaron una concentracion
de 5 x 10° cells/ml, y tras centrifugar se resuspendié el pellet en una solucién que
contenia medio AGCH, 10 mM MgCl, y 2mg/ml de BSA. Ambas soluciones se
mezclaron con una relacion 1:5 (donador:receptor) en un volumen final de 2 ml y se
paso a través de un filtro de nitrocelulosa de 0.22 ym (Millipore), colocandolo -con la
cara que contenia las células hacia abajo- sobre otro filtro en una placa de AGCH-
agar, suplementado con MgCl, (10 mM), BSA (2mg/ml) y glucosa (0.2%). La superficie
del filtro superior se recubrié con 1ml de agar de igual composicién 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 agitacién enérgica durante 20 s. Las
células transconjugantes se seleccionaron en medio AGCH con Tc (1 pg/ml), Nov (10
pg/ml) y 0.3% maltosa para el receptor S. pneumoniae MP3008 o en placas ESTY con
Tc (4 pg/ml) y 0.3% glucosa para el receptor E. faecalis OG1RF. Mediante diluciones
seriadas se determind el niamero de células/ml de receptor siguiendo el mismo
procedimiento que para los transconjugantes con la excepcion de que no se aplicé
seleccidn para resistencia a Tc. Las frecuencias de movilizacién conjugativa se
calcularon como el nimero de células transconjugantes/ml dividido por el nimero de

células de receptor/ml.

9.2. Ensayos de conjugacion en placas multipocillo

Para esta parte del trabajo, se utilizaron dos cepas donadoras S. pneumoniae,
ambas portadoras del plasmido auxiliar pAMB1, una de ellas con pMV158 (estirpe 708)
y otra con pMV158GFP (estirpe R61), un derivado que conserva la capacidad de

transferencia y que porta el gen de la proteina fluorescente verde (GFP) bajo el control
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del promotor Py del gen malM (Nieto & Espinosa, 2003), inducible positivamente por
maltosa (o reprimido con sacarosa) en un fondo genético malR" (Nieto et al., 2000). En
los ensayos intra-especificos, la cepa receptora fue S. pneumoniae MP3008. Por otro
lado, la cepa Enterococcus faecalis OG1RF actu6 como recipiente en todos los
ensayos de conjugacion inter-especifica, en la que la expresion del gen gfp es
constitutiva independientemente de la fuente de carbono utilizado como sustrato, ya
que carece de un analogo de la proteina MalR de S. pneumoniae. El medio y las
condiciones de cultivo empleadas han sido descritas previamente (Lacks et al., 1986).
En resumen, las estirpes se crecieron sin aireacion en medio AGCH con 0.2% extracto
de levadura y 0.8% sacarosa, suplementado con los antibidticos correspondientes
para seleccionar las cepas donadoras (Tc, 1 yg/mly Em, 1 ug/ml) o la cepa recipiente
(Rif, 25 pg/ml). Cuando los cultivos alcanzaron una concentracién de 5 x 10®
células/ml, se centrifug6 y se resuspendié el sedimento celular en el mismo volumen
de medio de conjugacion (MC = AGCH, 10 mM MgCl, y 2mg/ml de BSA y 100 ug/ml
DNasa ). Con la ayuda de una pipeta multicanal afiadimos 25, 50, 100 o 200 ul de la
cepa donadora en los 8 pocillos de cada columna de una placa multipocillo estéril (8
filas x 12 columnas), cuya base contiene un filtro de 0.22 um (MultiScreen HTS, GV
con filtro Durapore estéril, Millipore). Este sistema nos permiti6 depositar las células
sobre los filtros simplemente aplicando vacio (con la precaucién de no sobrepasar los -
10 in.Hg de presion para no dafiar la membrana). A continuacién, se afadié 100 pl de
la cepa receptora en las columnas correspondientes, se filtr, se colocé la placa sobre
una base de medio de conjugacion sélido (MC + 1% agar) y se incubd a 37°C durante
4 horas. Posteriormente, para permitir la recuperacion (repoblacién) del plasmido en
las células transconjugantes, se anadié 200 pl de medio AGCH con 0.2% extracto de
levadura y 2% sacarosa o maltosa, suplementado con Nov (10 pg/ml) o Rif (25 pg/ml)
para los ensayos de transferencia intra- o inter-especifica, respectivamente, y se
incubé a 37°C durante 1 hora. Luego, se filtr6 nuevamente y se seleccionaron
exclusivamente las células transconjugantes mediante resuspension en 200 ul de un
medio con la misma composicién al anterior al que se afiadié Tc (4 ug/ml). En el resto
de las columnas se afiadiéo 200 pl de medio AGCH con 0.2% extracto de levadura y
2% sacarosa 0 maltosa. En estas condiciones hay induccion de la expresién del gen
gfp en las células de E. faecalis que han recibido el plasmido, mientras que se
mantiene inhibida en las células donadoras de S. pneumoniae. Transcurridas 9 horas
de incubacién a 37°C, se elimind el medio por filtrado y se resuspendié en 200 ul de
PBS (pH 7.2). El célculo de la eficiencia de transferencia se realiz6 mediante
diluciones seriadas y siembra en placa seleccionando para los marcadores arriba

mencionados. A su vez, se determind el numero de células/ml de donador y receptor

76



Materiales y métodos

siguiendo el mismo procedimiento que para los transconjugantes con la excepcién de
gue no se selecciond para resistencia a tetraciclina. Tras incubar 24-48 horas a 37°C,
la frecuencia de movilizaciébn conjugativa se calcul6 como el n° de células

transconjugantes/ml dividido por el n°® de células de donador/ml o receptor/ml.

10. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS PLASMIDICAS Y
ACUMULACION INTRACELULAR DE ssDNA

A partir de cultivos liquidos de las colonias transconjugantes se determing el
numero de copias plasmidicas y se analiz6 la cantidad acumulada de intermediarios
monocatenarios de DNA (ssDNA). Se prepararon extractos crudos a partir de cultivos
gue contenian los plasmidos de interés y se carg6 un volumen de 50 pl en geles de
agarosa al 0.7%, en tampon TBE con 0.5 pyg/ml de BrEt (del Solar et al., 1987a).
Después de la electroforesis, el nimero de copias se determind por densitometria con
la ayuda del sistema transiluminador Gel-Doc y el software QuantityOne (BioRad).
Dado que el grupo planar del BrEt se intercala en mayor grado en las formas lineales o
relajadas (OC) del DNA que en su forma superenrollada (CCC), los valores
densitométricos correspondientes a esta Ultima se multiplicé por un factor de
correccion de 1.36 (Projan et al., 1983). El nUmero de moléculas de plasmido por

equivalente cromosdmico (n) se calculd a partir de la ecuacion:

(Dp, x 1.36) x Dp, x Mc
Dcx Mp

n=

donde, Dp; y Dp, son los valores determinados por densitometria para la banda
correspondiente a las formas plasmidicas CCC y OC, respectivamente; Mc es el
tamafio del DNA cromosémico, estimado en 3x10° pb para las especies bacterianas en
estudio; Dc es el valor determinado por densitometria para la banda correspondiente al

DNA cromosomico; y Mp es el tamafio del DNA plasmidico en pb.

Posteriormente, los mismos geles se transfiieron a membranas de nylon
cargadas positivamente (Roche) en condiciones desnaturalizantes segun lo publicado
(te Riele et al., 1986, del Solar et al., 1987a). Las membranas se hibridaron con una
sonda, marcada radiactivamente con **P por PCR con la pareja de cebadores Cop-
F/Cop-R (coordenadas 609 a 924 en la secuencia de pMV158), en un tampodn
comercial que aporta baja sefial de fondo (ULTRAhyb, Ambion). Las cantidades de
ssDNA y dsDNA se estimaron con ayuda del sistema Phosphorimager (Fuji) y el

software QuantityOne (BioRad).
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La iniciacién de la transcripcién en bacterias es un proceso complejo en el que
se pueden distinguir varias etapas. En primer lugar, la RNAP interacciona con el
promotor por una sola cara de la doble hélice de DNA, desde las posiciones -55 a -5.
Seguidamente, los contactos de la proteina con el DNA se extienden corriente abajo
del sitio de iniciacion (+1), protegiendo desde la posicion -55 a +20. El siguiente paso
implica la apertura de la doble hélice del DNA (complejo abierto) en una region que
llega a abarcar unos 10-15 pb (aproximadamente entre las posiciones -12 y +2), de
manera que la RNAP comienza a incorporar y enlazar nucleétidos, formandose un
complejo ternario de iniciacion (DNA-RNAP-RNA). Finalmente, la subunidad ¢ se
libera del holoenzima, se pierden los contactos especificos que la RNAP tenia con el
promotor y se genera el complejo de elongacion. La iniciacion de la transcripcidn esta
regulada mediante la accion de factores proteicos en cualquiera de estas etapas. La
represion transcripcional puede deberse a que la unién de un represor a su DNA
operador impida el acceso directo de la RNAP a la regiéon promotora (exclusion
estérica) o bien porque, aunque haya unién de la RNAP, se anula la formacion del
complejo abierto o la elongacién en la sintesis del RNA (Browning & Busby, 2004;
Minchin & Busby, 2009).

En el DNA de pMV158 se han identificado cinco regiones promotoras (del Solar
et al., 1998). La expresion de los genes situados bajo el control del promotor P, da
lugar a un mRNA bicistronico para la sintesis de dos proteinas, CopG y RepB,
implicadas el control del numero de copias plasmidicas y en la replicacion,
respectivamente. Otros dos promotores, P, y P, dirigen la sintesis de dos RNAs de
pequefio tamafio denominados RNA | y RNA I, respectivamente. Mientras que
actualmente se desconoce la funcion del RNA I, existen varios trabajos en los que se
demuestra que, junto a CopG, el RNA Il es uno de los elementos implicados en el
circuito regulador del nimero de copias de pMV158 (del Solar & Espinosa, 2000). El
promotor Py, dirige la expresion de la proteina Tet(L), responsable de la resistencia a
tetraciclina. Y, finalmente, como objeto de estudio de este capitulo, el promotor P
dirige la sintesis de la proteina iniciadora de la conjugacién desde el gen mobM. En
este trabajo, se ha estudiado la unién de RNAP a P, €l inicio de la transcripcion in
vivo e in vitro del gen mobM en E. coli. Ademas, también se ha definido el punto de
iniciacion de transcripciébn en S. pneumoniae, in vivo. La realizacion de estudios de
interaccion DNA-proteina por microscopia electrénica se realizé a través de la Dra.
Alicia Bravo en el laboratorio del Dr. Rudi Lurz, en el Instituto de Genética Molecular

Max-Planck (Berlin, Alemania).
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1.1. Analisis de la interaccién entre el promotor de mobM y la RNAP

En un trabajo previo se ha caracterizado el inicio de la transcripcion del gen
mobM en la bacteria G+ Lactococcus lactis (Farias et al., 1999). De acuerdo con este
estudio, el promotor de mobM solapa con el origen de transferencia del plasmido
pMV158 (ver Fig. 24). Sin embargo, dado que esta regién de pMV158 se caracteriza
por tener un alto contenido en A+T, la probabilidad de encontrar secuencias
reconocidas por el factor 6”° y que se ajusten a la secuencia consenso de la caja -35
(5°-TTGACA-3’) y, sobre todo, a la secuencia -10 (5-TATAAT-3’) es muy alta. Por ello,
cabria la posibilidad de que la RNAP de otras bacterias reconociesen una secuencia
diferente a la reconocida por la RNAP de L. lactis. Asi, en una busqueda de
promotores mediante andlisis bioinformatico se identific6 una posible secuencia
promotora para la RNAP de E. coli. Dicho sitio se ubicaba 34 pb a 3’ del sitio
reconocido por la RNAP de L. lactis (Fig. 24), con las secuencias 5-TgGAag-3’ (-35) y
5’-TAaAcT-3" (-10) y un espaciado de 17 bases entre ambas. Ademas, la secuencia
adyacente hacia el extremo 5 de la caja -10 (5’-TGTGC-3’) se ajusta perfectamente al
consenso de promotor con -10 extendido (5’-TRTGN-3’, donde R es una purinay N es
cualquier nucledétido; Browning & Busby, 2004).

p 1 P g
= = 8
£ = S§Ey ¢ g
. e - E o —_ or E- —
—_ L]
3’] E:r’ % L? L § g
| Y M 5540 pb
RNAI ds0 oAl ssoU onT ssoA
— > * —
CopG RepB TetlL MobM
origen de transferencia — +1 L. lactis

TATAAAGTATAGTGTGT TATAC BTTACATGGAAGT TATACCGA

10 ext =35

57 -GCACACACTTT

- 4+ E coli?
AATPGTGCTARACTACCAGTTAAGATGTTGCTGATTAAGACGAGCAATAGACTGTGTCGGLT

=10 ext

CGTGTGTCTTTCGGTAATC GAAAGACAAGTCTTAA%GDBGGGAAATCT -3

Figura 24. Region promotora del gen mobM de pMV158.

Se muestra la secuencia promotora del gen mobM, la cual solapa parcialmente con el origen de
transferencia (oriT). Dentro de la caja -10 descrita para el promotor reconocido por L. lactis
(punteado rojo) se ubica el dinucleétido 5°-GpT-3’ (en negrita) donde corta la proteina MobM.
En azul se indica un segundo posible promotor, hallado mediante prediccién bioinformatica en
base a promotores regulados por 0" descritos en E. coli. En el extremo 3’ se indica el posible
sitio de unién de los ribosomas (secuencia de Shine Dalgarno, S.D.) y el codén ATG de inicio
de sintesis de la proteina MobM.
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Para determinar si la RNAP de E. coli reconocia alguna de las secuencias
mencionadas como promotor del gen mobM, se analiz6 la union de una muestra
comercial de holoenzima (Epicentre) a un fragmento de DNA bicatenario lineal (449
pb) que incluye ambas secuencias promotoras. Se optimizaron las condiciones del
ensayo empleando diferentes relaciones DNA:RNAP y variando la concentracion de
heparina (que se usé como competidor). Las reacciones se llevaron a cabo a 37 °C,
condiciones en las que la formacion del complejo abierto (RP,) durante el inicio de la
transcripcién esti favorecida y es estable. Como se muestra en la Figura 25, se
observé que los complejos DNA:RNAP quedaban retenidos en los pocillos en ausencia
de heparina. Sin embargo, mediante la adicién de heparina a una concentraciéon de 5
pug/ml se consiguieron resolver complejos especificos entre el DNA empleado vy la
RNAP de E. coli, llegando a desplazarse completamente cuando se aumentd la

cantidad de este competidor.

DNA:RNAP 10 1:24
Heparina (ug/ml) 0 0 100 40 20 10 &5 25 0.5 0.25
— = — Complejo
~ - ad ad s s — DNA libre

Figura 25. Resolucion de complejos especificos formados entre la regién promotora del
gen mobM y la RNAP de E. coli.

La relacion DNA:proteina (5:120 nM) se mantuvo constante (1:24), incubando a 37°C durante
30 min. Posteriormente se afiadieron diferentes concentraciones de heparina (0.25-100 pg/ml)
y, tras incubar otros 5 min a 37°C, se cargaron las reacciones en geles nativos de PAA (5%).
La electroforesis se llevd a cabo a 4°C, durante 1.5 horas a 12 V/cm. El gel se tifié con una
solucién de BrEt a 1 ug/ml, durante 20 min y se visualizd en un transiluminador con luz UV.

Para localizar qué secuencia reconoce la RNAP de E. coli como promotor del
gen mobM se analizaron los complejos DNA:RNAP mediante microscopia electronica,
en condiciones similares a las empleadas para los ensayos de EMSA. En estos
ensayos, se utilizaron dos fragmentos de DNA de 699 y 2375 pb. Ambos fragmentos
fueron amplificados por PCR con las parejas de oligonucleétidos ssoU-F/ssoU-R y

ssoU-F/ssoA-R, respectivamente (Tabla 5). En los complejos DNA:RNAP visualizados
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al ME, se midi6 la longitud entre el sitio de union de la RNAP y el extremo de la

molécula de DNA que esté proximo a dicho sitio.

TAGTTTAGAGCGAGCTAAGGA
T
4992
- v
N [}
py <
[3p] o}
(2375 pb)
3624
-35 l -10 ext
(3612) TTTACHTGGAAGII TATACCGAAATITGTGCTAAACTRCCAGTTAAG (3646)
¢H1?
3632

< (699 pb)
N 2
P 3

3308
1

TTTTATTCTTGCTGAGTCTGG

Figura 26. Mapeo del sitio de union de la RNAP de E. coli en la region promotora del gen
mobM por microscopia electronica.

Micrografias de los complejos formados entre la RNAP y dos fragmentos de DNA de 699 pb (A)
0 2375 pb (B). Ambos fragmentos contienen la regién promotora del gen mobM. Tras fijar los
complejos RNAP-DNA con glutaraldehido, se procedid a la preparacion de las muestras para
su observacion al microscopio electronico. Posteriormente, se midié la longitud del DNA en los
complejos vy, la distancia entre el sitio de unidn de la RNAP y el extremo del DNA mas préximo.
C) Esquema ilustrativo de los dos fragmentos de DNA empleados, uno de 2375 pb (en azul) y
otro de 699 pb (en marrén). Se indican las coordenadas de pMV158 (flechas azules y
marrones) en las que podria localizarse la RNAP de acuerdo con las mediciones.

Con el fragmento de 699 pb, de 105 complejos analizados, el 75.24% tenian
una molécula de RNAP localizada a aproximadamente 187 pb del extremo. Dicha

posicién corresponderia a la coordenada 3308 6 3632 de pMV158 (ver Figura 26). Los
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resultados obtenidos con el fragmento de 2375 pb nos permitieron concluir sobre el
sitio de union de la RNAP. En este caso, el 73.56% de los complejos analizados (un
total de 174) tenian una molécula de RNAP a aproximadamente 503 pb del extremo.
Dicha posicion corresponderia a la coordenada 3624 6 4992 de pMV158. Tras analizar
nuevamente las regiones correspondientes a las coordenadas 3308 y 4992 de
pMV158, no se observaron secuencias que se ajustaran a un promotor consenso (Fig.
26). Sin embargo, aparte de que las coordenadas 3632 (DNA de 699 pb) y 3624 (DNA
de 2375 pb) se ajustan con bastante exactitud entre ellas, coinciden precisamente con
la posicion de la caja -10 propuesta para el promotor de E. coli mediante prediccion
bioinformatica (ver Fig. 24). Estos datos sugerian que el promotor reconocido por la
RNAP de E. coli es diferente al descrito para L. lactis. Por ello, a partir de ese
momento se denomind como Pmobl al promotor reconocido en L. lactis, y como

Pmob2 al observado para E. coli.

1.2. Transcripcién in vitro con la RNAP de E. coli

Una vez que se tenian a punto las condiciones de union de la muestra
comercial de la RNAP de E. coli, se quiso analizar si esta enzima tenia capacidad para
iniciar la sintesis de mRNA desde el nuevo promotor identificado en el gen mobM
(Pmob2). Para ello, se realizaron ensayos de transcripcion in vitro empleando dos
moldes de DNA (DNA-1 y DNA-2) de 362 pb y 699 pb de longitud, respectivamente
(Fig. 27A). Ambos DNAs incluyen tanto el promotor Pmobl (L. lactis) como Pmob2

(¢ E. coli?).

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 27B. Teniendo en cuenta
que el RNA migra mas lentamente que un DNA de igual tamafio (entre un 5y 10%),
se estimaron los tamafios correspondientes a cada uno de los productos de sintesis
observados tomando como referencia una secuencia de DNA obtenida por el método
de Sanger. Se obtuvieron productos mayoritarios de 158 y 188 nt con el DNA-1 y DNA-
2, respectivamente. Estos datos se ajustaron perfectamente a los tamafios tedricos
esperados para el promotor Pmob2 (148 y 177 nt), lo que equivale a un punto de
inicio de transcripcion en la coordenada 3643 de la secuencia de pMV158, distanciado
7 pb a 3’ de la caja -10 de Pmob2. Asi, se pudo afirmar de forma inequivoca que

Pmob2 es el promotor reconocido preferentemente por la RNAP de E. coli.
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Figura 27. Transcripcién in vitro con la RNAP de E. coli.

A) Esquema de los moldes de DNA-1 (verde) y DNA-2 (azul) empleados en el ensayo (362 y
699 pb, respectivamente), indicando las coordenadas correspondientes en la secuencia de
pMV158. Ambos DNAs incluyen los promotores descritos para L. lactis (Pmobl) y E. coli
(Pmob?2), distanciados por 34 nucledtidos (nt) entre si. B) Gel desnaturalizante (PAA 6%, 8M
urea) con las muestras de mRNA sintetizado por la actividad de la RNAP, junto a reacciones de
secuencia de DNA como referencia. Las reacciones se llevaron a cabo con 30nM de DNA, 0.15
U de RNAP, y una mezcla de rNTPs (incluido 32P-UTP), incubando a 37 °C durante 30 min. Las
flechas indican los tamafios aproximados de cada uno de los productos obtenidos. C)
Comparacion entre los tamafios del producto de mRNA tedrico y observado para cada uno de
los promotores y moldes de DNA empleados. La diferencia de tamafios se debe a que una
molécula de RNA migra mas lentamente (5-10%) que una molécula de DNA del mismo tamario.

1.3. Determinacion de la transcripcion in vivo del gen mobM

Los intentos de purificacion de la RNA polimerasa (RNAP) de S. pneumoniae
en nuestro laboratorio han sido, por ahora, fallidos. Por esta razén, no fue posible
analizar la capacidad de union de esta proteina al DNA del oriT mediante EMSA, y

tampoco el estudio del inicio de sintesis del mMRNA, mediante transcripcién in vitro.
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Asi, la Unica aproximacién que se pudo llevar a cabo para estudiar el inicio
transcripcional del gen mobM en S. pneumoniae fue mediante la técnica de extensién
del cebador. Concretamente, se empled una muestra de RNA total, extraido de una
estirpe de S. pneumoniae portadora del plasmido pMV158. Este RNA se anillé con un
oligonucledtido (PE-R; Tabla 5), marcado con *P y que es complementario a una
region interna del mRNA,,. Posteriormente, se extendid este cebador mediante
sintesis de cDNA con una transcriptasa reversa y se resolvieron los productos en
geles desnaturalizantes (20% PAA, 8M urea) junto a secuencias de DNA obtenidas
con el mismo oligonucleétido. Los resultados experimentales obtenidos mostraron que
el mMRNAq, Sintetizado por S. pneumoniae se iniciaria a partir de un tercer promotor,
diferente a los descritos anteriormente (Fig. 28, calle 2). Este nuevo promotor, que
denominamos Pmob3, se encuentra ubicado hacia la regién 5’ del promotor descrito
en L. lactis y del promotor identificado en este trabajo para E. coli. Cuando se realiz6
este andlisis empleando un extracto de RNA total de una estirpe de E. coli portadora
de pMV158 (Fig. 28, calle 1), se observo que la sintesis del mMRNAo, S€ inicia, in vivo,
desde el mismo promotor identificado mediante transcripcion in vitro con la RNAP de
esta bacteria (Fig. 27). Estos resultados muestran que la region promotora del gen
mobM depende de la RNAP del huésped del plasmido, y que el inicio de la

transcripcion puede tener lugar desde, al menos, tres puntos diferentes.

A G T C 1 2
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prey . -l -10 v -10
- - - 5'-CTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGTITATACT
s - L—» +1 S.pn
= = P
. = -10 ext.
: - TACATGGAAGTTATACCGAAAT'TGTGCTAAAC'H
|- L +1L.Jac
— Q -— h
- - - ACCAGTTAAGATGTTGCTGATTAAGACG -3°
- ; L +1E.co

Figura 28. Iniciacion de la transcripcion del mRNA del gen mobM en E. coli (1) y S.
pneumoniae (2).

Un extracto de RNA total de células portadoras del pladsmido pMV158 se utiliz6 como molde
para anillar un cebador marcado radiactivamente (32P), que hibrida de forma especifica en la
region interna del mMRNA de mobM. El producto se extendié mediante retro-transcripcion in vitro
y se analizé en geles desnaturalizantes junto a reacciones de secuenciacidn obtenidas con el
mismo cebador. Las cajas -10 de los promotores y los puntos de inicio de transcripcion
identificados para S. pneumoniae, L. lactis y E. coli se indican sobre la secuencia en color rojo,
negro y azul, respectivamente.
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El inicio de la transferencia conjugativa de pMV158 se debe a la actividad de la
proteina MobM, codificada por el propio plasmido. Esta proteina produce un corte
especifico (actividad relaxasa) en el dinucleétido 5’GpT-3’ de su DNA diana, el origen
de transferencia (oriT), y como consecuencia, queda unida de manera estable
(probablemente a través de un enlace covalente) al extremo 5  del propio plasmido
(Guzman & Espinosa, 1997). Por homologia con otras proteinas de la familia Tra/Mob
(Francia et al., 2004), se asumi6 que el dominio relaxasa de MobM esta localizado en
la regién N-terminal. Asi, ademas de la proteina nativa, se plante6 la produccion de
una versién truncada de MobM que contuviera la region N-terminal de forma aislada.
Ello permitié llevar a cabo una primera aproximacién de su caracterizacién estructural
mediante dicroismo circular y de sus -caracteristicas hidrodinamicas mediante
ultracentrifugacion analitica. Asimismo, se procedié al estudio de las propiedades
cataliticas y termodinamicas de MobM en presencia de diferentes cationes divalentes.
Una parte importante de este trabajo se realizé en el laboratorio de la Doctora

Margarita Menéndez, en Instituto de Quimica-Fisica Rocasolano (IQFR-CSIC, Madrid).

2.1. Purificaciéon del dominio relaxasa de la proteina MobM

La proteina MobM se ha purificado mediante el sistema pET combinado con la
estirpe E.coli BL21(DES3). Se tuvieron en cuenta dos criterios para el disefio del clonaje
y purificacion el dominio relaxasa de MobM. En el primero, se considerd que todos los
motivos conservados debian estar presentes en la version truncada de la proteina
(motivos I, 11, y lll). Y en el segundo, el nivel de conservacion de secuencia de MobM
con respecto las proteinas de la familia debia ser elevado. Asi, dado que los tres
motivos descritos se encuentran en los primeros 135 aminoacidos de la proteina (Fig.
29), y después del residuo en posicién 200, la conservacién de secuencia fue muy
baja, se decidio clonar la region codificante de los primeros 199 aminoacidos de MobM
(Fig. 29). Concretamente, se llevo a cabo la amplificacion de un fragmento de 630 pb
(coordenadas 3718-4347 en la secuencia de pMV158) con una pareja de cebadores
que incluian: i) diana para la enzima de restriccién Ndel (oligonucleétido Nde-For) vy ii)
diana para Xhol y el cambio del codén “GAA” del gen mobM (equivalente al residuo
E200) por un codon STOP “TAA” (oligonucledtido STOP/Xho-Rev). Tras digerir el
producto amplificado y el vector de expresion pET24(b) con las dos enzimas de
restriccion, se ligaron ambos fragmentos para obtener el pldsmido recombinante
pMobMN199, que contiene la regidon del gen mobM que codifica los primeros 199
aminoacidos de la regién N-terminal. A su vez, se obtuvo el clonaje que permitié

purificar una variante de esta proteina con una cola de 6 histidinas en el extremo C-
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terminal (MobMN199His), empleando una pareja de cebadores similar, en la que no se

incluia el codén STOP en el segundo oligonucledtido (Xho-Rev).
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Figura 29. Esquema de la proteina MobM y MobMN199.

La regién N-terminal contiene tres motivos conservados, en teoria implicados en la union y
corte del DNA. La regién C-terminal contiene los dominios de dimerizacion y, supuestamente,
de interaccién con otras proteinas.

La expresion de proteina en estos vectores esta dirigida bajo el control del
promotor ®10 del fago T7, reconocido especificamente por la RNA polimerasa (RNAP)
de este mismo fago. Por ello, tras confirmar cada uno de los clonajes mediante
secuenciacion de DNA, se procedié a su introduccion en la estirpe de E. coli
BL21(DE3), cuyo cromosoma contiene integrada una copia defectiva del fago A, con el
gen de la RNAP de T7 bajo el promotor inducible lacUV5. En este sistema, la
expresion de la proteina de interés se induce afadiendo IPTG al medio de cultivo, de
manera que se inicia la sintesis de la T7-RNAP, encargada de transcribir el gen
clonado en el vector pET (ver Fig. 22). La estrategia de purificacion de MobM vy
MobMN199 en este trabajo se basd en una mejora de un protocolo previo, optimizado
para MobM (de Antonio et al.,, 2004), empleando PEI para precipitar DNA de forma
eficiente, seguido de un paso de cromatografia de afinidad y un paso final de filtracion
en gel (ver Materiales y métodos). El rendimiento final obtenido fue de 4.5 mg de
proteina por cada litro de cultivo de células inducido, con una pureza superior al 98%
(Fig. 30).
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Figura 30. Pasos en la purificacién de la proteina MobMN199.

A) Se partié de un cultivo a una DOggg de 0.5 (carril 1) para inducir la expresion de la proteina
con 1mM de IPTG, durante 30 min a 37°C en agitacion, seguido de 1’5 horas con 200 ug/ml de
rifampicina en las mismas condiciones (carril 2). Las células se lisaron mediante paso por una
prensa French y el sobrenadante (carril 3) se trat6 con PEI al 0.2% (carril 4). La fracciéon
proteica se precipitd con sulfato amoénico al 70% de saturacién y se resuspendié en tampén A
0.3 M NacCl (carril 5). Tras dializar frente al mismo tampén (carril 6), la muestra se cargd en una
columna de heparina y se eluyé mediante un gradiente de 0.3 a 0.8 M de NacCl (carriles del gel
7). B) Ultimo paso de purificacion de MobMN199 mediante cromatografia de filtracion en gel. El
grafico muestra el perfil de elucién de MobMN199 en una columna Superdex 200 (Amersham),
a un flujo de 0.5 ml/min. La imagen interior muestra el analisis SDS-PAGE de las fracciones
puras y concentradas junto a un marcador de peso molecular.

En el caso de la proteina MobMN199His se aplicO6 un protocolo de
cromatografia de afinidad en columnas de niquel inmovilizado (IMAC), empleando un
tampon con alta fuerza i6nica (1M NaCl) para evitar la unién inespecifica de DNA (no
se muestra). La movilidad relativa de las proteinas MobMN199 y MobMN199His en
geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) correspondié con lo esperado, segun las
predicciones de las masas moleculares tedricas realizadas a través de las secuencias
de DNA (23261 y 24326 Da, respectivamente). La secuenciacion de los primeros 10
aminodcidos del extremo N-terminal de la proteina MobMN199 revel6 que, al igual que
en la proteina MobM, el residuo Metl era eliminado. Asi, el coeficiente de extincion
molar estimado fue € = 17420 M*cm™ (lo cual equivale a Ag’** = 0.753 ml mg™* cm™),

debido al contenido en 1 residuo Trp y 8 residuos Tyr (4.5% del contenido
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aminoacidico total). El punto isoeléctrico predicho fue de 6.2, un valor poco frecuente

en proteinas de unién a DNA.

En cada uno de los pasos de la purificacion de MobMN199 se tomaron
alicuotas de 50 pl, para medir la cantidad de proteina total, considerando 1 unidad de
absorbancia a 280 nm como 1mg de proteina por ml (Tabla 8). Como se esperaba,
antes del tratamiento con PEI para eliminar el DNA del extracto crudo, las relaciones
de absorbancia 260/280 fueron demasiado altas (1.72), de manera que la estimacion
cantidad de proteina total no fue fiable. A medida que se avanz6 en el proceso de
purificacién, la cantidad de proteina total disminuydé y la relacion 260/280 fue
mejorando considerablemente (~ 0.5). Sélo tras la aplicacibn de la muestra en
columna de heparina, se obtuvo una pureza relativa de MobMN199 lo suficientemente
buena como para poder realizar ensayos de actividad de corte y cierre con DNA
superenrollado de pMV158. Asi, se definio como “Unidad enzimatica” a la cantidad de
proteina MobMN199 necesaria para convertir 0.5 pug de DNA superenrollado en formas
circulares y cerradas covalententemente, incubando durante 1 hora a 37°C en
presencia de MnCl, (15 mM). Segun se indica en la Tabla 8, la actividad especifica
(unidades/mg proteina) aument6 5 veces tras el ultimo paso de purificacion mediante
filtracion en gel. Fue imposible llevar a cabo este ensayo con las muestras obtenidas
en los pasos anteriores, debido probablemente a la presencia de proteinas con

actividad exo- o endo-nucleasa.

Tabla 8. Purificacion de MobMN199 y medidas de actividad especifica.

Volumen Proteinatotal Relacion Unidades  Actividad especifica

(ml) (mg/ml)® 260/280 totales” (unidades/mg)
Extracto crudo 37 52,9 1,72 N.D. -
PEI 37 12,9 0,82 N.D. -
Sulfato Aménico 36 8,4 0,78 N.D. -
Dialisis 36 6,9 0,67 N.D. -
Heparina 1,5 7,6 0,59 2410 212
Filtracién en gel 2 4,4 0,53 11430 1298

®Estimacion de la concentracion de proteina considerando 1 Absygo= 1mg/ml.
®Una unidad equivale a la cantidad de proteina necesaria para convertir 0.5 pg de DNA superenrollado en
formas circulares y cerradas de forma covalente, incubando 1 hora a 37 °C. N.D., no determinado.
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2.2. Estado de oligomerizacién de la proteina MobMN199

MobMN199 representa una version truncada en la que se han eliminado los
altimos 295 residuos de la proteina MobM desde el extremo carboxilo. Por esta razén,
y dado que se ha determinado que la proteina MobM nativa es un dimero en solucion
(de Antonio et al., 2004), se realizaron varios andlisis de ultracentrifugacion analitica
con el fin de conocer el estado de oligomerizaciéon de la proteina MobMN199 (Fig. 31).
Los resultados obtenidos con tres concentraciones de proteina (2, 8 y 20 uM) fueron
muy similares entre si. Los perfiles de velocidad de sedimentacion se ajustaron a una
sola especie, confirmando la pureza de la muestra (98.1% de la concentracion total
analizada), con un valor Sy, de 2.37 s y un My, de 22944 + 2820 Da; lo cual
corresponde con la masa tedrica de un monémero de MobMN199 (23,130 Da, sin
Metl). Ademas, los mejores ajustes de los datos de equilibrio de sedimentacién a las
tres concentraciones ensayadas fueron de 22637, 23101 y 21985 Da,
respectivamente, confirmando que la proteina se encuentra en forma monomérica y
que el dominio de dimerizacion se encuentra en la region C-terminal de la proteina
MobM. El valor del radio friccional calculado fue f/f,=1.25, indicando que MobMN199
tiene una forma asimétrica, alejado de una particula esférica rigida (f/fo= 1.0).
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Figura 31. Perfil de ultracentrifugacion analitica de MobMN199.

Equilibrio de sedimentacion de la proteina (8 uM en tampoén UA) a 35000 rpm y 20°C. El mejor
ajuste (linea continua) de los datos experimentales (circulos grises) correspondia a un
mondmero de 23101 Da. El grafico interior muestra la distribucién de la muestra en el analisis
de velocidad de sedimentacién (48000 rpm, 20°C).
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2.3. Analisis de la actividad relaxasa de MobMN199

La proteina MobM silvestre es capaz de convertir formas de DNA
superenrollado circular covalentemente cerradas (formas FI o cccDNA) de pMV158 en
circulos abiertos (formas Fll, ocDNA) de manera proporcional a la dosis de enzima
empleada. La actividad 6ptima de corte se alcanzé en presencia de Mg®* o Mn**, a una
temperatura de 30 °C durante 30 min (de Antonio et al., 2004). Para analizar la
capacidad de corte de MobMN199 y MobMN199His sobre pMV158, se incubaron 300
ng de DNA superenrollado con diferentes concentraciones de proteina (rango de 120 a
480 nM) en presencia de MnCl, (15 mM), en las mismas condiciones que en los
ensayos originales con MobM. El resultado indic6 que MobMN199 tiene la misma
eficiencia de corte que la proteina nativa, convirtiendo hasta casi un 60% de formas FlI
en formas Fll (Fig. 32A).

A
MobM MobMN199
fl— FIl = - SR Sy -]
A I — —_ Fl — [ _—3 - -
B
MobMN199His MobMN199His + CPA
- ——— - —————
“|- Fll - " G g

i S e I I

Figura 32. Actividad de corte de MobM, MobMN199 (A) y MobMN199His (B) sobre DNA
superenrollado de pMV158.

En cada reaccién se empled una concentracion de DNA de 8 nM y se incubd sin o con proteina
(120, 240 o 480 nM) en presencia de MnCl, (15 mM) a 30 °C, 30 min. FI, DNA superenrollado;
Fll, DNA relajado por la actividad de corte de MobM o sus derivados; CPA, carboxipeptidasa-A.
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En ninguno de los ensayos se observé una actividad de corte del 100%, lo cual
es tipico de las proteinas con actividad relaxasa, posiblemente debido a un equilibrio
entre corte y cierre del DNA. Desafortunadamente, cuando estos ensayos se repitieron
con la version que tenia la cola de His (MobMN199His) no se obtuvieron formas FlI,
indicando que la proteina no era activa, ni siquiera aumentando su concentracion
(hasta 1 pM). Esta version de la proteina recupero parcialmente la actividad cuando se
eliminaron los residuos His mediante digestién controlada con Carboxipeptidasa A
(Fig. 32B). Podria pensarse que este fendbmeno es debido a que las His impiden un
plegamiento correcto de la proteina, y/o a que el DNA no pueda acceder al sitio activo
de la misma. Por ello, no se prosiguié en esta direccidn solo se sigui6 trabajando con
la version truncada de la proteina en su estado nativo.

La actividad relaxasa de MobMN199 fue 6ptima cuando, en lugar de Mn?*, se
empledé MgCl,. Sin embargo, esta actividad solo se recuperé de forma parcial cuando
se realizaron los ensayos en presencia de CaCl,, y fue nula con Zn** o Ba** (Fig. 33).
Asi, la jerarquia de preferencia de MobMN199 por diferentes cationes seria: Mn** =
Mg?* > Ca** > Zn** = Ba®". Estos resultados son idénticos a los obtenidos previamente
con la proteina nativa MobM (de Antonio et al., 2004).
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Figura 33. Actividad de corte de MobMN199 en presencia de diferentes cationes
divalentes.

En las reacciones se empled una concentracion de DNA de 8 nM y se incubé sin o con proteina

(240 nM) durante 30 min a 30°C, en presencia de diferentes cationes divalentes a una
concentracion de 15 mM.

99



Capitulo 2

2.4. Determinacion de la estructura secundaria de MobMN199

La estructura secundaria de MobMN199 se ha analizado primero mediante
métodos computacionales, y luego se contrastaron de forma experimental por andlisis
de dicroismo circular. En primer lugar, se estimo (Tabla 9) y represento la distribucion
de los residuos (Fig. 34A) que contribuyen en la estructura secundaria de la proteina
mediante analisis bioinformatico con 5 programas de prediccién diferentes (PSIPred,
Jpred, NPS@, SABLE y PredictProtein). Como puede observarse, las hélices-a se
alternan con las cadenas-p sobre la secuencia de la proteina MobMN199, lo cual es
una caracteristica tipica del dominio relaxasa de las proteinas de la familia Rep/Mob

(ver Introduccién).
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Figura 34. Analisis de la estructura secundaria de MobMN199.

A) Prediccién de la distribucion de estructuras secundarias sobre la secuencia de la proteina
mediante los programas PSIPred, Jpred, NPS@, SABLE y PredictProtein. Las flechas y los
cilindros indican cadena-B o hélice-a, respectivamente. Los aminoacidos destacados en negrita
indican la posicion de la Tyr catalitica propuesta (Grohmann et al., 1999) y la triada de
histidinas que coordinarian el metal divalente. B) Espectro CD de MobMN199 en el UV lejano,
adquirido en una cubeta de cuarzo (0.2 mm de paso éptico) a 10°C en tampén CD1. Cada
espectro es el resultado de 4 acumulaciones con una velocidad de barrido de 20 nm min™ y un
ancho de banda de 1 nm. La sefial de fondo se corrigi6 mediante sustraccién del espectro del
tampdn. La linea continua representa el ajuste de los valores experimentales (esferas grises)
mediante el programa CONTIN-L. El espectro presenta dos minimos de elipticidad a 208 y 222
nm, caracteristico de proteinas con alto contenido en hélice-a.
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El espectro CD de MobMN199 (15 pM) obtenido en el UV-lejano (185-260 nm)
mostré dos picos minimos en la sefial de elipticidad a 208 y 222 nm y un maximo a
193 nm, caracteristico de las proteinas con alto contenido en hélices-a (Fig. 34B).
Mediante la deconvolucién de los datos registrados con dos programas diferentes
(CONTIN y SELCON3) se pudo determinar la composicién en estructura secundaria,
estableciendo un consenso que se ajusta muy bien a la estimacién inicial desde el

analisis bioinformatico de la secuencia de MobMN199 (Tabla 9).

Tabla 9. Contenido en estructura secundaria de la proteina MobMN199.

Hélice-a Cadena- Giros No-asignado
Método de CONTIN 41.1 14.8 20.2 24
Deconvolucion SELCON3 47.4 7.9 22 24.1
Media 442+45 11.4+49 21.1%+13 24+0.1
Programa de  PSIPred 41.9 19.2 N.D. 38.9
Prediccion Jpred 38.4 16.2 N.D. 455
NPS@ 47.5 10.1 N.D. 42.4
SABLE 37.9 18.2 N.D. 43.9
PredictProtein 36.9 15.7 N.D. 47.5
Media 40.5+43 159+3.5 - 43.6 + 3.2

*Los datos y las desviaciones estandar se presentan en porcentaje. N.D. no determinado.

2.5. Medidas de estabilidad térmica de MobMN199

Mediante CD, también se analizaron los perfiles de desnaturalizacion térmica
de la proteina MobMN199 (15 uM), en presencia o ausencia de cationes divalentes
Mn?* o Mg?*. Dado que estos cationes precipitan en el tampén CD1 (tampén fosfato),
fue necesario dializar la muestra en otro tampén compatible basado en Hepes (tampén
CD2). En este tampoén la sefal de dicroismo presenta mas interferencia a ciertas
longitudes de onda (<210 nm) en el UV-lejano. Por esta razén, para detectar los
cambios en la elipticidad en funcién al aumento de temperatura (10-90°C) se
realizaron las lecturas a una longitud de onda de 218 nm, a una tasa de incremento de
50°C por hora (Fig. 35A). Ademas, durante el experimento se tomaron lecturas en el
espectro desde 205 hasta 260 nm a temperaturas de 10, 30, 40 y 85°C (Fig. 35B-D).
Tras alcanzar los 90°C, se enfriaron las muestras nuevamente a 10°C, y se tomo otro
espectro en el mismo rango de longitud de onda. Los resultados mostraron una
pérdida progresiva en la sefial de elipticidad desde el principio del andlisis (Fig. 35A,

curva roja) y la temperatura de fusion (Tm) estimada fue de 33°C. Se observd un
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comportamiento similar cuando se repitieron los ensayos con una muestra a la que se
afadio previamente MgCl, (15 mM), comenzando a desnaturalizarse a los 20°C y con
una Tm de 33°C (Fig. 35A, curva negra). No obstante, el andlisis de desnaturalizacion
térmica en presencia de 15 mM de MnClI, resultd en un retardo significativo en la
pérdida de sefal, comenzando a los 35°C, y aumentando la Tm hasta 51°C (Fig. 35A,
curva verde). Estos datos indicaron que los iones Mn?*, pero no Mg?, aportan

estabilidad térmica a la proteina MobMN199.
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Figura 35. Andlisis de la estabilidad térmica de MobMN199 (15 uM).

A) Perfiles de desnaturalizacién térmica de MobMN199 en funcion a los cambios en elipticidad
a 218 nm, en ausencia o presencia de Mn** o0 Mg?* (15 mM). Los datos experimentales (puntos)
se ajustaron a un modelo de dos estados, desde el mondmero de proteina plegado hasta el
mondmero totalmente desnaturalizado. B-D) Espectros de dicroismo circular de MobMN199 en
el UV lejano sin metal divalente (B) o con una concentracion de 15mM de Mg”* (C) o Mn** (D),
a diferentes temperaturas en cubetas de cuarzo de 1 mm de paso Optico. Las curvas
discontinuas corresponden a las lecturas tomadas tras enfriar las muestras nuevamente a la

temperatura inicial del experimento (— 10°C).

2.6. Actividad de MobMN199 de tras la desnaturalizacion térmica

Tras comparar los espectros obtenidos durante la desnaturalizacion con los
espectros registrados después de enfriar las muestras a 10°C, se observé una

recuperacion en la sefal de dicroismo, independientemente de la presencia de

102



Resultados

cationes. No obstante, la recuperacion de la sefial no es absoluta y equivale al
espectro recogido a 30°C durante la desnaturalizacién de la muestra sin cation (Fig.
35B-D, curvas discontinuas). Esto podria indicar que, en la proteina MobMN199, los
cambios estructurales inducidos por temperatura podrian ser parcialmente reversibles,
probablemente a causa de la existencia de varios dominios de plegamiento con
diferentes capacidades de renaturalizacion. Para estudiar si estos cambios afectaban
a la actividad catalitica, se incubaron las diferentes muestras de proteina MobMN199
(a una concentracion de 240 nm) con DNA superenrollado de pMV158 (8 nM), a 30°C
y en presencia o ausencia de cationes divalentes. Tras separar las muestras en geles
de agarosa (1.5%) con 0.5 pg/ml de Brkt, se observaron diferentes formas
plasmidicas: formas Fll y formas FI' (moléculas relajadas y cerradas covalentemente),
como resultado de la actividad de corte y cierre de MobMN199, respectivamente (Fig.
36). Concretamente, con la proteina control (sin desnaturalizar en el dicrégrafo) se
obtuvieron un 60% de formas FIl, de las cuales un 50% fueron convertidas en formas
FI’, tanto con Mg como con Mn?*. La muestra de proteina renaturalizada sin cationes
retuvo la actividad de corte (50% FIll), pero la capacidad para cerrar esas moléculas
fue significativamente menor (sélo un 15% FI'). Sin embargo, cuando se emplearon las
muestras de proteina que habian sido tratadas y renaturalizadas en presencia de
cationes, la actividad de cierre se recuper6 de forma parcial o total con Mg®* (33% FI’)

o Mn?* (52% FI'), respectivamente.

Proteina control - + + +
Proteina tratada - + HMg) +  +Mn)
Cation reaccion - - Mg Mg Mg Mn Mn Mn
- - - - Fil
- - Fi

Fll 70 80 294 618 419 284 524 217
% |FI 930 920 88 213 246 190 319 265
Fr 0 0 617 168 335 625 157 518

Figura 36. Actividad de corte/cierre de MobMN199 tras el tratamiento de
desnaturalizacion térmica, con o sin metales divalentes.

En cada reaccién se emple6 una concentracion de DNA de 8 nM y se incubd sin o con proteina
(240 nM) en presencia de cation (15 mM) a 30°C, 30 min. Los controles se realizaron con una
muestra del mismo stock de proteina, que no fue desnaturalizada en el dicrégrafo (Proteina
control). Fl, DNA plasmidico superenrollado; Fll, DNA relajado por la actividad de corte de
MobMN199; FI', DNA relajado y cerrado covalentemente por la actividad de corte y cierre de
MobMN199.
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2.7. Efecto de los iones Mn?* en la desnaturalizacién de MobMN199

Para estudiar mas detalladamente el efecto del Mn* sobre MobMN199, se
realizaron nuevos ensayos de desnaturalizacion térmica en presencia de diferentes
concentraciones de cation Mn?*. Los cambios en la estructura secundaria inducidos
por el aumento de temperatura se midieron en funcién a la pérdida de sefial de
elipticidad a 218 nm (Fig. 37A). Tras normalizar y representar los datos experimentales
obtenidos con el programa SigmaPlot, se realiz6 un ajuste a un modelo de dos
estados de transicion (desde el monémero de proteina plegado al mondémero
desnaturalizado), a partir del cual se pudo estimar la temperatura de desnaturalizacion
(Tm). Los resultados mostraron una clara dependencia de la estabilidad térmica de
MobMN199 en funcién a la concentracion de catidén, con un aumento en la Tm de mas
de 14°C en un rango que varié desde 20 pM hasta 15 mM de MnCl, (Fig. 37B). La
concentracién de proteina en todos los ensayos de desnaturalizaciéon fue de 15 pM.
Asumiendo que la estequiometria de unién del metal en el motivo de coordinacién de
histidinas es 1:1 (ver Fig. 57, capitulo 3), podria decirse que la reaccion se encontraba
en condiciones de saturacion desde la dosis méas baja de Mn** empleada (20 puM). Sin
embargo, la resistencia a la desnaturalizacion térmica de MobMN199 aumento
considerablemente en funcién a la concentracion de MnCl,. Este fendmeno se explica
teniendo en cuenta que la unién del metal a la forma nativa de la proteina aumenta la
Tm y este incremento (ATm) se hace mayor en funcion a la concentracion libre de
Mn?* en una forma no saturante (Fig. 37B). Ademas, este efecto depende de la
afinidad de la proteina por el ligando, segin se expresa en la siguiente ecuacion
(Brandts & Lin, 1990; Sanchez-Ruiz, 1992):

K, =K,/ (1+K;IL])

app

donde, K., €s la constante de desnaturalizacion aparente a una concentracion
determinada de ligando, Kp es la constante de desnaturalizacion intrinseca de la
proteina (sin ligando), Kg es la constante de afinidad de la proteina por el ligando, y [L]

es la concentracion de ligando libre.

Debido a la influencia del Mn?* en la estabilidad térmica de MobMN199 se
quiso estimar la afinidad y estequiometria de unién entre este metal y la proteina,
mediante analisis por ITC. Las medidas del calor liberado o absorbido al inyectar
MnCl, (1mM) sobre una solucion de proteina (89 uM) en tampoén ITC, se realizaron en

un calorimetro VP-ITC (MicroCal) manteniendo una temperatura constante de 17 °C y
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con una agitacion continua de 350 rpm. Para cuantificar la unién se calcularon las
constantes de disociacion ajustando los datos mediante una regresiéon no lineal a un
modelo de unién a sitios independientes con el programa Origin (MicroCal). Se
permitié que los valores de la constante de asociacion (Kb), la estequiometria metal-
proteina (n) y el cambio de entalpia (AH) variasen en el proceso de ajuste. El ajuste
obtenido revelé un valor de n préximo a 1, lo cual indicé que cada molécula de
MobMN199 reconoce un solo i6n Mn?*. Ademaés, la media de la constante de
disociacién obtenida en tres ensayos fue de 260 (+4) nM, indicando que MobMN199

tiene alta afinidad por este metal.
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Figura 37. Estabilidad térmica de MobMN199 con diferentes concentraciones de MnCl.,.

A) Perfiles de desnaturalizacion. Los cambios en la sefial de elipticidad de dicroismo circular
(CD) se registraron a 218 nm. Los datos experimentales (puntos) se ajustaron a un modelo de
dos estados (curvas), desde el mondmero de proteina plegado hasta el monémero totalmente
desnaturalizado. B) Temperaturas de desnaturalizacién (Tm) estimadas en cada analisis, con
las desviaciones estandar entre paréntesis (izquierda) y representacién grafica del In [Mn]
frente a Tm (derecha).
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Las interacciones entre la proteina MobM y su DNA diana han sido objeto de
estudio en nuestro laboratorio. En la actualidad, se sabe que el sitio de corte mediado
por MobM, dentro del origen de transferencia (oriT) de pMV158, se localiza entre las
coordenadas 3595 y 3596 de la secuencia plasmidica, y que, tras el corte, la proteina
queda unida al extremo 5 del DNA de forma estable, dejando libre el extremo 3’
(Guzman & Espinosa, 1997). Ademés, se demostrd que aunque MobM podia
reconocer fragmentos de DNA bicatenario lineal con la secuencia del oriT, el sustrato
debia estar en forma monocatenaria para que esta proteina pudiera introducir el corte
especifico, si bien la reaccion fue muy poco eficiente (Grohmann et al., 1999). Para
intentar avanzar en el conocimiento de las interacciones MobM-oriT, se disefiaron una
serie de experimentos en los que se empled como sustrato, bien DNA superenrollado
del plasmido pMV158 o bien fragmentos de DNA lineal, mono- y bi-catenario, que
incluian la region del oriT. Gran parte de los resultados que se muestran a
continuacion fueron obtenidos mediante colaboracién con cuatro grupos distintos: El
grupo del Dr. Rudi Lurz, del Instituto de Genética Molecular Max-Planck (Berlin,
Alemania), para la realizaciobn de estudios de interacciones DNA-proteina por
microscopia electrénica; el grupo del Dr. Joel F. Schildbach, en el Departamento de
Biologia de la Universidad de Johns Hopkins (Baltimore, USA), en el que se realizaron
los ensayos de interacciéon de MobM y MobMN199 con oligonucleétidos fluorescentes;
el grupo de la Dra. Margarita Menéndez, del Instituto de Quimica-Fisica “Rocasolano”
(CSIC, Madrid), el analisis de interacciones DNA-proteina mediante barrido de
calorimetria diferencial; y el grupo del Dr. Miguel Coll, en el Instituto de Biologia
Molecular de Barcelona (IBMB-CSIC), donde la Dra. Silvia Russi ha resuelto la

estructura tridimensional del domino relaxasa de MobM unido a DNA.

3.1. El origen de transferencia de pMV158 tiene tres IRs

Mediante analisis de secuencia y biusqueda de homologias en la base de datos
se observé un elevado grado de conservacién de secuencia entre los origenes de
transferencia (oriT) de los plasmidos de la familia de pMV158 (Fig. 38), dentro de una
region de 41 pb con un contenido en AT del 75.6% (31/41). En un estudio previo se
definieron dos repeticiones invertidas (IR1 e IR2) dentro de la secuencia del oriT de
pMV158, supuestamente capaces de formar estructuras secundarias de tipo tallo-lazo
(Guzman & Espinosa, 1997). Sin embargo, en el presente trabajo hemos identificado
una tercera repeticion (IR3) tras extender la region de analisis hacia el extremo 5’ del
oriT. La Figura 39 ilustra las posibles conformaciones de de estas tres repeticiones

invertidas. En detalle, el IR1 (AG= -4.03 kcal/mol) es una secuencia de 18 nucleotidos
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(coordenadas 3569-3587 en pMV158), con un tallo de 7 pby un lazo de 4 nucleétidos
desapareados (5’-GAAT-3’). El IR2 (AG= -4.4 kcal/mol) comprende una secuencia
inversa repetida de 24 nuclettidos (coordenadas 3582-3605), capaz de formar una
estructura cruciforme con un tallo de 9 pb y un lazo desapareado de 6 nucledtidos,
dentro del cual se encuentra el sitio de corte (5’-GTGTG/T-3’). Finalmente, el IR3 (AG=
-6.88 kcal/mol) consiste en una secuencia inversa repetida imperfecta de 31
nucleétidos (coordenadas 3565-3595), que incluye la secuencia de IR1 y se prolonga 5
pb méas hacia la base del tallo, dejando 3 nucleétidos desapareados (5’-ATA-3’) en el
brazo derecho (IR3-L). El extremo 3" del IR-3 coincide con el nucleétido G,

correspondiente al dinucleétido 5’-G/T-3’ del sito de corte.

v
—— ACACACTTTATGAATATAAA---GTATAGTGTGTTAT---ACTTTAC pMV158
60
—— TCACACTTTATAACA-TAAA---GTATAGTGAGTTAT---ACTTCGA pCl411
49
CCAGACTTTGTGATAACAAA---GTATACTGGATTAT---ACTTTAC  pLA106
CGCACATTTACGAA-GTAAA---GTATAATATATTATTATACTTTAC pSSU1
39 —— CGCACATTTACGAA-GTAAA---GTATAGTGCGTTAT---ACTTTAC pSMQ172
L] S AGCACATTTACGAA-GTAAA---GTATAGTGCGTTAT---ACTTTAC pER13
28 ——— CCCACCTTTACGAA-GTAAG---ATATAGTGGGTTAT---ACTTTAC pLB4
87 —— CCCACCTTTACGAA-GTAAA---GTATAGTGGGTTAT---ACTTTAC pPB1
84 CCCACCTTTACGAA-GTAAA---GTATAGTGGGTTAT---ACTTTAC pA1
48
41 — CACACCTTTACGAAAGTAAA---GTATAGTGTGCTAT---ACTTTAC pBM02
88 CACACCTTTACGAATGTAAA---GTATAGTGTGTTAT---ACTTTAC pYSI8
v
— GACTTAATTACGAA-GTAAATAAGTCTAGTGTGTTAG---ACTTTAT pE194
99
I—— GACTTAATTACGAA-GTAAATAAGTCTAGTGTGTTAG---ACTTTAT pFX2
—— AGGTTTTGCTTCAGCATTGGTTATTATATCATGTCCGCTTACTTTAT pRW35
81 ,
L—— TGTGTTTTGATGTA-GCGGAGCTATGTCAAAACTACCCAAACGTTAC pSBO2
4 —— AGAGCACGTCCAGAAGAATTCTGGTATACCGTGTTATACCAAATGGT  pLS55
100

—— AGAGCACGTCCAGAAGAATTCTGGTATACCGTGTTATACCAAATGGT pMAG7

Figura 38. Arbol filogenético y alineamiento de la secuencia del oriT de la familia de
plasmidos de replicacion por circulo rodante (RC) de pMV158.

En cada rama del arbol se muestra el valor de bootstrap obtenido (%) tras 1000 replicas. El
dinucledtido propuesto en cada plasmido como sitio de corte se indica en negrita, ademas de
con una flecha en los dos casos en que se han mapeado experimentalmente (pMV158 y
pE194; Grohmann et al., 1997).
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Figura 39. Representacion de las 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 formacién de la estructura IR1 (verde) y viceversa. Si continla la extrusién
de la estructura cruciforme IR1, se podria formar una horquilla de tipo IR3 (naranja).

Un analisis detallado de cada uno de los brazos de los IR, revel6 que en el
brazo izquierdo de IR1 y de IR3 (IR1/3-L) y en el brazo derecho de IR2 (IR2-R) existe
una region de 6 pb cuya secuencia nucleotidica es idéntica (5’-ACTTTA-3’). Ademas,
dado que hay un solapamiento parcial entre el brazo derecho de IR1/3 (IR1/3-R) y el
brazo izquierdo de IR2 (IR2-L), la secuencia complementaria es fisicamente la misma
(5°-TAAAGT-3’), de manera que la extrusion de IR2 para formar una estructura tipo
tallo-lazo, impediria la formacién de IR1/3 y viceversa. El hecho de que esta secuencia

esté tan conservada hizo pensar que dichas IR debian estar implicadas en el
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reconocimiento de la proteina MobM para i) la formacién del relaxosoma durante el
inicio de la transferencia en la célula donadora, y/o ii) la reaccion de terminacion por

cierre de la cadena transferente una vez haya entrado en la célula receptora.

3.2. Reconocimiento de diferentes sustratos de DNA por MobM

Como primera aproximacion en el estudio de las interacciones de la proteina
MobM y su DNA diana, se intentaron separar complejos especificos mediante ensayos
de retardo de movilidad en gel (EMSA) empleando un fragmento de DNA lineal (364
pb) amplificado por PCR que contenia la secuencia entera del oriT. Tras mdltiples
intentos de optimizacién de las condiciones de reaccion (fuerza idnica, temperatura,
y/lo dosis de proteina variables) o de separacidén electroforética (porcentajes de
poliacrilamida del gel, temperatura o carga en carrera), se consiguieron separar
complejos especificos DNA-proteina. Sin embargo, la proporcion de estos complejos
respecto al DNA libre fue minoritaria, lo cual refleja una interaccion muy débil entre
MobM vy este sustrato (Fig. 40A). Ademas, en todos los ensayos se observé cierta
tendencia de agregacién con el DNA a concentraciones altas de proteina, formando
complejos supra-macromoleculares (véanse los complejos retenidos en el dltimo
pocillo de la Figura 40A). Por esto, en los siguientes experimentos se planted la
realizacién de ensayos EMSA con DNA superenrollado de pMV158, en lugar de con
DNA lineal. Basicamente, se incub6 el DNA (8 nM) con MnCl, (15 mM) durante 30 min
a 30°C, afladiendo la misma concentracion de MobM (240 nM) que habia mostrado
una respuesta lineal en los ensayos de corte realizados previamente (ver Fig. 32A,
capitulo 2). A continuacién, las muestras se trataron o0 no con proteinasa K y se
analizaron en un gel de agarosa al 1% (Fig. 40B). Teniendo en cuenta que tras el corte
la proteina queda unida de manera estable al DNA (Guzman & Espinosa, 1997),
solamente se pudieron resolver las formas plasmidicas relajadas cuando se afiadio
proteinasa K antes de analizar la muestra en el gel. Cuando no se afiadié proteinasa
K, el macrocomplejo MobM-pMV158 quedé retenido en el pocillo (calle 3 en la Fig.
40B). Posteriormente, se repitié el experimento con DNA superenrollado vy, sin realizar
un tratamiento previo con proteinasa K, se procedid a la digestion mediante enzimas
de restriccion (EcoRI + Aflll) y se resolvieron las muestras en geles de acrilamida. El
perfil tedrico de restriccion con estas dos enzimas se compone de 4 fragmentos de
diferentes tamafios (3556, 852, 587 y 545 pb). Los resultados mostraron diferencias de
movilidad del fragmento de restriccion que contenia el oriT (correspondiente al de 545
pb) el cual quedd retenido en el pocillo del gel, respecto a un control negativo en el

gue no se afiadié proteina MobM (Fig. 40C).
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Figura 40. EMSA con DNA bicatenario lineal (A) o superenrollado (B y C).

A) Tras incubar diferentes dosis de proteina MobM con un fragmento de DNA lineal (20 nM)
gue contenia la secuencia del oriT, se separaron los complejos proteina:DNA (C) del DNA libre
(L) mediante electroforesis en gel de PAA al 5%. B) Las reacciones de corte de DNA
superenrollado de pMV158 (8 nM) con MobM (240 nM) se incubaron en ausencia o presencia
de proteinasa K (0.2 mg/ml) durante 10 min a 37°C. El andlisis de las muestras en un gel de
agarosa (1%) permitio separar las formas superenrolladas (FI) de las relajadas por la actividad
de MobM (FII), quedando retenidas en el pocillo (punta de flecha roja) cuando no se trat6 la
muestra con proteinasa K. C) Las reacciones de corte con DNA superenrollado que no fueron
tratadas con proteinasa K (carriles 1 y 3 en B), se resolvieron en geles de PAA (5%) tras digerir
el DNA con dos enzimas de restriccion (EcoRI y Aflll). El fragmento de restriccion més pequefio
(545 pb) contiene la regién del oriT, y desaparece en presencia de MobM, quedando retenido
en el pocillo.

Una aproximacion similar se llevé a cabo para visualizar los complejos MobM-
pMV158 a través de microscopia electronica. En este caso, tras la incubar la proteina
MobM con el DNA plasmidico, en presencia (unién y corte) o ausencia (s6lo union) de
MgCl,, los complejos proteina-DNA se fijaron con glutaraldehido y se prepararon para
ser examinados en el microscopio. De esta forma, se visualizaron complejos formados
por MobM unida a DNA superenrollado (condiciones de unién) o a DNA relajado
(condiciones de corte). Ademas, los mismos ensayos se repitieron incluyendo una
digestion del DNA con una enzima de restriccion de sitio Unico (Stul) después del
fijado con glutaraldehido (Fig. 41A). Tomando como referencia el sitio Stul
(coordenada 4626), se pudieron determinar las regiones primarias de interaccion de
MobM con pMV158 (Fig. 41B). En condiciones de unién la coordenada de union de
MobM corresponde con la posicién 3585. Mientras, en condiciones de corte fue 3596.
Estos resultados se ajustan perfectamente con la posicién del sitio de corte en el oriT
de pMV158, mapeado previamente entre las coordenadas 3595 y 3596 (Guzman &
Espinosa, 1997). Cuando los andlisis se realizaron con MobM y un fragmento de DNA

lineal que incluye la secuencia del oriT no se observaron complejos al microscopio (no
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se muestra), lo cual se correlaciona con los resultados obtenidos mediante EMSA (Fig.

40A) y confirma que esta proteina se une con poca afinidad a este tipo de DNA.
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Figura 41. Mapeo de los sitios de union de la proteina MobM en el plasmido pMV158
mediante microscopia electrénica.

A) Visualizacion de los complejos formados por MobM y pMV158 en condiciones de union
(DNA superenrollado) y de corte (DNA relajado) tras un tratamiento de fijado con
glutaraldehido. B) Distribucién de la unibn de MobM sobre pMV158. Los complejos se
incubaron con una enzima de restriccion de sitio Unico en pMV158 (Stul) y se estimaron las
coordenadas de union de la proteina en las diferentes condiciones del ensayo.

MobM deberia reconocer un sustrato monocatenario en la reaccion de cierre
sobre el DNA plasmidico que se transfiere a la célula receptora en forma de cadena
sencilla. Por ello se quisieron estudiar las interacciones con oligonucleétidos que
incluian la secuencia del oriT. Concretamente, se sintetizaron tres oligonucleétidos que
contenian la secuencia IR2, IR3 (que a su vez incluye a IR1) o ambas repeticiones
invertidas (ORIT). Estos oligonucle6tidos estaban marcados en uno de los extremos
con Cy5, una molécula fluorescente cuyo maximo de absorcion y de emision es 448

nm y 468 nm de longitud de onda, respectivamente (Tabla 5). Las principales ventajas
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de esta técnica son la seguridad y la rapidez, ya que es tan sensible como el uso de
DNA marcado radiactivamente con *P y no requiere la manipulacion y revelado de los
geles, visualizando el DNA fluorescente directamente en un escaner Typhoon
(Molecular Dynamics) o Phosphorimager (Fuji). Las Unicas precauciones consistieron
en evitar la incidencia de luz natural directamente sobre las muestras (electroforesis en
oscuridad) y el uso de un tampon de carga sin colorantes (BFB o XC), ya que
interfieren en las lecturas de fluorescencia. Los andlisis de movilidad diferencial en
geles nativos de acrilamida al 5% se realizaron tanto con la proteina MobM como con
su version truncada MobMN199 (Fig. 29, capitulo 2). Los resultados demostraron que
el reconocimiento de ambas proteinas por secuencias de DNA monocatenario que
contienen todo o parte del oriT es especifico. Mientras que la capacidad de unién fue
similar cuando se usaron los oligonucleétidos IR3 y ORIT, no se observé formacion de
complejos DNA-proteina en los ensayos con el oligonucleétido IR2, quedando todo o
la gran mayoria del DNA en estado libre, incluso a altas concentraciones de MobM o
MobMN199 (Fig. 42). Por alguna razén que aun desconocemos, la proteina MobM
tiene tendencia a agregar en presencia de los oligonucleétidos IR3 y ORIT, de forma
que los complejos quedan retenidos en el pocillo del gel. No obstante, este fendmeno
no se observa con el oligonucleétido IR2 (Fig. 42). Dado que la proteina MobM no
tiene afinidad por DNA bicatenario lineal, pero reconoce especificamente una
secuencia monocatenaria dentro del oriT de pMV158, se podria sugerir que la
conformacion de esta region diana tiene una topologia diferente a la doble cadena.

Esta hipoétesis se analiza en los siguientes apartados de este capitulo.

MobM MobMN 199 MobM MobMN 199 MobM MobMN 199
e 4 S & = e S
- -— - ] pocillo
- complejo
aw
wews et - -—eae WDNAb
. g libre
venesbluee » TR T R
IR2 IR3 ORIT

Figura 42. Capacidad de unién MobM o MobMN199 a IR2, IR3 y ORIT.

Se prepararon mezclas que contenian una concentracion fija de DNA marcado (2nM) y
diferentes cantidades proteina MobMN199. Tras incubar 20 min a 24°C, las muestras se
analizaron en geles nativos de PAA (10%).
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3.3. Interacciones entre MobM y DNA superenrollado de pMV158

Para llevar a cabo este estudio se realizaron diferentes analisis de footprinting
con DNA superenrollado de pMV158 segun se esquematiza en la Figura 43.
Basicamente, con esta técnica se analizan las regiones protegidas del DNA (huella o
footprint) por la unidon de una proteina, frente a la accion de diferentes agentes
modificadores. Para ello, se incubaron 2 pug de DNA plasmidico (11 nM) con varias
concentraciones de proteina MobM (0.25, 0.5, 1 0 2 uM), durante 25 min a 24 °C, en
reacciones de 50 pl. Estas concentraciones fueron similares a las empleadas en los
ensayos de relajacion (0.12, 0.24 o 0.58 uM) realizados previamente (ver Fig. 32A,
capitulo 2), aunque en este caso no se afadio cation (Mn** o Mg®") para favorecer
solamente la union de la proteina. Después del periodo de incubacion, las muestras se
trataron con diferentes agentes modificadores quimicos, tales como dimetilsulfato

(DMS) y permanganato potasico (KMnQy), o enzimaticos, como DNasa I.

DNasal Corta DNA mono- y bi-catenario

25 min. 24 °C en presencia de Mg
UNION -
DMS Metila las Gs (surco mayor) y las
| MobM As (surco menor) en DNA
0-mg=

Oxida preferentemente Ts en DNA
KMnoO, desnaturalizado o distorsionado

v

Extension de cebador (T7 DNA pol.):

5

' PAA 8% + Urea 7M

5

5

Figura 43. Aproximacion experimental para el analisis de las interacciones entre MobM y
el oriT mediante footprinting sobre DNA superenrollado.

En los ensayos se incubaron 2 pg de DNA de pMV158 con diferentes dosis de proteina MobM
(0.25, 0.5, 1 y 2 puM), durante 25 min a 24 °C. A continuacion, las muestras se trataron,
individualmente, con distintos agentes modificadores: 30 mM de dimetilsulfato (DMS), 5mM de
permanganato potasico (KMnO,) o 0.5 U de DNasa |. Las reacciones de modificacion se
pararon con el tampén STOP correspondiente (Tabla 5), y tras precipitar el DNA se procedio al
anillamiento y extensién de un oligonucleétido (F1 o PR2) marcado radiactivamente (**P), con
una mezcla de T7 DNA polimerasa y dNTPs. Los nucleétidos metilados por DMS, oxidados por
KMnO, o digeridos con DNasal se identificaron tras resolver las muestras de DNA en geles
desnaturalizantes (8 % PAA y 7 M de urea), en los que también se cargaron reacciones de
secuencia (Sanger) empleando el mismo oligonucleétido.

A continuacién, tras limpiar, precipitar y desnaturalizar el DNA, se anillé el

oligonucledtido F1 o PR2 (Tabla 5) marcado radiactivamente y se extendié con T7
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DNA polimerasa. Para mapear los cambios introducidos en la cadena azucar-fosfato
del DNA con cada uno de los agentes (en presencia o ausencia de MobM), se
resolvieron los productos de la extensién en geles desnaturalizantes (PAA 8%, 7M
urea), junto con reacciones de secuencia obtenidas con el mismo oligonucleétido. Hay
que destacar que la extensién del cebador por la T7 DNA polimerasa se detiene justo
en la base anterior a la que ha sido modificada (aunque incorpore un nucleétido mas,
lo elimina por actividad proofreading). En la secuenciacion de DNA (Sanger et al.,
1977), la extensién se detiene cuando se incorpora un ddNTP (que a su vez tiene un
atomo de oxigeno menos que un dNTP). Por esto, para realizar un analisis preciso de
los geles, es necesario corregir las diferencias que hay entre el tamafio y peso
molecular de las secuencias de referencia respecto a los DNAs extendidos, teniendo
en cuenta que estos Ultimos tienen un nucledtido menos y migran mas rapido. Para
determinar la region del oriT reconocida por MobM sobre DNA superenrollado, se
realizé un andlisis de footprinting con DNasa |. Las principales ventajas en el uso de
esta enzima son: i) la actividad endonucleasa, ya que digiere el enlace fosfodiéster en
DNA mono- y bi-catenario de forma inespecifica en presencia de iones Mg?, ii) su
tamafio medio (masa molecular = 39 kDa), de manera que las regiones de DNA
reconocidas especificamente por una proteina, son inaccesibles para la DNasa | y
quedan protegidas de su actividad, Y iii) la sensibilidad a agentes como el EDTA, ya
que secuestran el catién Mg?* y se puede detener la actividad de forma controlada. La
desventaja a la hora de mapear regiones protegidas de DNA por una proteina como
MobM, es precisamente que esta también tiene actividad endonucleolitica en
presencia de cationes divalentes (Fig. 32A, capitulo 2). Por ello, a pesar de que no se
afiadié cation durante la incubacién de MobM con pMV158, el tratamiento posterior
con una mezcla de DNasa | (0.5 unidades) y MgCl, (6 mM) durante 2 min, fue
suficiente para que parte de las moléculas de DNA superenrollado sufrieran corte por
MobM. Este fenbmeno pudo observarse claramente en una reaccion control, en la que
se afiadi6 MobM y MgCl,, pero no se traté con DNasa |, de manera que la extension
del cebador F1 par6 mayoritariamente en el sitio de corte mediado por MobM (Fig.
44A). No obstante, los resultados obtenidos tras comparar los perfiles de digestion del
DNA incubado o no con MobM (Fig. 44), mostraron una proteccion muy clara de las
secuencias del oriT que comprenden el brazo izquierdo de IR1 (IR1-L) y el brazo
derecho del IR3 (IR3-R). Ademas, también se observé un aumento en la digestion por
DNasa | en la region que separa ambos brazos a medida que aumentaba la dosis de
proteina MobM. Estos datos indicaban que la conformacion del oriT podia adoptar una
estructura secundaria de tipo IR1 (Fig. 39), en la que el tallo esta protegido y el lazo

hiperexpuesto en presencia de MobM (Fig. 44C).
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Figura 44. Footprinting con DNasa | de MobM unida al oriT sobre DNA superenrollado de
pMV158 (11 nM).

A) Revelado del gel que muestra la region de la cadena codificante del oriT modificada por
digestion con DNasa | (0.5 unidades) en presencia o ausencia de MobM. Calle 1 (control “NO-
DNasa I”): influencia de MobM (2 uM) sobre el DNA, en tampon de reaccion de la DNasa |, que
contiene Mg®* (6 mM). Calle 2 (control “NO-MobM”): digestion del DNA con DNasa I, sin afiadir
MobM. Calles 3-6 (reacciones): se incubo el DNA con diferentes dosis de proteina MobM (0.25,
0.5, 1y 2 yM, respectivamente) en ausencia de cation, tratando posteriormente con DNasa | (2
min) en el tampon de reaccion. Se realizaron reacciones de secuencia (calles A, C, Gy T) con
el mismo cebador que se empled en las extensiones del DNA modificado. A la izquierda se
muestra la localizacion del IR1/3 y del sitio de corte. B) Comparaciéon entre los perfiles
densitométricos de las calles 2 (curva gris; ausencia de MobM) y 6 (curva roja; presencia de
MobM), sobre la secuencia correspondiente del oriT de pMV158. El area de cada uno de los
picos (intensidad de las bandas) es proporcional al nUmero de veces que se detiene la
extension del cebador, lo cual es una indicacién del grado de digestion de las bases del DNA
con DNasa |. Las bases protegidas (V) o hiperexpuestas (A) a la digestion por DNasa | en
presencia de MobM, se indican a la derecha del gel en el panel A y bajo la secuencia del DNA
en el panel B. C) Posible estructura del oriT tras la unién de MobM, indicando las regiones
expuestas o protegidas frente a la accion de la DNasa |.
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Figura 45. Footprinting con DMS de MobM unida al oriT sobre DNA superenrollado de
pMV158 (11 nM).

A) Revelado del gel que muestra la region de la cadena codificante del oriT sensible a la
metilacion por DMS (30 mM) en presencia o ausencia de MobM. Calle 1 (control “NO-MobM”):
tratamiento del DNA sin afiadir MobM con DMS. Calles 2-4 (reacciones): se incub6 el DNA con
diferentes dosis de proteina MobM (0.5, 1 y 2 uM, respectivamente) durante 25 min a 24 °C, y
posteriormente se realizé el tratamiento con DMS (5 min) en el tamp6n de reaccion. Se
obtuvieron reacciones de secuencia (calles A, C, G y T) con el mismo cebador que se empleo
en las extensiones del DNA modificado (oligonucleétido F1). A la derecha del gel se muestra el
sitio de corte (cabeza de flecha roja) y la localizacion de los IRs que forman parte del oriT. B)
Comparacion entre los perfiles densitométricos de las calles 1 (curva azul; ausencia de MobM)
y 4 (curva amarilla; presencia de MobM), sobre la secuencia correspondiente del oriT de
pMV158. El area de cada uno de los picos (intensidad de las bandas) es proporcional al
ndmero de veces que se detiene la extension del cebador, lo cual es una indicacion del grado
de metilacion de las bases del DNA con DMS. Las bases protegidas () de la metilacion en
presencia de MobM, se indican a la izquierda del gel en el panel A y bajo la secuencia del DNA
en el panel B.

El segundo andlisis de footprinting se realiz6 con DMS [(CH30),S0,)]. Este
agente quimico es capaz de metilar preferentemente las bases puricas, en concreto el
atomo de N-7 de la guanina (por el surco mayor) y, con menor eficiencia, el N-3 de la
adenina (en el surco menor). En las reacciones que se llevaron a cabo, las bases de la
secuencia del oriT que no estaban protegidas por MobM fueron modificadas por
metilacion con DMS. La extension posterior del oligonucleétido F1 con la T7 DNA
polimerasa se bloque6 en cada uno de los puntos modificados, debido a que las bases
metiladas no pueden formar puentes de hidrégeno con la cadena complementaria

creciente. Los resultados mostraron proteccion en una region rica en As y Gs dentro

119



Capitulo 3

de la secuencia IR3-R (5'-AAGtaTAGTGT-3’) en presencia de MobM (Fig. 45), lo cual
se correlaciona con los datos de footprinting obtenidos con DNasa I. El grado de
metilacién en la secuencia intermedia del IR1/3 fue elevado (5'-TGAA-3’), tanto en
ausencia como en presencia de MobM, lo que indicaria cierta distorsion del DNA en

esa zona.

Por ultimo se analizaron los efectos de la union de MobM al oriT de pMV158
mediante footprinting con KMnO,. Este agente de baja masa atomica (159 Da),
presenta alta capacidad de oxidacion de las bases pirimidinicas (timina>citosina),
principalmente en regiones de DNA desapareado o distorsionado, o que se encuentran
en la base de estructuras tipo tallo-lazo (Schlax et al., 1995). Debido a que la
secuencia del oriT es muy rica en timinas (39%; Fig. 39), la informacién que se pudo
extraer de este ensayo fue muy (til para determinar la conformacién de esta region en
el DNA superenrollado de pMV158. Como se muestra en la Figura 46, en el perfil de
sensibilidad al KMnO,4 del DNA de pMV158 libre de proteina (calle 1 y curva violeta en
panel A y B, respectivamente), se observd una timina ubicada en la regién intermedia
de IR1/3 (5’-gaaTata-3’) con un elevado indice de oxidacidon que indicaria la existencia
de una estructura cruciforme de tipo IR1 o IR3. Mas aun, se observaron ciertos niveles
de oxidacion en las timinas que se localizarian en el ‘loop’ interno de la estructura IR3
(brazo derecho), la primera citosina que se localiza en el extremo 5 del brazo
izquierdo de IR3 (5’-gagCac-3’), ademas de en la regidon que se extiende corriente
arriba de la secuencia, lo cual apoyaria la idea de que en el DNA libre hay una
dindmica de extrusion de IR3 (Fig. 46C). Cuando se analiz6 el perfil de oxidacion con
relaciones molares proteina:DNA 45:1 (calle 2 en Fig. 46A; curva verde en Fig. 46B),
se observé un fuerte aumento de la reactividad frente a KMnO, de todas las timinas
que se encuentran en el sitio de corte (5-TGTG/TTATAC-3’), indicando que la union
de MobM provoca el desapareamiento de estas bases, generando asi el sustrato
monocatenario necesario para que haya reaccion de corte. Aunque en menor grado,
también se observo un nivel considerable de oxidacién en misma la timina de la region

intermedia de IR1/3 que se veia afectada fuertemente en ausencia de MobM.
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Figura 46. Footprinting con permanganato potasico de MobM unida al oriT sobre DNA
superenrollado de pMV158 (11 nM).

A) Revelado del gel que muestra la region de la cadena codificante del oriT modificada por
oxidacién con KMnO,4 (5 mM) en presencia o ausencia de MobM. Calle 1 (control “NO-MobM”):
oxidacién del DNA desnudo (sin afadir MobM) con KMnO,. Calles 2-4 (reacciones): se incubé
el DNA con diferentes dosis de proteina MobM (0.5, 1 y 2 uM, respectivamente) durante 25
min a 24 °C, y posteriormente se realizé el tratamiento con KMnO, (5 min) en el tampén de
reaccién. Se realizaron reacciones de secuencia (calles A, C, G y T) con el mismo cebador que
se empled en las extensiones del DNA modificado (oligonucleétido F1). A la izquierda del gel
se muestra el sitio de corte (cabeza de flecha roja) y la localizacién de los IRs que forman parte
del oriT. B) Comparacion entre los perfiles densitométricos de las calles 1 (curva violeta;
ausencia de MobM) y 2 (curva verde; presencia de MobM), sobre la secuencia correspondiente
del oriT de pMV158. El area de cada uno de los picos (intensidad de las bandas) es
proporcional al nimero de veces que se detiene la extension del cebador, lo cual es una
indicacién del grado de oxidacion de las bases del DNA con KMnQO,. Las bases hipo- (V) o
hiper-oxidadas (A) en presencia de MobM se indican a la derecha del gel en el panel Ay bajo
la secuencia del DNA en el panel B. La estructura del oriT en ausencia o presencia de MobM
se representa en los paneles C y D, indicando las bases oxidadas preferentemente por
permanganato mediante flechas de color violeta o verde, respectivamente.
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Mas aun, se observl que en presencia de MobM habia una hiperoxidacion en
la primera adenina que se encuentra en el extremo 5 del brazo izquierdo de IR1 (5’-
acActt-3’), mientras que en la citosina del extremo 5 de IR3-L (5’-gagCac-3’) habia
una reduccion en la sensibilidad a KMnO,, comparado con el DNA libre. Ello indicé
que, bajo la union de MobM, hay un desplazamiento de una estructura secundaria de

tipo IR3 hacia una estructura de tipo IR1 (Fig. 46D).

1]
g =-MobM
s +MobM
: S -AAMGTATAARCACAC T ATACT-3"
|§ v a A A A
e IR2c -—— * |R1/3-Rc
= B —
"E

Figura 47. Footprinting con permanganato potasico (KMnO,;) de la cadena no-
transferente del oriT de pMV158 (11 nM).

A) Revelado del gel que muestra la region de la cadena no-codificante del oriT modificada por
oxidacion con KMnO,4 (5 mM) en presencia o ausencia de MobM. Calle 1 (control “NO-MobM”):
oxidacion del DNA sin afiadir MobM con KMnQ,. Calles 2 y 3 (reacciones): se incubd el DNA
con diferentes dosis de proteina MobM (1 y 2 uM, respectivamente) durante 25 min a 24°C, y
posteriormente se realizé el tratamiento con KMnO,4 (5 min) en el tampdn de reaccién. Se
obtuvieron reacciones de secuencia (calles A, C, Gy T) con el mismo cebador que se empleo
en las extensiones del DNA modificado (oligonucleétido PR2). A la derecha del gel se muestra
la localizacion de los IRs que forman parte de la cadena complementaria del oriT. B)
Comparacion entre los perfiles densitométricos de las calles 1 (curva azul; ausencia de MobM)
y 2 (curva marrén; presencia de MobM), sobre la secuencia correspondiente del oriT de
pMV158. El &rea de cada uno de los picos (intensidad de las bandas) es proporcional al
namero de veces que se detiene la extension del cebador, lo cual es una indicacién del grado
de oxidacion de las bases del DNA con KMnO,. Las bases hipo- (V) o hiper-oxidadas (A) en
presencia de MobM se indican a la izquierda del gel en el panel A y bajo la secuencia del DNA
en el panel B.

Cuando se realizé el mismo andlisis de footprinting con KMnO, sobre la cadena
complementaria del oriT (es decir, de la cadena que no se transfiere), se observo
nuevamente una hipersensibilidad a la oxidacion de las bases ubicadas en el brazo
derecho complementario del IR3 en presencia de MobM (Fig. 47), lo cual indicé la
existencia de un desapareamiento en esa zona del DNA tras la union de la proteina.

La combinacidon de estos datos con los obtenidos mediante EMSA con DNA
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monocatenario hicieron pensar que la region del oriT que comprende al brazo derecho
del IR2 no es tan relevante como el resto de la secuencia (IR1/3). Teniendo en cuenta
las uniones débiles de MobM o MobMN199 por la secuencia IR2, los siguientes
analisis en el estudio de las interacciones de la proteina se centraron en los

oligonucleotidos IR3 y ORIT.

3.4. Estequiometria de unidon entre MobMN199 y el oriT

El célculo de la estequiometria de unibn de MobMN199 permiti6 conocer
cuantas unidades de proteina se unen a cada molécula de oligonucleotido IR3 u ORIT.
Esta informacion fue imprescindible para analizar posteriormente las afinidades de la
proteina MobMN199 por los mismos DNAs en configuracion monocatenaria y, asi,

estimar las constantes de disociacion (ver siguiente apartado).
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Figura 48. Estequiometria de unién de MobMN199 por los oligonucleétidos IR3 (A) y
ORIT (B).

La resolucién de los complejos formados a diferentes relaciones proteina:DNA, empleando una
concentracion total de 800 nM del oligonucleétido IR3 o 500 nM del oligonucleétido ORIT,
permitié representar y estimar la cantidad de moléculas que forman parte en el complejo en
funcion al porcentaje de DNA unido. El ajuste de los datos a una ecuacion lineal, permiti6 el
célculo de la constante estequiométrica en todo el rango del analisis.
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Las medidas estequiométricas consistieron en cuantificar los complejos DNA-
proteina formados en funcién a las relaciones entre DNA y proteina en cada una de las
reacciones del ensayo. Para trabajar en condiciones estequiométricas se emplearon
concentraciones altas de DNA del oligonucleotido ORIT (5 nM marcado + 495 nM no
marcado) o IR3 (8 nM marcado + 792 nM no marcado). Tras la representacion grafica
de los datos se realiz6 el ajuste a una ecuacion lineal (f= ax), en funcion al porcentaje
de DNA unido (f) respecto a la relacion proteina:DNA (x). De esta forma, se obtuvo
una pendiente de la curva (a) que equivalia a una constante estequiométrica del 50%,
tanto con IR3 como con ORIT (Fig. 48). Asi, teniendo en cuenta que MobMN199 es un
mondémero (apartado 2.3, capitulo 2), se observé que para obtener un 100% de DNA
unido, se necesitaba una relacion proteina:DNA = 2 (f=100, a=50, x=2). Por tanto,
pudimos concluir que la estequiometria de unién por ambos oligonucleétidos era de
2:1, es decir dos protémeros de proteina por cada molécula de DNA. Se obtuvieron
resultados similares cuando repetimos los mismos ensayos con la proteina MobM
nativa (dimérica), indicando que la estequiometria de unién por las secuencias IR3 y

ORIT equivalia a un dimero de proteina por molécula de DNA (no se muestra).

3.5. Afinidad de MobMN199 por oligonucleétidos

Tras haber calculado la estequiometria de unién de MobMN199 se procedié a
las medidas de afinidad de la proteina por los oligonucleétidos IR3 y ORIT mediante
EMSA. En este caso, y a diferencia de los calculos estequiométricos, se emplearon
concentraciones muy bajas (2 nM) de oligonucleétido marcado (fluoréforo Cy5) y se
cuantificé el porcentaje de DNA que aparecia en forma de complejo segun la adicion
de dosis crecientes de MobMN199 (Fig. 49). La constante de disociacion (Ky) del
complejo DNA-proteina se calculdo mediante el ajuste de los datos segun se indica en
la metodologia. Los resultados obtenidos indicaron que la constante de disociacion
(Kg) de MobMN199 es 60 nM, tanto para el oligonucleétido IR3 como para ORIT, lo
cual indica la concentracion de proteina en la que el 50% del DNA esta unido. Estos
datos reflejaron que MobMN199 reconoce la regién de DNA gque incluye el IR1/3 con
alta afinidad (K4 < 80 nM). Sin embargo, la pérdida del extremo 5’ de la secuencia del
oriT (representado por IR2) supuso una disminucién en la afinidad de unién de, al
menos, 5 veces (Kq > 320 nM; Fig. 49B).
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Figura 49. EMSA con MobMN199 y oligonucleétidos con la secuencia del oriT.

A) Esquema de los oligonucle6tidos empleados. EMSA con los oligonucledétidos: B) IR2, C)
IR3, y D) ORIT. Se prepararon mezclas que contenian una concentracion fija de DNA marcado
con el fluoréforo Cy5 (2nM) y diferentes cantidades proteina MobMN199. Tras incubar 20 min a
24°C, las muestras se analizaron en geles nativos de PAA (10%).

3.6. Definicion in vitro del oriT minimo en estado monocatenario

Uno de los aspectos importantes de este trabajo consistié en definir cuales
eran los requerimientos minimos de la diana de la proteina MobM, empleando
oligonucledtidos que incluian parte o la totalidad de la secuencia del origen de
transferencia. Dado que: i) la estequiometria de unién de MobMN199 por IR3 y ORIT
es 2:1; ii) la afinidad por ambos es idéntica, v iii) s6lo se observd un Unico complejo
DNA-proteina en los andlisis por EMSA, se pensd que las secuencias reconocidas
especificamente en estos oligonucleétidos deberia ser la misma. Para estudiar esta
hipotesis, se analizaron las afinidades de MobMN199 por oligonucle6tidos marcados y
no marcados mediante ensayos de competicion. En todos los casos, para no dar
preferencia a ninguno de los oligonucleétidos, primero se prepararon mezclas que
contenian los dos tipos de DNA vy luego se afiadié la proteina. Concretamente se
empled una concentracion fija de IR3-Cy5 (2nM) y cantidades crecientes de DNA no
marcado, con la misma o con diferentes secuencias del oriT (Fig. 50), y luego se
afiadio la solucion de proteina MobMN199 (80 nM).

Para eliminar en la medida de lo posible cualquier error experimental, todas las
reacciones se realizaron simultineamente con el mismo lote de proteina, los

oligonucledtidos se cuantificaron en el mismo espectrofotometro, y las carreras
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electroforéticas se realizaron en la misma cubeta, con dos geles en paralelo.
Asumiendo que el fluor6foro Cy5 no interfiere en la uniéon de la proteina y que, por
tanto, la afinidad de la proteina es igual tanto por el oligonucle6tido marcado como por
el no marcado, se observo que el oligonucledtido IR3 (Fig. 51A) compite con la misma
eficiencia que el oligonucleotido ORIT (Fig. 51B) por la union de MobMN199 con IR3-
Cy5. Por ello, para definir la secuencia minima de union de MobMN199, se realizaron
nuevos ensayos de competicién entre el IR3-Cy5 y una serie de oligonucledétidos
competidores de menor longitud respecto a IR3. En los ensayos de competicion se
observé que un oligonucledtido que contuviera la secuencia IR1 mas 8 nucleétidos
hasta el sitio de corte (IR1+8) era capaz de competir por la unién de IR3-Cy5 (Fig.
51C) con la misma capacidad que los oligonucleétidos IR3 y ORIT. Sin embargo, no se
observé competicién cuando el oligonucledtido empleado solo contenia la secuencia
IR1, el brazo derecho del IR3 (IR3-R), 0 10 nucledtidos (10-NIC) a 5’ del sitio de corte
(Fig. 51D). Como se esperaba, no hubo desplazamiento en la unién entre MobMN199
y IR3-Cy5 cuando se utilizd el oligonucleétido competidor IR2 (no se muestra).
Tampoco hubo competicién cuando se usaron oligonucleétidos con la secuencia del
brazo izquierdo de IR3 (IR3-L) o el brazo derecho de IR1 (IR1-R), incluso afiadiendo
altas concentraciones (>1 pM) de los mismos (no se muestra).
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Figura 50. Esquema representativo de los oligonucleétidos empleados en la definicién
de la secuencia minima del oriT de pMV158 reconocida por MobMN199 en conformacion
de cadena sencilla.
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Figura 51. Competiciéon entre IR3-Cy5 y el mismo oligonucleétido (A), el oligonucleétido
ORIT (B), IR1+8 (C), o los oligonucleétidos IR1, IR3-R y 10-NIC (D).

Se prepararon mezclas que contenian una concentracion fija de DNA marcado (2nM) y
diferentes cantidades del oligonucleétido competidor sin marca. A continuacién, se incubaron
las muestras sin o con proteina MobMN199 (80 nM) durante 20 min a 24°C. Por ultimo, se
afiadi6é sacarosa (4%, concentracion final) a cada una de las muestras y se analizaron en geles
nativos de PAA (10%).

Los ensayos de competicién entre IR3-Cy5 vy los oligonucleétidos no marcados
IR3 o IR1+8 indicaron que las afinidades de la proteina MobMN199 por ambos
oligonucledtidos era muy similar (Ky estimada para IR3 de 60 nM). Por ello, la
capacidad de competicién entre IR3 o IR1+8 con el oligonucleétido IR3-Cy5 se analizd
mediante experimentos de cinética de disociacion en un espectrofluorimetro (AVIV
105). En este caso, y a diferencia de los ensayos de competicion mediante EMSA (en
los que primero se mezclaban los dos tipos de oligonucleétidos implicados y luego se
afadia la proteina), se dio preferencia al oligonucleétido marcado, incubando
MobMN199 (80 nM) con IR3-Cy5 (4nM) durante 10 minutos. En estas condiciones
todo el DNA estaria en forma de complejo con la proteina. Posteriormente se afadio
un exceso de 100 veces de oligonucleétido no marcado (400nM) y se midieron los
cambios en la intensidad total de fluorescencia a intervalos de 5 segundos. Se ha
asumido que las interacciones DNA:proteina son dindmicas, de modo que cada evento
de separacién de los complejos formados por IR3-Cy5 y MobMN199 supondria la
“captura” de la proteina libre por las moléculas en exceso de DNA no marcado. De
esta forma, la intensidad de fluorescencia de las moléculas de IR3-Cy5 libres
disminuye, debido a que su rotaciéon es mayor en la solucién y la luz se despolariza
mas rapidamente. Tras representar los datos se realiz6 un ajuste a un modelo que

permitié calcular las constantes de velocidad de disociacion. Los resultados mostraron

127



Capitulo 3

que IR1+8 (K;= 0.029 min™) compite con la misma capacidad que IR3 (K;= 0.030 min’
) por la unién con MobMN199 (Fig. 52). Estos datos indicaron que el oligonucleétido
IR1+8 representa la secuencia minima de reconocimiento del oriT de pMV158 en
forma monocatenaria, lo cual se correlaciona con la region de interaccion de MobM

sobre DNA superenrollado (ver apartado 3.3).
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Figura 52. Cinética de competiciéon de IR3 (A) e IR1+8 (B) sobre los complejos formados
por MobMN199 y el oligonucleétido marcado IR3-Cy5.

3.7. Estabilidad térmica de MobMN199 unida a DNA

El efecto de la unién del DNA que contiene la secuencia minima del oriT
(oligonucledtido IR1+8) se analiz6 mediante DSC segun se detalla en la seccion de
Métodos. El andlisis de los resultados mostr6 un aumento significativo en la
temperatura de fusiébn (Tm) de la proteina MobMN199 en presencia del DNA
especifico. Concretamente, la Tm se incrementé en mas de 13°C respecto a un control
en el que no se afiadi®6 DNA (desde 45.3 hasta 58.4°C). Ademas, como puede
observarse en la Figura 53, el aumento en la Tm esta asociado a un incremento
significativo en la entalpia (AH), lo cual indica que existen interacciones entre residuos

de la proteina y el DNA que aportan estabilidad al complejo.
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Figura 53. Influencia de la unién de DNA en la estabilidad térmica del dominio relaxasa
de la proteina MobM.

Se muestran los perfiles de MobMN199 (89 uM, en rojo) y de los complejos MobMN199 con el
oligonucledtido IR1+8 a una relacion 2:1 (13.3:6.7 uM, en verde; 40:20 uM, en azul). Cp,
capacidad calorifica.

3.8. Estructura tridimensional de MobMN199 unida a DNA

Los intentos para conseguir co-cristales de la proteina nativa MobM con DNA
no tuvieron éxito. Sin embargo, se obtuvieron resultados favorables cuando se empled
la version truncada MobMN199 y un oligonucleétido que contiene la secuencia definida
previamente como el oriT minimo. Como se demuestra en este capitulo, esta proteina
se une a DNA que contiene el oriT y relaja DNA de pMV158 con la misma eficiencia
gue la proteina nativa. Concretamente, a partir del complejo MobMN199:IR1+8 se
obtuvieron cristales con un grupo espacial P2,2,2;, que difractaban a una resolucion
de 2,1 A. En la estructura general de MobMN199 se alternan hélices-a con cadenas-f
(Fig. 54), tal y como sugerian los datos de prediccion de estructura secundaria
(apartado 2.5, capitulo 2). Tras comparar la estructura tridimensional de MobMN199
con las relaxasas TrwC y Tral_F se observo una gran similitud en el plegamiento
global (Fig. 55), con una lamina central compuestas por varias cadenas-f3

antiparalelas, flanqueada por las hélices-a.
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A—T—ATAGTGTG-3’

Figura 54. Estructura tridimensional de MobMN199 unida al oligonucleétido IR1+8.

A) Representacion en forma de cintas del complejo DNA-Proteina. EI DNA se representa en
azul y las hélices-a, las cadenas-B y los bucles de la proteina se indican como cintas
helicoidales rojas, flechas verdes y tubos marrones, respectivamente. B) Detalle del motivo de
union al surco menor del DNA mediante dos residuos de arginina (R71 y R74). Las bases del
DNA implicadas en la interaccion se destacan en rojo. C) Esquema de la estructura secundaria
del oligonucledtido IR1+8, indicando las bases que interaccionan con R71y R74.

90°

Figura 55. Comparacion entre el plegamiento del dominio relaxasa de MobM (en rojo) con
las proteinas TrwC (violeta) y Tral (marrén).
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Figura 56. Mapa de interacciones entre MobM y el DNA del oriT.

Se indican los puentes de hidrégeno establecidos entre los residuos de MobM y las bases
nitrogenadas o los enlaces fosfodiéster del esqueleto del DNA.

El complejo contiene un oligonucle6tido de 26 nucle6tidos (IR1+8; Fig. 54C),
que corresponde a la secuencia del oriT de pMV158 definida como la diana minima en
experimentos anteriores (Figs. 51 y 52). Se han numerado las bases empezando en el
extremo opuesto al sitio de corte, siendo la base 1 la mas lejana al sitio de corte y la
26 la anterior al enlace que se forma entre el oxigeno O3’ de G26 y el fosfato de T27
(este dltimo no esta presente). La estructura del DNA se caracteriza por tener una
region de doble cadena (7 pb), debida a la horquilla que forma la repeticion invertida
IR1 con un bucle de 4 nucledétidos, y otra de cadena sencilla de 8 nucle6tidos que va
desde la A19 hasta la G26. El DNA cubre 2621 A? de la superficie proteica, lo que
representa aproximadamente un 30% de la superficie total (8677 A?). Esta extensa
superficie de interaccion se encuentra cargada positivamente y define un profundo
surco a lo largo de una de las caras de la proteina en el cual se sitta la doble cadena
de DNA. Las interacciones que se establecen con nhumerosos residuos,
fundamentalmente mediante enlaces de hidrégeno, dan estabilidad al complejo en su
conjunto (Fig. 56). Las argininas R71 y R74 forman puentes de hidrégeno con varias
bases de la horquilla del DNA (Fig. 54B), aunque la regi6on con mayor namero de

enlaces se encuentra en la region de cadena sencilla. No obstante, mientras que en
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otras estructuras (TrwC y Tral_F; ver Fig. 10) esta zona de DNA monocatenario
presenta un giro en forma de U para entrar en el nucleo de la proteina, el extremo 3’
del oligonucledtido IR1+8 queda expuesto, fuera del entorno del centro activo. La
implicacién de este fendmeno en la actividad de corte de MobMN199 se discutird mas

adelante.

3.9. Papel del residuo Y44 de MobM en el corte de DNA

En trabajos previos se habia propuesto que el residuo de MobM implicado en el
corte del DNA podria ser la tirosina ubicada en la posicién 44 (Grohmann et al., 1999),
debido a su elevado grado de conservacion en el motivo Il del resto de relaxasas de la
superfamilia MOBy, (Francia et al., 2004). Sin embargo, una inspeccion a la estructura
obtenida excluia casi totalmente la posibilidad de que la tirosina 44 sea uno de los
residuos cataliticos, debido a su lejania respecto al centro activo de la proteina (Fig.
57).

Figura 57. Centro activo de MobM.

Se indica la posicion de las tres histidinas (H126, H133 y H135) del motivo de coordinacién de
metal, y la localizaciéon de las posibles tirosinas cataliticas (Y44 e Y122). El residuo E82 podria
estar implicado en la sustraccién del protéon del grupo OH de Y122, convirtiéndolo en un
potente nucledfilo.
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Para verificar esta hipotesis, se decidié llevar a cabo la mutagénesis del
residuo Y44 por una fenilalanina. Tras purificar la proteina MobM(Y44F) y realizar
ensayos de actividad de corte sobre DNA superenrollado de pMV158, se observaron
los mismos niveles de actividad en comparacién a dosis equivalentes de la proteina
nativa MobM (Fig. 58). Estos datos revelaron que Y44 no es el residuo catalitico. En el
centro activo de MobM si que se pudieron observar las tres histidinas que forman parte
del motivo Il (H126, H133 y H135), conservados en todas las relaxasas e implicado en
la coordinaciéon de un atomo de metal divalente, esencial para la actividad de corte.
Ademads, un andlisis de los residuos que se encuentran en la region del centro activo
desvelb que Tyrl22 esta ubicada cerca del residuo Glu82 (Fig. 57). Estos datos hacen
pensar que es este residuo quién podria sustraer el proton del grupo hidroxilo de
Tyrl22, la cual realiza el atague nucleofilico al enlace fosfato del dinucleétido de corte
(5°-GpT-3).

MobM(Y44F) MobM

LI I =) ._.~~I—F“

~.—~.h‘.—_.l-.: ;: ’-F|

Figura 58. Actividad de corte de MobM(Y44F) y MobM.

En cada reaccion se empled una concentracion de DNA de 8 nM y se incubé sin o con proteina
(120, 240 o0 480 nM) en presencia de MnCl, (15 mM) a 30 °C, 30 min. FI, DNA superenrollado;
FIl, DNA relajado por la actividad de corte.

3.10. Actividad de corte de MobMN199 sobre DNA monocatenario

La capacidad de MobMN199 para llevar a cabo la reaccion de corte en
presencia de MnCl, también se analizé con diferentes oligonucleétidos que incluian el
sitio especifico del oriT de pMV158. A priori, debido a que MobMN199 tiene la misma
capacidad de corte sobre DNA superenrollado que la proteina silvestre, se esperaba
obtener algun producto de corte con los nuevos sustratos de DNA monocatenario

empleados. Sin embargo, en ninguno de los ensayos se observo reaccion de corte (no
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se muestra), lo cual podia indicar que las condiciones de reaccion empleadas no eran
las adecuadas. No obstante, atendiendo a la informacion de la estructura
tridimensional de MobMN199 se observé que el extremo 3’ del oligonucledtido
empleado (IR1+8) quedaba muy alejado del centro activo. Precisamente, la base
ubicada en el extremo 3’ de ese DNA (Fig. 54C) corresponde con la guanina del
dinucleétido de corte 5’-GpT-3’. Mas aun, tras el analisis de otra estructura disponible
en la base de datos para TrwC se aprecié claramente como el extremo 3’ del DNA
unido realiza un giro y entra hacia el centro activo de la proteina. En la Figura 59, se
puede observar como la regién C-terminal del dominio relaxasa de TrwCN293 (293
aminodcidos) contiene tres hélices-a (a8, a9 y a10) que dirigen la region
monocatenaria del DNA hacia la ldmina-B central donde se encuentran los residuos
cataliticos implicados en el corte. No asi, en MobMN199 esa region esti

desestructurada y permite que el extremo 3’ del DNA quede libre.

Centro
activo

3’ (DNA)

Figura 59. Comparacion entre las estructuras de TrwCN293 (izquierda) y MobMN199
(derecha) indicando la posicion de los extremos 3’ de los respectivos DNAs empleados
en la obtencién de los cocristales.

Las tres hélices-a (en amarillo) que introducen el DNA hacia el centro activo de TrwC (PDB:
1QX0) no se encuentran disponibles en la versién truncada de MobMN199 (en verde).
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Para verificar si la ausencia de dichas hélices-a en MobMN199 explicaba la
inactividad sobre DNA monocatenario, se decidié construir y purificar una nueva
version de MobM, en la que se incluyeron los primeros 243 residuos de la proteina
desde el extremo N-terminal (MobMN243; Fig. 60A). Los datos obtenidos por
cromatografia de filtracion en gel indicaron que, al igual que MobMN199, MobMN243
es un mondémero (no se muestra). Cuando esta version se empled para realizar
ensayos de actividad con un oligonucleétido de 23 bases (19-NIC-4) se observé un
producto especifico de corte de 19 bases (Fig. 60B). Sin embargo, MobMN199 no fue
capaz de procesar este mismo sustrato (no se muestra). Estos resultados fueron
concluyentes, indicando que MobMN199 solamente es capaz de procesar DNA

superenrollado, pero no un DNA monocatenario que incluye el sitio de corte.
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5'- GAATATAAAGTATAGTGTG/TTAT -3’ (19-NIC-4)

Figura 60. Propiedades de la proteina MobMN243.

A) Prediccion del contenido y distribucion de estructura secundaria de la proteina MobMN243,
indicando la secuencia extra de aminoacidos respecto a MobMN199 (6valo rojo), que incluye
dos hélices-a mas (cilindros azules). B) Actividad de corte de MobMN243 sobre el
oligonucle6tido 19-NIC-4. Las reacciones contenian una cantidad fija de DNA (200 nM) y de
MnCl, (15 mM), y concentraciones crecientes de proteina MobMN243. Tras incubar a 37°C
durante 30 min, se precipitd y limpi6 el DNA para analizarlo en geles PAA (20%)
desnaturalizantes (8 M urea).
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CADENA RETRASADA EN LA TRANSFERENCIA DE pMV158






Resultados

El médulo de transferencia de pMV158 esta flanqueado a 5 y 3’ por dos
origenes de cadena retrasada, ssoU y ssoA, respectivamente. Se ha demostrado que
el origen ssoA solo es eficaz en la replicacion de pMV158 cuando reside en S.
pneumoniae y que el origen ssoU es capaz de actuar como sefial de conversion en
otros géneros, tanto de bacterias Gram positivas (S. aureus y B. subtilis), como Gram
negativas (E. coli). Todo ello ha hecho pensar que el origen ssoU puede tener un
papel importante en la diseminaciéon plasmidica mediante transferencia horizontal,
aungue hasta el momento no habian evidencias experimentales que lo demostraran
(del Solar et al.,, 1996; Kramer et al., 1999). Las eficiencias de transferencia
conjugativa de varios mutantes en los sso de pMV158 entre diferentes estirpes
bacterianas se analizaron mediante un protocolo de conjugacion en placas de 96
pocillos (Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009a). Ademas, se estimd el nimero de copias
plasmidicas y se midieron las cantidades relativas de especies monocatenarias
(ssDNA) en las células que habian adquirido las variantes en los sso del plasmido
pMV158 (Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009b).

4.1. Construccion de plasmidos deficientes en la actividad de los

origenes de cadena retrasada

Como punto de partida se construyeron diferentes derivados plasmidicos de
pMV158 cuyos sso carecieran de sus dos regiones funcionales, la secuencia RSg
(donde se une la RNAP del huésped) y la secuencia CS-6 (donde para la sintesis del
cebador de RNA). Segun el modelo de transferencia de pMV158, durante la
conjugacion el origen ssoA es el primero que entra en la célula receptora mientras que
ssoU se encuentra en la Ultima regién del DNA transferido (Figs. 21 y 61). El andlisis
estructural de ambos origenes ha demostrado su capacidad para formar estructuras
secundarias complejas de tipo tallo-lazo en DNA monocatenario (intermediario de la
replicacion del plasmido), donde la secuencia RSg esta parcialmente anillada y la
secuencia CS-6 queda desapareada en el lazo de la horquilla (Fig. 20). Dado que
SSOA es el origen de cadena retrasada mejor estudiado, como material de partida se
utilizé un plasmido no transferible derivado de pMV158 (llamado pLS1-G3G7) que
posee una serie de mutaciones puntuales ubicadas en las regiones CS-6 y RSg que
anulan totalmente su funcién. Como se indica en la Figura 61, se introdujo un cambio
de 6 nucleétidos en la regién desapareada de la secuencia RSg (mutacion G7) y otro
cambio de 9 nucledtidos en la secuencia CS-6 (mutacion G3). Aunque, segun las

predicciones mediante andlisis computacional, estos cambios no alteran el potencial

139



Capitulo 4

de formacién de estructura secundaria en ssoA, tanto la capacidad de unién de la
RNAP como la terminacién de la sintesis del pRNA estaban afectadas (Kramer et al.,
1997). Asi, mediante clonaje del fragmento pequefio EcoRI de pMV158 en el plasmido
pLS1G3G7, conseguimos restaurar las funciones de movilizacion (oriT y gen mobM) y
el origen ssoU, resultando asi un plasmido que hemos denominado pMV158G3G7, en
el que ssoA no es funcional (Fig. 61; Tabla 4).
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Figura 61. Caracteristicas de los mutantes en los sso de pMV158.

A) Mapa del mdédulo de transferencia indicando los sitios de restriccion relevantes, las
posiciones relativas de los sso y la direccion de transferencia del DNA. B) Representacion
esquematica de las estructuras de los origenes ssoA (izquierda) y ssoU (derecha), destacando
la posicién de las secuencias RSz y CS-6. También se indican las mutaciones G3G7
introducidas en ssoA o los sitios de restriccion empleados para eliminar el ssoU.

Por otro lado, teniendo en cuenta que el ssoU no se ha caracterizado con tanto
detalle como el ssoA, se decididé construir un derivado del plasmido pMV158 en el que
las regiones RSg y CS-6 fueran eliminadas completamente mediante delecion. Para
ello, tras cortar con las enzimas de restriccion adecuadas (Bsal y Dral) y rellenar los

extremos 5’ protuberantes, se religé el DNA consiguiendo un derivado de pMV158 con
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una delecién de 205 pb que incluia las horquillas I, 1l y Il (Fig. 61). El plasmido
resultante se denomind pMV158ABD vy carecia de las dos secuencias, a priori, mas
importantes del origen ssoU (RSg y CS-6). A su vez, mediante una estrategia de
intercambio de los fragmentos EcoRI grande (4.4 Kpb) y pequefio de pMV158 (1.1 Kb),
se obtuvo un doble mutante combinando el plasmido pMV158G3G7 con pMV158ABD,
resultando un plasmido en que ninguno de los sso son funcionales
(pPMV158G3G7ABD).

4.2. Protocolo de conjugacion en filtro con placas multipocillo

Para analizar los efectos de las mutaciones en los sso de pMV158 en la
transferencia plasmidica, se planted la puesta a punto de un sistema de conjugacion
en filtro con placas de 96 pocillos (Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009a), lo que suponia
un substancial avance con respecto a los métodos ‘tradicionales’ en los que se usa un
filtro por cada ensayo de conjugacion. Como soporte de conjugacién se utilizaron
placas multipocillo estériles con un filtro de 0.22 um acoplado en la base (Millipore). El
procedimiento detallado se explica en la seccién de materiales y métodos (apartado

10.2) y se ha representado de forma esquematica en la Figura 62.

Como donadores se utilizaron dos cepas de S. pneumoniae, ambas portadoras
del plasmido pAMB1 (autotransferible): i) S. pneumoniae 708, auxétrofa para maltosa y
portadora del pldsmido pMV158; y ii) S. pneumoniae R61, portadora del pladsmido
pMV158GFP (Tabla 2). Este ultimo es un derivado de pMV158 que conserva la
capacidad de transferencia y que porta el gen de la proteina fluorescente verde (GFP)
bajo el control del promotor Py del operén malMP (Nieto & Espinosa, 2003). Las
cepas S. pneumoniae MP3008 y Enterococcus faecalis OG1RF se usaron como
receptores en los ensayos de conjugacion intra- e interespecifica, respectivamente. La
expresion del gen gfp en pneumococos es inducible cuando las células se crecen en
medio suplementado con maltosa y esta reprimida en presencia de sacarosa o glucosa
en un fondo genético malR™ (Nieto et al., 2001). En este sentido, independientemente
de la fuente de carbono utilizada como sustrato, la expresién sera constitutiva en E.
faecalis ya que esta especie carece de un analogo funcional de la proteina MalR de S.

pneumoniae.
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Figura 62. Procedimiento experimental (A) y esquema de la distribucion (B) de los
ensayos de conjugacion en filtro con placas multipocillo.

A) Diferentes mezclas de cultivos de células donadoras (D) del plasmido pMV158 o
pMV158GFP con células receptoras (R), se dispusieron en los correspondientes pocillos de la
placa. Tras aplicar vacio, las células quedan depositadas sobre el filtro (0.22 pm) que hay en la
base de cada pocillo. La placa se coloca sobre una base de agar y se incuba a 37 °C durante 4
horas. Los receptores que hayan adquirido el plasmido pMV158 (es decir, los transconjugantes,
T) se seleccionaron por la presencia de los antibiéticos adecuados; los transconjugantes con
pMV158GFP se seleccionaron, ademas, para la expresion de GFP mediante incubacion (9
horas a 37 °C) en medio con maltosa. Pasado este periodo, se procedio al analisis de las
frecuencias de transferencia plasmidica mediante siembras en placa, cuantificaciéon de la
intensidad de fluorescencia de GFP en un espectrofluorimetro, y visualizacion de las células en
un microscopio confocal de epifluorescencia. B) En los 8 pocillos (A-H) de cada columna (1-12)
se filtraron 100 pl del cultivo receptor (R) y/o 25, 50, 100 o 200 pl del cultivo donador del
plasmido pMV158 (D) o pMV158GFP (D-GFP). En los ensayos de transferencia inter-
especifica, para la seleccion de los transconjugantes se emple6 un medio de cultivo con
sacarosa, con excepcién de las columnas 8 y 11, en las que se emple6 maltosa (induccion de
GFP en el donador). En el ensayo intra-especifico, se invirtio el orden, empleando un medio
con maltosa, salvo en las columnas 8 y 11, en las que se emple6 sacarosa.
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De acuerdo con resultados previos (Nieto & Espinosa, 2003), las frecuencias
de conjugacion observadas con pMV158 y pMV158GFP fueron similares, indicando
que la insercion del gen gfp no interfiere con la funcionalidad del sistema de
movilizaciébn. Ademas, las frecuencias de transferencia observadas fueron
proporcionales al incremento en las relaciones donador:receptor empleadas en el
ensayo (Tabla 10). En el caso de las conjugaciones intra-especificas, solamente se
observé un aumento en la sefal fluorescente bajo condiciones de induccién (cultivos
crecidos con maltosa). Sin embargo, en las conjugaciones inter-especificas, el
aumento de la sefal fluorescente fue directamente proporcional a las frecuencias de
transferencia, tanto en cultivos crecidos con maltosa como con glucosa. No obstante,
la expresién de GFP en las células donadoras en presencia de glucosa podria reducir
la eficiencia de transferencia, como puede observarse en la Tabla 10. En el control de
conjugacion en el que el plasmido transferible es pMV158 (sin el gen gfp), se
observaron niveles de fluorescencia basales y no hubo diferencias en la intensidad

independientemente del volumen de cultivo empleado.

Tabla 10. Transferencia intra- e inter-especifica de pMV158 y pMV158GFP.

Receptor S. pneumoniae Receptor E. faecalis
Eg::igg Fuente® D/R®  Fluorescencia Tran(ifleéi)nciac Fluorescencia Trarl)s(fle(;i)nciac
708/ Sacarosa  1/4 38113 04%0.1 7823 1.1+£0.3
pMV158 8/4 55%2.1 22 0.7 3111 76 £15
4/(-) 49+20 N.D. 12.8 +3.0 N.D.
R61/ Sacarosa  1/4 N.A. N.A. 98+27 09+0.2
pMV158GFP 2/4 N.A. N.A. 26.1+5.6 1.5 04
4/4 N.A. N.A. 110.3+13.8 3.7+0.9
8/4 7.7+ 41 1.2+0.38 350.6 + 23.3 8.9+%1.6
4/(-) 2.7+1.3 N.D. 10.1+3.4 N.D.
R61/ Maltosa 1/4 48+3.3 0.2 +0.06 N.A. N.A.
pMV158GFP 2/4 126 +3.4 0.6 £0.1 N.A. N.A.
4/4 21.7+3.8 1.0+ 0.6 N.A. N.A.
8/4 36.6 9.6 2.6+0.6 63.5+7.6 4412
4/(-) 721238 N.D. 0.7%+1.1 N.D.
No donador Sacarosa  (-)/4 12+1.8 N.D. 42%+20 N.D.

Cultivos crecidos en sacarosa 0 maltosa (represion o induccion de la sintesis de GFP en células donadoras de S.
pneumoniae R61, respectivamente). "Mezclas de 25, 50, 100 o 200 pl dador (D) con 100 pl del receptor (R), ambos a
5x10° células/ml; (-) indica que no se afiadié donador o receptor. ‘Frecuencia de transferencia determinada como el
ratio entre el nimero de células transconjugantes y el nimero de células receptoras. En los controles (sin donador o
receptor), no se detectaron colonias transconjugantes (N.D.). N.A., no analizado.
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Figura 63. Correlaciéon entre emisiéon de fluorescencia y frecuencia de transferencia de
pMV158GFP.

La fluorescencia en pneumococos 0 enterococos se representa con barras negras o grises,
respectivamente. Las curvas indican las frecuencias de transferencia de pMV158GFP hacia S.
pneumoniae (e) o E. faecalis (A) en funcién a las relaciones Donador:Receptor. Las
desviaciones estandar se indican en la Tabla 10.

Dado que S. pneumoniae es microaerdfilo y a que la fluorescencia de la
proteina GFP es dependiente de la tensién de oxigeno, la intensidad de la sefal
fluorescente en células con pMV158GFP no fue tan elevada como en E. faecalis. De
hecho, la visualizacién de las células mediante microscopia confocal de fluorescencia
mostré unos niveles mas altos en enterococos con pMV158GFP que en pneumococos
con el mismo plasmido (Figs. 63y 64).

¢

Figura 64. Expresion del gen gfp en células portadoras del plasmido pMV158GFP.

Microscopia de contraste de fase y de fluorescencia de células de E. faecalis (A'y B) y S.
pneumoniae (C y D) expresando GFP después de crecer en sacarosa (A y C; represion del
promotor Py, en pneumococos) o en maltosa (B y D; induccion de Py).
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4.3. Analisis de la eficiencia de transferencia en los mutantes sso

Para estudiar la importancia de los sso durante la transferencia conjugativa, se
transformo la estirpe 708 de S. pneumoniae, portadora del plasmido autotransferible
pAMB1, con cada uno de los plasmidos construidos (pMV158 y mutantes deficientes
en la actividad sso). Estas estirpes se emplearon como donadoras en los ensayos de
conjugaciéon en placas multipocillo. En los experimentos de conjugacion intra-
especifica se empled como bacteria receptora la estirpe MP3008 de S. pneumoniae
(resistente a novobiocina, Nov®). Cuando se analizaron las eficiencias de conjugacion
del doble mutante (ssoA'ssoU’) se observd que la frecuencia disminuye cien veces
(Fig. 65), lo cual era de esperar teniendo en cuenta que el nimero de copias del
plasmido en las células dadoras era mucho menor (ver mas abajo) que en los
mutantes individuales o en el plasmido silvestre. Sin embargo, en el caso de los
mutantes individuales, se observé que independientemente del origen de cadena
retrasada afectado, los niveles de transferencia eran similares entre los mutantes en
los sso y el plasmido silvestre (pMV158), con una eficiencia de conjugacién de 10°
(transconjugantes/receptor). Ello indic6 que en ausencia de uno de los sso, tanto el
ssoA como el ssoU son sefiales Optimas para la conversion de ssDNA en dsDNA
cuando pMV158 se transfiere entre dos células de pneumococos. Ademas, estos
resultados demuestran que la delecién de 205 pb que comprende gran parte del ssoU,
no afecta a la funcionalidad (i.e. expresion del gen mobM) del modulo de

transferencia.

Encontramos un panorama diferente en los experimentos de conjugacion inter-
especifica. En este caso, se empled como receptora la estirpe OG1RF de E. faecalis
(resistente a rifampicina, Rif?). Los resultados obtenidos mostraron que el proceso de
conjugacion no se encuentra afectado cuando el origen ssoA es funcionalmente
deficiente (pMV158G3G7), con una frecuencia de transferencia de 10™ (Fig. 65). Estas
frecuencias son iguales a las obtenidas para el plasmido silvestre. Estos resultados
hicieron suponer que la presencia del otro origen de cadena retrasada, ssoU, estaba
actuando como sefial para la sintesis de la cadena retrasada. No obstante, cuando los
ensayos se realizaron utilizando el derivado de pMV158 en el que se elimind el origen
ssoU (pMV158ABD), la frecuencia de conjugacion disminuyo de forma significativa (30
veces), duplicandose cuando se emple6 el doble mutante pMV158G3G7ABD (Fig.
65). Estos resultados confirman que el origen ssoU es un elemento esencial en la
conversion del DNA monocatenario a bicatenario cuando pMV158 se transfiere desde

pneumococos a E. faecalis.
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Figura 65. Frecuencias de movilizacion de pMV158 y derivados deficientes en los sso
desde S. pneumoniae con pAMB1 hacia un receptor de S. pneumoniae (barra gris) o de E.
faecalis (barra rayada).

Las células transconjugantes fueron seleccionadas en medio AGCH con Tc (1 ug/ml), Nov (10
pg/ml) y 0.3% maltosa para S. pneumoniae MP3008 o en placas ESTY con Tc (4 pg/ml) y 0.3%
glucosa para E. faecalis OG1RF. La frecuencia de conjugacion se calculé como el nimero de
transconjugantes por receptor, a una DOgsq de 5.5x10° células/ml. Se indica la desviacién
estandar obtenida en el ensayo de conjugacion en placas multipocillo (ver apartado 4.1 de este
capitulo).

4.4. Medidas en la acumulacion de ssDNA en la célula receptora

Los plasmidos que replican por el mecanismo RC y que tienen afectada la
sintesis de la cadena retrasada (por ejemplo, por delecién o por falta de funcionalidad
del sso) presentan un fenotipo de disminucién del nimero de copias y de aumento en
la acumulacion de intermediarios de ssDNA con respecto al plasmido silvestre (del
Solar et al., 1987b). Por ello, se decidié determinar el nimero de copias y la cantidad
de intermediarios plasmidicos monocatenarios (SSDNA) en extractos celulares. Ello
permitié evaluar la funcionalidad de los sso en las cepas que habian adquirido los
diferentes plasmidos mutantes. Para ello, se seleccionaron tres colonias de cada uno
de los transconjugantes y se crecieron en cultivos liquidos durante 30 generaciones.
Tras una extraccién de DNA total, las diferentes formas plasmidicas fueron separadas
por electroforesis en geles de agarosa con Brkt, transferidas a filtros de nylon y
analizadas posteriormente mediante hibridacién Southern con una sonda de dsDNA
desnaturalizado (Figs. 66 y 67). Cada una de las especies plasmidicas se cuantificd vy,
teniendo en cuenta la naturaleza de la sonda (marcada en las dos cadenas con *P),

se multiplic6 el valor obtenido para las especies ssDNA por un factor de 2. Para
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facilitar la interpretacion de los datos, se definié: i) el numero medio de copias
plasmidico por equivalente cromosémico como Ny, Y ii) la relacién ss/dsDNA entre los
derivados plasmidicos y el plasmido pMV158 como el coeficiente de acumulacion
(CA).

Tabla 11. Numero de copias plasmidico, ratios moleculares ss/ds DNA y
coeficiente de acumulacién (AC).

S. pneumoniae MP3008 E. faecalis OG1RF
Plasmido Na2 ss/ds DNA CA® Na? ss/ds DNA CA®
pMV158 3115 0.007+0.0003 1 1744 0.007+0.001 1
pPMV158G3G7 336 0.012+0.0006 1.8 143 0.014+0.002 2
pMV158ABD 32+4 0.009+0.0007 1.3 4%2 0.095+0.006 13.6
pPMV158G3G7ABD 8+1 0.31%0.05 44.3 241 0.2010.06 28.6

#Numero de copias plasmidico, medido como DNA de doble cadena por equivalente cromosémico.
PRelacion entre los ratios moleculares ss/dsDNA de los mutantes respecto al plasmido silvestre.

En S. pneumoniae, no hubo diferencias significativas ente el nUmero de copias
plasmidicas y la cantidad acumulada de ssDNA en los derivados deficientes en uno u
otro sso (pMV158G3G7 y pMV158ABD) con respecto al plasmido silvestre (=32 copias
y CA<2, respectivamente). Estos datos demostraron que, efectivamente, ambos sso
son eficientes en la conversién post-conjugativa ss — dsDNA en S. pneumoniae,
correlacionandose con las eficiencias de conjugacion observadas. ElI mismo resultado
se obtuvo al comparar el plasmido deficiente en ssoA con respecto a pMV158 en los
transconjugantes de E. faecalis (=15 copias, CA=2). Sin embargo, si se observaron
diferencias significativas en el caso del derivado defectivo en la funciéon del ssoU
(PMV158ABD) en los que el nimero de copias disminuyé a menos de la mitad (4
copias) y los intermediarios de ssDNA se acumularon en cantidades superiores a 10
veces (Tabla 11). Tanto en S. pneumoniae como en E. faecalis, los transconjugantes
que habian adquirido el plasmido con mutaciones en los dos sso (pMV158G3G7ABD)
mostraron una reduccion notable de 3 a 4 veces en el valor N,, (de 30 a 8-10) y la
relacion ss/dsDNA aumentdé de forma significativa, con un fuerte incremento del
coeficiente CA, mayor de 40 (Figs. 68 y 69). Estos resultados indicaron que: i) en S.
pneumoniae ambos sso son funcionales con la misma eficiencia y, por lo tanto, un
origen puede remplazar al otro; y ii) aunque el origen ssoA es parcialmente funcional

en E. faecalis, solamente ssoU es el origen de cadena retrasada que actia con alta
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eficiencia en este huésped y seria el sso implicado en la replicacion post-conjugativa
de la cadena retrasada.

A B

G3G7
ABD
wt
G3G7

E
1 — 1
e a — chr
. —chr '
o Bl 4.
D

G3G7ABD
G3G7ABD

ABD
wt

S

ssDNA — R

— ccCc—

ssDNA —

Figura 66. Acumulaciéon de formas ssDNA de pMV158 y derivados con mutaciones en
ssoA o en ssoU (A) o en ambos sso (B), en S. pneumoniae.

Se cargaron cantidades equivalentes de los extractos crudos celulares en geles de agarosa
con 0.5 pg/ml BrEt (1, izquierda). Tras la desnaturalizacion con NaOH, el DNA se transfirié a
membranas de nylon, se hibrido con sonda marcada (**P) y se autorradiografié (D, derecha).
Abreviaturas: chr, DNA cromosdmico; oc, formas plasmidicas relajadas; ccc, formas
superenrolladas; ssDNA, intermediarios plasmidicos de DNA monocatenario. Ver Tabla 11.
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Figura 67. Acumulacion de formas monocatenarias de pMV158 y derivados con
mutaciones en ssoA o en ssoU (A) o en ambos sso (B), en E. faecalis.

Se cargaron equivalentes de los extractos crudos en geles de agarosa con 0.5 pg/ml BrEt
(izquierda). EI DNA total se preparé como se indica en la Figura 66. Ver Tabla 11.
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¢ Es MobM un regulador transcripcional?

Los mecanismos de regulacién de la expresion génica durante la conjugacion
plasmidica son muy diversos. Como se comenta en la introduccién, la induccién de la
transferencia de los plasmidos Ti (A. tumafaciens) depende de un mecanismo
complejo de tipo “Quorum-sensing” (Oger & Farrand, 2002). A su vez, el circuito
regulador de los genes implicados en la transferencia de plasmidos tipo F esta
compuesto por mas de 8 elementos diferentes (Gubbins et al., 2003; Camacho et al.,
2005a; Camacho & Casadesus, 2005b; Will & Frost, 2006a; Will & Frost, 2006b).
Existen varios estudios en sistemas menos complejos que demuestran la capacidad
de la proteina iniciadora de la conjugacién para regular su propia expresion y la de los
genes que se encuentran en el mismo operdn. Concretamente, el casete de
transferencia del plasmido conjugativo pIP501 se compone de un operén de 15 genes,
el primero de los cuales codifica la relaxasa TraA. La secuencia del oriT solapa
parcialmente con el promotor y, aunque se encuentran en cadenas opuestas del DNA,
la unién de la proteina TraA supone la regulacién negativa del operén a nivel
transcripcional (Kurenbach et al., 2002). Otro ejemplo de autorregulacion es la
relaxasa Mob del plasmido movilizable pBBR1. Aqui, oriT y promotor se sitian en la
misma cadena del DNA y solapan hasta tal punto que el sitio de corte de Mob coincide
con la caja -10 (Szpirer et al., 2001). En pMV158, el promotor de mobM y el oriT estan
en la misma cadena. El andlisis detallado de la configuracion de la regiébn promotora
del gen mobM revel6 que los promotores Pmobl (L. lactis) y Pmob3 (S. pneumoniae)
se localizan dentro de la secuencia del oriT de pMV158. Sin embargo, los resultados
de transcripcién in vitro, microscopia electronica y extension de cebador (in vivo)
obtenidos en este trabajo (capitulo 1), demuestran que la RNAP E. coli se reconoce un
promotor que solapa con el origen de transferencia (Pmob2), localizado a 3’ de Pmobl
y Pmob3. Esta distribucién indicaria que la unién de MobM a su diana podria regular
su propia expresion con mayor o menor intensidad dependiendo del contexto
gendémico en que se encuentre el plasmido pMV158. Como se demuestra en este
trabajo, la interaccion especifica de la proteina MobM con el oriT de pMV158 depende
de la conformacion del DNA, mostrando baja o alta afinidad por un DNA bicatenario
lineal o un DNA bicatenario superenrollado, respectivamente. Este hecho supuso un
limitante a la hora de realizar estudios de interferencia mediante transcripcién in vitro
con la RNAP de E. coli en presencia de la proteina MobM, ya que para este ensayo se
emplea un DNA lineal de doble cadena. Para obtener un sustrato compatible (DNA
superenrollado) se planteard la construccion de fusiones transcripcionales entre el

promotor de mobM y el gen lacZ empleando el vector pMP220 (Yanisch-Perron et al.,
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1985), segun se indica en la Figura 68A. Con el plasmido recombinante (pMP::oriT) se
transformara una estirpe E. coli JIM109(DE3), portadora de un vector compatible de
expresion de MobM (pLGM2). En este escenario (Fig. 68B) se puede inducir la
expresion de MobM de forma controlada desde pLGM2, mediante adicion de IPTG en
el cultivo. Si la unién de MobM al oriT clonado en pMP::oriT supone un impedimento
para el reconocimiento del promotor Pmob2 por parte de la RNAP de E. coli, la
expresion del gen lacZ deberia reprimirse en funcion a la concentracion de IPTG
afnadido, y los niveles de B-galactosidasa disminuirian significativamente. De esta

forma, podria medirse la actividad galactosidasa en presencia de X-gal en el medio de

cultivo.
origen de transferencia
s 3
5/ -GCACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGITATACTTTA Induccién IPTG aalactoavines
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Figura 68. Analisis del circuito regulador de MobM en E. coli.

A) Estrategia de clonaje direccional para la fusion transcripcional de la region promotora de
mobM con el gen lacZ, empleando el vector pMP220. B) Andlisis de la autorregulacion del gen
mobM en la estirpe E. coli IM109(DE3). En presencia de IPTG, el represor lac se inactiva y se
separa de la region operadora del promotor lacUV5. Se sintetiza T7-RNAP, la cual reconoce el
promotor ®10 del fago T7 y transcribe el gen mobM clonado en el vector pLGM2. La proteina
MobM reconoce su secuencia diana (oriT) en el plasmido pMP::oriT. Este fendmeno impide que
la RNAP de E. coli inicie la transcripcion del gen lacZ (tachado en rojo) desde el promotor del
gen mobM (Pnp), disminuyendo los niveles de B-galactosidasa. Dicha reduccién se puede
analizar mediante medidas colorimétricas en funcion a la cantidad de X-gal metabolizado.
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El dominio relaxasa de MobM se conserva en los plasmidos

transferibles de la familia de replicacién de pMV158

MobM es la relaxasa prototipo de una familia compuesta por casi 100
miembros (Garcillan-Barcia et al., 2009). Atendiendo a la secuencia de las proteinas
iniciadoras de la replicacion (en lugar de las de conjugacion) se puede establecer una
nueva clasificacion de replicones plasmidicos. Empleando este criterio, y tomando
como referencia a la proteina de replicacion RepB de pMV158 (en lugar de MobM),
hemos obtenido una familia compuesta por 47 plasmidos RC, 15 de los cuales
(pPMV158 incluido) contienen genes que codificarian proteinas con actividad relaxasa

(Tabla 12; Espinosa, en preparacion).

Tabla 12. Plasmidos movilizables de la familia de replicacion de pMV158.

Plasmido® Ta(r:g)n ° Huésped x :)t.’o Marcador® N°. acceso  Referencia
pMV158 5540 Streptococcus agalactiae 494 Tet(L) X15669 (Burdett, 1980)
. . (Vujcic &
pAl 2820 Lactobacillus plantarum 103 criptico 211717 Topisirovic, 1993)
pBMO02 3854 Lactococcus lactis 304 criptico NC 004930 (ZSO%r;():hez & Mayo,
(Horinouchi &
pE194 3728 Staphylococcus aureus 403 MLS NC 005908 Weisblum, 1982)
Streptococcus - (Somkuti &
pER13 4139 thermophilus 499 criptico NC 002776 Steinberg, 2007)
pLA106 2862 Lactobacillus acidophilus 411 criptico NC 004985 (Sano et al., 1997)
pLB4 3547 Lactobacillus plantarum 361 criptico M33531 (l%ztge)s & Gilbert,
pLS55 5031 Lactobacillus sakei Rits 9 439 Tet(L) NC 010375 (Z%rgg;or etal,
PMAG7 5030  Paenibacillus larvae 435 Tet(L) DQ367664 (Z“é'g;r)ay etal,
pPB1 2899 Lactobacillus plantarum 355 criptico AJ716330 (2%%135 Rivas etal.,
pRW35 4962 Streptococcus pyogenes 500 Erm(T) NC 010423 (Zvalggdbury etal.,
pSB02 3582 Streptococcus bovis 527 criptico AB021465 (Zl\églg;lmura etal,
Streptococcus P (Turgeon &
pSMQ172 4230 thermophilus 499 criptico AF295100 Moineau, 2001)
pSSuU1l 4975 Streptococcus suis 499 criptico NC 002140 (ZTO%IBa)\matsu etal,
pYSI8 4973 Lactobacillus sakei 403 criptico EU185047 (Zhai et al., 2009)

En el plasmido pSB02 se anota una ORF de tipo Mob con s6lo 144 residuos, justo al final de la secuencia publicada
(coordenadas 3149-3582). Dado que es un plasmido de DNA circular, tras ampliar la secuencia de analisis desde la
coordenada 1 hasta 1150 pudimos identificar una ORF mayor, de 527 residuos.

®Se indica el tamario de las proteinas Mob en nimero de residuos aminoacidicos.

‘Tet(L) y Erm(T): resistencia a los antibidticos tetraciclina y eritromicina, respectivamente. MLS: resistencia a

macrolidos, lincosamida y estreptogramina.
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Debido a la naturaleza modular de los plasmidos RCR, a priori no cabria
esperar un alto grado de conservacion entre los moédulos de movilizacion en estos 15
plasmidos de la familia RCR de pMV158. Sin embargo, tras alinear y comparar las
secuencias correspondientes a las relaxasas de los 14 pldsmidos con respecto a
MobM se observo que todas eran del tipo MOBy, (Figs. 10 y 69). Concretamente, 12
pertenecian al grupo MOB,, 1 al grupo MOB,, (pSB02), y otra correspondia a una
version truncada (Mob del plasmido pAl), con sélo 109 residuos aminoacidicos. En
este ultimo caso, se ha observado que no existe un promotor génico definido ademas
de que no se detecta traduccidon mediante ensayos in vitro (Vujcic & Topisirovic, 1993).
El resto de las relaxasas varian en tamafo (desde 304 a 527 residuos aminoacidicos),
pero todas contienen una region N-terminal intacta con los motivos |, Il (excepto
pSBO02) vy lll. Estos datos sugieren que los plasmidos movilizables que forman parte de
la familia RCR de pMV158 comparten un ancestro comun, siendo menos probable que

haya habido evolucién convergente.

Motivo | Motivo |l Motiva Il
pMY 158 FEHMERVFETHSNKDINPSRSHLNYELT (47) YASVHLDES-TPHMHMG (137)
&7
pssSi ¥YHHNERVFETHSNKDIDPSRSHLNYELT (47) YASVHLDES-TPHMHEMG (137)
100| o] | PEMQI72  YKENERVFETHSNKDIDEPSREPLNYELT (47) YASVHLDES-TPHMHEMG (137)
98| pER13 YEHNERVFETHSHEDIDEPSREPLNYELT (47) YASVHLDES-TPHEMHMS (137)
70 L pRW35 YRENERVFENHSNKDIDTSRSHLNYELT (47) YASVHLDES-TPHEMHMG (137)
58 pA1 GNHEMQRLTDNHSHNKDIDTERSHLNYDLV (47/103) ——=-——————=—————mm
pYSI8 GNHHORLTDNHSNEDIDTERSYLNYDLV (47) YAOVHLDET-TPHMHLG (135)
a2 L
20 pLB4 GNEDQRKTTNHSNEDIDVSRSHLNYDLV (47) YAVVHMDEK - TPHMHEMG (136)
5 109[ pPB1 GNEDQRKTTHNHSNKDIDVSRSHLNYDLV (47) YAVVHMDEK- TPHMEMG (136)
pBMO2 QEENQREFENHSNEDIDPERSDMNYDLWV (47) YANVHLDET- TPHMEMG (136)
44
pLA10E QRHDERTLORHSNFDIDVSKSSDNFSVL (47) YATVHMDET- TPHMHEMG (140)
| pLS55 SIHLDRKTENHSNENIDTERTHLNYDLC (48) SANVHNDET-TPHMHFD (132)
100| PMABT STHLDRKTENHENENIDTERTHLNYDLC (43) SANVHHMDET-TEHMHFD (128)
pE194 QRENORENKNYMNKDINHEE TYKMYDLI (48) YATVHLDER-VPHMHFG (137)
pSBo2 HEHIKRDLS-QNNIVIKQESLDEVYERE (60) HAVVHLDEAGAPHAHFN (157)
H 1 HE I P-4
} } f } |
04 03 02 01 o

Figura 69. Arbol filogenético y alineamiento de la secuencia de la regién amino-terminal
de las proteinas de tipo MobM pertenecientes a la familia de plasmidos RCR de pMV158.

La escala situada debajo del arbol indica la distancia filogenética. En cada rama se muestra el
valor de bootstrap obtenido (%) tras 1000 réplicas. EI mayor o menor grado de conservacion de
secuencia en los motivos descritos (Francia et al., 2004) se indica mediante un asterisco, un
doble punto o un punto.
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Propiedades y requerimientos estructurales del dominio

relaxasa de la proteina MobM

Todos los motivos conservados, implicados tanto en el reconocimiento
especifico como en la actividad de corte y cierre de DNA que contiene el origen de
transferencia, estan localizados en la regién N-terminal de las relaxasas, mientras que
la region C-terminal suele contener dominios con actividad helicasa o primasa,
ademas de dominios de oligomerizacion e interaccidn con otras proteinas (Grohmann
et al., 2003; Garcillan-Barcia et al., 2009). En general, la integridad de todos estos
dominios es esencial para que la transferencia conjugativa sea eficiente. Sin embargo,
en casos concretos como en MobA de R1162 se ha demostrado que el dominio
relaxasa sigue siendo funcional in vivo tras separarlo del dominio primasa (Becker &
Meyer, 2002; Parker & Meyer, 2005a). Por otro lado, se ha demostrado que la
actividad helicasa que presentan las relaxasas de los plasmidos de la familia MOBg es
esencial para la conjugacion (Matson et al., 2001; Csitkovits et al., 2004). Las
funciones que se han atribuido a la regién C-terminal de MobM (494 residuos) son: i)
dimerizacion a través de una cremallera de leucinas situada entre los residuos 317 y
338 (Grohmann et al., 2003), y ii) asociacién a la membrana plasmatica, segin se ha
observado al interrumpir una regién préxima al extremo C-terminal (a partir del residuo
400), rica en hélices-a, mediante la sustituciéon de ciertos residuos por prolina (de
Antonio et al., 2004). Ademas, los Ultimos 18 residuos del extremo C-terminal de
MobM parecen ser esenciales para la transferencia, ya que la delecién de una regién
cercana al final del gen mobM (comprendida entre los sitios de restriccion Aflll y Ncol)
dio lugar a un plasmido (pMV158ANA) que no es movilizable (Lorenzo-Diaz &

Espinosa, no publicado).

La mayoria de los estudios de caracterizacién de proteinas con actividad
relaxasa se han realizado con versiones truncadas en las que se mantiene el dominio
relaxasa pero se eliminan el resto de los dominios. En nuestro caso, para andlisis tales
como footprinting con DNA superenrollado o visualizacion de complejos por
microscopia electrénica hemos podido trabajar con la versidon nativa de MobM. No
obstante, esta proteina presenta poca estabilidad (incluso en tampones con alta fuerza
iGnica) y bastante tendencia a la agregacion, por lo que nos fue imposible llevar a cabo
analisis EMSA o de co-cristalizacién con DNA. Por esta razén se decidié purificar una
version truncada de MobM. Los criterios para decidir la longitud de esta nueva version

fueron la conservacion de secuencia y la presencia de los tres motivos descritos para
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las proteinas de la familia MOB,,. Los alineamientos realizados entre la secuencias de
MobM vy las relaxasas de la familia solo exhibian un grado elevado de identidad en los
primeros 200 aminoacidos, de ahi la construccién y purificacion de la proteina
MobMN199. Esta proteina, ademas de presentar mayor solubilidad y estabilidad que la
version silvestre, mantenia la actividad relaxasa sobre DNA superenrollado de
pMV158 a pesar de ser un monémero. Sin embargo, esta version no es capaz de
cortar DNA monocatenario. La version de la proteina MobMN243, con la que estamos
trabajando actualmente, si presenta actividad de corte sobre oligonucleétidos. Este
fendmeno se ha observado para la proteina TrwC pero en sentido contrario (Llosa et
al., 1996). Mientras que la version TrwC-N275 cataliza la reaccion de corte y
transferencia de cadenas usando oligonucleétidos, el fragmento minimo para relajar
DNA superenrollado contiene 18 aminoacidos mas (TrwC-N293). Los primeros 306
aminoacidos de la proteina Tral F presentan actividad relaxasa sobre DNA
superenrollado y de corte sobre oligonucleétidos (Byrd et al., 2002), pero una version
mas corta de aproximadamente 240 residuos (Tral26) pierde la capacidad de
reconocimiento especifico de DNA (Street et al., 2003). En el caso de MobA (R1162)
se ha determinado que un fragmento con 186 residuos desde el extremo N-terminal
puede cortar tanto DNA monocatenario como superenrollado (Becker & Meyer, 2002;
Monzingo et al., 2007).

Tabla 13. Actividad de MobM y sus derivados

Actividad sobre DNA

Proteina Residuos® Masa molecular®
Superenrollado  Monocatenario
MobM 494 57869.4 Si Si
MobMN243 243 28558.8 Si Si
MobMN199 199 23261.0 Si No
MobMN199His 208 24455.2 No No

®Numero de residuos aminoacidicos totales, sin descontar la Met1, la cual es procesada en el
sistema de expresién empleado en este trabajo.
PEstimacion en Daltons, incluyendo el residuo Met1.

En la Tabla 13 se resume la actividad relaxasa dependiendo del tipo de
sustrato de DNA y de la longitud de los derivados de MobM (o la presencia de una cola
His en el extremo C-terminal). Segun nuestras predicciones estructurales, los 44
residuos extra que presenta la version MobMN243 en el extremo C-terminal (respecto
a MobMN199), formarian una serie de hélices-a que deberian introducir el extremo 3’

de un DNA libre hacia el centro activo. La ausencia de esta region explicaria porque la
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proteina MobMN199 no es capaz de procesar un sustrato monocatenario DNA. El
hecho de que en DNA superenrollado bicatenario no hay extremos de DNA libre podria
ser la razén de por qué MobMN199 si pueda procesar un sustrato de este tipo. El
analisis comparativo entre la version MobMN243 y MobMN199 es un claro ejemplo de

la relacion que existe entre la estructura y la funcidén de esta proteina.

Los andlisis de CD y de actividad relaxasa realizados con MobMN199 en
presencia de diferentes cationes desvelaron que el metal preferido era Mn?". Las
medidas de ITC mostraron una alta afinidad de MobMN199 por Mn?* (concentraciones
nanomolares), lo cual confirmaba esos datos. Ademas, dado que se estimd una
estequiometria de unién 1:1 en las condiciones del ensayo empleadas, asumimos que
el sitio de unién primario de Mn?* esta conformado por las His del motivo Il (0 HUH),
en el centro activo de la proteina (Figs. 57 y 70). No obstante, alin no disponemos de
informacion estructural que desvele la naturaleza del metal unido y cudl es su
geometria de coordinacion. En este sentido, un trabajo reciente con la proteina Tral_F
ha demostrado que, aunque el papel de los residuos del motivo HUH es asimétrico,
mutaciones individuales en cualquiera de sus tres His afecta significativamente a la
unién del metal (Larkin et al., 2007). Esta posible unién de Mn®* en el centro activo de
MobMN199 explicaria, en parte, que la estabilidad térmica de MobMN199 sea
dependiente de la presencia de este cation. El efecto de los cationes como
estabilizadores térmicos también se ha observado para el fragmento Klenow de la
DNA polimerasa de E. coli con iones Mg?* (Richard et al., 2006), y para un complejo
receptor de luz (LH1-RC) de la bacteria termdfila Thermochromatium tepidum con
iones Ca®" (Kimura et al., 2009). Ademas, no hay que descartar que, aparte del sitio
primario de unién, la unibn de mas iones en otras regiones de la proteina tenga un
efecto protector. Asi, los autores que han presentado la estructura cristalogréafica del
dominio relaxasa de MobA (denominado minMobA), afirman que hay tres sitios de
unién de Mn#, con el sitio primario en el centro activo de la proteina, y otros dos iones
Mn?* que estarian coordinados por las parejas de residuos H46/Q97 y H98/E52,
respectivamente (Monzingo et al., 2007). Otro aspecto interesante fue que, aunque el
Mg?* era el Gnico metal capaz de soportar una actividad relaxasa de MobMN199 al
mismo nivel que con Mn**, no se observé una proteccion frente a la desnaturalizacion
térmica con este catién. La presencia de Ca®" pudo suplir parcialmente la actividad
relaxasa, pero no Ba®* o Zn?*. En este sentido, y a diferencia de MobM, se ha
observado que TrwC puede cortar DNA en presencia de una gran variedad de

cationes, como Mg**, Mn?*, Ca?*, Zn*, Cu* o Co*" (Boer et al., 2006). Sin embargo,
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TrwC requiere una concentracion de Mg* o Ca”** mucho mayor que de Zn*, Ni** o
Cu?* para mantener el mismo nivel de actividad. Ademas, mientras que no se observé
Mn?* 0 Mg®* en los cristales de TrwC resueltos, la unién de Ni?*, Zn** o Cu** provocé
algunos cambios conformacionales en la estructura de la proteina (Boer et al., 2006).
Si este fuera el caso en MobMN199, ello podria explicar la falta de proteccion térmica
por parte del Mg®". La Unica informacién disponible en cuanto a la utilizacion de
metales por parte de las relaxasas de tipo MOB, se encuentra en los sistemas
Mob_pBBR1 (Szpirer et al., 2001) y BmpH_Tn5520 (Vedantam et al., 2006), ambos
activos con Mg?*. Por ello, serfa interesante conocer si la preferencia de unién de
metal podria reflejar una caracteristica comun de las relaxasas MOBy 0 bien se trata
de una adaptacién a la sensibilidad del huésped del plasmido hacia los metales.
Segun publicaciones recientes (Waldron & Robinson, 2009a; Waldron et al., 2009b),
la disponibilidad de un metal para un microorganismo y la forma en que se regula su
homeostasis es determinante para que las metaloproteasas capten el elemento
adecuado. En este aspecto, el huésped empleado en la mayoria de los estudios
realizados con el plasmido pMV158 es S. pneumoniae, en el que se ha detectado
recientemente una proteina (MntE) implicada en el transporte de Mn?*" (Rosch et al.,
2009). Ademés, hay que destacar que la proteina RepB, iniciadora de la replicacion de
pMV158, requiere preferentemente Mn?* para una actividad éptima de corte sobre
DNA in vitro (de la Campa et al., 1990). Este es el catibn que se ha observado en el

centro activo tras resolver la estructura tridimensional de RepB (Boer et al., 2009).

Nuestros resultados han permitido demostrar que la proteina MobMN199
mantiene la capacidad de corte y cierre tras la desnaturalizacién térmica. Esta podria
ser una caracteristica importante para el proceso de transferencia plasmidica. Se ha
demostrado que TrwC entra en la célula receptora durante la conjugacion (Draper et
al., 2005), a pesar de ser una proteina dimérica relativamente grande, con 966
aminoacidos y un peso molecular estimado de 213.5 kDa (Llosa et al., 1994a).
Ademads, la transferencia del pldsmido R388 se inhibe desde el receptor mediante
expresion de anticuerpos que bloguean al residuo Y26 de TrwC, responsable del cierre
del DNA (Garcillan-Barcia et al., 2007; Gonzalez-Pérez et al., 2007). Si este fuera el
caso para MobM, el cambio conformacional que tendria que sufrir para pasar a través
del sistema de secrecién podria revertir, manteniendo asi la actividad de transferencia
de cadenas en el receptor. No obstante, se ha demostrado que el dominio relaxasa
TrwC-N275 tiene un centro de hélices-a resistente a la temperatura, pero que una
desnaturalizacion térmica lenta supone cambios irreversibles en la parte exterior de la

proteina, compuesta por lamina-f3 y estructuras desordenadas (Arrondo et al., 2003).
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¢Cual es el residuo catalitico en las relaxasas de la familia
MOB,?

Las relaxasas pueden clasificarse en dos grupos dependiendo del numero de
tirosinas cataliticas (Fig. 10; Garcillan-Barcia et al., 2009). Salvo los plasmidos de la
familia MOBE, cuyas relaxasas tienen dos Tyr activas (representada por TrwC), el resto
de las familias solo presentan una Tyr en el centro activo. Recientemente se ha
demostrado que la relaxasa TrwC presenta un mecanismo secuencial en el que la Y18
corta el DNA para iniciar el proceso, mientras que Y26 lleva a cabo la reacciéon de
cierre en la terminacion de la transferencia (Gonzalez-Pérez et al., 2007). Las
relaxasas con una sola Tyr catalitica suelen conformar unidades funcionales diméricas
de manera que las Ys de los respectivos mondmeros estarian implicadas en el inicio y
la terminacién del proceso conjugativo, tal y como se ha demostrado para la proteina
Tral del plasmido RP4 (Pansegrau & Lanka, 1996a). Este podria ser el caso de la
proteina MobM ya que segun se ha observado mediante ultracentrifugacion analitica
es un dimero en solucién (de Antonio et al., 2004). El residuo catalitico que se habia
propuesto para MobM es la Tyr44, localizada en el motivo Il (Fig. 69; Grohmann et al.,
1999). Sin embargo, este residuo solo se conserva en un subgrupo de la familia MOB,,
representado por el plasmido pMV158 (Francia et al., 2004). En el trabajo presentado
en esta tesis se demuestra claramente que Tyr 44 no es el residuo catalitico, ya que
un mutante Y44F de MobM mantiene la actividad de corte sobre DNA superenrollado
(Fig. 58). Ademas, segun los datos estructurales, el residuo Y44 se encuentra alejado
del centro activo de la proteina (Fig. 57). La ausencia del motivo Il en el otro grupo
principal de la familia MOBy, representado por el plasmido pBBR1, esta en
concordancia con estos resultados. Por su proximidad al centro activo y la similitud en
la ubicacion con respecto a la Y18 de la proteina TrwC (implicada en el primer corte
del DNA), el siguiente candidato a analizar en la proteina MobM ha sido el residuo
Y122 (Fig. 70). Concretamente, los intentos de obtener un mutante Y122F de
MobMN199 han sido fallidos debido a que esta proteina mutante no se une a la matriz
de heparina-agarosa durante la etapa de purificacion de la proteina. Aunque en un
futuro cercano se intentara optimizar un protocolo diferente del que disponemos, el
hecho de que el mutante Y122F no presente afinidad por heparina podria ser un
indicativo de que ese residuo esté implicado en el reconocimiento especifico y/o
procesamiento del DNA. No obstante, en un trabajo previo en el que se han
mutagenizado las 7 tirosinas de la proteina Mob de pBBR1, no se ha observado

disminucién alguna en la capacidad de transferencia (Szpirer et al., 2001). Ademas, se
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ha demostrado que los residuos D120 y E121 de la proteina Mob_pBBR1 (ambos del
motivo 3-H) fueron esenciales para la movilizacion de pBBR1, sugiriendo que podrian
formar parte del centro activo para coordinar un atomo de Mg o bien para cortar el
enlace fosfodiéster del DNA. Por otro lado, H22 es uno de los residuos del motivo |
(Fig. 69), el cual es exclusivo y presenta un alto grado de conservacion dentro de la
familia MOBy (Garcillan-Barcia et al., 2009). Aunque hasta ahora no se ha atribuido
ninguna funciéon a este motivo, hemos obtenido resultados preliminares en nuestro
laboratorio con un mutante H22A de la proteina MobMN199 que indican que este
residuo es esencial para el corte de DNA superenrollado. Debido a que MobMN199 no
es capaz de procesar DNA monocatenario (Tabla 13), aln se necesitan nuevos
ensayos de actividad con un mutante H22A sobre la versibn MobMN243. Estos
resultados dejan abierta la cuestion de cudl de los residuos esta implicado

directamente en el ataque nucleofilico del DNA en la familia MOB,,.

- MobM
B trwe

Figura 70. Superposicion de los centros activos de las relaxasas MobM-26DNA y TrwC-
25DNA-Ni*.

Cedido por Russi, 2009.

Hasta la fecha solamente se han publicado tres estructuras tridimensionales de
dominios relaxasa de proteinas que pertenecen a las familias MOBg (TrwC_R388 y
Tral_F) y MOBqo (MobA_R1162). A pesar de la baja identidad de secuencia que hay

entre las relaxasas de ambas familias, existe una gran correlacion estructural (Guasch
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et al., 2003; Datta et al., 2003; Monzingo et al., 2007). De forma genérica, los centros
activos de estas proteinas se componen de: i) una o dos Tyr cataliticas; ii) una triada
de His (motivo 3H) implicada en la coordinacién de un metal divalente esencial en el
posicionamiento del DNA, iii) una base general, normalmente Asp (D85 en TrwC) o
Glu (¢ E38 0 E74 en MobA?), que por un lado potencia el ataque nucleofilico de la Tyr
catalitica (por sustraccion del protén del grupo hidroxilo), y por otro es capaz de
modular la coordinacion del metal divalente mediante interaccion con una de las His
del motivo “HUH”; y iv) un acido general, probablemente His o Arg (H163 o R154 en
TrwC), que aportaria un protén al atomo O3’ del nucledtido que queda libre tras el
corte, ademas de posicionar el DNA de forma conjunta con el metal. Con esta
informacién nos atrevemos a proponer que, para MobM, Y122, H22 y E82 actuarian
como residuo catalitico, residuo acido y residuo basico, respectivamente dentro del
centro activo de la proteina. Ademas, las histidinas H126, H133 y H135 (motivo 3-H)
coordinarian un atomo de Mn** (Fig. 70).

Las interacciones de la proteina MobM con el oriT dependen de

la secuencia y topologia del DNA

Segun el presente modelo de conjugacion, la topologia del DNA en el inicio
deberia ser totalmente diferente que en la terminacién de la transferencia plasmidica
(Fig. 21). En el inicio del proceso conjugativo de pMV158, MobM debe reconocer DNA
bicatenario superenrollado. En un trabajo previo de footprinting con DNasa | en el que
se emple6 un DNA bicatenario lineal con la secuencia del oriT, se observé que la
proteina MobM protegia dos regiones que correspondian al brazo izquierdo y derecho
del IR2, mientras que la regién del IR1 y del sitio de corte se mantenian desprotegidas
(Fig. 18; Grohmann et al., 1999). Teniendo en cuenta que en el inicio de la
transferencia la conformaciéon del DNA plasmidico es bicatenario y superenrollado,
hemos querido analizar cual(es) de las repeticiones invertidas del oriT de pMV158
tenian un papel importante en la interaccién con MobM en este tipo de sustrato. En las
hipotesis originales se propuso que las estructuras tipo tallo-lazo formadas en el oriT
por las repeticiones invertidas IR2 e IR3 podrian ser, respectivamente, las
conformaciones adoptadas en el inicio y terminacion del proceso. Sin embargo, los
resultados de footprinting obtenidos en este trabajo permiten deducir que la

conformacion del oriT en el DNA superenrollado de pMV158 adopta una estructura de
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tipo IR3. Segun el modelo que proponemos en la Figura 72, la unién de MobM a dicha
estructura desencadenaria una serie de cambios estructurales importantes, entre los
cuales destaca la apertura de la base del tallo de IR3 (60% de contenido en GC) v,
consecuentemente, la fusion del DNA en la region del oriT que contiene el sitio de
corte. De esta manera, el desplazamiento de IR3 hacia una estructura de tipo IR1
generaria un sustrato de cadena sencilla, adecuado para la entrada en el centro activo

de la proteina y corte en el sitio nic.
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Figura 72. Modelo de interacciéon proteina-DNA en el inicio de la transferencia.

La estructura cruciforme de tipo IR3 preformada en el DNA superenrollado de pMV158
(izquierda) sufre un cambio conformacional inducido tras la union de MobM (elipse), hacia una
estructura de tipo IR1 en la que la region que incluye el sitio de corte pasa a un estado
monocatenario (derecha).

En cuanto a la terminacién por cierre de la cadena transferente en la célula
receptora, la estructura mas estable en la forma monocatenaria (ssDNA) de pMV158
seria la de una horquilla de tipo IR3, a pesar de que existiera replicacién conjugativa

en el donador (y se reconstituyera el brazo derecho de IR2), aunque aln no hay datos
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experimentales que despejen esta incognita. En este sentido, durante el desarrollo de
esta tesis se realizaron varios ensayos de replicacion iniciada por MobM en extractos
S30 de E. coli, aunque los resultados obtenidos fueron negativos. Esto podria indicar
que en el caso de la transferencia de pMV158 no hay replicacion en el donador, y que
la copia que se pierde en este proceso se recuperaria rapidamente mediante
replicacion vegetativa, tal y como se ha propuesto para el plasmido RSF1010 (Meyer,
2009). La pregunta que se plantea ante estos resultados es cual es el papel de IR2. A
pesar de que esta secuencia se conserva en los plasmidos de la familia de pMV158,
no es reconocida por MobM en forma monocatenaria (Fig. 49) y, segun los analisis de
footprinting con DNA superenrollado, no parece extruirse. Aunque sera necesario un
estudio exhaustivo mediante la construccion de mutantes en esta region del oriT, cabe
destacar que la secuencia del brazo derecho de IR2 (5’-TTATACTTTA-3’) contiene un
90% en contenido AT, lo cual favoreceria la separacion del DNA en esa regién segun

el modelo que aqui se propone (Fig. 72).

En el caso del plasmido R100 se ha observado mediante footprinting con
KMnQO,, que la union de la relaxasa Tral a la regidon nic separa la doble cadena vy
genera una region de DNA de cadena sencilla (Fukuda & Ohtsubo, 1997). Asi, la union
de Tral aumenta la sensibilidad a KMnO,4 en el sitio de corte, aunque en menor medida
en las Ts de la cadena transferente, probablemente debido a una cierta proteccion por
contactos especificos entre esa region del DNA y algunos residuos de la proteina. Sin
embargo, en ausencia de Tral solo se funde el sitio adyacente de union de la proteina
accesoria TraY (el cual es rico en AT), pero no la regién del sitio de corte. A su vez, en
ese trabajo se demuestra que la eficiencia de corte de Tral sobre un DNA plasmidico
solo se ve afectada cuando se introducen mutaciones en el brazo proximal del IR. En
el caso de R388 también se ha observado un aumento en la oxidacion del sitio de
corte en presencia de la relaxasa TrwC, aunque no parece que el IR, que esta a 5’ de
la regién de corte esté extruido en el DNA (Guasch et al., 2003). Mediante el uso de
oligonucledtidos “suicidas” (en los que el sitio de corte esta modificado) y mutantes en
las dos Tyr activas de TrwC (Y18 e Y26), se ha demostrado que la formacién de la
horquilla IR, favorece a la reaccidén de religacién del DNA por parte de Y26, esencial
durante el proceso de terminacion de la transferencia plasmidica (Gonzalez-Pérez et
al., 2007). Otros trabajos realizados con los plasmidos R1162 (Bhattacharjee et al.,
1992; Becker & Meyer, 2000) y R64 (Furuya & Komano, 2000) demuestran que solo el
brazo proximal de un IR localizado a 5’ del sitio de corte es importante para el inicio de
la transferencia, pero que es necesario el IR entero para la terminacién. Teniendo en

cuenta esta informacién, parece que en todos estos sistemas la relaxasa reconoce la
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doble cadena del brazo proximal del DNA superenrollado para iniciar el proceso
conjugativo, y que la extrusion de la horquilla solo afecta a la reaccion de terminacion,

por lo que la regién distal del IR es esencial en un sustrato monocatenario (Fig. 73).

terminacion iniciacion
F CITGTTTTTGCGTGGEGTCT/GET
MOB; S <
R388 GAAAGGTGCGTATTGTCT/ATAG
RSF1010/ — > € —
MOBa o160 A GAAGAGAAACCGGTAAGTGCG/CCCTCCC
MOB,  RP4 ARGGAA TCGCGGETGEECCTACTTCACCTATCCTG/ CCC
I - + Relaxasa —»
SNS—
ssDNA dsDNA

Figura 73. Funcionalidad del oriT en el inicio y la terminacién de la transferencia
conjugativa.

Se indica la secuencia de los oriTs de diferentes plasmidos de las familias MOBg, MOBg y
MOBg, destacando la posicion del brazo distal (amarillo) y proximal (azul) de la repeticion
invertida (flechas) a 5’ del sitio de corte (“/”). En el inicio, la relaxasa reconoce el brazo proximal
y separa la region del DNA que incluye el sitio de corte. En la terminacién, el brazo distal juega
un papel esencial para formar una horquilla que favorece el cierre del DNA por transferencia de
cadenas.

Hay que tener en cuenta que los oriTs de estos plasmidos son muy distintos
respecto al de pMV158, en el sentido de que solo presentan una repeticion invertida
alejada entre 8 y 9 pb a 5’ del sitio de corte (Fig. 13). El oriT de pMV158 presenta tres
IRs en una regién muy compacta de 41 pb (Fig. 74A), de los cuales IR1 e IR3 parecen
estar en un equilibrio dinAmico de formacion en DNA superenrollado, segun los datos
de footprinting. Los oriTs de los otros dos sistemas de la familia MOB,, estudiados con
cierto detalle (pBBR1 y Tn5520) también presentan IRs en los que el sitio de corte se
localizaria justo en la base de la horquilla (Szpirer et al., 2001; Vedantam et al., 2006).
Seria interesante obtener mutantes de pMV158 en los que elimine la region del brazo
izquierdo del IR3. Si nuestro modelo es valido, esperariamos que la extrusion de una
horquilla tipo IR3 en ese mutante no fuera posible y la eficiencia de corte in vitro, o de
transferencia in vivo relativas al plasmido silvestre se vieran reducidas. Los complejos
débiles observados en ensayos de EMSA con MobM y un fragmento de PCR que

contiene la region del oriT (Fig. 40A) apoyan la idea de que MobM reconoce una
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estructura secundaria preformada en el DNA superenrollado que, obviamente, esta
ausente en un DNA lineal bicatenario. En este sentido, se ha analizado la capacidad
de union de la relaxasa BmpH (perteneciente a la familia MOBy) a un fragmento de
DNA bicatenario de 520 pb que contenia el oriT de Tn5520 (Vedantam et al., 2006).
Aunque los autores afirman que la interaccion es especifica, hay que destacar que las
concentraciones de proteina utilizadas en los ensayos EMSA eran muy elevadas (7.2
UM, respecto a 60 pg de DNA). Mas aun, la regibn minima del oriT definido para
Tn5520 incluye una IR de 17 pb que, en caso de extruirse, presentaria el sitio de corte
en una region equivalente al de pMV158 (Fig. 72), en la base de la horquilla
(Vedantam et al., 2006). Probablemente, y a la luz de los resultados presentados en
esta tesis, seria necesario mucha menos cantidad de proteina para observar una
interaccion especifica entre BmpH con un DNA que incluyera el oriT minimo en estado

monocatenario.

En la definicidn de la secuencia minima del oriT se observé que MobM reconoce
un oligonucledétido con la secuencia de IR1 mas ocho nucleétidos hasta el sitio de
corte (IR1+8). La estructura del complejo MobMN199 se ha resuelto empleando este
oligonucledtido, observando un mondémero de proteina por molécula de DNA. La
informacién publicada sugiere que las conformaciones observadas en las estructuras
tridimensionales de TrwC corresponden al complejo formado por la relaxasa y el DNA
durante la terminacion de la transferencia conjugativa (Guasch et al., 2003; Gonzalez-
Pérez et al.,, 2007). Sin embargo, en el caso de pMV158, la estructura observada
podria ser la conformacién que tiene lugar en el inicio, segun el modelo propuesto (Fig.
72). La relacién observada entre los datos de footprinting con DNA superenrollado
(resumidos en Fig. 74A) y la estructura tridimensional de MobMN199 con el
oligonucledtido IR1+8 son concluyentes en este sentido. Segun se ilustra en la Figura
74B, la zona de contacto entre la proteina y la doble hélice formada por el DNA de IR1
deja expuesta la regidon correspondiente al bucle de la horquilla (6valo verde).
Precisamente, dentro de esa regién se observd un aumento en la digestién por DNasa
| de las bases T1l y Al12 (segun las coordenadas de IR1+8), sobre el DNA
superenrollado de pMV158 en presencia de MobM. A su vez, se observd una
oxidacion significativa de estas mismas bases (T11 y A12) por KMnO,, aunque con
menor grado que en ausencia de proteina MobM (ver Fig. 46 para mas detalles). Por
otro lado, puede observarse como todas las guaninas de IR1+8 (G17, G22, G24 y
G26) contactadas por varios residuos de la proteina (ver Fig. 56) estan protegidas

frente a metilacién por DMS. La Unica guanina en la que no se observo un efecto de
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union de MobM frente a DMS (G8) se localiza, precisamente, en la region
desprotegida del bucle formado por IR1 (Fig. 74B, 6valo verde). Hay que destacar que
el extremo 3’ del DNA observado en la estructura no entra en el centro activo y las
interacciones especificas que realmente se establecen en esa zona podrian variar. La
resolucion de la estructura de MobMN243 con IR1+8 por cristalografia de rayos X

desvelara nuevos datos en este aspecto.

A
DMS
DNasal VVV V V'V
KMnOs
v = \ A4 vV A AAAAZAAR=E
5~-CACACACTTTATGAATATAAAGTATAGTGTGTTATACTTTA -3’
1 26
IR1 >
IR3 > < -—— —

IR2

3=-GTGTGTGAAATACTTATATTTCATATCACACAATATGAAAT-5’

AAAAA <
KMnOa4

Figura 74. Correlacion entre la estructura tridimensional y los datos de footprinting sobre
DNA superenrollado.

A) Resumen de las bases modificadas en la cadena transferente o no-transferente del oriT de
pMV158 mediante footprinting con DNasa |, DMS o KMnQ,, en presencia de la proteina MobM.
Los tridngulos normales y los tridngulos invertidos indican hiperexposicion o proteccion frente al
agente modificador, respectivamente. El dinucleétido de corte 5’-GpT-3’ se indica en negrita y
la secuencia correspondiente al oligonucleétido IR1+8 se delimita con un recuadro rojo. B)
Estructura del complejo formado por MobMN199 (en gris) y el oligonucle6tido IR1+8, indicando
la localizacion de las bases del DNA y la region mas expuesta a modificacién (6valo verde)
frente a los diferentes agentes empleados en los andlisis de footprinting.

166



Discusion

La funcionalidad total del sso es esencial en el proceso

conjugativo

En este trabajo se analiza por primera vez el papel de los origenes de
replicacion de cadena retrasada de un plasmido RC, en la transferencia plasmidica
horizontal. Desde nuestro punto de vista, para que el proceso conjugativo tenga éxito
no solo es necesario que la molécula transferente de pMV158 entre en la célula
receptora, también implica un establecimiento adecuado en el nuevo huésped. En este
sentido, después de la recircularizacion del DNA deben existir mecanismos de
conversién de la molécula ssDNA hacia DNA de doble cadena. Es aqui donde nos
preguntabamos si los origenes replicacion de cadena retrasada podrian actuar en la
replicacién conjugativa en el receptor. En este sentido, el plasmido pMV158 presenta
un modelo ideal debido a que, precisamente, tiene dos sso: ssoU y SSOA.
Anteriormente se habia observado que el origen de tipo ssoA solo funciona
eficientemente en el huésped nativo del plasmido, por lo que se postulaba que debian
existir factores adicionales especificos que fueran los responsables de su mal
funcionamiento en un huésped heter6logo (del Solar et al., 1987b). No obstante,
mientras que el ssoA de pMV158 no era funcional en S. aureus, se observé que
soportaba la sintesis de cadena retrasada in vitro, con extractos celulares de
estafilococo. Ello apuntaba a que el problema en la funcionalidad del ssoA radica en la
eficiencia, y no en la falta de especificidad para iniciar el proceso replicativo (Kramer et
al., 1998a; Kramer et al., 1998b). Asi, la interaccién eficiente entre el ssoA y la RNAP
bacteriana podria ser el determinante del estrecho rango de funcionalidad en este tipo
de origen de replicacion. Teniendo en cuenta la estructura genética de pMV158 y su
caracter promiscuo se ha llegado a proponer que el origen ssoU seria uno de los
determinantes en el rango de huésped de plasmidos de tipo RC (del Solar et al.,
1996). Para profundizar en este asunto, se construyeron derivados de pMV158 que
carecian de uno o ambos origenes sso, y se llevaron a cabo una serie de estudios
funcionales. El analisis de transferencia plasmidica de pMV158 y estos derivados sso-
deficientes requeria una aproximacién rapida y reproducible. Es importante destacar
que en muchos casos, las frecuencias de transferencia suelen estar entre 10°y 10®
transconjugantes por receptor, lo cual indica que por cada 103-10° células receptoras
solo una de ellas recibe el plasmido. La observacion de niveles detectables de
movilizacion del plasmido pMV158 entre células de S. pneumoniae en medio liquido es
practicamente nula, y solo es posible cuando se usan soportes solidos (Smith et al.,

1980; Priebe & Lacks, 1989; Farias & Espinosa, 2000). En trabajos previos se habian

167



Discusion

publicado métodos de andlisis multiple para el estudio del impacto de las condiciones
ambientales (Johnsen & Kroer, 2007) o para la deteccién de inhibidores (Fernandez-
Lépez et al., 2005) sobre la conjugacion plasmidica. Desafortunadamente, no se pudo
aplicar ninguno de estos sistemas en nuestro estudio porque en ellos se empleaba un
soporte liquidos o semi-sélido (agar), respectivamente. Por esta razon se disefio y se
puso a punto un nuevo protocolo de conjugacion en filtro con placas multipocillo
(Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009a). Esta aproximacién nos permitié estudiar la
movilizacién conjugativa intra- e inter-especifica de pMV158 y sus derivados sso-
deficientes en un mismo ensayo. Segun se habia optimizado previamente en nuestro
laboratorio, los experimentos de transferencia plasmidica inter-especifica se
desarrollaron con estirpes de S. pneumoniae y E. faecalis como donadores o
receptores, respectivamente (Nieto & Espinosa, 2003). Esto supuso una ventaja a la
hora de seleccionar las células transconjugantes ya que los donadores S. pneumoniae
no crecian en superficie por su naturaleza microaerofilica. Los resultados obtenidos
demostraron que ambos origenes de cadena retrasada son funcionales al mismo nivel
en S. pneumoniae. Por el contrario, el origen ssoA no es 6ptimo para la replicacion de
pMV158 en E. faecalis y, debido a ello, las tasas de conjugacion desde neumococos a
enterococos disminuyen dos 6rdenes de magnitud cuando el origen ssoU no es
funcional. Segun trabajos previos (Kramer et al., 1999), y a la luz de los resultados
obtenidos en esta tesis (Lorenzo-Diaz & Espinosa, 2009b), parece ser que la habilidad
de ssoU para interaccionar con la RNAP de varias especies bacterianas permiten a los
plasmidos un amplio rango de huésped, contribuyendo asi a la diseminacién horizontal

de los mismos.

El médulo MOB de pMV158, compuesto por el oriT y el gen mobM (ver Fig. 14),
permanece inalterado en los derivados construidos con deficiencias en los sso. En
este aspecto, si la transferencia es independiente de las copias plasmidicas en el
donador, cabria esperar que el nUmero de eventos de movilizacion desde una célula
hacia otra fuera similar, independientemente de la actividad de los sso. Las moléculas
transferidas (en forma de DNA monocatenario) que carezcan de un sso funcional no
podrian reconstituirse a su forma bicatenaria de una manera eficiente. Dado que la
distribucion celular de las moléculas de un plasmido tipo RC es al azar (del Solar et al.,
1998), esto supone un punto critico en el establecimiento del plasmido debido a su
bajo nimero de copias en el momento de la division plasmidica. Concretamente, los
plasmidos pMV158 y pMV158ABD (deficiente en ssoU) tienen el mismo n° de copias
en S. pneumoniae y la misma capacidad de transferirse en funcion a los resultados de

conjugacion intra-especifica obtenidos (Fig. 65). No obstante, la transferencia de
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pMV158ABD hacia E. faecalis fue significativamente menor respecto al plasmido
silvestre y a pMV158G3G7 (deficiente en ssoA), demostrando la esencialidad del
origen ssoU para una transferencia exitosa. Si la transferencia de pMV158 fuera
independiente de la eficiencia de los sso, se esperaria las mismas frecuencias de
conjugacion con o sin defectos en estos elementos. La replicacién conjugativa tendria
lugar eficientemente, pero la replicacibn se veria afectada y/o ralentizada. Sin
embargo, experimentalmente no se observaron incrementos en el ndmero de
transconjugantes tras periodos mas largos de incubacién de las placas, lo cual reflejo

un efecto directo de los sso en la transferencia plasmidica.

U orT 3-OH MobM Dador
A
—_—
a2
dsDNA

Receptor

Figura 75. Modelo de sintesis de doble cadena después de la transferencia de pMV158.

MobM corta en oriT y queda unida al extremo 5°. Mediante la proteina de acoplamiento (CP), el
complejo DNA-MobM es transferido hacia la célula receptora a través de un sistema de
secrecion de tipo 1V, codificado en el plasmido auxiliar pAMB1. El origen ssoA (A) es el primero
en entrar en la célula receptora y, tras estructurarse adecuadamente, es reconocido por la
RNAP para iniciar la sintesis de la cadena complementaria. Si la interaccion entre el ssoA y la
RNAP del nuevo huésped no es eficiente (cruz roja), la sintesis de DNA solo tiene lugar desde
el origen ssoU (U), el cual es el Gltimo elemento que entra en el receptor.

El modelo que aqui proponemos (Fig. 75) predice que, al menos en plasmidos
RC pequefios como pMV158, la reconversion del DNA transferido por conjugacion a
una molécula de cadena doble, se inicia mediante la sintesis de un cebador de RNA
desde un origen de cadena retrasada de forma equivalente a la replicacién vegetativa.

Cuando pMV158 coloniza un nuevo huésped por transformacion, el DNA se fragmenta
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e introduce en estado monocatenario mediante un proceso degradativo de transporte
(Lopez et al., 1982; Claverys et al., 2009). La reconstitucion de una molécula intacta
del plasmido tiene lugar por sintesis y/o recombinacion, seguida de replicacién por
circulo rodante de la cadena lider desde el dso (Fig. 1). Sin embargo, la colonizacion
de un huésped por movilizacién conjugativa de pMV158 implica, primero la replicacion
de la cadena complementaria desde un sso, y luego replicacion desde el dso. Por ello,
podemos sugerir que el papel del sso es mas relevante en los primeros estadios del

establecimiento de un plasmido en un nuevo huésped por la via de la conjugacion.
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La transcripcion del gen mobM puede iniciarse desde diferentes promotores
dependiendo del huésped bacteriano de pMV158. Estos promotores coinciden (S.
pneumoniae y L. lactis) o solapan (E. coli) con el oriT, de manera que MobM

podria regular su propia sintesis dependiendo del contexto gendmico.

Los plasmidos movilizables de la familia de replicacién de pMV158 son portadores

de relaxasas de tipo MOBy, lo cual sugiere la existencia de un ancestro comun.

La actividad de unién y corte de DNA (dominio relaxasa) de MobM se localiza en
la regibn N-terminal de la proteina (primeros 200 residuos), mientras que el

dominio de oligomerizacion se encuentra en la regién C-terminal.

El dominio relaxasa de MobM se renaturaliza parcialmente tras una
desnaturalizacion térmica lenta, y mantiene la actividad de corte y cierre sobre

DNA superenrollado.

MobM tiene una afinidad elevada por iones Mn?*. Este cation es el Gnico que,
conjuntamente, soporta la actividad catalitica y aporta estabilidad térmica al

dominio relaxasa de la proteina MobM.

El origen de transferencia de pMV158 tiene tres repeticiones invertidas en una
region compacta de 41 pb. En el DNA superenrollado de pMV158 se generan

estructuras secundarias de tipo tallo-lazo con la secuencia de IR1 e IR3.

MobM reconoce una estructura cruciforme de tipo IR3 en el oriT de pMV158 y
separa el DNA que incluye el sitio de corte, mediante el desplazamiento hacia una
estructura de tipo IR1. La secuencia IR2 parece no tener un papel importante, al
menos en la interacciones que se establecen entre MobM y el DNA

superenrollado de pMV158.

La secuencia minima del oriT en estado monocatenario contiene la repeticion
invertida IR1 mas ocho nucleétidos que se extienden a 3’ hasta el sitio de corte de
MobM.

La estructura cristalina del dominio relaxasa de MobM es la primera que se
obtiene implicada en el sistema de movilizacién de un plasmido de bacterias Gram

positivas.
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La estructura global del dominio relaxasa de MobM es homdloga a la de las
relaxasas de estructura conocida, y consiste en una lamina central formada por

varias cadenas- antiparalelas, rodeada por un conjunto de hélices-a.

El complejo observado por cristalografia de rayos X entre MobMN199 y el
oligonucledtido IR1+8 (definido como el oriT minimo) corresponde a la

conformacion adoptada en el inicio de la transferencia.

Los requerimientos estructurales para la actividad de corte de MobM dependen de
la topologia del sustrato. La versidon truncada MobMN199 es activa sobre DNA
superenrollado, pero no sobre DNA monocatenario. MobMN243 presenta
actividad de corte, tanto con DNA superenrollado como monocatenario. Las
hélices-a extra de esta nueva versién podrian dirigir el DNA monocatenario hacia

el centro activo.

La tirosina en posicién 44, propuesta como el aminoacido implicado en el corte del
DNA, no es el residuo catalitico. En funcion a los datos estructurales y
funcionales, los aminoacidos Y122, H22 y E82 podrian actuar como residuos
catalitico, acido y basico, respectivamente dentro del centro activo de MobM. A su

vez, las histidinas H126, H133 y H135 coordinarian el &tomo de Mn?*.

El origen de cadena retrasada ssoU es un elemento esencial para la propagacion
del plasmido pMV158 desde Streptococcus a especies de otros géneros

bacterianos.

La funcionalidad de un origen de cadena retrasada (sso) es imprescindible para la

transferencia conjugativa de los plasmidos RC.
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