UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
Facultad de Ciencias Biologicas

INTERACCION ENTRE LA PROTEINA RepB
Y EL ORIGEN DE REPLICACION DE pLS1

MIRIAM MOSCOSO NAYA

Madrid, 1996



INTERACCION ENTRE LA PROTEINA RepB
Y EL ORIGEN DE REPLICACION DE pLS1

Tesis Doctoral presentada por Miriam Moscoso Naya,
para optar al grado de Doctor en Ciencias Bioldégicas

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
Febrero, 1996

Miriam Moscoso Naya Manuel Espinosa
Profesor de Investigacidn
(CIB, CSIC)

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular I

Facultad de Ciencias Biol6gicas



A mis padres y,
por supuesto, a Manolo.



Lilcgado el momento en que el esfuerzo y trabajo de estos ultimos anos se concretan
en este pequeno volumen, no puedo dejar de mencionar u aquellas personas que de una
forma u otra me han prestado su ayuda.

En primer lugar, deseo expresar mi agradecimiento a Manuel Espinosa, director de
esta Tesis y quien me ha enseftado cast todo lo que sé sobre el "mundillo” de la Ciencia.
Agradecer, ademas, a todo el grupo de Genética Molecular de la Facultad de CC
Biologicas, haber aceptado esta Tesis.

A Gloria del Solar y Adela de la Campa, cuyos trabajos han constituido la base
sobre la que sc asienta esta Tesis. A Gloria, ademds, por iniciarme en la técnicas de
laboratorio y en las "discusiones cientificas”.

A Paloma 1.opez, que haciéndome un hueco en su apretada agenda, me ha brindado
siempre buenas ideas y oportunos consejos. A Germdn Rivas, por el interés prestado en
mi trabajo. A Gillermmo Giménez, por su apoyo. Y a Javier Varela y Ramon Eritja, por
sintetizar puntualmente todos los oligos (y son muchos) con los que he trabajado.

En segundo lugar, me gustaria recordar a todos mis companeros. A mis primeros
companeros del Laboratorio: Antonio, Pepe y Asun, por sus buenos consejos. Y a
Christophe, por su amistad y hospitalidad.

A Gaby, por haber pensado en mi'y recomendarme para trabajar en ef Laboratorio.
A Paloma, por madrugar tanto y ser siempre tan solicita. A Ana, por sus "comeduras de
coco” y por ayudarme, sin rechistar, con el "ir y venir" de las figuras de esta Tesis. A
Monica y Félix, por compartir conmigo el "sindrome del becario”. A Joaquin y Leda, por
su carifio y comprension cuando mdas lo necesitaba. Y a Manuel, por ayudarme a resolver
el "papeleo” del Doctorado.

Y por supuesto, a Maite, por su ayuda técnica y buen dnimo, por ensefiarme a
"pinchar” los gradientes de CsCl. A Maritere, por sus historias y por tener esos nietos tan
maravillosos. A Reme y Pedro, por su apoyo y buen humor.

Agradecer también, la atencion prestada por el Servicio Técnico del CIB, en especial
a Aurelio y Vicky, que se han visto saturados de trabajo por mi culpa.

Me gustaria hacer una mencion especial a mi familia, por soportarme todo este
tiempo. A Gladys, por resolver mis problemas informdticos. A Jose, por estar a mi lado
y hacerme reir, olvidando, muchas veces, los problemas que surgen en este trabajo.

Finalmente, me queda decir que este trabajo ha sido financiado, en su mayor parte,
por una beca del Plan de Formacion de Personal [nvestipador del Ministerio de
Educacion vy Ciencia.

A todos, Muchas Gracias.

Miriam



INDICE

INTRODUCCION .......coivininniinnnnann.. e 1
1. Plasmidos: definicién e importancia biolégica .. .................... 2
2. Mecanismos de replicacion plasmidica . .......................... 3
2.1. Replicacién tipotheta . . ... ... .. .. 3
2.2. Replicacién por desplazamiento de hebra ... ....... ... ... ... 6
2.3. Replicacidén tipo circulo rodante .. ... ... L L L o L. 7
2.4. Replicacion dirigida por proteinas terminales . ... ... .. .. ... ..., 7
3, Sistemas de control de la replicaciéon plasmidica ................... 3
3.1, Control mediado por RNAs antisense . ...................... 9
3.2. Control mediado por proteinas represoras . .................. 11
3.3. Control mediado por HEFONES .. .. . v v vt it i i 12
3.4. Control mediado por RNAs antisense y proteinas . . .. .......... 12
4, Replicacion tipo circulorodante . . . . .. ... ...... ... ... .. .. ... .. 15
4.1. Origen de replicacion de la cadena lider (dso) . ............ ... 18
4.2. Proteinas de replicacion (Rep) . ... .. ... ... . .. . ... 19
4.3. Origen de la replicacién de la cadena retrasada (sso) .. ......... 21
4.4. Modelo de replicacién por circulo rodante .. ................. 22
5. Familia de pLS1 . . . ... .. L 26
OBJETIVOS ... . i i i i it i ia it . 7
Planteamiento de la Tesis .. ... .. ... ... ... . ... ... .. . .....33
MATERIALES ... it it ittt it tieiannns 34
1. Estirpes bacterianas . .. ... ... ... . ... . .. ... ... 35
2. Plasmidos . ... 35



4. Proteinas . . . . . . . o e e e e e e 44

5. Medios de cultivo . . . . ... e 40
5.1. Medio de cultivo de Streptococcus pneumoniae . . ... ... ... .. .. 40

5.2. Medios de cultivo de Lscherichiacoli .. .. ... ... .. .. ... 41

5.3. Medio de cultivo de Bacillus subtilts . ... ............. ... ... .. 42

6. Reactivos y otros productos . .. ... . .. .. ... 42
METODOS ..........cc.nn.. e e vee.. 43
1. Crecimiento y conservacion de las estirpes bacterianas .. ........... 43

2. Preparacion y transformacién de células competentes .. ............ 44

3. Preparaciones de DNA . . . . ... . ... . 45

3.1. Preparaciones de DNA total .. ..... ... ... ... ... ... .... 45

3.2. Minipreparaciones de DNA plasmidico . . ....... ... ... ..... 45

3.3. Preparacion de plasmidos puros .. ...... ... ... .. L. 46

4, Manipulaciones enzimaticas del DNA . . ... ... ... ...... ... ....... 47

5. Elucién y purificacién de fragmentos de DNA ... ... ... . ... ....... 47

6. Purificacion de oligonucledtidos .. ... ... .. ... ... ... .. ... . ..., 48

7. Secuenciacién de DNA . ... ... .. ... Lo o oo oo 49

8. Mutagénesis dirigida . ... ... ... .. ... L 49
9. Electroforesis de DNA . . .. ... . ... . . .. .. .. 50
9.1, Geles de agarosa . . .. .. e 50

9.2. Geles de poliacrilamida nativos .. ........ . ... .. ... .. ... 51

9.3. Geles de agarosa alcalinos ... ... ... .. L o oo, 51

9.4, Geles mixtos de agarosa-acrilamida . . ......... ... .. ..... 52

9.5. Geles mono- y bidimensionales con cloroquina . ... ........... 52

9.6. Geles de secuenciaciéon .. .....................c....... 53

10. Determinacién del nimero de copias plasmidico . ................. 53
11. Ensayos de estabilidad e incompatibilidad plasmidica . ............. 54
11.1. Ensayos de estabilidad .. ...... ... .. .. . o L. 54

11.2. Ensayos de incompatibilidad . ... ... . ... . ... . ... ... 55



12. Marcaje radiactivodel DNA . ... ... .. . ... ... . ... 56
12.1. Preparacion de sondas radiactivas .. ........... ... ... 56
12.2. Marcaje de fragmentos de DNAen3 ........ ... ......... 560
12.3. Marcaje de oligonucledtidos en ™ . ... .. ... .. ..o oL 57
[2.4. Marcaje de oligonucleStidoen 3’ ... ... o oL oo 57

13. Transferencia de DNA a filtros de nitrocelulosa .. ... ... ......... 57

14. Electroforesis de proteinas . ... ... ... ... ... . . . . . ... 58

15. Hiperexpresion de genes bajo el promotor ¢10 del fage T7 y extraccién
de proteinas totales .. ... ... ... ... ... ... e i 59

16. Precipitacion y valoracion de proteinas . . . .. .................... 61

17. Purificacion de RepB . . . . . .. ... ... ... ... 62

18. Determinacion de la concentracion de RepB y calculo de su
coeficiente de extincién . . ... ... ... ... ... 64

19. Ensayos de actividad de RepB . . . ...... ... ... .. .. .. .. ..., 65
19.1. Ensayos de actividad de RepB sobre DNA superenrollado ...... 65
19.2. Ensayos de actividad de RepB sobre oligonucleétidos .. ... ... .. 66

20. Aislamiento de complejos proteina-DNA covalentes .. ... ........... 66

21. Analisis de la quiralidad del fosfato implicado en la uni6n de la
proteina RepB al DNA .. . . ... .. ... ... . ... 68

22. Ensayos deretardo en gel . . .. ... .. 71
22.1. Curvaturas intrinsecas: ensayos en ausencia de RepB . ...... ... 72
22.2. Curvaturas inducidas: ensayos en presencia de RepB .. ........ 72
22.3. Complejos RepB-DNA ... ... . . . 72

23. Ensayos de unién proteina-DNA en filtro . ... .. .. ... ... . ... 73

24. Determinacion de la masa molecular de RepB mediante equilibrio
de sedimentacién . ... ... oL L 73

25. Andlisis por ordenador ... .. ... .. e 74

RESULTADOS ................... taee e 75

1. Definicion del origen minimo de replicacién de la hebra lider de pLS1 .. 76

2. El dso ¢s un determinante de incompatibilidad .. ... .. ... ....... .. 81



J RepBescapazdeactuaren frans ... ... ... ... .. .. ... ..., 84
4, Purificacion de la proteina RepB .. . ... ... ... ... ... ... 0. 93

5. Coeficiente de extincién molar y composicion de aminoacidos de RepB . . 96

6. Determinacion de la masa molecular de RepB mediante equilibrio

de sedimentacién .. ... ... ... L 97
7. Actividad tipo topoisomerasa I de RepB: condiciones 6ptimas para
suactividad . . .. ... 97
7.1. Condiciones de andlisis de productos de reaccién .. ........... 100
7.2. Concentracion de sustrato . .. .. .. ... L 101
7.3. Concentracion de proteina ... ........ ... . .. ... . ... 102
7.4. Temperatura de incubacién .. . ... ... ... ... L ... 102
7.5. Influencia de ia concentracion de KCl en el tampdn de incubacion
sobre la actividadde RepB ... ... ... ... .. ........... 103
7.6. Influencia de cationes en la actividad de RepB .. ... ... ..., 104
7.7. Actividad de RepB en presencia de camptotecina . . . .......... 104
7.8. Actividad de RepB en presencia del represor transcripcional
CopG L 166
7.9. Actividad de RepB en presencia de nicotinamin-mononucledtido
(B-NMN) 108
7.10. Actividad de RepB en presencia de detergentes ... .......... 109
7.11. Cinéticas de la actividad de RepB . ... ... ... ... ... ..... 109
712, Otros pardmetros . . ..o v vttt e e 110
8. pLS1 presenta un incremento en su nimero de copias en cultivos de
B.subtilis crecidos a 45°C . . ... ... L 114
9. In vitro, los iterones no son necesarios para la actividad de corte/cierre
de RepB sobre DNA superenrollado . ... ......... ... . ........ 116
10. Curvaturas intrinsecas presentes en el dso de pLS1. Influencia
de RepB . . ... .. 125
11. Identificacién de los productos FII + FI’ generados por RepB . . ... .. 129
12. RepB parece reconocer con distinta eficiencia a plasmidos derivados
de pMVIS8 . . . e 134
13. Actividad de RepB sobre oligonucleétidos monocatenarios . .. ... .. .. 143



14. Especificidad del sitio de corte de RepB . . . ... ... ... .. ... .... 148
15. RepB no presenta actividad detectable sobre DNA lineal bicatenario .. 151
16. RepB tiene actividad nucleotidil-transferasa. Analisis de la actividad
de cierre de RepB sobre oligonucledtidos . . ........ ... .. ... ... .. 156
17. La unién de RepB a DNA no parece estar mediada por intermediarios
covalentes estables ... ....... .. ... ... ... . i oo, 160
17.1. Precipitacion de complejos proteina-DNA .. ... ......... ... 161
17.2. Captura de complejos proteina-DNA . ... ... .. ... .. c... 161
17.3. Retardo de fragmentos de restriccion ... ...... .. ... ... ... 163
17.4. Retardo de oligonucledtidos ... .. ... .. .. . . o L 164
17.5. Unién proteina-DNA en filtros . ... ... .. ... . ... .. ..... 166
18. Andlisis de la quiralidad del fosfato que interviene en la unién de la
proteina RepB al dso de pLS1 .. ... ... . ... ... .. .. .. ... ... ... 168
19. RepB reconoce los dso de plasmidos relacionados ... ............ 178
20. Dominios de la proteina RepB. Hiperexpresion de proteinas
delecionadas en sus extremos N-y C-terminal . ............. .... 185
20.1. Delecion del genrepB en la region 5 ... ... . ... ... ... 185
20.2. Delecion del genrepB en la region 3 .. ... ... ... ... .. 189
20.3. Hiperexpresion de las proteinas RepB delecionadas en sus
extremos N-y C-terminal ... ... ... .. ... ... ... ..... 150
21. Definicion del sitio activo de RepB. Mutagénesis dirigida al
residuo Tyr99 . . .. . e 192
21.1. Mutagénesis dirigida al codon Tyr99 de RepB .. ......... ... 193
21.2. Hiperexpresion de RepBY99F y RepBY99S . ... .. .. ... . ... 195
21.3. Purificacion de las proteinas RepBY99F y RepBY99S .. ... .. .. 195
22. Actividad de las proteinas RepB mutantes . ... ... .. ....... ... ... 197
23. Unién de las proteinas RepB silvestre y mutantes a la region bind
del dso . ... . 200

24.

Las mutaciones Y?9F e Y99S en RepB no son rescatables en pLS1 ... 204



DISCUSION . . et e e e e e e e et e e e 206

1. Origen de replicacién del plasmido pLS1 ... .. ... ... ... ... ... ... 207
2. RepB, proteina iniciadora de la replicacién de pLS1 . . ... ... ... .... 216
3. Iniciacién y terminacién de la replicacién mediante circulo rodante . . .. 225
4, Familia de pLS . . ... e 233
CONCLUSIONES ..... ... i it couunens e e 242

BIBLIOGRAFIA . ... ittt et eeennanans 247



ABREVIATURAS

A

aa

Ap

Ap'
ATP
sME
BNMN
BFB
BSA
CBB
Ci
CCC
Cm
CMC
Cm'
coord.
cpm
¢.5.p.
ctRNA
Da
dATP
dCTP
ddATP
dGTP
DMSO
DNA
PNasa
dNTP
DO
dsDNA
dso
DTE
DTT
dTTP
EDTA
EG
Em’
EtBr

F

Fig.

4

h
HEPES
HPLC
HTH
IPTG

absorbancia

aminoacidos

ampicilina

resistentes o resistencia a ampicilina
adenosina 5-trifosfato
g-mercaptoetanol

A-nicotinamin mononucledtido

azul de bromoteno!

seroalbimina bovina

azul brillante de Coomassie

curios

circular covalentemente cerrado
cloramfenicol

concentracidon micelar critica
resistentes o resistencia a cloramfenicol
coordenada(s)

cuentas por minuto

cantidad suficiente para

RNA contratranscrito

daltons

desoxiadenosina 5’-trifosfato
desoxicitidina 5-trifosfato

2" 3 -didesoxiadenosina 5’-trifosfato
desoxiguanosina 5’-trifostato
dimetilsulfoxido

dcido desoxirribonucleico
desoxirribonucleasa

desoxinucledsido §'-trifosfato

densidad Optica

DPNA de doble cadena

origen de cadena doble

ditioeritritol

ditiotreitol

desoxitimidina 5 -trifosfato
N,N,N’,N’-etilendiamino tetraacetato disodico
etilenglicol

resistentes o resistencia a eritromicina
bromuro de etidio

faradio(s)

tigura(s)

fuerza centrifuga relativa (RCF)
hora(s)

acido N-2-hidroxietilpiperacin-N’-2-etanosulfénico
cromatografia liquida de alta resolucion
motivo de unién a DNA ahélice-vuelta-ahélice
isopropil-g-D-tiogalactopirandsido



|

LZ

M

min
MOPS
MPa
mRNA
N
Na-DOC
nm

nt

ocC

ori
PAA
PAGE
pb
PDE
Pol IK
PSA
RC
Rep
Rif
RNA
RNasa
rpm
SDS
SDS-PAGE
Sm
S55B
ssDNA
550

f.a.

Te

Te'
TCA
TEAA
TEMED
T4 PNK
Tris
tRNA
u

u.f.c.
uv

\Y

litro(s)

motivo de dimerizacion cremallera de leucinas
molar

minuto(s)

acido morfolinopropanosulfénico
megapascal(es)

RNA mensajero

nimero de copias plasmidico
desoxicolato sddico

nandémetros

nucle6tidos

circular abierto

origen de replicacion

poliacrilamida

electroforesis en geles de poliacrilamida
pares de bases

fosfodiesterasa de veneno de serpiente
fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. coli
persulfato amonico

replicacion tipo circulo rodante
proteina iniciadora de la replicacion
rifampicina

acido ribonucleico

ribonucleasa

revoluciones por minuto

dodecil sulfato sodico

eiectroforesis en geles de PAA en presencia de SDS
estreptomicina

proteina de unién a ssDNA de E.coli
DNA de cadena sencilla

origen de cadena sencilla

temperatura ambiente

tetraciclina

resistentes o resistencia a tetraciclina
acido tricloroacético

trietilamino acetato

N.N. N’ N’-tetrametiletilen-diamina

T4 polinucledtido kinasa
trihidroximetil-amino-metano

RNA de transferencia

unidades

unidades formadoras de colonia

luz ultravioleta

voltios



INTRODUCCION



Introduceion

(]

1. PLASMIDOS: DEFINICION E IMPORTANCIA BIOLOGICA

La informacion genética de las bacterias estd localizada, esenciaimente, en una
molécula bicatenaria de DNA, el cromosoma. En muchos casos, esta informacion se
encuentra acompanada por otras moléculas de DNA capaces de replicar de forma
autonoma, los plasmidos. Estos elementos genéticos extracromosdmicos se han aislado
fundamentalmente en organismos procaridticos y en algunos eucariotas inferiores. La
mayoria de los replicones plasmidicos caracterizados hasta la fecha son molé&culas
circulares de DNA bicatenario, aunque se han descrito pldsmidos lineales (Hinnebush
y Tilly, 1993). Los plasmidos replican como entidades independientes dentro de la
célula aunque, para ello, usan factores del huésped. Una caracterfstica de los
plasmidos es su replicaciéon controlada, de forma que su nimero de copias debe
duplicarse en el momento de la division celular (revisado por Nordstrém y Austin,
1989). Por ello, todos los plismidos poseen sistemas para controlar su replicacion.
Muchos replicones naturales poseen, ademads, sistemas de particién que aseguran la
correcta distribucion de sus copias entre las células hijas en el momento de la division
celular (Kittell y Helinski, 1992). En algunos casos, existen sistemas que aseguran la
muerte de las células que pierden el replicon (sistemas "asesinos”), consiguiendo asi
el mantenimiento estable de los plasmidos en la totalidad de la poblacion celular.
Ademds de los sistemas de replicacion y control, muchos pldsmidos poseen genes
implicados en diferentes procesos como son resistencias a antibioticos, fijaciéon de
nitrégeno, virulencia, catabolismo de sustancias fendlicas, resistencias a metales
pesados, ete. Los plasmidas pueden ser vehiculos para el clonaje y expresion de genes

que codifiquen productos de interés industrial o biotecnologico.

Los plasmidos poseen capacidad para integrarse, mediante recombinacion
homéloga o ilegitima, en otros replicones e incluso en el cromosoma del huésped.
Pueden ser receptores y donadores de transposones y secuencias de insercion, Muchos
plasmidos se pueden transferir por si mismos de un huésped a otro mediante
conjugacion, contribuyendo con ello a la diseminacion horizontal de genes entre
microorganismos. Ademds, juegan un papel clave en la transferencia de informacién

a plantas superiores. Su importancia ecologica y evolutiva es indiscutible. Por ltimo,
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el conocimiento de los plasmidos ha contribuido al desarroilo de la Biologia
Maolecular y Ia Biotecnologia. Gracias a que los plasmidos son elementos dispensables
a la célula huésped y que, aparentemente, poseen una organizacion genética simple,
son los candidatos ideales para el estudio a nivel molecular de interacciones entre
molécutas de DNA y/o RNA, interacciones proteina-DNA, topologia del DNA,
expresion de genes, y para la ampliacion de conocimientos en los procesos de

conjugacion, recombinacion, control y replicacion del DNA.

2. MECANISMOS DE REPLICACION PLASMIDICA

Los plasmidos poseen como minimo un origen de replicacion, que se puede
definir como la regién minima donde se produce la iniciacion de la replicacion de la
cadena lider, y un sistema cop, para el control de la frecuencia de iniciacion de la
replicacion. El mantenimiento de un nimero de copias constante dentro de un
determinado huésped es una caracteristica comin para todos los plasmidos. Esto
implica que si dos plasmidos comparten elementos comunes involucrados en su
replicacion estable y/o en su mantenimiento, serdn incapaces de coexistir en ausencia
de presion selectiva. Como consecuencia, ambos replicones se segregardn dentro de

la poblacion bacteriana, es decir serdn incompatibles.

Los mecanismos de replicacion conocidos basan sus diferencias en la iniciacion
de la replicacidn y en las distintas estructuras que adoptan los intermediarios de
replicacion. Existen cuatro mecanismos generales de replicacion plasmidica:
replicacion tipo theta, por desptazamiento de hebra, tipo circulo rodante y replicacién

dirigida por proteinas terminales (Kornberg y Baker, 1992).

2.1. Replicacién tipo theta

La replicacion tipo theta fue el primer mecanismo de replicacion plasmidica
conocido. Es caracteristica de la mayoria de los plasmidos circulares de bacterias
gram(-), aunque también ha sido descrito en el grupo de incompatibilidad Inc18 de
plasmidos de bacterias gram(+) (Bruand et af, 1991). Este tipo de replicacion implica

la sintesis de un RNA cebador usando como molde una de las hebras parentales, una
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vez que han sido separadas. El RNA cebador o "primer” serd el que proporcione el
grupo 3’-OH libre necesario para la sintesis del DNA, efectuada por las DNA
polimerasas. Esta sintesis es continua en una de las hebras y discontinua en la otra
(cadenas lider y retrasada, respectivamente), y parece que ocurre de una forma
acoplada entre ellas (Selik et af, 1987). Los intermediarios de este tipo de replicacion,
sed uni- o bidireccional, muestran formas tipo theta (8) en imagenes de microscopia
electronica, debido a la separacidn de las hebras parentales y al avance de la horquilla
de replicacion. Los plasmidos que siguen este mecanismo de replicacion se pueden
dividir en dos grupos, segiin dependan o no de la DNA polimerasa I para la iniciacion
de la sintesis del DNA (de! Solar et al, 1995b).

a) Replicones dependientes de la DNA polimerasa 1. Este grupo no codifica una
proteina iniciadora de la replicacién y depende de la RNA polimerasa del huésped
para la sintesits del RNA cebador de la cadena lider o de un precursor de éste.
Ademds, requiere la DNA polimerasa I al comienzo de la sintesis del DNA
(Staudenbauer, 1978; Kornberg y Baker, 1992). El mecanismo mejor conocido es el
del replicon ColE1: la replicacion se inicia a partir de la separacion de las hebras de
DNA y de la sintesis de un RNA precursor del "primer” ("pre-primer”) por la RNA
polimerasa del huésped, que serd procesado por la RNasa H para dar lugar al RNA
"primer" (Itoh y Tomizawa, 1980). Este "primer" proporciona el grupo 3’-OH
especifico, usado por la DNA polimerasa | para la sintesis del DNA inicial
Posteriormente, fa DNA polimerasa III contintia la elongacion de la cadena. La
sintesis discontinua de la cadena retrasada se inicia al quedar expuesto el sitio para
el ensamblado del primosoma (pas), que permite la entrada de la helicasa DnaB y la
accion de fa primasa DnaG, y finaliza por la presencia de una senal de terminacién,

terH (Minden y Marians, 1987), localizada cerca del sitio pas.

h) Replicones independientes de la DNA polimerasa 1. Los plismidos pertenecientes a
este grupo codifican una proteina iniciadora de la replicacion (proteina Rep), que se
une a secuencias directamente repetidas del DNA (iterones). El origen de replicacién
(ori) se caracteriza por poseer, ademds, una region rica en secuencias A+7T que
contiene dos o mas sitios para la interaccién de DnaB/DnaC y uno o mads sitios

especificos para la union de la proteina DnaA. La iniciacion requiere el ensamblaje



Introduccion 5

del primosoma en el origen de replicacién: la proteinas Rep y DnaA, unidas a sitios
especificos del DNA, facilitan la apertura de la doble hélice en la regién ricaen A+T
y la entrada del complejo DnaB/DnaC en el origen. La reaccion de sintesis se lleva
a cabo mediante la accion de la DNA polimerasa IIT y otras proteinas del huésped.
La terminacion se produce debido al reconocimiento de secuencias especificas por

determinados factores que detienen la horquilla de replicacion (Kuempel ef af, 1989).

Uno de los primeros casos conocidos y mas estudiado es el del plasmido R1 del
grupo de incompatibilidad IncFII: la proteina RepA codificada por el plasmido se une
al nicleo central de dos secuencias parcialmente palindromicas (Giraldo y Diaz,
1992). Mediante interacciones cooperativas proteina-proteina, se adicionarian nuevas
moléculas de RepA que van a facilitar la apertura de las hebras en la region A+T
y a dirigir la union de DnaA a la caja dnaAd del origen de replicacion (Masai y Arat,
1987). Se ha mostrado que, tanto in vivo como in vitro, las interacciones de RepA en
el ori promueven la entrada de la primasa DnaG, quien sintetiza un RNA cebador
para la iniciacion de la sintesis de la cadena lider, en un sitio localizado 400 pb

“corriente abajo" del sitio de unidn de RepA (Masai y Arai, 1989).

En los plasmidos P1 y R6K, la union de las protefnas iniciadoras (RepA y ,
respectivamente) a los iterones del origen, genera un complejo nucleo-proteico que
va a favorecer la apertura de hebras del origen por DnaA (Mukherjee er al, 1985;
Mukhopadhyay et a/, 1993). En otros plasmidos como pSC101, la uni6én del factor de
integracion del huésped (proteina THF) a sitios localizados en la region A+T,
promueve curvaturas en el DNA que facilitan interacciones entre moléculas de DnaA
unidas a sitios separados por 200 pb (Stenzel et af, 1991). En el caso de R6K, la unién
de IHF parece alterar la estructura de la zona adyacente a los iterones, reduciendo
asi la actividad inhibitoria de la proteina = (Kelley er a,1992). Un caso particular lo
constituye la protefna multifuncional Gpa del fago P4, que posee, en diferentes
dominios de la proteina, las actividades helicasa 3’'— 5, primasa y de unién a DNA
(Ziegelin e af, 1993). De esta manera, la iniciacion de la replicacion de P4 es

independiente de factores del huésped (Linqvist ef af, 1993).

Varias de las proteinas Rep de este tipo de plasmidos presentan el motivo de
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cremallera de leucinas (L.Z), que ha sido descrito como motivo de dimerizacion de
varios factores de transcripcion eucarioticos (Landschultz ef af, 1988). Este motivo esta
presente en las proteinas Rep de pPS10, pSC101, P1, F y R6K. Se ha observado que
mutaciones producidas en el motivo LZ pueden conducir a diversos efectos: 1) afectar
a la activacion de los origenes de replicacion, como en el caso de R6K (Miron et al,
1992); ii) incrementar el nimero de copias plasmidico, como ocurre en pSCI101
(Ingmer y Cohen, 1993); iii} disminuir la eficiencia de unién de la proteina a su
operador y iv) afectar al nimero de copias e incluso al rango de huésped, como
sucede en pPS10 (Garcia de Viedma, 1994; Ferndndez-Tresguerres et al, 1995).
Ademas del motivo LZ, en las proteinas Rep no se han encontrado motivos tipicos
de union a DNA, con la excepcion del motivo ahélice-vuelta-ahélice (HTH) descrito
para la proteina RepA de pPS10 (Garcia de Viedma, 1994). Para las proteinas TrfA
de RK2 y » de ROK, se ha observado que mutaciones en su region C-terminal afectan
a la capacidad de unién a DNA (Cereghino ef af, 1994; Greener et af, 1990). La
mayorfa de las proteinas Rep de los plasmidos que contienen iterones reprimen
transcripcionalmente su propia sintesis. Tras la unioén a los iterones tendrian lugar
interacciones proteina-proteina que Serfan capaces de regular negativamente la

frecuencia de inictacion de la replicacion (Nordstrém, 1990; Kittell y Helinski, 1992).

2.2. Replicacién por desplazamiente de hebra

En este tipo de replicacion, que ha sido caracterizado para el plasmido RSF1010
del grupo IncQ (Scherzinger ef al, 1991), la iniciacidén se produce a partir de dos
secuencias palindrémicas que contienen dos sitios de iniciacion de monohebra (ssi):

oriR y oril., localizados en cadenas opuestas dentro del orfV.

La replicacion de RSF1010 es dependiente de tres proteinas codificadas por el
plasmido: una proteina que reconoce el origen (RepC), una helicasa 5— 37 (RepA),
y una primasa (RepB; Haring y Scherzinger, 1989). La proteina RepC se une a los 5
iterones del origen y promueve la entrada de la helicasa RepA para la separacion
de las hebras, con lo cual quedan expuestos los sitios ssi del oriR y oril. A
continuacién, se produce la entrada de la primasa RepB para iniciar la replicacién
(Miao et al, 1993). La replicacion se realiza a partir del oriR u oril.,, o de ambos

origenes a la vez, de una manera continua y desplazando la hebra que no es replicada,
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formando con eilo un lazo en forma de "D". Si la iniciacidn se produce en un solo
origen, los productos finales son una molécuta de dsDNA circular superenrollada y
un circulo de ssDNA desplazado; si se produce en ambos origenes, los productos son

moléculas de dsDNA circular superenrollado.

2.3. Replicacion tipo circulo rodante

El modelo actual para este tipo de replicacion plasmidica se basa en el modelo
descrito para bacteriofagos de cadena sencilla (Baas y Jansz, 1988). Es caracteristico
de muchos plasmidos de pequeino tamano y alto nimero de copias de bacterias
gram( +). De hecho, en un principio se pensaba que era exclusivo de este tipo de
plasmidos, aunque ya se han descrito varios ejemplos de replicacién por circulo
rodante (RC) en pldsmidos aislados de bacterias gram(-) (Gielow et al, 1991; Gigliani
et al, 1993; Kleanthous et af, 1991; Yasukawa er af, 1991).

[a replicacidon se realiza de un modo unidireccional y asimétrico, ya que la
sintesis de la cadena lider y retrasada estin desacopladas. La iniciacién de la
replicacion la lleva a cabo una proteina codificada por el plasmido, denominada
genéricamente Rep, que introduce una rotura especifica en la hebra(+), dentro del
origen de cadena doble (dso). El ataque mediado por Rep, genera un grupo 3-OH
libre que serd usado como "primer” por la DNA polimerasa 111, para la sintesis de la
cadena lider. La cadena(+) parental va siendo desplazada a medida que se sintetiza
la cadena(+) nueva hasta alcanzar la region dso inicial. A continuacion, se produce
una rotura y posterior unién de la cadena parental desplazada, que hasta este
momento habria estado covalentemente unida a la cadena de nueva sintesis. La
terminacion de la sintesis de la cadena lider genera una molécula dsDNA completa
y un intermediario de ssDNA (te Riele et al, 1986). La conversion del ssDNA circular
de la cadena parental a dsDNA se realiza a partir del reconocimiento del origen de
cadena sencilla (ss0) por factores del huésped (Novick, 1989). El mecanismo de
replicacion RC se discutird con mas detalle mas adelante, ya que es el mecanismo

seguido por el plasmido pLS1, objeto de nuestro trabajo.

2.4. Replicacion dirigida por proteinas terminales

Este tipo de replicacion es caracteristico de plismidos lineales que tienen una
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proteina unida covalentemente a sus extremos 5. El mecanismo parece ser similar al
descrito para el tago ¢29 de Bacillus subtilis (Salas, 1991): la replicacion se inicia por
la interaccion de una proteina terminal libre con la proteina terminal unida a los
extremos 5 del DNA, siendo aquélla la que proporciona el grupo 3-OH que serd
usado por la DNA polimerasa del fago para incorporar el primer nucle6tido. Se ha
propuesto un nuevo mecanismo en el cual, el primer nucledtido incorporado
corresponderia al segundo del DNA molde (Méndez et al, 1992). El complejo de
iniciacién (formado por la proteina terminal, la DNA polimerasa y el DNA) se
deslizaria hacia atras sobre la hebra de DNA localizando correctamente el nucledtido
en la posicién 1 del molde. Por desplazamiento de hebra, se irfan incorporando los

siguientes nucledtidos en la elongacion.

Algunos pliasmidos lineales con proteinas terminales unidas a sus extremos 5’
(como el plasmido pSLAZ2 de Streptomyces rochei; Chang y Cohen, 1994) parecen
constituir una excepcion al anterior modelo: su  replicacion se  produce
bidireccionalmente a partir de un origen de replicacién interno. En el caso de pSLA2,
los intermediarios de replicacion son moléculas daplex lineales con extremos 5
recesivos; los extremos 3’ protuberantes podrian servir como moldes para la sintesis
de la cadena retrasada, cuyo "primer"” se lo proporcionaria fa proteina terminal unida

covalentemente al extremo 5” del DNA (Chang y Cohen, 1994).

3. SISTEMAS DE CONTROL DE LA REPLICACION PLASMIDICA

Durante el crecimiento exponencial de una poblacidon bacteriana dada, los
plasmidos presentan un nimero de copias definido (N). El valor de N es caracteristico
para cada huésped vy bajo unas condiciones de crecimiento determinadas (Novick,
1987; Nordstrom, 1990). Los plasmidos poseen la capacidad de regular la frecuencia
de iniciacion de la replicacidon, mediada por sistemas de control negativo capaces de
"sentir" y corregir tluctuactones en el nimero de copias {Novick, 1987). Muchos
plasmidos poscen ademds, mecanismos de particion que van asegurar que cada célula
hija reciba como minimo una copia de las moléculas plasmidicas después de la

division celular. En una situacion de equilibrio, el niimero de replicaciones por copia
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plasmidica es exactamente uno por generacion celular. Si, por alguna razon, el
nimero de copias es mayor que el valor del equilibrio, la frecuencia de replicacion
se ajustard a un valor menor que uno por copia plasmidica y generacién celular. Por
el contrario, si el nimero de copias se reduce, la frecuencia de replicacion serd mayor.
El modelo de regulacion del valor de N estd basado en la inhibicion (Pritchard ef al,
1969) y se puede ajustar a dos tipos de funciones: i) una funcién hiperbdlica, si la tasa
de replicacion es inversamente proporcional a la concentracion de inhibidor; i1} una
funcion constante, si pequenos cambios en la concentracién del inhibidor causan una
respuesta de todo o nada sobre la replicacion (Nordstrém et alf, 1984). El paso
limitante de la regulacion es la iniciacion de la replicacion. Los plasmidos ejercen su
control negativo usando diferentes sistemas: RNAs antisense, proteinas represoras y
repeticiones directas del DNA (iterones) que son sitio de unién para proteinas Rep.
En los dos primeros casos, la regulacion se realiza controlando la sintesis de proteinas
Rep, limitantes de tasa, o la transicion de un RNA precursor a "primer”" de la

iniciacion de la replicacion.

3.1. Control mediado por RNAs antisense

Por lo general, se trata de pequenios RNAs, de vida media corta, sintetizados a
partir de un promotor constitutivo en direccién opuesta al RNA precursor del "primer”
o al mRNA para la sintesis de la proteina Rep, recibiendo entonces, e} nombre de
RNAs contratranscritos (ctRNAs; Novick, 1987). Por medio de la formacién de un
RNA daplex, pueden regular el procesamiento del RNA precursor (Itoh v Tomizawa,
1980) o la expresion de la protefna Rep imitante de tasa (Womble y Rownd, 1986).
En este caso, también pueden realizar un bloqueo directo del sitio de unidn de los
ribosomas (Kim y Mever, 1986; del Solar y EHspinosa, 1992). Los casos mejor

conocidos son los de los plasmidos ColEly pT1&1.

La iniciacion de la replicacion en ColE1 requiere la sintesis de un RNA "pre-
primer” de 550 nt, el RNA I, por la RNA polimerasa y su posterior procesamiento
por la RNasa H, cuundo ef duplex DNA-RNA I adopta una conformacién adecuada.
La regulacion de la iniciacion la lleva a cabo el RNA I, RNA antisense de 108 nt,
complementario al extremo 5 del RNA 1. La hibridacion entre los dos RNAs altera

la estructura secundaria del RNA 11, con lo cual éste no hibrida con el DNA y no es
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procesado por la RNasa H. La interaccién inicial entre el RNA [y el RNA Il se
realiza en los jazos monocatenarios de las estructuras secundarias {"kissing complex™).
Los complejos iniciales son inestables y reversibles. La interaccion de la proteina
Rom (o Rop), codificada por el plasmido, incrementa unas 100 veces la estabilidad

del complejo (revisado por Eguchi et al, 1991).

En el caso de pTI181, plasmido que replica por el mecanismo RC, a expresion
de la proteina iniciadora RepC esta controlada por dos pequenos ctRNAs que poseen
el mismo extremo 5 y distinto extremo 3" (Novick et al, 1984). Estos RNAs son
complementarios a la regién lider del mRNA de repC (Kumar y Novick, 1985). La
interaccion entre ctRNAs y el mRNA rep se realiza a través de los lazos de las
estructuras secundarias que pueden formar ambos RNAs. Esta interaccion podria
inducir la formacién de una estructura semejante a la de un terminador
transcripcional en un lugar del mRNA rep situado a 5 del inicio de la traduccion de
RepC (Novick et al, 1989). La generacion de esta estructura conducitia a una
terminacion prematura de la sintesis del mRNA. Asi, un mecanismo indirecto de
terminacion/atenuacion regularia la expresion de la proteina de iniciacién. La base
de este modelo estd en las distintas estructuras que podrian formar los elementos de
secuencia I, 11, I y IV del mRNA de repC (Fig. 1). Las secuencias 1 y Il podrian
aparear entre sf, formando la estructura tallo-lazo implicada en la interaccién con el
ctRNA. Las secuencias Il y [V son complementarias entre si. A su vez, la secuencia
I comparte 9 bases con la secuencia 1V (que contiene la senal de iniciacion de la
traduccion de repC) y por lo tanto, puede aparear con el elemento IlI. En presencia
de los ctRNAs, los elementos | y I formarian una estructura tallo-lazo que
interaccionaria, a través del lazo, con la estructura secundaria del ctRNA. Los
elementos Il v IV se mantendrian apareados, formando una estructura tallo-lazo
seguida en 3 por una secuencia AU, que funcionaria como un terminador
transcripcional, causando la terminacion prematura (atenuacion) del mRNA rep. En
ausencia de los ctRNAs, la interaccion entre 1 y II se romperia al ir progresando la
transcripcion del mRNA repC, y se formaria una estructura mas estable con la
interaccion de los elementos 1y I, con lo cual el sitio de unidn a los ribosomas
(situado en el elemento [V) quedaria accesible para que se produzca la iniciacién de

la traduccion de repC.
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Figura 1. Control de la replicacion de pT181 mediado por RNAs contratranscritos. Se muesira ¢l mRNA
repC (linea de trazo grueso) con los elementos I, 11, U y IV (linea extragruesa) y el ¢tRNA (linea de
trazo [ino). En presencia del otRNA, los clementos | y 1 formarfan una estructura tallo-lazo que
interaccionaria con la estruciura secundaria del ctRNA. Los clementos HI y 1V se mantendrian aparcados
formando una estructura tallo-lazo seguida por la secuencia Alg, la cual funcionaria como un terminador
transcripcional del mRNA repC. En ausencia del ¢tRNA, los elementos Iy III podrian interaccionar
formando una estructura mAas estable, que cvitaria la formacion del terminador transcripcional.

3.2. Control mediado por proteinas represoras

Este mecanismo de control es poco frecuente, dado que la regulacion i1deal debe
ser realizada por elementos de vida media corta (RNAs) que pueden responder
agilmente a fluctuaciones en el nimero de copias plasmidicas. El caso mejor conocido
s cb de adv, cuya replicacion esta limitada bien por la utilizacion de la proteina O o
bien por la activacion transcripeional del origen de replicacidon (situado dentro del gen
). La proteina Cro (o 'Tof), producto del primer gen del operén O (que contiene 1os
genes cro/tof, Oy ) es el represor transcripcional de este operdn, con lo cual se

autorregula y puede modular la frecuencia de iniciacion (Lee y Bailey, 19844, 1984b).
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3.3, Control mediado por iterones

Los pldsmidos que contienen iterones regulan su replicacion a través de la union
de las proteinas Rep a varias repeticiones directas, situadas en el origen de replicacion
y a4 veces, en otro iugar del replicén bdsico, fuera del origen. Muchas de las proteinas
Rep de estos plasmidos se autorregulan o estdn bajo control transcripcional (Kittell
y Helinski, 1992). Se han propuesto tres modelos para el control del nimero de copias

de los plasmidos con iterones:

a) Los iterones titulan la proteina Rep, limitante de tasa, reduciendo su disponibilidad
para el origen (‘Vsutsui et al, 1983). Este modelo no soluciona dos problemas: 1) la
mayoria de estas proteinas Rep son autorregulables, y una titulacion implicaria una
derrepresion; ii) un rdpido incremento de la proteina RepA de Pl no conduce a un

incremento de! nimero de copias (Pal y Chattoraj, 1988).

b) Existen dos formas de la proteina Rep: una estarfa implicada en autorregulacidn
y la otra seria activa en inictacion {Trawick y Kline, 1985). Alternativamente, los
iterones del origen tienen distinta afinidad por la proteina Rep que los iterones
situados al inicio de la transcripcion del gen rep (Chattoraj er al, 1985). Hasta el
momento ne hay una evidencia directa de la existencia de dos formas de Ia proteina

Rep fisicamente distintas o funcionalmente distinguibles (Kittell y Helinski, 1992).

c) Las proteinas Rep unidas a los iterones pueden interaccionar entre si causando un
impedimento estérico que bloquearia Ja iniciacion de la replicacion. Este fenémeno
podria ocurrir en cis entre los iterones del ori y de la region de control, curvando el
DNA ("looping"; Pal y Chattoraj, 1988) o puede ocurrir entre os iterones de varios

origenes en trans ("handcuffing"; McEachern et af, 1989: Kittell v Helinski, 1992).

3.4. Control mediado por RNAs antisense y proteinas
En algunos casos, la regulacion de la replicacion se realiza por la accién
combinada de un represor transcripcional y un RNA antisense (del Solar e al, 1995b).

Se ha estudiado con cierto detalle en los plasmidos R1 y pLS1.

El control de la replicacion de R1 se realiza a nivel de la expresion de la proteina
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RepA. La transcripcion del gen repA estd controlada por dos promotores: uno distal
que es constitutivo y otro proximal que, en condiciones normales, estd totalmente
reprimido por la proteina CopB, cuyo gen estd localizado enfre ambos promotores.
El control post-transcripcional estd mediado por CopA, c¢tRNA complementario a la
region lider del mRNA de repA o CopT. La interaccion entre ambos RNAs impide
la sintesis de un péptido lider, Tap, al cual estd acoplada la traduccion de RepA. La
proteina CopB podria tener un papel accesorio en el control de la replicacidn,
actuando en situaciones en las que el valor de N disminuya mucho respecto al normal
o en el establecimiento inicial del plasmido (revisado por Nordstrom y Wagner, 1994,

Wagner y Simons, 1994).

El plasmido pLS1 codifica dos elementos que actian en trans y que regulan su
nimero de copias: la proteina CopG y el RNA II (del Solar y Espinosa, 1992). A nivel
transcripcional, la union de la proteina CopG a su operador, situado en el promotor
P_, reprime la sintesis del mRNA a partir del cual se transcriben los genes copG y
repB. A nivel traduccional, el control de la replicacién se realiza por inhibicion directa
tras el apareamiento del RNA Il (ctRNA complementario a la region 5° del mRNA
cop-rep) con el sitio de unidn a los ribosomas de repB (Fig. 2). El modelo de control
de replicacion de pLS1 (del Solar y Espinosa, 1992) propone que cuando el plasmido
coloniza un nuevo huésped, o cuando N esta por debajo de un cierto valor (N < 22),
el promotor P, no seria reprimido por CopG, con lo cual aumentaria la tasa de
sintesis del mRNA cop-rep y se produciria un rdpido incremento de N. Si el valor de
N fuese mayor que el correspondiente al del estado de equilibrio (N = 22), se
poduciria una accién combinada entre la represion de CopG y el aumento en la dosis
del RNA II ya que al ser sintetizado constitutivamente, su concentracion seria
proporcional a N. La proteina CopG mantendria los niveles de mRNA cop-rep dentro
de ciertos Iimites v el RNA II corregiria las fluctuaciones en el valor de N. Evidencias
recientes de nuestro laboratorio indican que el control de la replicacién de pLS1 es
realizado por el circuito de regulacion entero: el represor transcripcional, CopG y el
ctRNA, RNA I (del Solar er al, 1995a).

Aunque el control primario de la replicacton plasmidica se realiza a nivel de la

iniciacion de la sintesis de la cadena lider, podrian existir otros modos de accién a
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Figura 2. Control de la replicacion de pLS1 mediado por un ctRNA y una proteina represora. A nivel

transcripcional, la unién de la proteina CopG a su diana, situada en ¢l promotor £, reprime la sintesis

del mRNA de los genes copG y repB (linca extra-gruesa). A nivel traduccional, el control de la replicacion
se realizarfa por inhibicién directa tras ¢l apareamiento del ctRNA (linea fina) con el sitio atipico de
uniom a los ribosomas (a.r.bs)) de repB.

nivel de la elongacién o en la iniciacién de la sintesis de la cadena retrasada en los
plasmidos con replicacion RC. Se ha observado que la tasa de elongacion se ve
afectada por cambios en la secuencia de DNA: la insercion de secuencias de
terminaciéon de 22 pb en plasmidos pUC ha tenido efectos sobre el valor de N
{Hidaka et af, 1988). Del mismo modo, la eficiencia de iniciacién en la conversion de

ssIDNA a dsDNA puede afectar a N (Gruss et al, 1987; del Solar er al, 1987h).

Existen otros factores secundarios que pueden modular la replicacion, aunque no
son elementos capaces de corregir fluctuaciones en el valor de N, por lo que no se

consideran como verdaderos elementos reguladores. Algunos de éstos son:

a) Secuencias plasmidicas que actuan en cis, como son el locus cmp de pT181, que

parece influir en la eficiencia de utilizacién de la proteina Rep (Gennaro y Novick,
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1986), y los sitios GATC del origen de replicacion de P1, que deben estar metilados

para que se produzca la replicacion (Abeles y Austin, 1987).

b) Factores codificados por el cromosoma del huésped: el locus penB3 de Escherichia
coli reduce el valor de N de pBR322 (Lopilato et al, 1986). Por el contrario,
mutaciones en ¢l locus recD de E.coli incrementan el valor de N de ciertos plasmidos
(Seelke et al, 1987).

¢) Proteinas del huésped como son IHF (Stenzel er al, 1987) y DnaA de E.coli que

estd implicada en la iniciacion de la replicacion de muchos plasmidos.

d) Cambios en el superenrollamiento del DNA plasmidico, los cuales afectan la
eficiencia de iniciacién de la replicaciéon (Minden y Marians, 1985). Asimismo, el
aumento de la transcripadn a través del origen en direccion opuesta a la de la

replicacion pueden reducir la eficiencia de ésta (Steuber y Bujard, 1982).

4. REPLICACION TIPO CIRCULO RODANTE

Este tipo de replicacion fue descrito por primera vez para bacteridfagos de
cadena sencilla (¢ X174, M13, fd} por Gilberty Dressler (1968}. La proteina iniciadora
de la replicacion estd codificada por el fago: proteina del gen A4, GpA, en los fagos
isométricos (¢X 174, G4) y la proteina del gen 11, gpll, para los fagos filamentosos
(M13, {1, fd). La proteina iniciadora corta la hebra viral (VS) de la forma replicativa
(RF) del DNA en un lugar especifico, el origen de sintesis de la hebra viral. Ei corte
del DNA, mediado por la proteina, genera un grupo 3’-OH libre que serd extendido
por la DNA polimerasa L. En el desenrollamiento del DNA de los fagos isométricos
participan la proteina rep-helicasa de E.coli y la proteina GpA. Esta proteina queda
unida covalentemente al extremo 5'-fosfato del sitio de corte, y separa la hebra viral
parental como un circulo rodante que gira alrededor de la hebra complementaria
mientras avanza la replicacion. Al finalizar el ciclo de replicacion, la proteina GpA
corta el origen regenerado y se ligan los extremos 3 y 5" de la hebra viral parental,

tormando un circulo monocatenario que estard cubierto por SSB (proteina de unidn
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a ssDNA de E.coli). Este intermediario serd posteriormente convertido en una
molécula bicatenaria covalentemente cerrada: la forma replicativa RF. La proteina

GpA se transficre a la hebra viral nueva e inicia nuevas rondas de replicacion.

En el caso de los fagos filamentosos se sigue un mecanismo similar, con la
salvedad de que la proteina gpll no se une covalentemente al 5’-fosfato en el sitio de
corte sino que forma un complejo mds ldbil con la hebra complementaria (Meyer y
Geider, 1982). Para la conversion de la VS monocatenaria en RF bicatenaria, la RNA
polimerasa en los fagos filamentosos o el primosoma en los fagos isométricos,
sintetizan un RNA "primer” que serd elongado por la DNA polimerasa Il usando
como molde la VS hasta alcanzar el extremo 5 del "primer". A continuacion, se
elimina el RNA "primer" gracias a la actividad exonucleasa 5— 3’ de la DNA
polimerasa I y se polimeriza el DNA restante hasta completar una molécula
bicatenaria RF (Rasched y Oberer, 1986; Baas y Jansz, 1988).

La replicacion tipo RC se describid posteriormente en un grupo de pldsmidos de
pequeno tamano y alto namero de copias aislados de bacterias gram(+), si bien se
han descrito plasmidos de bacterias gram(-) con este mecanismo de replicacion
(Gielow et al, 1991; Gigliani et al, 1993; Kleanthous er af, 1991; Yasukawa ef al, 1991).
Se ha puesto de manificsto que el mecanismo de replicacion RC y la produccién de
ssDNA como intermediarios de replicacién estimulan en gran medida la capacidad de
recombinacion intra- ¢ interplasmidica, facilitando también su diseminacién entre
bacterias (Gruss y Ehrlich, 1989). Este supuesto, junto con la observacién de la
estructura genética de varios pldsmidos de estafilococos, llevaron a la hipétesis de que
los plasmidos con replicacion RC estarfan construidos como cassettes de genes (Projan
y Novick, 1988), que corresponderian a modulos genéticos intercambiables entre los
distintos plasmidos. El grado de homologia de los distintos modulos puede variar, pero
en todos los casos, es significativamente alto. El (inico modulo esencial es el que lleva
las funciones de replicacion de la hebra lider. Se han definido algunos mddulos
principales (del Solar et al, 1993¢): i) la regién de control e iniciacién de la hebra
lider (L.IC); 11) el determinante de resistencia a antibidticos (DET); iii) el origen de
cadena sencilla (ss0); 1v) la regidn implicada en movilizacién conjugativa y

recombinacion (MOB/PRE) (Priebe y Lacks, 1989). Como ejemplos se pueden citar:
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el alto grado de homologia entre la region LIC de pMVI158 (plasmido de
Streptococcus agalactiae) y pE194 (plasmido de Staphylococcus aureus); a nivel de la
region DET de pLS1 (Streptococcus pneumoniae) y de pT181 (S.aureus); o entre las
regiones sso y MOB/PRE de pMV158 y pUB110 (S.aureus) (Fig. 3). Basdndose en las
homologias existentes a nivel de la secuencia de DNA y de la organizaci6n genética
de la region LIC, se han definido cuatro familias de pldsmidos que replican mediante
el mecanismo de circulo rodante (Novick, 1989). Los representantes de cada una de
las familias son: pT181; pUB110/pC194; pLS1/pE194 y pSN2.

LIC - DET ssoU  MOB SSOA

NI,

Figura 3. Representacion de los plismidos con replicacion tipo RC como médulos de informacion
genética. Los mapas funcionales muestran la presencia (lineas continuas) o ausencia (lineas discontinuas)
de los casettes indicados: LIC, regién de iniciacién y control de la replicacion; DET, resistencia a
antibioticos; MOB/PRE, region implicada en recombinacién y movilizacion plasmidica; ssod y ssoU,
origenes de replicacion de la cadena retrasada. Los casettes estan rotulados y coloreados de acuerdo a
las homologias existentes. Se indica la region de pMV158 delecionada para construir el plasmido pLSL.

Para el mecanismo de replicacion RC son necesarios tres elementos: el origen de
doble cadena (dso), la proteina iniciadora de la replicacion (Rep) y el origen de

cadena retrasada (sso).
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4.1. Origen de replicacién de la cadena lider (dso)

El origen de la cadena lider o dso [también llamado ori( 4 )] se encuentra situado
"corriente arriba" o dentro de la regién codificante para la proteina Rep. Contiene las
secuencias de IDNA reconocidas especificamente por la proteina Rep para que se
produzca la iniciacion y la terminacién de la sintesis de la cadena lider. L.a mayoria
de los origenes, quizds con la excepcibn de pUBI110, poseen secuencias con
potenciales estructuras tallo-lazo (Gruss y Ehrlich, 1989). El dso de ios miembros de
la familia de pT'181 se puede dividir funcionalmente en dos regiones (Fig. 4). Una de

elias, con capacidad de generar una estructura tallo-lazo (IR-II), contiene el sitio de

Nick site

Cryciform
extrusion
IR ]

- & IR-H11
=

Qrigin region

Figura 4. Modcio de interaccadn RepC-dso para pT181. Sc muestra la unidén simétrica del dimero de
RepC a la repeticion invertida IR-111, que se indica con flechas. Se muestra como una subunidad de RepC
sc une de modo asimétrico a la estructura cruciforme IR-II que contiene el sitio de corle indicado (“nick
site”). Las letras obscuras representan los nucledtidos que corresponden a la hebra lider de pT181, y las

letras claras representan los nucledtidos correspondientes a ta cadena retrasada. (Figura tomada de Wang
et al, 1993).
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corte y se conserva entre los plasmidos de la familia. La otra region es adyacente en
3’ a la anterior, contiene el sitio de reconocimiento de la proteina Rep, y es especifica
para cada plasmido (Koepsel ef al, 1986). El dso de pT181 contiene tres pares de
repeticiones invertidas (IR-1, -1 y -Il1) capaces de formar estructuras del tipo tallo-
lazo (Gennaro et al, 1989). El par central, IR-II, contiene el sitio de corte para la
iniciacién y puede formar una estructura cruciforme in vivo e In vitro, promovida o
estabilizada tras la unién de la proteina RepC (Noirot et al, 1990). El elemento IR-
Il no estd conservado entre los miembros de la familia y constituye el determinante
de especificidad en el reconocimiento del origen. Para el reconocimiento de la
proteina RepC solo se requieren los primeros 11 nuciedtidos del elemento IR-111, que
comprenden el brazo proximal y la region central de la estructura diada (Fig. 4; Wang

et al, 1993). Por el momento, el papel de IR-1 es desconocido.

4.2. Proteinas de replicacion (Rep)

Las proteinas Rep, codificadas por los plismidos, son las encargadas de la
Iniciacion de la replicacion, ya que al reconocer una secuencia especifica del dso
producen una rotura en una de las hebras del DNA, generando el extremo 3’-OH que
serda usado como "primer", quizds por la DNA polimerasa 1, para la sintesis de la
cadena lider. La proteina GpA de ¢X174, asi como las proteinas Rep de los plasmidos
pT181y pC221 permanecen unidas covalentemente al extremo 5'-fosfato generado tras
la reaccidon de corte (Langeveld ef al, 1978; Thomas et al, 1990). Sin embargo, hasta
el momento no ha sido demostrada la existencia de un enlace covalente para la
proteina gpll del tfago t1 y fagos filamentosos relacionados (Meyer y Geider, 1979).
Las proteinas Rep actian en frans, poseen actividades de endonucleasa especifica y
de polinucleotidil-transferasa, y son esenciales para la replicacion del pldsmido. Por
lo general, su sintesis constituye la etapa limitante del proceso replicativo. Las
proteinas Rep de los plasmidos de la familia de pT181 poseen un 75-85% de
identidad en la secuencia de aa. Sin embargo, presentan dos regiones con un alto
grado de divergencia: la region N-terminal de la secuencia codificante, que
corresponde al dso y una region localizada en el extremo C-terminal, que comprende
un segmento de 6 aa y constituye el determinante de especificidad de la proteina
(Projan y Novick, 1988; Dempsey ef af, 1992; Wang er al, 1992). Entre las dos regiones

divergentes, se encuentra una region central altamente conservada que contiene la Tyr
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implicada en la unién covalente al DNA durante la iniciacion de la replicacion
(Thomas er al, 1990). Ademds de participar ¢n la iniciacion, las proteinas Rep
participan en la terminacién de la replicacion, como se ha demostrado para ¢X174
(van der Ende et al, 1982), fd (Meyer ef al, 1981) y pT181 (Murray et al, 1989).
Recientemente, se ha propuesto un modelo para la terminacién de la replicacion en
pT181 (Rasooly y Novick, 1993), en el cual la subunidad intacta del homodimero de
RepC produce un nuevo corte en la cadena nueva sintetizada (tras alcanzar el dso
reconstituido y proseguir unos nucledtidos mas) y por medio de un intercambio de
hebras se libera una molécula dsDDNA completa, un intermediario de ssDNA circular
y un heterodimero de RepC compuesto por una molécula intacta y otra unida a un

pequeinio oligonucledtido (Rasooly et al, 1994a).

Por otra parte, y en base a datos genéticos, se ha propuesto (Noirot-Gross ef al,
1994) que la proteina iniciadora de la replicacion de pC194, RepA, podria poseer dos
centros cataliticos no equivalentes que romperian enlaces fosfodiéster por dos
mecanismos diferentes, transesterificacion e hidrélisis. Predicciones de ordenador
muestran que las proteinas Rep de la familia de pC194 poseen cinco regiones
conservadas. La regién I'V muestra homologia con el centro activo de la proteina GpA
de ¢X174, y dos de los aa conservados del sitio activo de fa proteina RepA de pC194
(Tyr214 y Glu210) se encontrarian localizados en una regién de o-hélice de la
proteina. Sin embargo, hasta el momento las finicas proteinas Rep de la familia de
pC194 que han sido purificadas son la proteina RepK de pKYM (Ozaki er al, 1994)
y mis recientemente la proteina RepU de pUB110 (Miller ef af, 1995). Parece ser
gue la proteina RepK se une especificamente como mondmero al dso de pKYM y
que, a diferencia de lo gque ocurre con la proteina RepC de pT181 (Wang et al, 1992),
RepK no induce una curvatura det DNA tras su unién a la repiéon del origen (Ozaki
et al, 1994). Desafortunadamente, la proteina RepK purificada perdié la capacidad
para introducir un corte monocatenario en el sitio de iniciacion de Ya replicacion del
DNA (actividad de corte) tras usar para su purificacion una columna de heparina-
sefarosa (Ozuki et al,1994).

Ilyina y Koonin (1992) han identificado motivos conservados entre las proteinas

Rep y las proteinas Mob, éstas altimas relacionadas con la transferencia conjugativa
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de DNA plasmidico. El motivo | (cuya secuencia consenso es: FUIMXXX o
FUuypXXX, donde U representa un residuo hidrofobico y X, cualquier residuo) esta
presente s6lo en la region N-terminal de las proteinas Rep y no se le ha asignado
funcion alguna. El motivo 2 (XpHUHuUUX o XuHUHaUUX), contiene dos His
conservadas en un entorno hidrofébico y, por analogias con metaloenzimas, podria
estar implicado en la coordinacidn de iones metdlicos requeridos para la actividad de
estas protefnas. Finalmente, el motivo 3 (UXXYUXKXXX o UXXYUXhXXX), esta
localizado en la region C-terminal de las proteinas Rep y en el extremo N-terminal
de las proteinas Mob, que contendria el residuo Tyr conservado, implicado en la
unidn covalente al DNA, Como se dijo anteriormente, las proteinas Rep no presentan
motivos tipicos de union a DNA, aunque se ha postulado un motivo LZ en la proteina
RepB de pLS1 (de la Campa et al, 1990). Para los plasmidos pT181 y pC221 se ha
demostrado la existencia del determinante de especificidad en 6 aa de la region C-
terminal de sus proteinas (Wang er af, 1992), localizandose el residuo Tyr activo en
la region central (Thomas et al, 1988). Parece que la region C-terminal de la proteina
gpll del fago {1, podria estar implicada en la regulacion de Ja replicacion, ya que se
ha comprobado que la proteina del gen X, sintetizada a partir de un codon de
iniciacion interno del gen 11 (idéntica a un tercio del C-terminal de gpll), es un

potente inhibidor de la sintesis in vivo del DNA del fago (Fulford y Model, 1988).

4.3. Origen de replicacién de la cadena retrasada (sso)

El origen de cadena sencilla {sso u ori(-)} contiene el sitio de iniciacién para la
sintesis de la cadena retrasada. El sso se encuentra situado en la misma hebra que el
dso, aunque separado fisicamente de él. Se localiza dentro de una regién no-
codificante altamente estructurada y su actividad es dependiente de orientacion (Gruss
et al, 1987; del Solar et w!, 1987h, 1993a; Novick, 1989). Basindose en homologias a
nivel de DNA, se han descrito dos tipos principales de sso: ssoA representado por los
plasmidos pTI181 (Gruss er al, 1987} v pl.S1 (del Solar er al, 1987b); v ssol de
pUB110y pMV 158 (van der Lelie er al, 1989). Muchos sso son especificos de huésped
v en algunos casos como en S.aureus (Gruss et al, 1987), 5. pnewmoniae (del Solar et
al, 1987b; Kramer ef al, 1995) y Strepfomyces lividans (Deng et al, 1988), la delecién
del sso causa acumulacion de ssDNA, disminucion del nimero de copias y/o

inestabilidad segregacional plasmidica,
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4.4. Modelo de replicacién por circulo rodante

El modelo actual para explicar el mecanismo de replicacion tipo RC (Fig. 5) esta
basado principalmente en los plasmidos, pT181, pC221 y pLS1 (Rasooly y Novick,
1993; Rasooly ef al, 19944, 1994b; Dempsey et al, 1995; del Solar et al, 1987b, 1993c¢).
Se pueden distinguir tres etapas principales: iniciacién y elongacién de la sintesis de
la cadena lider; terminaci6n de la replicacién de la cadena lider, y replicaciéon de la

cadena retrasada (conversién de ssDNA en dsDNA).

ds50 ‘
3-0H on 5 Pol I
55B
Rep (+) Heiicase

RNApol 559

i S

{4

Figura 5. Modelo de replicacion por ¢l mecanismo de circulo rodante. La proteina Rep (8) reconoce
DNA superenrollado, introduciendo una rotura especifica dentro del origen de replicacion de la
cadena( +) {dse). El extremo 3'-OH generado, scra usado como "primer” para la sintesis de la cadena lider
nucva (linca discontinua). La proteina Rep permanece unida covalentemente al extremo 5-P de la cadena
parcntal(+), micniras ésta va siendo desplazada. Cuando la horquilla de replicacion alcanza el dso
reconstituido, (ermina la sintesis de la cadena lider y se produce la circolarizacion y liberacién de la
cadena parental( +) desplazada como intermediario de ssDONA. La conversion de ssDNA 4 dsDNA se
produce lras el reconocimiento del sso (4) por la RNA polimerasa del huésped para fa imeacion de la
cadena(-).

Iniciacion y elongacion de la cadena lider
La union asimétrica del homodimero de RepC (Iig. 4) de pT181 al sitio de
reconocimiento del dso induce la formaciéon de una curvatura en el DNA entre los

clementos IR-I1 e IR-III (Koepsel y Khan, 1986), e incrementa la extrusion de la
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estructura tallo-tazo de IR-11, que contiene la secuencia especifica de corte (Noirot
et al, 1990; Wang et «f, 1993). Una de las subunidades de RepC introduce un corte
especifico de sitio en la cadena(+) v queda unida covalentemente al extremo 5 del
sitio de corte mediante un enlace tirosil-fosfodiéster (‘Thomas ef af, 1990). La reaccion
de corte genera el extremo 3’-OH que seria usado por la DNA polimerasa III para
sintetizar una nueva cadena(+) usando como molde la cadena(-) del plasmido. Al
mismo tiempo, la cadena(+) parental se irfa desplazando mediante la accidén de una
helicasa del huésped, mientras que la proteina SSB cubriria la hebra parental
desplazada como ssDNA. La replicacién continda hasta reconstituir el dso y se

extiende unos 12 nucledtidos mas alla.

Terminacion de la replicacion de la cadena lider

Como la replicacion de la hebra lider se extiende unos nucle6tidos mas alla del
dso reconstituido, la subunidad de RepC intacta iniciaria una reaccion de transferencia
de hebra mediante introduccidon de un corte en el nuevo dso sintetizado y unién a los
12 nt extra. El modelo actual de terminacion (Rasooly y Novick, 1993) postula que
el grupo 3'-OH que se ha generado ataca al dso parental, produciendo un nuevo 3’-
OH que atacard el enlace entre la subunidad de RepC que inicid la replicacion y el
DNA parental (Fig. 6). Al final, se obtendrian como productos de replicacion una
molécula dsDNA reconstituida, un intermediario de ssDNA y un heterodimero de
RepC [constituido por dos subunidades de RepC, una de las cuales (RepC*) lleva
unida covalentemente un corto oligonucledtido], que es inactivo en replicacion. Los
autores han demostrado que este mecanismo de inactivaciOn de la proteina Rep se
produce en otros miembros de fa familia de pT181 tanto en Bsubtilis como en
S.aureus (Rasooly ef af, 1994a). Recientemente, Miiller ef @/ (1995) han sugerido que
la proteina ReplU de pUBI110 podria ser convertida durante la replicacion en un
hetero-oligémero inactivo RepU-RepU*, limitando con ello la cantidad de proteina

RepU 1til para iniciacion de la replicacion, del mismo modo que ocurre para pT181.

Como ya se ha indicado, el sitio activo de la proteina RepA de pC194 podria
estar compuesto por dos centros cataliticos que actan sobre los enlaces fosfodiéster
mediante dos mecanismos distintos: transesterificacion, como en las topoisomerasas

e hidrdglisis, como se ha descrito para algunas exo- y endonucleasas. Basindose en el
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D

replication «<----—- 70 071
pTL81 %3 5% TGCGTCCARCCGGCTATT -AGRGTAGCCGGTTTTAGRRAARR 37 82
ACGCAGGTTGGCCGATAA TCTCATUGGCCAAAATCTTTTT

Figura 6. Modelo de terminacién de la replicacion del plasmido pT181. A. Diagrama de la conliguracién
gsperada de una moléeula de DNA plasmidica hacia el final de un ciclo de replicacion. Una subunidad
(sombreada) del dimero de RepC estd unida covalentemente al extremo 57 de la hebra desplazada y ¢l
punto de crecimiento de la hebra naciente (flecha) estd proximo al sitio de corte del dso (€). B. El sitio
de corte ha sido replicado, la cadena lider se extiende unos nt més alld y la horquilla del origen se ha
formado en las cadenas lider nueva y desplazada, asi como en la cadena retrasada. La segunda subunidad
de RepC (no sombreada) inicia una reaccion concertada de transferencia de hebra (flecha) cortando ¢l
origen recién sintetizado y quedando unida a un corto oligonucledtido que contiene aproximadamente 12
nt dc fa mitad 3' dc la horquilla ded dso. El grupo ¥-OH gencrado ataca ¢l dso parental, y el 3°-OH
desplazado ataca después ¢l cnlace vicjo RepC-DNA, desplazando a la proteina y restaurando la
continuidad de la hebra{ + ) desplazada, que es liberada como un circtlo monocatenario. C. Los productos
finales sonm: un mondmero circular monocatenario que representa la cadena lider desplazada, un
heterodimero de RepC con ¢l oligonucledtido unido a una subunidad, y un monomero plasmidico
bicatenario que contienc la cadena lider nueva. El mondmero monocatenario replica después por un
mecanismo independiente, que no implica RepC, para completar el ciclo. . Se muesira la secuencia del
dso alrededor del sttio de corte ("nick”). Las [lechas discontinuas convergentes indican ¢l tallo de la
horquilla del dso. (Figura tomada de Rasooly y Novick, 1993).
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andlisis de mutantes en los residuos conservados de la proteina RepA de pC194, los
autores (Noirot-Gross et af, 1994) especulan sobre un mecanismo de terminacién
distinto al de pT181, aunque no descartan una posible inactivacion de la proteina
RepA similar a la que se produce en RepC durante la replicacion. La replicacion se
iniciarfa a través del mecanismo de transesterificacion, caracteristico de las
topoisomerasas, produciéndose el ataque nucleofilico del grupo hidroxilo de Tyr214
sobre el enlace fosfodiéster del DNA, quedando la proteina covalentemente unida al
DNA. El residuo Glui42 podria facilitar el ataque uniendo un i6n metélico (Mg*')
que ayudarfa a neutralizar las cargas negativas del sustrato fostodiéster, como se ha
descrito para la actividad exonucleasa 3'— 5 de la DNA polimerasa | de F.coli (Beese
y Steitz, 1991). Tras una ronda de replicacion, el residuo Glu210 activaria una
molécula de agua para que se produzca el ataque nucleofilico sobre el enlace
fosfodiéster de la nueva hebra sintetizada, o promoveria indirectamente la activaciéon
de la molécula de agua a través de la quelacién de un 16n metalico. Una nueva
reaccion de transesterificacion generaria una molécula de ssDNA y romperia la unién

de la proteina al extremo 5" del DNA.

Replicacién de la cadena retrasada

La iniciacion de la replicacion de la cadena retrasada se produce tras el
reconocimiento del sso por proteinas del huésped e implica la conversion de ssDNA
en dsDNA (Fig. 5). Para los pldsmidos que poseen ssoA, se ha demostrado que la
replicacion de la cadena retrasada no requiere funciones coditicadas por el plasmido
(Birch y Khan, 1992}, pero si se necesita el reconocimiento del sso (ssod o ssoU) por
la RNA polimerasa del huésped (Dempsey er al, 1995; Kramer et af, 1995). Se postula
que la molécula ssDNA estaria cubierta por la proteina SSB, excepto en la region del
sso que, al ser altamente estructurada, actuaria como senal para su reconocimiento
por la RNA polimerasa. Este enzima sintetizaria un "primer” que seria elongado,
posiblemente por la DNA polimerasa 11, hasta alcanzar el extremo §° del RNA
"primer”. La DNA polimerasa I gracias a su actividad exonucleasa 5— 3’ escinde el
RNA "primer" y polimeriza el DNA restante, cuyos extremos serdn ligados por la
DNA ligasa (Geider y Kornberg, 1974; Diaz et al, 1994).
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Recientemente, se ha determinado in vitro el sitio de iniciacion de la cadena
retrasada para los plismidos pTt81, pE194, pSN2 y pUBTI0/pC194 (Dempsey et al,
1995). Para pT181 y pSN2 se han encontrado miltiples sitios de iniciacion dentro, o
cerca, del lazo central conservado de la estructura secundaria del sso. Esta iniciacion
multiple corresponderia a un RNA "primer” de tamafio fijo, sintetizado en distintas
posiciones, 0o a RNAs "primer" de distinta longitud sintetizados a partir del mismo
punto. El punto de iniciacién mayor para pE194 se localizo en la secuencia consenso
S-TAGCGa-3" del lazo central de la estructura del sso. Para pUB110, la iniciacion se

produce a partir de un Gnico sitio, que ya habia sido definido in vivo (Boe et al, 1989).

S. FAMILIA DE pLS1

El plasmido pL.S1 (4408 pb) se construyd mediante delecidn del fragmento EcoRI
B (1122 pb) (Stassi et al, 1981) de su plasmido parental, pMV 158 (5536 pb), aislado
de una estirpe de S.agalactiue (Burdett, 1980). Una de las caracteristicas mds
relevantes de pl.S1, es su amplio espectro de huésped, que viene determinado por la
capacidad de pl.S1 de replicar en bacterias gram(+ ) como S.preumoniae 'y B.subtilis
(Espinosa et af, 1982; Lacks ef al, 1986), y en bacterias gram(-) como E.coli (Lacks et
al, 1986). Se conoce la secuencia de DNA completa para ambos plasmidos (Lacks ef
al, 1986; van der Lelie et af, 1989; Priebe y Lacks, 1989). pLL.S1 es el prototipo de una
familia de plasmidos que replican mediante el mecanismo de RC. Desde |a iniciacién
del trabajo experimental que engloba esta Tesis hasta este momento, se han
caracterizado once miembros en esta familia, que incluye una gran vaniedad de
huéspedes tanto bacterias gram( + ) como gram(-): S.agalactiae (pMV 138); Lactococcus
lactis (pWVO1, pFX2), Saurcus (pE194);, Lactobacillus plantarim (pl.B4, pAl);
Lactobacillus curvatus (pLC2);, Helicobacter pylori (pHPK255); Mycoplasma mycoides
(PADB201, pKMK1) v Leuconostoc lactis {pCl411). Los autores que han llevado a
cabo el aislamiento y caracterizacion de estos plismidos se indican en la Tabla 1. El
establecimiento de esta {amilia se ha realizado tomando como base las homologias

existentes a nivel de la proteina iniciadora y el dso (del Solar et al, 1993¢).
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Tabla 1. Micmbros de la familia de pLS1.

Plismido Huésped Aislado en  Tamano(ph) Autores”

pMVI158  Streptococeus agaluctiae Estados Unidos 5536 Burdetl (1980); Lacks ef af (1986);
Pricbe y Lacks (1989)

pWY01  Lactococcus lactis Paiscs Bajos 2177 Leenthous er al (1991)

pFX2 Lactococcus lactis Nueva Zelanda  3536°  Xu er af(1991)

pE194 Staphylococcus aureis Rumania 3728 Horinouchi vy Weisblum{1982a},
Villafance et af {(1987)

pLB4 Lactobacillus plantarium Reino Unido 3548 Bates y Gilbert (1989)

pAl Lactobacillus plantarun Yugoslavia 2820 Vujeic y Topisiravic (1993)

pLC2 Lactobacilius curvaties Alemania 2439 Klein er af (1993)

pHPK255 Helicobacter pylort Reino Unido 1455  Kleanthous et af (1991)

PADB20T Mycoplasma pylor Australia 1717 Bergemann ef gl (1959)

pKMK1  Mycoplasmua pylor Estados Umdos 1875 King v Dybwig (1992)

pClalt Leuconostoc laciis Irlanda 2920 Cloffey et al (1994)

{a) Los autores citados son 05 gue han pubicado (o corregido} 1z secuencia de nucledtidos del plasmide
(b) El tamafio de pFX2 tun derivado de pFX1) deberla sor 2508, sino se considera ¢ gen cal de pC194, introducivo por los autores

Algunas de las caracteristicas que definen a esta familia son: dso localizado
"corriente arriba” del gen rep; presencia de secuencias directamente repetidas
(iterones) en el dso; existencia de dos elementos de control del niimero de copias: un
ctRNA vy una prateina (Cop), que actiia como represor transcripeional, y transcripeién
de los genes cop y rep a partir de un tnico promotor. Casi todos los miembros de esta
familia presentan la secuencia consenso 5-TACTACGA-3’, en una region desapareada
de una estructura potencial de tipo tallo-lazo presente en el origen de replicacién, Las
proteinas Rep presentan motivos conservados (llyina y Koonin, 1992) en sus regiones
N-terminal y central, y una mayor divergencia en la region C-terminal, que podria

estar implicada en el reconocimiento y especificidad de unidon a DNA como ocurre
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en la familia de pT181 (Novick, 1989). La region de control de la replicacion presenta
analogias a nivel estructural entre los miembros de esta familia: poseen proteinas Cop
pequenas (45-55 aa) que contienen un motivo HTH, tipico de proteinas que s¢ unen
a DNA, y su operador se encuentra cerca o dentro del promotor a partir del cual se
transcriben cop y rep. Codifican pequefos ctRNAs que solapan con la senal de

iniciacion de la traduccion del gen rep.
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Figura 7. Mapa lisico y funcional de pLS1. La region intergénica del plasmido (sombreada) incluye los
origenes dso y ssoA. Se indican la dircecién de la replicacidn (flechas) de las cadenas lider (dso) vy
rcetrasada (ss50), la cxtension de las deleciones en pLSS (AS) v pLS1A24cop7 (A24), los promotorcs

(circulos pequefios), RNAs (flechas ondufadas) y los productos génicos (flechas anchas). Se mucstran
algunos sitios de restriceion y las coordenadas de corte.
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Tras el estudio de la organizacién genética del plasmido pMV138, se han
identificado varios genes que constituyen diferentes modulos o cassettes,
caracteristicos de este tipo de plasmidos: la regidn de control e iniciacion de la cadena
lider (LIC) presenta los genes repB, copG y rnall. Existe un determinante de
resistencia a ‘fc (tet), y contiene el gen mob que estd implicado en movilizacion
conjugativa. Curiosamente, pMV 158 posee dos regiones sso (ssoA y ssoU). El plasmido
pLS1 carece de los médulos correspondientes al gen mob y a la region ssolU. pLS1
(Fig. 7) replica mediante el mecanismo tipo RC (del Solar et al, 1987b). Trabajos
previos del laboratorio habian demostrado que la proteina iniciadora de la replicacion,
RepB, posee actividad topoisomerasa tipo I-5” (ver clasificacion de topoisomerasas en
Roca, 1995) e introduce un corte especifico de sitio en la regién dso (de la Campa et
al, 1990). Se postuld que, tras el corte, se generaria un extremo 3’-OH que se usaria
como "primer"” para la sintesis de la cadena lider. Como productos de replicacién se
han observado moiéculas de dsDNA e intermediarios de ssDNA (del Solar et al,
1987a, 1987b). Dentro del dso, se han descrito dos estructuras de tipo tallo-lazo, las
Horquillas I y I1, y tres repeticiones directas de 11 pb (Puyet ef «f, 1988), a las cuales
la proteina RepB se une in vitro sobre DNA lineal (de la Campa et af, 1990). En el
lazo de la Horquilla I se encuentra la secuencia consenso 5’-TACTACGA-3". RepB
reconoce esta secuencia y produce un corte especitico entre los nt 448 (G) y 449 (A)
(de la Campa er af, 1990). En la Figura 8§ se muestra la secuencia de nucledtidos de

la region LIC de pLS1, con la informacion relevante para el presente trabajo.
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GATCTTTGTGRANACTACAGARAGTAAAGRATGARAAGAGTAATGCTARCATAGCATTACGGATTTTATGA
1580

CCCATGATGAAGARAAGA

Figura 8. Sceuencia de nucledtidos desde la coordenada 1 a 1580 de pLS1. Las Horquillas 1, 1Ly 111; y las
tres repeticiones directas (11-12-13) del dso, asi como los posibles terminadores de transcripeion se
representan subrayados en el texto; las sceuencias -10 y -35 del promotor de los genes cop y rep (P}, del
promotor del RNAL (P} v del promotor del ctRNA 11 (P_,) s¢ muestran cn cajas. Las sceuencias de union
a los ribosomas (S.D. y arbs) de los genes copG y repB sc represenitan con lineas discontinuas.
Asimismo sc mucstra la secuencia de aa de las proteinas Cop(i y RepB, debajo de ta correspondicnte
sceueneta de nucledtidos.
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Figura 9. Control de la replicacion del plasmido pLS1. Se representan ¢l RNA Iy el aRNA 1T (lineas
onduladas), los promotores P, P, y P, (cajas con punta de flecha) y las proteinas CopG y RepB (flechas
anchas). Se indican las posiciones de los tres iterones (11-12-13; cajas blancas) y las Horquillas I, 11 y 11I;
asf como las regiones correspondientes a los origencs de replicacidn dso y ssod4. Mediante lincas
discontinuas de trazo {ine se muestran las wnteracciones proteina-DNA.

El sso de pLST es del tipo ssod, estd localizado en una region no codificante (Fig.
7). Posee capacidad para formar una estructura secundaria compleja que contiene la
secuencia consenso S-TAGCGT-3" y el sitio de recombinacién interplasmidico
especifico RS, (Novick et al, 1984; Gruss ef al, 1987; del Solar et af, 1987b, 1993a). La
delecion del sso puede reducir el nimero de copias plasmidico, causar inestabilidad
segregacional y acumulacion de ssDNA (del Solar er al, 1987b, 19932). La proteina
CopQ, codificada por el plasmido, es un represor transcripcional con un motivo HTH
(del Solar er al, 1989), que regula su propia sintesis y la de la proteina iniciadora,
uniéndose a un elemento simétrico de 13 pb situado en la region -35 del promotor P
(del Solar et af, 1990). El determinante de resistencia a T, el gen fer, presenta
homologia con el gen ter del plasmido pT181 (Khap y Novick, 1983), aunque cn el
caso de pLS1 su expresion es constitutiva, y no inducible por el antibiético como en
p1181. Por altimo, hay que sefalar la existencia de dos RNAs antisense en pLS1: el
RNA I, localizado entre ambos origenes y de momento, sin funcion conocida; y el
RNAII, ¢tRNA complementario a la region 5" del mRNA cop-rep, que regula a nivel
traduccional la sintesis de la protefna iniciadora de la replicacion. Un esquema de los

circuitos regulatorios descritos para pLST se muestra en la Figura 9.
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El planteamiento inicial de esta Tesis fue el estudio de las interacciones
existentes entre la proteina iniciadora de la replicacién del plasmido pLS1, RepB y
el origen de doble cadena (dso) del plasmido. Antes de comenzar este trabajo ya se
habia determinado el sitio de corte y se sabia que la proteina RepB se unia in vitro
a las tres repeticiones del origen. Nos interesaba conocer la especificidad de secuencia
de la proteina RepB y profundizar en el estudio de las actividades de corte/cierre y
nucleotidiltransferasa de esta proteina. Asimismo era de interés el estudio de la
diversidad de sustrato de la proteina, estudiar el dso como determinante de
incompatibilidad y conocer el papel de los iterones, tanto in vivo como in vitro, en la
replicacion del plasmido. Uno de los puntos cruciales fue determinar si tras el corte
producido en el origen de replicacién por la proteina iniciadora RepB, se establecia
una union covalente proteina-DNA. Ademads, nos interesaba conocer si la proteina
RepB de plLS1 seria capaz de reconocer los origenes de replicacion de otros
plasmidos de la misma familia. Por Gltimo, se trataria de comenzar la determinacion
de algunos dominios funcionales de la proteina, mediante la caracterizacion de
deleciones en las regiones N- y C-terminal de la proteina, asi como el efecto que
tendria el cambio de la Tyr posiblemente implicada en la union a DNA, sobre las
actividades de corte/cierre, nucleotidiltransferasa o de union a DNA de RepB.
Realizando comparaciones de secuencia entre las proteinas Rep de los plasmidos de

la familia se determinaron cinco regiones de aa conservadas entre ellas.
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1. ESTIRPES BACTERIANAS

Para ensayos de estabilidad e incompatibilidad, asi como para la preparacion y
construccién de pliasmidos derivados de plLS! y de recombinantes basados en
pC194cop se usd S.pneumoniae T08. Para la construccién y andlisis de pldsmidos
recombinantes basados en pETS se utilizaron las estirpes C600, MC1061 y BL21 de
E.coli. Como huésped para la expresion del gen repB y derivados, se utilizd E.coli
BL21(DE3), isogénica de la estirpe BL21 que posee el gen de la RNA polimerasa del
fago T7 en el cromosoma (donada por F.W.Studier). En los experimentos de
mutagénesis dirigida se utilizaron las siguientes estirpes de E.coli: BMHT71-18muws,
que suprime jn vivo la reparacion de la mutaciéon, y JMI109; ambas fueron
suministradas por Promega. La estirpe JM109 se usé también, para el andlisis de
curvatura del DNA usando el plasmido pBend2 y junto con E.coli DH5a se usé en la
construccion y preparacion de plasmidos recombinantes basados en e! pALTER-1.
B.subtilis MB11 se utilizé para la determinacién del nimero de copias del plasmido
pl.S1 vy su parental pMV 158, a temperaturas de crecimiento del cultivo superiores a
37°C. Las caracteristicas genotipicas, asi como la procedencia de todas las estirpes

utilizadas se recogen en la Tabla 2.

2. PLASMIDOS

Los pldsmidos utilizados en este trabajo procedentes del replicdn pMV 158 fueron:
pLS1, pLS4, pLS5, pLSlcop7, pl.SScopli, pL.S1a2dcop7, pLS1aAd4 y pLS1AAILS. Los
recombinantes derivados de pClY4cop fueron: pJS3cop7, plS4, pCGA3, pCGA30,
pCGAT, pCGAS, pCGAT1 y pCGAIT2. Las construcciones realizadas durante este
trabajo basadas en el replicon pLS1 fueron: pl.S1aA4-24, pLS1-520, pl.S1-52004,
pLS1-570, pLS1-570n4 y pLLS1BB; y las basadas en pCl94cop: pC3BA, pC3BA-52004
y pC3BA-57004.

Como vectores de clonaje en E.cofi se utilizaron el pETS para los plasmidos
pLS19, pLS19aN, pLS19aNi, pLS19aC y pLS19aCi; y el pALTER-1 para los
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plasmidos: pALT-Pstlb, pALT-BamHl, pALT-Bgilll, pALT-BB, pALT7:cr-cat,
pALT7Y99F y pALT7Y99S. Por otra parte, se uso el plasmido pBend2, donado por

S.Adhya, para la construccién del plismido pBend-dso.

Otros plasmidos pertenecientes a la familia de pLS1, usados en este trabajo,
fueron pE194 y pKFX2, procedentes del Bacillus Genetic Stock Center y del Dr.
L.E.Pearce, respectivamente. Las caracteristicas mas relevantes de todos estos

plasmidos asi como de sus parentales, se deseriben en la Tabla 3.

Tabla 2. Estirpes bacterianas utilizadas en este trabajo.

Estirpe bacteriana Genotipo Referencia

S.pneumoniae T08 end-1 exo-2 tre-1 hex-4 malM594 Lacks v Greenberg (1977)

E.coli C600 F thi-1 the-1 leuB06 lacY1 tonA21 supF4d4 X Bachmann (1972)

E.coli MC1061 hsdR merB AlacXT4 palU galK rpsL thi Kaonkel y Sent (1988)
araD139 A(araABC-en)

E.coli BL21 Foromg gal ompT Studier y Moffatt (1986)

E.coli BL2ZH{DE3) Forymy gal ompT (inl::PﬁgU%—T’f genl  Studicr y Moffau (1986)

imm?2l nind)

Ecoli BMHT1-18nuuts  thi supE Alac-proABY (muuS:Tol) (F 0 Kramer ef al (1984)
oA BT lagl"7.AM15)

E.coli IM10Y endAl recAl gyrA96 thi hsdR17(r, ") Yanisch-Perron er af (1985)
rel Al supBEAd X A(lac-proAB) (I (raD36
proA'B' lac1YZAMIS)

E.coli DH5a P80/ lacZAMIS  recAl  endAl  gerA90  Raleigh et al (1989)
sdR1T supBdd relAl deoR A(lacZYA-
argFYU10Y

B.subtilis MBI11 ivs3 metB10 hisH2 Colecaon del laboratorio
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Tabla 3. Plasmidos empleados cn este trabajo.

Plaismido Tamaio Marcador Caracteristicas Referencia
(ph)

pMV158 5536 T¢ Plasmido natural de S.agafactiae Burdett, 1980

pLsi 4408 T AEcoR1 B de pMVI158 (Amob) Lacks ef al, 1986

pLS5 ¥ T Delecion in vive de plLS1,A(34-365) Lacks et al, 1980
(Armal)

pLS4 3438 T AHindllI-Ncol  pequeno  de  pLS5  del Solar et @/, 1987b
(AssoA, Amal)

pLSlcop7 408 T¢ Transversion C—A, coord. 743 en copG del Solar ef af, 1987b
de pLSI

pLS5cop il 4080  T¢ Insercion de 4 pb en la coord.6(7 de del Solar y Espinosa, 1992
pLS5

pLS1AA4 4240 T Delecion por BAL31 (A649-816) de  del Solar y Espinosa, 1992
pLS1 (Acop()

pLS1A2dcop7 3838 Td Declecion por BAL31 (A4240-401) de  Puyct er af, 1988
pLSlcop7 (Amal)

pLS1AA4.24 3672 T¢ (A4240-401, Amal) (A649-816, AcopG)  Este trabajo

pLS1AALS 4313 T¢ Delecidn por BAL31 (A760-854) de  del Solar ef al, 1993b
pL51 (AcopG, ArepB)

pLS1-520 4408 T Cambio C—A y G—C (coord.522 y 525  Este trabajo
de pLS1). Creacidn del sitio BarnHI

pLS1-520014 4412 T Insercién de 4 pb en la coor520 de  Hste trabajo
pLS1-520)

pLS1-570 4408 T Cambio T—C en la coord 574 de pLS1.  Este trabajo
Creacion del sitio Bgiil

pLS1-570024 4412 T¢ Inscrcidn de 4 pb en la coord.570 de  Este trabajo
pLS1-570

pLS1BB 4408  Td Cambio C—A, G—C y T—C en las  Este trabajo

coord.522, 525 y 574 de pLSi. Creacion
de los sitios BamHI y Belll

pIS37 7315 Td'Cm'  Hibrido entre pLS1 y pC194

pJS3cop7 4191 Cm' Delecion in vivo (A2749-3875) de pJS37.
Mutacion cop?.

pJS4 3354 Cm' Delecion in vive (A1911-5875) de pIS37
(ArepB)

Ballester et al, 1986

Ballester et al, 1986

Ballester e af, 1986
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Tabia 3. Plismidos ecmpleados en csie trabajo (continuacionj.

Plasmido Tamano Marcador Caracteristicas Referencia
{ph)
pC194 2607 Cm' Piasmido natural de Staphylococcus Horinouchi y Weisblum,
aureus, 1982b
pC194dcop 2007 Cm' Mutante de copia de pC194 Ballester ef af, 1990
pCGAS 3192 Cm’ Fragmento  Aud(505)-Bg/l(B04) de del Solar ef ai, 1989
pLS1{bind y cop(F} clonado en Hindlll
de pCl94cap.
pCGA30 3144 Ol {AApall-Hgal) pequeiio de pCGA3, del Solar er al, 1993b
(hind).
pCGAT 3088 Cm' Fragmento Al (320)-4u1(505)de pLLST  del Solar ef al, 1993b
(nic) clonado cn Hinglll de pCl194cop.
(nic; orientacion a)
pCGAR 3088 Cm' Idem (nic; orientacidn b) del Solar et af, 1993b
pCGATT 33w Cm' Fragmealo Ncol-Apalll pequedo de  del Solar ef af, 1993b
pLS1A24cop? clonado ¢n Hindt} de
pCl%cop. (bind-nic;orientacidon b)
pCGA12 3139 Cnt Idem (bind-nic; orientacion a) del Solar et af, 1993b
pC3BA 3208 Cm' Frapmento  Banl-Apall de pLSIBB  Esle trabajo
clonado en HindII} de pC194cop
pC3BA-520014 3302 Cm' Insercion de 4 pb en el sitio BamHI de  Este trabajo
pC3BA
pC3BA-5700Q4 3302 Cm' Insercion de 4 pb en cl sitio Bg/lT de Este trabajo
pC3BA
pBR322 4361 Ap'Tc"  Plasmido de E.coli basado cu el replicba  Bolivar et al, 1977
ColE1
pETS ~4240 AP Vector basado en pBR322 Rosenberg et al, 1987
pLS21 ~8310 Ap'Td’  Hibrido pL8S-pETS Lacks et al, 1980
pLS19 ~7260 Ap' Delecitn de los dos fragmentos Bell  del Solar et al, 1989
menares de pLS21
pLS19AN ~5272  Ap' Fragmento Xmnl(902)-Pvuli(1934) de  Este trabajo
plLS1 clonado en EcoRl de pETS
{orientacion a)
plST9AN;I ~5272  Ap' fdem al anterior (orientacidn b) Este trabajo

Orientacion a: clenado segdn ia dreceidn de da expresion del gen de resistencia o antibidtico (cat o bla).
Orientacion b: clonade en direccion contrana a la expresion del gen de resistencla a antibibticd (cat © bla).
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Tabla 3. Plismidos cmpleados en este trabajo (continuacion).

Plismido Tamano Marcador Caructeristicas Referencia
(ph)
pLS19AC ~4956  Ap' Fragmento ApaLI-Sspl de pLS1 clonado  Este trabajo
en EcoRI de pETS (oricntacion a)
pLS19AC] ~4956  Ap' Idem al anterior (oricnlacién b) Este trabajo
PALTER-1 5680 Tc Fagémido con €l on de 11 Promega
PALT-PstIb 6731 T Fragmento Pstl menor de plLS1 clonado  Acebo, P.
en Pyl del pALTER-1 (oricntacién b)
pALT-BamHI 6731  TcdAp"  Creacidn del sitio BamHl en la coord.  Estc trabajo
520 del fragmento de pLS1 clonado en
pALT-Psilb
pALT-Bglll 6731  Tc¢'Ap'  Creacion del sitio B/l en la coord. Este trabajo
570 del fragmento de pLS1 clonado en
pALT-Ps(lh
pALT-BB 6731 TJIApP  Creacion de los sitios BamHI v Bglll en Este trabajo
las coord. 320 y 570 del fragmento de
pLST clonado en pALT-Pstib
pALT Tercat 7545 Cm' Fragmento HgiAI-Clal mayor de pJ83  del Solar, G.
ligado al frapmento mayor Pstl-Clal de
pALTER-1
pALTTY9IF 7545  Cm'Ap’ Cambio A—T en la coord. 2278 del  Este trabajo
fragmento de pIS3 clonado en pALTT:
creat (cambio Tyr99 de RepB a Phe)
PALT7Y99S 7545 Cm'Ap’ Cambio A—C en la coord. 2278 del  Este trabajo
{fragmento de pJS3 clonado en pALTT:
creat (cambio Tyr99 de RepB a Scr)
pBend2 ~2693  Ap' Vector de clongje basado en pBR322 Kim et al, 1989
pBend-dso ~3086  Ap' Fragmento  Banl-Apaldl menor de Este trabajo
pPMVI158 clonado en el sitio Safl de
pBend2 (oricatacion b)
pE194 3728 Em' Plasmido de¢ S.aurcus Horinouchi vy Weisblum,
1982a; Villafane et al, 1987
pFX2 3530 Om' Plasmido de Lactococeus lactis Xu et al, 1991

Orientacion a: clonado segn la direccion de la expresion det gen de resistencia a amtibidtico {cat, tet o bl
Orientacion b: clonado en direccion contrana a la expresion del gen de resistencia a antibiéticd feat, tet o bla).
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3. BACTERIOFAGOS

Se usd el bacteriofago R408 (Promega) para infectar los cultivos de

IM109/pALT-Pstlb y obtener ssDNA para mutagenizar in vitro.

4. PROTEINAS

La DNA polimerasa I de E.coli y su fragmento Klenow (Pol 1K), asi como la
mayoria de los enzimas de restriccion y la DNA ligasa concentrada del fago T4,
fueron suministrados por New England Biolabs. 1.a fosfatasa alcalina de intestino de
ternera, la DNA ligasa del fago T4, la fosfodiesterasa de veneno de serpiente (PDE)
y la nucleasa P fueron suministrados por Boehringer Mannheim. La polinucle6tido
quinasa del fago T4 (T4 PNK), la transferasa terminal y ta RNA ligasa del fago T4,
tueron de Amersham Internacional. Pharmacia LKB suministré la DNA polimerasa
def fago T7. Otras protefnas utilizadas, suministradas por Sigma, fueron: proteinasa
K, RNasa A, [isozima, pronasa, seroalblimina bovina (fraccion V; BSA) y los
marcadores de peso molecular. Las soluciones tampén de los enzimas de restriccion

fueron las recomendadas en cada caso por las firmas comerciales.

El represor transcripcional CopG fue purificado a homogeneidad por la Dra. del
Solar (del Solar et al, 1989), la proteina SSB (3.2 mg/ml} fue de United States

Biochemical Corporation y ia topoisomerasa [ de Promega.

5. MEDIOS DE CULTIVO

Los componentes de los medios de cultivo fueron suministrados por las casas

comerciales: Probus, Merck v Difco.

5.1. Medio de cultivo de S.prieumoniae

Para el crecimiento de S.preumoniae en medio liquido se utilizé el medio AGCH
{Lacks, 1960) suplementado, en el momento de inocular, con 0.3% de sacarosay 0.2%
de extracto de levadura. Cuando fue necesario, se anadieron los antibidticos
correspondientes a las siguientes concentraciones finales: tetraciclina (Tc) 1 pg/mly

cloramfenico! (Cm) 1.5-3 pg/ml. Para el crecimiento en medio s6lido, se mezclaron
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las células vy los antibidticos correspondientes con una capa basal compuesta por
AGCH, sacarosa al 0.3%, extracto de levadura al 0.2% y agar al 1%. Una vez
solidificada esta capa, se anadid una capa superficial compuesta por AGCH y agar al
0.75%. Dada la complejidad del medio AGCH, se detalla a continuacién su

composicion.

Medio AGCH

Hidrolizado 4cido de caseina 5g
Hidrolizado enzimético de caseina 1g
L-cisteina-HCl 40 mg
L-triptéfano 0 mg
I-asparagina 50 mg
L-glutamina 10 mg
Adenina S mg
Cloruro de colina Smg
Pantotenato calcico 1.2 mg
Acido nicotinico 0.3 mg
Piridoxina-HCl 0.3 mg
Tiamina-HCl 0.3 mg
Riboflavina 0.14 mg
Biotina 0.6 mg
K. HPO, 85¢g
NaC,H,0, 125 ¢
NaHCO, 04 g
MgClL,-6H,0 0.5¢
Ca(ll, 3o g
FeSO, 7TH,O (1.5 mg
CuSO,5H,0 0.5 mg
ZnS0O,7H,0 0.5 mg
MnSO,4H,0O 0.2 mg
Albimina bovina (fraccion V) 0.5 ¢
Catalasa 3000 u
Agua destilada y desionizada c¢.s.p. [

ptl 7.5

5.2. Medios de cultivo de E.coli

Para el crecimiento de las estirpes de E.coli en medio liquido se utilizé
normalmente el medio TY (Mamiatis et al, 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de
levadura, 0.5% NaCl; suplementado o no, con las concentraciones de antibiéticos

sigutentes: Fe 15 pg/ml, Cm 15 wg/ml y ampicilina (Ap} 30-200 ug/ml. Para el
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crecimiento en placa se suplementd el medto TY con agar al 1.59. Durante la
infeccion de los cultivos con el bactertéfago R408, para la obtencion de ssDNA,
aquellos se crecieron en medio TYP (Promega): 1.6% bacto-triptona, 1.6% extracto
de levadura, 0.5% NaCl y 0.25% K,HPO, Para la puesta en competencia y
transformacion de las estirpes de E.coli se utilizaron los medios Penassay (Antibiotic-
Medium n 3, Difco) y SOB (Hanahan, 1983): 2% bacto triptona, 0.5% extracto de
levadura, 10 mM NaCl, 25 mM KCIl, 10 mM MgCi,, 10 mM MgSO,. En la
recuperacion de las células, tras la electroporacion, se utilizé el medio SOC (Bio-

Rad): medio SOB suplementado con 20 mM glucosa.

Los cultivos de E.coli destinados a la expresion y purificacion de proteinas se
crecieron en el medio minimo M9 (Miller, 1972): 42.3 mM Ng, HPO,, 22 mM KH,PO,,
8.5 mM NaCl y 187 mM NH,Cl; ajustados a pH 7.4 y esterslizados por separado del
resto de los componentes: 0.1 mM CaCl,, 2 mM MgSO,, 0.2% glucosa y los

antibidticos correspondientes.

5.3 Medio de cultivo de B.subtilis
Para el crecimiento en medio liquido de Bsubtilis se utilizdé el medio TY

(Maniatis et af, 1982) suplementado con Tc 10 pg/mi.

6. REACTIVOS Y OTROS PRODUCTOS

De la casa Merck, se emplearon: cloroformo, fenol, etanol, isopropanol, 1-
butanol, amoniaco concentrado, formamida, Tris, EDTA, DMSO y TCA. De la casa
Sigma, se adquirieron: Cm, Te, DTT, HEPES, MOPS, tRNA de E.coli, DNA de timo
de ternera, DNA de esperma de salmén, camptotecina, cloroguina y gNMN.
Boehringer Mannheim suministra: Ap, IPTG y los dNTPs no radiactivos. Pharmacia,
los Sephadex GG-25 y G-50. La agarosa fue suministrada por Pronadisa y Bio-Rad. Esta
casa también suministro: acrilamida, bis-acrilamida, heparina-agarosa, TEMED y SDS.
El sME fue de la casa Eastman-Kodak, el PSA de BRL, la Heparing 19% de
Laboratorios LEO S.A., el Na-DOC de Difco, el detergente Tween 20 de la casa
Jansseny el Octil-g-D-glucopyrandsido de la Coorporacion Catbiochem-Novabiochem.

Amersham suministré el material radiactivo y el kit de marcaje en el extremo 3.
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Otros "kits" comerciales utilizadas en este trabajo fueron: kit de secuenciacion de la
DNA polimerasa del fago T7 (Pharmacia); Sistema de mutagénesis in vitro (Promega);
"Geneclean" y "MERmaid" (BIO 101), para la purificacion de fragmentos de DNA a
partir de geles de agarosa y de poliacrilamida; y el kit para determinacion de
proteinas, BCA (Pierce). Otros productos usados fueron: membranas de nitrocelulosa
para la transferencia de DNA (Schleicher & Schuell); filtros para didlisis (Miilipore);
pelicula fotografica T-55 (Polaroid), y peliculas X-Omat § para autorradiografias
(Kodak).

METODOS

1. CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE ESTIRPES BACTERIANAS

El cultivo en medio liquido de S.preumoniae se realizé a 37°C sin agitacion, en
tubos de tamafo adecuado para mantener las condiciones microaerdfilas necesarias
para el crecimiento de esta estirpe. Para el cultivo en medio solido, las células de
S.preumoniae se mezclaron con una capa basal de medio y antibidtico, a la cual se
agregd una ligera capa superficial de medio. Para el recuento de bacterias se tuvo en
cuenta que en S.prewmoniae cada ut.c. contiene una media de cuatro céiulas (I.opez
et al, 1989). El crecimiento de las estirpes de B.subtilis y E.coli se realizé a 37°C con
agitacion vigorosa. En algunas ocasiones, la temperatura de crecimiento de B.subtilis
se elevd a 45 vy 50°C, temperaturas a las que la bacieria crece bien por su condicion
de microorganismo mesofilo. El cultivo en medio solido se realizd en superficie sobre

placas petri con TY-agar.

El crecimiento de los cultivos se siguid por turbidemetria uvsando un
espectofotémetro Bausch & Lomb, modelo Spectronic 20, Se midieron las
absorbancias de los cultivos de B.subtilis, E.coli y S.pneumoniae a tas longitudes de
onda de 550, 600 y 650 nm respectivamente. Para su conservacion, a los cultivos de
S.preumoniae y E.coli se les anadio glicerol al 1092 y se mantuvieron 10 min a 37°C,
antes de ser congelados a -70°C. A las células de B.subtilis se les anadio DMSO al 5%
y se congelaron rdpidamente en una mezcla de nieve carbonica y etanol, antes de ser

mantenidas a -70°C.
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2. PREPARACION Y TRANSFORMACION DE CELULAS
COMPETENTES

Las células competentes de S.preumoniae se prepararon siguiendo el métedo
descrito por Lacks (1966). Se realizan dos diluciones sucesivas de un cultivo de
S.preumoniae, y se deja crecer hasta una DOy, = 0.3. En este momento, ¢! cultivo se
reparte en alicuotas (500 pl) y se congela a -70°C. Para su transformacion, el cultivo
competente se diluye 20 veces en AGCH, suplementado con 0.2% sacarosa y 0.001%
CaCl, , incubdndose 20 min a 30°C. La saturacion con DNA plasmidico se alcanza
alrededor de 0.25 pg. Una vez anadido este DNA, se incuba 40 min mas a 3(0°C. Para
permitir la expresion del marcador de seleccion, el cultivo se mantiene 90 min a 37°C
antes de proceder a la siembra en placa para seleccionar los transformantes. Dado
que los genes de resistencia a Cm (cat) empleados en este irabajo derivan de pC194,
y son inducibles por Cm, los dltimos 20 min de expresion se realizaron en presencia

de una concentracion subinhibitoria del antibiético (0.05-0.5 pg/ml).

Para preparar las células competentes de [L.coli se siguieron los métodos de
Hanahan (Hanahan, 1983) y Kushner (Kushner,1978). En ambos casos, se transformo
con un maximo de 0.2 ug de DNA, correspondientes a 1/20 del volumen de células
utilizado. S6lo en el caso de usar el método de Hanahan las células competentes se
pudieron conservar a -70°C. En algunos casos, las células de E.coli se transformaron
por electroporacion siguiendo el método descrito por Dower (Dower et al, 1988) y
utilizando el aparato "Gene Pulser”" acoplado a un controlador "Pulse Controller” de
Bio-Rad. Para preparar las células de F.coli para la electro-transformacion se
inocularon 100 mi de medio con 1/100 de volumen de un cultivo muy crecido, y se
permitio su crecimiento a 37°C con agitacion vigorosa hasta una DOg,= 0.5, El
cultivo se enfrid en hielo durante 30 minutos y las células fueron recogidas por
centrifugacion (15 min, 4°C, 4000 x g). Las ¢élulas se lavaron dos veces con agua
destilada estéril fria, centrifugdndolas de la misma forma. Se descartd el sobrenadante
y se resuspendieron las células suavemente en 2 ml de glicerol al 109% frio. Se realizo
una nueva centrifugacion (15 min, 4°C, 2000 x g) y las células se resuspendieron con
mucha suavidad en 0.25 ml de glicerol al 10% frio. La concentracion final de células
fue aproximadamente de 1-3 x 10" células/ml. El cultivo se repartié en alicuotas (200

ul) que se congelaron a -70°C. Para su transformacion las células se mezclaron con 1
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4 2 ul de DNA (7.5-10 pg/ml). Las condiones del electroporador fueron las siguientes:
25 uF, 2.5 kV y 200 0. Las células se diluyeron en | ml de SOC y se incubaron a
37°C durante 1 h, antes de ser extendidas en placas con un medio selectivo para aislar

los transformantes.

3. PREPARACIONES DE DNA
3.1. Preparaciones de DDNA total

Se utiliz6 para analizar de modo rdpido el contenido plasmidico de los clones en
estudio, y para determinar por densitometria el nimero de copias plasmidico (N) en

las estirpes analizadas.

Para S.preumoniae se empled el procedimiento de Stassi ef af {1981): las células
de un cultivo crecido a DO, = 04 (1.5 ml) se sedimentaron por centrifugacion y
resuspendieron en 100 pl de solucion de hisis (25% sacarosa, 0.15 M citrato trisédico,
0.01% SDS, 0.19% Na-DOC, 25 pg/m! RNasa A). Se incubd 10 min a 30°C y se anadié
SDS (1%, concentracion final). Los lisados se mezclaron vigorosamente y se
congelaron (-70°C) y descongelaron (37°C) cuatro veces, favoreciendo asi la rotura del
DNA cromosémico. Se anadid proteinasa K (230 pg/ml) y se dejd actuar 20 min a
37°C. Se anadieron 50 gl del colorante de carga CEC(3x) [0.02% azul de bromofenol

BFB), 50% glicerol, 2.5 mM EDTA], y se almacenaron a -70°C hasta la electroforesis.
g Y

En el caso de E.coli (Espinosa et al, 1982), las células de resuspendieron en 25
¢l de solucion de Iisis {4 mg/ml lisozima, 25% sacarosa, 0.1 M NaCl, 50 mM Tris-
HCL, pH 8.0, 0.5 pg/ul RNasa A) y se incubd 10 min a 37°C. Se anadié 1% SDS y se
mezeld vigorosamente antes de congelar-descongelar cuatro veces. Se anadid
proteinasa K a 250 pg/ml y s¢ dejo actuar 10 min a ta. Se anadieron 15 ul del
colorante de carga CEC(3x) y se procedio a la electroforesis. Para B.subtilis, los
extractos totales se reahizaron como en el caso de E.coli, aungque aumentando cuatro

veces las cantidades de reactivos utilizados para el mismo volumen de células,

3.2. Minipreparaciones de DNA plasmidico
La preparacion de DNA plasmidico de E.coli a pequena escala, se llevé a cabo

siguiendo el método descrito por Birboim y Doly (1979), basado en una
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desnaturalizacion alcalina y posterior precipitacion del DNA cromosdmico. En el caso
de S.pneumoniae se siguio el mismo método incluyendo las modificaciones descritas
por Stassi ef al (1981). En alguna ocasiones, para £.coli se siguié el método de lisis
alcalina descrito por le Gouill et af (1994), elegido por su rapidez y sencillez para el

analisis inicial de un gran nimero de transformantes.

3.3. Preparacion de plasmidos puros

Para la preparacion de DNA plasmidico de E.coli y S.prewmoniae a gran escala,
se utilizo el método de Currier y Nester (1976). La diferencia entre los dos
microorganismos se encuentra basicamente en el procedimiento de lisis celular

empleado:

La hisis de E.coli se llevd a cabo resuspendiendo las células en una solucidn de
lisis (2mg/ml lisozima, 20% sacarosa, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8.0) e
incubdndolas 10 min a 37°C. Después de anadié EDTA (0.1 M, concentracion final)
y se mantuve en hielo 10 min. La lisis clara se consiguid anadiendo una solucidn de
SDS en TE(10:1) {10 mM Tris-HCI, pH 8.0, I mM EDTA), hasta alcanzar una

concentracion final de SDS al 5 9%, e incubando a 37°C durante 10 min.

Para la lisis de S.pneumoniae, las células se resuspendieron en 60 mM EDTA
junto con la solucion de lisis (25% sacarosa, 0.15 M citrato trisodico, .19 Na-DOC,
0.019 SDS). Se incubd a 37°C durante 5 min; se anadid pronasa (concentracion final,
0.7 mg/ml) y se incubé a 37°C durante 10 min. La lisis clara se obtuvo afnadiendo una

solucion de SDS en TE(1(:1), dejandolo a una concentracion final de SDS del 1.2%.

Una vez obtenida la lisis clara, se siguié el protocolo descrito por tos autores,
realizando dos gradientes sucesivos de (CsCl para asegurar una separacion y
eliminacion completa del DNA cromosdmico. La estimacion de la pureza del DNA
obtenido se obtuvo de a relacion entre los valores de absorbancia a las longitudes de
onda 258 y 280 nm. La contaminacidn con proteinas o {enol se reflejaria en un valor
de la relacion <2, La concentracion del DNA se calculé midiendo la absorbancia (A)
de la muestra a una longitud de onda de 258 nm, teniendo en cuenta que un valor de

absorbancia igual a 1 corresponde a 50 ug/ml de dsDNA.,
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4. MANIPULACIONES ENZIMATICAS DEL DNA

El tratamiento del DNA con enzimas de restriccion se realizé en las condiciones
de tampon y temperatura recomendadas por las casas comerciales suministradoras.
Otras modificaciones enzimiticas del DNA se llevaron a cabo siguiendo las
indicaciones descritas por Sambrook et af (1989). Cuando fue posible los enzimas se
inactivaron por calor y en la mayoria de los casos, se llevd a cabo una
desproteinizacion de las muestras por tratamiento con una mezcla (1:1) de fenol
saturado en TE(10:1) y de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Por centrifugacién,
se separd la fase acuosa que contiene el DNA y se procedid a su precipitacién con
(1.1 volamenes de 3 M acetato sodico, pH 7.0 y 2.5 volimenes de etanol absoluto. Si
la cantidad de DNA era inferior a 2 ug, se ahnadieron 5 pg de \RNA como
coprecipitador. La mezcla se mantuvo durante 30 min a -70°C o durante toda la noche
a -20°C, y se sedimenté por centrifugacion a -10°C, 15 min. Para eliminar las sales que
podrian haber coprecipitado con el DNA, se realizé un lavado con etanol al 70% y
se centrifugd a -10°C, 10 min. EI DNA sedimentado se secG bajo vacio para evaporar

los restos de etanol de la muestra y se resuspendid en TE(10:1).

Muchas veces, las muestras de DNA se dializaron en filtros tipo VS de Millipore
(tamano del poro 0.025 pm) frente al mismo tampdn TE(10:1) o al tampoOn adecuado

para realizar una nueva digestion.

5. ELUCION Y PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA

Para la purificacidn de frapmentos de DNA 4 partir de geles de agarosa se utilizd
el sistema "Geneclean" (BIO 101 Inc.), siguiendo las instrucciones de sus fabricantes.
Normalmente, se utilizaron geles de agarosa al 0.8%; aunque este porcentdje se
aumento en el caso de extraccion de fragmentos de un tamano similar entre si, con

el fin de conseguir una mayor resolucton en la separacion.

Cuando los fragmentos de DNA eran pequenos (<200 ph) se lHevd a cabo su
extraccion a partir de geles de poliacrilamida (PAA) al 5%, segiin el procedimiento
de Maxam y Gilbert (1980). En este caso se troceé la banda de PAA y se sumergio
en ¢l tampén de elucion (0.2 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 2 mM EDTA). Se
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incubd a 42°C toda la noche. El DNA se eluyd y se eliminaron los restos de PAA
pasando las muestras a través de una columna de lana de vidrio. Se cambig ¢! tampan
de la muestra pasandola a través de una columnilla de Sephadex G-25 equilibrada en
TE(10:1) y, cuando fue necesario, la muestra se concentré con un volumen de 1-

butanol, descartando la fase superior hasta alcanzar el volumen deseado.

6. PURIFICACION DE OLIGONUCLEOTIDOS

La mayoria de los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados
por el servicio de Quimica de Protefnas del CIB. Los oligos se entregaron unidos a
una resing, de la cual eran recuperados por un tratamiento con 32% NH, e
incubacion durante 14 horas a 50°C. Se eliminé el amoniaco por evaporacion a vacio
y se resuspendié el oligo en TE(10:1), purificindolo posteriormente mediante una
columna de Sephadex G-50 o G-25 (para oligos menores de 16 nucledtidos). En
algunas ocasiones, con el objeto de eliminar las moléculas truncadas o de sintesis
incompleta, se retuvo el grupo tritlo de la Gltima base incorporada y se purificaron
los oligos utilizando los cartuchos para puriticacion de oligonucledtidas OPC de

Applied Biosystems, para su detritilacion.

Para la extraccion de oligonucledtidos marcados a partir de peles de PAA se
utilizo el sistema "MERmaid" (BIO 101 Inc.). Cuando los ensayos requerian una
mayor pureza de los oligonucledtidos, estos fueron purificados por HPLC por el
servicio de Quimica de Proteinas del CIB, usando una columna Vydac C-18 (4.5 x 15
cm) de la casa The Separation Group, con un taumano de particula de 5 pm y 30 nm
de tamano de poro. El flujo fue de 1| ml/min y se utilizaron las soluciones A (5%
acetonitrilo en 0.1 N TEAA, pH 7.0) y B (40% acetonitrilo en 0.1 N TEAA, pH 7.0).
Los oligos fueron posteriormente detritilados: para ello, se evaporaron las muestras
y se resuspendieron en dcido acético al 809, incubdandolas 20 min a temperatura
ambiente. Las muestras se volvicron a evaporar o se pasaron por una columna de

Sephadex G-50, laviandolas a continuacion, varias veces con agua destilada.

Los oligonucleotidos tio-derivados fueron sintetizados y purtficados por el Dr.

Ramén Eriga en el European Molecular Biology Laboratory. Se purificaron por
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HPLC con las condiciones descritas por Mizuuchi y Adzuma (1991): columna C-18,
cargando la muestra en 10% acetonitrilo, 90% 50 mM acetato de amonio/agua y
eluyendo los oligonucledtidos con 30% acetonitrilo. De esta forma se pueden separar
las dos configuraciones del oligonucledtido fosforotioato: la forma S, del

diasteroisémero migra mas rapido que la forma R..

En todos los casos, ta concentracion de los oligonucledtidos se calculd midiendo
la absorbancia a 258 nm y teniendo en cuenta que una A,,= | corresponde a 33
pg/mi de ssDNA.

7. SECUENCIACION DEL DNA

Para la secuenciacion de mutaciones en el DNA, se siguid el método de
terminacion de cadena de Sanger (Sanger et af, 1977), utilizando el "kit" comercial de
Pharmacia LKB con la DNA polimerasa del fago T7 y [o-"P}dCTP. Como DNA
molde se usaron aproximadamente 2 pg de una minipreparacién plasmidica,
desnaturalizados por dlcali. Como cebadores se usaron oligos de 17 nt y la relacion

cebador:molde usada fue de 10:1.

8. MUTAGENESIS DIRIGIDA

La introduccién de sitios de restriccion en el dso de pLS1 o las mutaciones
puntuales realizadas e¢n el gen rep de pLS1, se llevaron a cabo utilizando el sistema
de mutagénesis dirigida in vitro de Promega. El sistema se basa en la utilizacion de
un vector Gnico, pALTER-1. Este fagémido contiene el ori del fago {1 y dos genes de
resistencia a antibioticos: el gen de resistencia a 'be (fer) que es siempre funcional, y
el gen de resistencia ¢ Ap (bla) que ha sido inactivado. El oligo mutagénico se anilia
al ssDNA molde junto con un oligo que restaura la Ap’ en ia hebra mutante durante
la reaccion de mutagénesis. Se sintetiza la hebra mutante usando la DNA polimerasa
y la DNA ligasa del fago T4. A continuacion, se realizan dos rondas sucesivas de
transformacion: primero, se utiliza una estirpe de E.coli deficiente en el sistema de
reparacion de bases erroneas (BMH71-18mueS), 1a cual suprime in vivo la reparacién

del error mutagénico, introducido en el gen bla y en el fragmento de DNA deseado.
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Después, se realiza una segunda ronda de transformacion en Ia estirpe JM109, para

asegurar la segregacion de los plasmidos mutantes.

E! procedimiento seguido fue el siguiente: el fragmento de DNA 4 mutagenizar
se clond en el sitio de clonaje miultiple del vector pALTER-1 y se transtormo la
estirpe JIM109. El DNA molde para la reaccion de anillamiento con los oligos
mutagénicos se obtuvo mediante dos formas distintas: a) infeccion del cultivo
IM109Y/pALTER recombinante con el fago R408 para la obtencion de ssDNA, usando
una muitiplicidad de infeccion (m.o.i., n? particulas de fago/céluia) de 10; ef DNA
fagico junto con el DNA de! fagémido recombinante tue precipitado segin las
instrucciones de Maniatis ef a/ (1982); b) obtencion de! DNA plasmidico segun
Birboim y Doly (1979) y su desnaturalizacion por dlcali. Por lo general, la reaccion
de mutagénesis se llevé a cabo anillando 0.1 pmol de ssDNA o dsDNA
desnaturalizado con 0.5 pmol del oligo reparador de Ap fosforilado y 2.5 pmol del
oligo mutagénico fosforilado. En cualquier caso, se mantuvieron unas relaciones
oligo:molde de 5:1 para el oligo reparador de Ap y de 25:1 para el oligo mutagénico.
La hebra mutante se extendid con la DNA polimerasa del fago T4 y se selld con la
DNA tigasa del fago T4, Con el DNA asi sintetizado se transformé la BMH71-18mwut S
siguiendo el método de Hanahan (1983) o mediante electroporacion {Dower et al,
1988). Se seleccionaron los transformantes Ap' por crecimiento en presencia de este
antibidtico y se obtuve el DNA por el método de Birboim y Doly (1979). Se
transformo la estirpe JM 109 para asegurar la segregacion de los fagémidos mutantes.
Posteriormente, la presencia de [a mutacion deseada se comprobé por secuenciacion

del fragmento de DNA correspondiente.

9. ELECTROFORESIS DE DNA

9.1. Geles de agarosa

Para la electroforesis del DNA en geles de agarosa se utilizaron geles
horizontales con una concentracidon de agarosa variable entre 0.8 y 1.5%, dependiendo
del tamafio del DNA a analizar. La agarosa se disolvid en tampén de electroforesis
TAL (40 mM Tris base, pH 8.1, 20 mM dcido acético, 2 mM EDTA) o TBE (89 mM

Tris base, pH 8.3, 89 mM 4cido borico, 2.5 mM EDTA). A las muestras se les afadio
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tampon de carga BXGE (0.025% BFB, 0.025% xilencianol, 6% glicerol, 1 mM EDTA)
o CEC(1x). Las dimensiones de los geles, la duracién de la electroforesis y las
condiciones de voltaje variaron segin las caracteristicas del DNA a analizar. Los geles
fueron tenidos en tampon TAE o TBE usado para la electroforesis anadiéndole
bromuro de etidio (EtBr) a una concentracién de (0.5-1.0 pg/ml, durante 30 min a t.a.
En algunos casos, el EtBr se incluyd en la preparacion del tampdn y en el gel de
agarosa, obteniéndose asi la tincion del DNA durante la electroforesis. El DNA se
visualizd mediante un transiluminador de luz ultravioleta (UV) de onda larga (360

nm) o de onda corta (254 nm).

9.2. Geles de poliacrilamida nativos

Para la electroforesis de fragmentos de DNA pequenos (50-500 pb) se utilizaron
geles verticales no desnaturalizantes de 5% poliacrilamida (PAA; 30%
acrilamida:0.8% bisacrilamida) en tampon TAE, polimerizando con 0.05% TEMED
y 0.1% persulfato amonico (PSA). Las dimensiones de los geles variaron segan el
volumen de las muestras a analizar y la resolucion de los fragmentos que se pretendia.
Los geles grandes fucron de 14.5 cm de ancho, 12 cm de largo y 1 mm de espesor.
Los geles pequenos se prepararon utilizando las cubetas "Mini-protean” de Bio-Rad
y sus dimensiones fueron: 8.4 cm de ancho, 7.2 e¢m de largo y 0.75 mm de espesor.
Para la electroforesis, las muestras se prepararon y tineron como en el apartado
anterior, utilizando el tampoén de carga BXGE. Para analizar las diferencias en la
movilidad electroforética de un oligonucledtido mono- y bicatenario de 23 nt marcado
con [a-*PJdATP cn su extremao 5, se realizd un gel grande de 20% PAA, en tampdn
TAL, afadiendo 0.059% TEMED y (.19 PSA. Las muestras se prepararon con
tampon BXGE y se visualizaron por exposicion autorradiogrifica usando pantallas

amplificadoras.

9.3. Geles de agarosa acalinos

Este tipo de geles se prepard siguiendo el método descrito por Sambrook ef al
(1989), modificado por la Dra. P. Lopez. Se prepara un gel de agarosa al 0.8% en
agua y se deja enfriar a 60°C antes de anadirle la solucion alcalina (50 mM NaOH,
I mM EDTA). Las muestras se diluyen 1:1 con colorante para geles desnaturalizantes
2x (100 mM NaOH, 10 mM EDTA, 6% ficoli, 0.025% verde de bromocresol, 0.5%
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xilencianol). El tampon de electroforesis contiene 50 mM NaOH y 1 mM EDTA. La
electroforesis se realiza a un voltaje constante bajo (30-40 V) va que este tipo de
geles presenta el problema de una gran resistencia. En parte, esto se puede solucionar
realizando la electroforesis a 4°C y/o con recircularizacion del tampon. Tras la
electroforesis, el gel se sumerge en una solucion de neutralizacion (1 M Tris-HCI, pH
7.6, 1.5 M NaCl) durante 30 min a t.a. Para visualizar el DNA, se sumerge el gel en
tampon TAE con EtBr (1 ug/ml), 30 min a t.a.,, y se observa en un transiluminador
UV de 254 nm. Si se gquiere transferir el DNA a filtros de nitrocelulosa, se vuelve a
sumergir el gel en Ja solucién de neutralizacion durante otros 30 min, antes de hacer

la transferencia.

9.4. Geles mixtos de agarosa-acrilamida

Este tipo de geles son adecuados para el andlisis de complejos DNA-proteinas o
de curvaturas en el DNA. La preparacion de estos geles se realizg siguiendo el
método descrito por Peacock v Dingman (1968). Son geles verticales de 1.8%
acrilamida-0.5% agarosa, polimerizandose con 0.02% TEMED y 0.19% PSA. Sus
dimensiones fueron de 14 e¢m de ancho, 16 ecm de largo y 3 mm de espesor. La

clectroforesis se realizé a t.a. en tampdn TAE.

9.5. Geles mono- y bidimensionales con cloroquina
Para la separacion de topoisémeros de una preparacion de DNA piasmidico puro

se realizaron geles de agarosa con cloroquina como agente intercalante del DNA.

Los geles monodimensionales se realizaron segin Bhriain y Dorman (1993). Se
prepararon geles de agarosa al 1% con 2 pg/ml de cloroquina. La electroforesis se
realizo en tampdén TBE, a un voltaje constante de 2.7 V/em, 4 La. y protegido de la
luz. La cloroquina se elimind mediante lavados exhaustivos con agua destilada y log
geles se tiferon con 5 ug/ml EtBr durante 1 h, lavandolos posteriormente después con

agua destilada para eliminar el fondo de EtBr.

Para la separacion de topoisOmeros positivos y negativos, se realizaron geles
bidimensionales tomando como referencia el trabajo de Chen et af (1994). La primera

dimension se realizo en geles de agarosa al 0.8% con 1.5 pg/ml de cloroquina en
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tamp6n TBE. Para la segunda dimension, se corto la tira de gel que llevaba la
muestra y se gird 90% en otra cubeta, la cual se rellené con una preparacion de
agarosa al 19 con 15 pg/ml de cloroquina. El tamp6n de electroforesis fue TBE con
cloroquina 15 pg/mi. Tras la segunda electroforesis, los geles se lavaron con agua
destilada y se tineron con EtBr (1 pg/ml) durante 1 h, lavindolos a continuacion con

agua destilada antes de ser visualizados con un transiluminador UV de onda corta
(254 nm).

9.6. Geles de secuenciacion

Los productos de las reacciones de secuenciacidn se sometieron a electroforesis
en geles de 8% PAA (38% acrilamida:2% bisacritamida), con 7 M urea,
polimerizando con 0.05% TEMED y 0.06% PSA, en tampan TBE. Los productos de
reaccion en los ensayos de actividad de la proteina RepB con oligonucledtidos, se
analizaron en geles de 20% PAA (38% acrilamida:2% bisacrilamida), con § M de
urea, 0.02% TEMED y 0.069% PSA, en tampon TBE. Para los andlisis de los
oligonucledtidos con nucleasa Pl o PDE, se utilizaron geles de 24% poliacrilamida
con urea al 50% (8.3 M).

En todos los casos, las dimensiones de los geles fueron 36 em de ancho, 40 cm
de largo y 0.35 mm de espesor. Las muestras fueron resuspendidas en tampén de
carga BXF (80% formamida desionizada, 10 mM NaOH, 0.1% BFB, 0.1% xilencianol,
I mM EDTA) y se desnaturalizaron por calor durante 3 min a 85°C, enfridndolas
rapidamente a 4°C. Se realizd una pre-electroforesis a 1800 V durante 1 h. La

electroforesis se lievé a cabo a un voltaje constante de 1900 6 2000 V.

10. DETERMINACION DEL NUMERO DE COPIAS PLASMIDICO

La determinacion del nimero de copias plasmidico (N) en un huésped concreto
y a unas condiciones dadas, se baso fundamentalmente en el método descrito por
Projan et al (1983), con las modificaciones descritas por del Solar y Espinosa (1992).
Se prepararon extractos de DNA total de los cultivos a analizar y se sometieron a
electroforesis en geles de agarosa al 1.2% con tampon TAE. Los geles se tifieron 30

min a ta. con 1 gg/ml BEtBr, y fueron lavados con agua destilada durante otros 30
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min, para eliminar la fluorescencia de fondo. Los geles se expusieron a un
transiluminador UV de onda corta, y se tomaron varias fotografias con diferentes
tiempos de exposicion, utilizando peliculas T-55 de Polaroid. La cuantificacion
densitométrica de las bandas de DNA, se realizé utilizando unas veces el
densitometro LKB Ultroscan 2202 acoplado a un ordenador Apple Il y, mas
recientemente, un densitometro 400, usando el programa ImageQuant (Molecular

Dynamics).

Debido a que el grupo planar del EtBr se intercala mejor en las formas lineales
y circulares abiertas (OC o FII), que en formas circulares covalentemente cerradas
(CCC o Fl), fue necesario aplicar un factor de correccion en el céleulo del nimero
de moléculas de DNA plasmidico por equivalente cromosomico. Este factor de
correccion fue estimado por Projan et af (1983) en 1.36. De esta manera, el valor de

N se calculd;

N= (Dp, + 1.36 Dp.,) x Mc
Dec x Mp

siendo Dp, y Dp, los valores determinados por densitometria a las bandas
correspondientes a las formas OC y CCC del plasmido; Me, es el tamano del DNA
genomico, estimado en 3 x 10° pb para las tres especies bacterianas en estudio (Lacks
et al, 1986); De, es el valor determinado por densitometria para la banda de DNA

genomico; y Mp, es el tamano del DNA plasmidico en pb.

11. ENSAYOS DE ESTABILIDAD E INCOMPATIBILIDAD
PLASMIDICAS
11.1 Ensayos de estabilidad

Se realizaron segiin el método descrito en del Solar ef @l (1987b). Se partié de
un cultivo incial crecido hasta una DO,,= 0.4 en medio selectivo, al cual se le
considerd la generacion de partida (g=0). A partir de aqui, se realizaron diluciones
sucesivas en una proporcién 1:10°, en un medio sin presion selectiva hasta alcanzar

de nuevo la DO,,= 04 (unas 10 generaciones). En general, se realizaron estos
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ensayos por un periodo de 60 generaciones. Cada 10 generaciones se tomaron
muestras del cultivo y se analizd: i) contenido de DNA plasmidico mediante
preparaciones de DNA total, y ii) porcentaje de células con plasmido, mediante

diluciones apropiadas de las muestras y cultivo en placas con y sin presion selectiva,

La tasa experimental de pérdida del plasmido por célula y generacion (L.} se

calculd a partir de fa ecuacion:
L= 1-(P/P)"

siendo P, la frecuencia inicial de céiulas con plasmido y P, la frecuencia de células

con pldsmido tras crecer el cultivo n generaciones en un medio sin presion selectiva.

11.2 Ensayos de incompatibilidad

Dos plasmidos que comparten regiones implicadas en su replicacion o control, son
incapaces de coexistir en la misma célula huésped. Para realizar los ensayos de
incompatibilidad, se empleé el test de Tipo |, segin el método descrito por Nordstrom
er al (1980a, 1980b). En este tipo de test, cultivos competentes de S.prieurmoniae que
Hevan el plasmido de interés (residente) se transforman con un scgundo plasmido
(donador), que lleva un marcador de seleccion distinto al del plasmido residente. Para
estudiar la posible incompatibilidad ejercida por el plasmido donador sobre el
residente, se selecciona siempre para el marcador del plasmido denador. Los
transformantes se aislaron en placas con el antibittico marcador del plasmido donador
y se crecieron en media liguido hasta una DOy, = 0.5. En este momento, se tomaron
muestras para analizar el contenido de DNA plasmidico y para calcular el porcentaje
de células resistentes al primer marcador, y que por tanto, conservarian el plasmido
residente. Se ha estimado que son necesarias unas 25 generaciones para que una u.f.c.
dé lugar a una colonia de tamano medio, y que transcurren unas 12 generaciones
hasta que la colonia inoculada en el medio ifquido da lugar a un cuitivo con una
DO,.,= 0.5. Por ello, en este caso se analizan los efectos del plasmido donador sobre
el residente, tras 37 generaciones sin presion selectiva para éste. Cuando se deseaban
conocer los efeclos en generaciones posteriores, los cultivos de los transformantes

iniciales se diluyeron sucesivamente en medio con presion setectiva pary el plasmido
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donador. Se analizé el contenido de DNA plasmidico y se determind el porcentaje de

células que conservaban el plasmido residente.

En algunas ocasiones se deseaba conocer el efecto que ejercia la presencia del
plasmido residente sobre el nimero de copias del plasmido donador. En estos casos
se empled el test Tipo II (Nordstrém et al, 1980a, 1980b), que consiste en seleccionar
los transformantes con el marcador del plasmido donador en medio so0lido y en un
medio liquido inicial. A partir de aqui, los cultivos se diluyen sucesivamente en medio
con presion de seleccidon para el plasmido residente o en ausencia de presion selectiva,
se realiza un andlisis del contenido de DNA plasmidico y se calcula el porcentaje de

células que contienen el plasmido donador.

12. MARCAJE RADIACTIVO DEL DNA

12.1 Preparacién de sondas radiactivas
Las sondas del DNA se prepararon realizando el marcaje del DNA con

hexanucledtidos al azar, segin el método de Feinberg y Vogelstein (1983).

El DNA plasmidico (1 pg aproximadamente) que iba a servir de DNA molde se
desnaturalizé por calor (10 min, 95°C) y se enfrio rapidamente. La reaccion se realizd
en 20 pl, en presencia de 50 mM Tris-HCI, pH 7.2, 10 mM MgCl,, 0.1 mM DTE
(ditioeritritol), 0.2 mg/ml BSA, 30 uCi de [«-P]dCTP (actividad especifica de 5000
Ci/mmol), mezcla de los ANTPs restantes a 75 pM, 2.2 pg de hexanucledtidos pd(N),
y I u de Pol IK. La mezcla se incub¢d durante 2 h a 37°C, y la reaccion se pard por
adicion de 20 mM EDTA y 8 ug de DNA de timo ternera. La eliminacion del
nucledtido radiactivo no incorporado al DNA se hizo pasando la muestra por una
columnilla de Sephadex G-50 equilibrada en TE(10:1). las sondas se hirvieron

durante 10 min, seguidas de un enfriamiento rdpido antes de ser utilizadas.

12.2. Marcaje de fragmentos de DNA en ¥’

Para este tipo de marcaje se emplearon fragmentos de DNA con extremos 5
protuberantes, cuyos tamanos oscilaron entre 50 y 1600 pb. La mezcla de reaccién
contenia .5-5 pg de DNA en 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 mM MgCl,, 10 mM gME,
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50-80 wCi del [«-**P)ANTP (actividad especifica de 5000 Ci/mmol) que se deseaba
incorporar y 10 u de Pol IK. Se realizé una incubacién de 15 min a t.a. y se afadio
una mezcla de dNTPs a 60 uM, incubdndose 5 min a t.a. El DNA fue posteriormente

sometido a tratamiento con fenol:cloroformo y precipitacion con etanol.

12.3. Marcaje de oligonucledtidos en ¥’

El marcaje de oligonuciedtidos en el extremo 5 se realizo utilizando la T4 PNK,
tomando como base el método descrito por Sambrook et af (1989). Generalmente, la
mezcla de reaccion contenia 1 nmol de un oligonucledtido (cuyo longitud oscilaba
entre 8 y 26 nt) en 50 mM Tris-HCl, pH 7.6, 10 mM MgCl,, 10 mM sME, 50 pCi de
[v-7PJdATP (actividad especifica de 5000 Ci/mmol) y 10 u del enzima. Se realizd una
incubacion de 45 min a 37°C y se pard la reaccion con 34 mM EDTA. Para la
eliminacion del nucle6tido radiactivo no incorporado, la mezela se tratd con
fenol:cloroformo y posterior precipitacién con 4 M acetato amonico y 2.5 volimenes

de etanol, seguido por un lavado con etanol al 809,

12.4. Marcaje de oligonucledtidos en ¥’

El marcaje de oligonucledtidos en el extremo 3 se llevd a cabo utilizando el kit
de marcaje en 3 de Amersham. La mezcla de reaccion contenfa 1 nmol de
oligonucledtido (Jongitud entre 8 y 23 nt) en el tampon cacodilato: cacodilato sdédico,
cloruro de cobalto, DTT, pH 7.2; 50 uCi de [o™PJddATP (actividad especifica de 5000
Ci/mmol) y 10 u de ia transferasa terminal. Se realiz6 una incubacion de 1 h a 37°C.
En algunos casos, la eficiencia del marcaje se mejord anadiendo S u més del enzima
y prolongando la incubacion 1 h mas. La reaccion se pard anadiendo 42 mM EDTA.
La eliminacion del nucledtido radiactivo no incorporado se realizé como en el

apartado anterior.

13. TRANSFERENCIA DE DNA A FILTROS DE NITROCELULOSA
La transferencia de DNA a filtros de nitrocelutosa se basd en el método descrito

por Southern (1975). Para la transferencia del DNA a partir-de geles de agarosa no

alcalinos, se realizo un tratamiento previo de desnaturalizacion: hidrolizacién parcial

por inmersion de los geles en 0.12 M HCI durante 15 min. Después, los geles se
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lavaron con agua destilada y se sumergieron 40 min en la solucion Soak 1 (0.5 M
NaOH, 1.5 M NaCl). Los geles se volvieron a lavar con agua destiiada y se
sumergieron otros 40 min en la solucién de neutralizacion Soak 11 (3 M NaCl, 05 M
Tris-HCI, pH 7.2). Los geles alcalinos, en los cuales el DNA ya estaba
desnaturalizado, se sumergieron directamente en la solucién de neutralizacion (1 M
Tris-HCI, pH 7.6, 1.5 M NaCl).

A continuacién, el gel se colocd sobre papel Whatman 3MM, cuyos bordes
estaban en contacto con una solucidon SSC(10x) [1.5 M NaCl, 0.15 M citrato trisodico).
Se colocod encima del gel un filtro de nitrocelulosa humedecido en SSC(10x), tres
papeles Whatman 3MM y una pila de servilletas de papel. Se puso un peso encima
para {avorecer el contacto entre las distintas capas de papel y se permitio la
transferencia a ta. durante 14 h. Tras este periodo, el filtro se secOd a 37°C y se
mantuvo 2 h a 80°C. Para su hibridacion, el filtro de mitrocelulosa se sumergié en un
tampén que contenia 50% formamida, 5 mM EDTA, 0.9 M NaCi, 48 mM fosfato
sédico, pH 6.8, 0.19 SDS, 100 pg/ml DNA de esperma de salmon (o de timo de
ternera) desnaturalizado, solucion Denhart’s 1x (preparada segin Maniatis ef al, 1982)
y la sonda de DNA marcada radiactivamente, previamente desnaturalizada por calor
10 min a 95°C. La hibridacion se tlevo a cabo a 37°C durante 12-14 h. Posteriormente,
se lavaron los filtros con las soluciones I (509 formamida, 2 mM EDTA, 20 mM
fosfato sodico, pH 6.8, 0.36 M NaCl, 0.196 SDS) y IT (0.1 mM EDTA, | mM fostato
sddico, pH 6.8, 18 mM NaCl, 0.1% SDS). Para finalizar, se secaron los filtros a 37°C

y s¢ expusieron a una pelicula autorradiogrifica.

14. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS

Para la electroforesis de proteinas se prepararon geles desnaturalizantes de PAA
(30% acrilamida:0.8% bisacrilamida) a concentraciones variables entre 10y 16%, en
0.375 M Tris-HCI, 0.1% SDS, 0.06% TEMED y 0.069% PSA. Los geles se prepararon
empleando las cubetas Mini-Protean de Bio-Rad. Las dimensiones de los geles fueron
las descritas anteriormente. La electroforesis s¢ realizé en tampon 50 mM Tris-HCl,
pH 8.3, 300 mM glicina, 0.19 SDS v 2 mM EDTA, a un voltgje constante de 200 V.

las muestras se prepararon para la electroforesis anadiéndoles el tampén de carga
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SLB (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 19 SDS, 2 mM EDTA, 5% gME, 10% glicerol, 0.2

mg/ml BFB) ¢ incubdndolas a 95°C durante 3 min, antes de ser cargadas en el gel.

Tras [a electroforesis, los geles se tiferon en una solucion de azul brillante de
Coomasie (CBB) al 0.25% en una mezcla de agua:metanol:dcido acético glacial (4:5:1)
durante 40 min a t.a. El exceso de colorante se elimin6 sumergiendo los geles durante
1 h en una solucién de dcido acético:metanol (7.5% : 45%), pasiandolos a continuacion
a una solucion de dcido acético:metanol (7.5% : 5%j) durante 14 h a t.a. En ocasiones,
fa tincion de los geles se realizd a S0°C. En estos casos, se utilizé una solucion de
CBB al 0.05% en una mezcla de agua:isopropanol:dcido acético glacial (6.5:2.5:1)
durante 40 min; para desteitir los geles se usd dcido acético al 10% durante 1 h a
500C.

15. HIPEREXPRESION DE GENES BAJO EL PROMOTOR 410 DEL
FAGO T7 Y EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Para la hiperexpresiéon especifica de genes clonados bajo el promotor $10 del fago
T7, se utiliz6 el sistema de clonaje vector pETS /huésped BL21(DE3) descrito por
Studier y Moffatt (1986).

La estirpe BL21{DE3) contiene un profago defectivo del fago A que lieva el gen
de la RNA polimerasa del tago T7 bajo el control del promotor inducible lacUVS. El
vector pETS contiene el promotor ¢10, el cual es reconocido especificamente por la
RNA polimerasa de T7; y bajo ese promotor se clona el gen que se quiere expresar.
La adicion de 1PTG al sistema induce el promotor lacUVS, activindose de esta forma
la sintesis de la RNA polimerasa del fago T7. Esta enzima promueve la transcripcion
a partir del promotor ¢10, expresandose asi el gen de interés. Si anadimos rifampicina
(Rif) se inhibird la RNA polimerasa del huésped, pero no la del tago, con lo cual
conseguiremos una expresion especifica de nuestro gen, En algunos casos, se utilizé
como vector el fugémido pALTER-1, el cual también contiene el promotor ¢10. Con

cualquiera de los dos vectores, el marcador de selecciéon utilizado fue Ap.
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La funcionalidad del sistema, establecido por Studier, se podria ver atectada en
tres casos: 1) por la presencia de genes clonados en el vector que diesen lugar a
productos toxicos para las bacterias; 2) por pérdida del plasmido y 3) por el hecho de
que la g-lactamasa codificada por el vector, en cultivos suficientemente crecidos,
puede degradar cierta cantidad de Ap del medio, favoreciendo con ello, el crecimiento
de células sin plasmido. Para comprobar la eficacia del sistema se determiné el
porcentaje de células con plasmido y de células en las que el sistema era funcional,

de la siguiente forma:

El porcentaje de células con plasmido se determindé como:

u.f.c. en medio TY con Ap x 100

u.f.c. en medio TY

El porcentaje de células que carecen de sistema funcional, o sea, aquellas células
que pueden crecer en presencia de IPTG, bien porque hayan perdido el plasmido o
porque son mutantes gue carecen de capacidad para expresar el gen clonado, se

determiparon como:

u.f.c. en TY con 125 oM IPTG x 100
ufc enTY

El porcentaje de mutantes que conserven el plasmido pero sean incapaces de
expresar el gen clonado, y que por tanto, crecerdn en presencia de Ap y de IPTG, se

determind como:

ufc. en TY con Ap ¢ 125 uM IPTG x 100

ufc. en 1Y
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Para la expresion de un determinado gen, se prepard un preindculo de la estirpe
BL21(DE3) con el plasmido recombinante de interés, en el medio M9 con Ap. Se
incub6 a 37°C con agitacién y se permitid el crecimiento hasta una DOg,= 0.3.
Seguidamente, el cultivo se diluyd 20 veces en el mismo medio y se dejo crecer hasta
alcanzar una DO,,= 0.45. En este momento, se indujo el sistema por adicién de 1
mM IPTG y se incub6 30 min a 37°C. Transcurrido este tiempo, se ainadié Rif (200

pg/ml) al cultivo y se incubd durante 90 min mds a 37°C.

Para la expresién de proteinas totales, se recogieron las células por centrifugacién
(10 min, 4°C, 8200 x g) y se resuspendieron en un tampén que contenia 50 mM Tris-
HCI, pH 6.8, 29% SDS, 2 mM EDTA, 1% gME, 1% glicerol. Se calentaron las
muestras 3 min a 95°C y se les anadid el colorante de carga SLB. Las muestras se

analizaron en un gel de SDS-PAA al 10 o 12%.

16. PRECIPITACION Y VALORACION DE PROTEINAS

La concentracion de las muestras proteicas se llevo a cabo por precipitacion con
acetona o TCA. En el primer caso, a la muestra se te anaden 5 voliimenes de acetona
fria y se incuba 15 min a -20°C. El precipitado se recoge por centrifugaciéon a 11200
x g durante 10 min a -15°C, se disuelve directamente en el tampodn de carga SLB y se
hierve durante 3 min antes de ser analizado por SDS-PAGE. La precipitacién con
TCA se realiza anadiendo a la muestra 0.03% Na-DOC y 10% TCA, se mantiene
durante 1 h a (°C y se recoge el precipitado por centrifugacion a 9600 x g, durante 20
min a 0°C. Después, se disuelve con SDS al 5% y se anade el tampdn SLB; si es
necesario se ajusta ¢l pH de la muestra con NaOH. El andlisis se realiza mediante
SDS-PAGE.

I.a concentracion de proteinas de una muestra se valoréo mediante el reactivo
BCA (Pierce) siguiendo el protocolo stindard recomendado por la casa
suministradora. Se prepard una curva patron de seroalbiimina bovina entre 02y 1.2

mg/ml.
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17. PURIFICACION DE RepB

La purificacion de la proteina RepB se realizo, esencialmente, siguiendo el
método descrito en el trabajo de la Campa et af (1990), con algunas modificaciones.
Se prepar( un preindculo de E.coli BL21(DE3) con el plasmido pL319 en 50 ml de
M9 con 200 ug/ml Ap vy se incubé a 37°C con agitacion hasta que el cultivo alcanz6
una DO, = 0.3. Se realizé una dilucion 1/100 en 2 1 de medio M9 con 200 pg/m! Ap,
y se incubd a 37°C hasta que al cultivo alcanzé una DOy, = 0.45. En este momento
se afadié 1 mM IPTG y se incubd 30 min a 37°C. Transcurrido este tiempo, se afiadio
Rif (200 pg/ml) v se incubd el cultivo 90 min mds a 37°C. Las células se recogieron
por centrifugacion a 10800 x g durante 35 min, se lavaron con el tampon H (20 mM
Tris-HC, pH 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 5% EG) suplementado con 150 mM KCI
y se resuspendieron en 20 m! de ese mismo tamp6n. La lisis celular se llevd a cabo
pasando la suspension dos veces por una prensa French a una presion de 8.3 MPa.

Los restos celulares se eliminaron por centrifugaciéon durante 30 min a 10000 x g.

Para la precipitacion de los dcidos nucleicos, al sobrenadante se le ahadié gota
a gota una solucion de sulfato de estreptomicina (Sm) al 25% (6 ml), mientras la
mezcla se agitaba a (*C. La agitacion se continud durante 30 min mas a 0°C y se
eliminé el precipitado por centrifugacion (30 min, 4°C, 10000 x g). Al sobrenadante
se te anadio, poco a poco, sulfato amonico hasta el 70% de saturacidén, manteniendo
la mezcla a O0°C con agitacion suave. Cuando la sal se hubo disuelto, se continué la
agitacién durante 30 min mds. La cantidad de sulfato amdnico a anadir se calculd a

partir de la siguiente formula:

g= 533 x (5, - 8))
100 - 0.3 x S,

siendo S, el porcetaje de saturacion inicial y S, el porcentaje de saturacion final. Para
un 70% de saturacion hay que anadir 472 mg de sulfato amonico por cada ml de
sobrenadante. El precipitado proteico se recogid por centrifugacion (30 min, 4°C,
10000 x g), se disolvid en 15 mi del tampén H suplementado con 300 mM KCl y se
dializ6 frente a 11 del mismo tampdn (se realizaron dos cambios del tampén, cada

uno al cabo de 3 h). Sc analizo el contenido de la bolsa de didlisis, separando por
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centrifugacion las proteinas precipitadas de las solubles en estas condiciones. Se
observod que RepB se encontraba mayoritariamente en el sobrenadante, por lo cual,
éste se dializo frente a4 1 1 del tampdn H sin adicidon de KCL Este paso facilita la
purificacion de RepB ya que esta proteina pierde solubilidad respecto a las otras, al
disminuir la fuerza ionica del tampoén. Tras la didlisis sin KCI, las proteinas solubles

e insolubles, se separaron por centrifugacién (30 min, 4°C, 10000 x g).

El sedimento se disolvié en 20 ml de tampén H con 300 mM KCl y se aplico a
una columna de heparina-agarosa (Affi-Gel de Bio-Rad), equilibrada con el mismo
tampon. Se empled una columna K-9 de Pharmacia de 0.9 cm de didametro y 8.3 ml
de volumen. Tras la aplicacion de la muestra, se realizo un lavado con el tampon H
suplementado con 300 mM de KCI (10 volimenes de columna). Las proteinas
adsorbidas a la matriz de heparina-agarosa se eluyeron mediante un gradiente lineal
de 300 a 600 mM de KCI (120 ml), a un flujo constante de 14 mi/h. Se recogieron
fracciones de 2 ml y se analizaron 100 ul de las fracciones que eluyeron
aproximadamente entre 410 y 500 mM de KCI, precipitindolas con acetona o con
TCA, y cargandolas en un gel de SDS-PAA. RepB se encontr6 de forma mayoritaria
en las fracciones centrales analizadas; fracciones que se juntaron y dializaron frente
a 1 | de tampén H con 300 mM de KCL

Como ualtima de etapa de purificacion y concentracion de la proteina, las
fracciones dializadas de la primera columna se aplicaron a una segunda columna de
heparina-agarosa equilibrada de la misma forma que la vez anterior. Se realizdé un
lavado de 10 volimenes de columna con el tampdn de equilibrado y, posteriormente,
RepB se eluy6 con un gradiente lineal de 0.3 a 1 M KCl (50 ml), a un flujo constante
de 14 mi/h y recogiendo fracciones de 2 mi. Se procedio al andlisis de 50 ul de las
fracciones, precipitindolas con TCA antes de ser cargadas en un gel de SDS-PAA y
se juntaron las tres fracciones centrales que eluyeron aproximadamente a 425 mM de
KCI, caracterizadas por una mayor pureza y concentracion en RepB. El volumen se

repartio en alicuotas de 50 gl y se congeld a -70°C para su conservacion.
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18. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE RepB Y
CALCULO DE SU COEFICIENTE DE EXTINCION

1.a concentracién proteica en ja preparacion de RepB fue determinada por el
servicio de Quimica de Proteinas del CIB mediante el andlisis de la composicién
molar de aminodcidos (aa). Para ello, se dializaron 950 pl (~40 pg) de la muestra
frente a 1 1 de agua destilada, antes de proceder a su liofilizacién. Se realizé una
hidrélisis en presencia de 6 N HCl y 5% écido tioglicolico, v se inyecté una cuarta
parte de ]a muestra, en el analizador automdtico de aa. Los aminodcidos se analizaron

mediante un equipo Biotronik LC-7000. Para RepB se calculd una concentracion de
45 ng/ul.

I.a determinacion del coeficiente de extincién molar tedrico de RepB se realizd
a partir de los valores de los aa: triptéfano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina (Phe),
presentes en {a proteina, multiplicados por el coeficiente de extincion () a 280 nm
de cada aa. RepB posee 1 Trp, 12 Tyr y 7 Phe; y su masa molecular deducida a partir
de su secuencia es de 24252 Da. Los coeficientes de extincion a 280 (e,,,) calculados
para cada uno de los aa son los siguientes: 5559 M ¢cm™ para Trp, 1197 M em para
Tyr, v 700 M cm™ para Phe. Por tanto, el valor de ¢,,, para RepB se calculd de la

siguiente forma:

0= (1x5559 + 12x1197 + 7x700) M em’= 24823 mol” 1 cm'’
24252 Da 24252 ¢ mol”

€30= 1,0235 mg' mi cm”

Se realizd una medida de la absorbancia de RepB a una longitud de onda » =280
nm frente al tampdn H suplementado con 425 mM de KCl: para ello, se utilizd un

espectofotometro Shimadzu, modelo UV-160. El valor de absorbancia obtenido fue
de 0,179,
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19. ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE RepB
19.1. Ensayos de actividad de RepB sobre DNA superenrollado

Fn general, para este tipo de ensayos se incubaron 45 ng de proteina con 700 ng
de DNA plasmidico en un volumen de 30 gl de tampén B (20 mM Tris-HCI, pH 8.0,
I mM EDTA, 100 mM KCI, 5 mM DTT) suplementado con 20 mM MnCl,, durante
30 min a las temperaturas de 37, 45 y 60°C. La reaccidn se paro con la adicién de 125
pg/ml proteinasa K ¢ incubacion de 10 min a ta. A las muestras se les anadié el
colorante de carga BXGE y se mantuvieron a 4°C, antes de ser analizadas mediante
electroforesis en geles 1% agarosa en TBE, con 0.5 ug/ml de EtBr. La electroforesis
se llevd a cabo a 2.7 V/cm. Los geles se fotografiaron bajo luz UV (254 nm) y se

realizaron densitometrias de los negativos.

Para determinar las mejores condiciones de actividad de RepB se realizaron
ensayos variando las concentraciones de proteina y DNA, los tiempos y temperaturas
de incubacion, la concentracion de MnCl, anadida a la mezcla de reaccion, la
presencia 0 no de otras proteinas, presencia de la heparina como competidor, etc.
Asimismo, se probaron distintas condiciones para el analisis de los productos de
reaccion: porcentaje de agarosa, concentracién de EtBr y presencia ¢ no de éste
durante la corrida del gel, tampdn para la electroforesis y duracion de ésta, etc. Todas

estas variaciones serdn explicadas en el apartado de Resultados.

RepB posee una actividad de corte/cierre tipo topoisomerasa [; por tanto, la
reaccion de RepB sobre DNA superenrollado circular covalentemente cerrado (CCC
o FI) tendrd como productos de la actividad de corte, las formas circulares abiertas
(OC o FII); y como productos de corte/cierre, las formas circulares relajadas (RC o
FI'). Como estas tres formas de DNA plasmidico poseen intensidades de fluorescencia
diferentes, debido a que el EtBr se intercala de distinta manera entre ellas, el
rendimiento de los productos de corte/cierre de RepB se calculd por disminucion de
la senal de Huorescencia de las formas FI del DNA no tratado con RepB. También
se observo que el KCl presente en el tampon de incubacidn, puede generar
inespecificamente formas FII en una pequena proporcion. Por ello, se calculd este
porcentaje en la muestra no tratada y se descontd en los cdlculos realizados para las

muestras incubadas con RepB. La fluorescencia se cuantificod a partir de los negativos
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obtenidos en un densitometro 400, utilizando el programa ImageQuant (Molecular
Dynamics) o directamente a partir de los geles tenidos, usando el aparato Gel-Doc
1000 de Bio-Rad (Molecular Analyst).

19.2. Ensayos de actividad de RepB sobre oligonucleétidos

Para este tipo de ensayos se utilizaron oligonucleétidos marcados en su extremo
5’ con ¥P, que fueron incubados con la proteina, en una relacién molar oligo:proteina
de 1:7.5, en el tampdn B suplementado con 20 mM MnCl,. Las mezclas de reaccion
se incubaron 30 min a las temperaturas de 37, 45 y 60°C. El transcurso de la reaccion
se pard con la adicion de 200 mM EDTA o 300 pg/ml proteinasa K, con una
incubacion en este dltimo caso de 20 min a 37°C. A continuacion, se realizdé una
precipitacion de las muestras anadiendo 5 pg de tRNA como coprecipitador, 0.1
volumenes de 3 M acetato sédico, pH 7.0 y 3 vollimenes de etanol absoluto. Se
mantuvieron t h a -70°C y se recogi¢ el precipitado por centrifugacion (40 min,-10°C,
9500 x g). Las muestras se disolvieron directamente en el colorante de carga BXF y
fueron analizadas en un gel de secuenciacion del 209% PAA/8 M urea. Se detectd la
radiactividad por exposicién autorradiografica y se cuantificaron las bandas con el

programa ImageQuant del sistema Phosphorlmager (Molecular Dynamics).

Para detectar los productos de la actividad de corte/cierre de RepB sobre
oligonucledtidos monocatenarios, se mezclaron oligos marcados (1.3 pmol) con oligos
no marcados (2.5 pmol) de distinta longitud, vy se incubaron con distintas
concentraciones de RepB (1.2 0 2.3 pmol) en el tampon B suplementado con 20 mM
MnCl,, durante 30 min a [as temperaturas ya indicadas. Las muestras se trataron y

analizaron de la misma forma que en el apartado anterior.

20. AISLAMIENTO DE COMPLEJOS PROTEINA-DNA COVALENTES

Para intentar aislar o detectar intermediarios covalentes RepB-DNA, se

realizaron cuatro tipos de ensayos:

a) Interfase. Se basa en la captura de complejos covalentes proteina-DNA (formas

FII) por la interfase agua-fenol y en la deteccidn de éstos como bandas retardadas en
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un gel tras la digestion con un enzima de restriccion (Pansegrau et al, 1990). En estos
ensayos el DNA plasmidico se incubé con RepB en las condiciones indicadas en el
apartado anterior. A continuacion, se afiadié SDS (2.5% concentracion final) y se
incubd durante 5 min a 37°C. La muestra se sometid a un (ratamiento con
fenol:cloroformo. Se separaron las fases acuosa y fendlica por centrifugacion,
recogiéndose tanto la fase superior como la interfase. La interfase se dializ6 frente
a 20 mM Tris-HC!, pH 8.0, 1 mM EDTA, 250 mM KCl y, al igual que la fase
superior, fue precipitada con etanol. El sedimento se disolvio en el tampoén adecuado
para la digestion con un enzima de restriccion, y parte de la muestra fue digerida.
Todos los productos se analizaron por electroforesis, en un gel de agarosa al 0.8% con
0.5 pg/ml de EtBr y tampén TBE.

b) K*-SDS. Se realizé siguiendo fundamentalmente las indicaciones de Waters et al
(1991). Se basa en la precipitacién de complejos SDS-proteina y complejos SDS-
proteina unidos covalentemente a DNA o RNA mediada por iones K'. Para realizar
estos ensayos el DNA plasmidico se incubé con RepB en las condiciones ya indicadas.
Tras los 30 min de incubaci6n, las muestras fueron tratadas con 1% SDS en presencia
de 10 mM EDTA, durante 10 min a t.a. Se anadidé KCI (100 mM concentracion final)
y se realizd una incubacién de 20 min a (°C. Las muestras se centrifugaron 10 min,
a 9500 x gy 4°C, y se recogid tanto el precipitado como el sobrenadante. Los
precipitados se resuspendieron en el mismo volumen de los sobrenadantes y una parte
se tratd con proteinasa K (1 pg/id). Los productos de reaccion se analizaron por

clectroforesis en un gel de agarosa al 0.9%, con 0.5 pg/ml de EtBr y tampon TBE.

¢) Retardo en gel de fragmentos de restriccién. Este método ha sido descrito por
Koepsel er al (1985) y consiste en someter las mezclas de reaccién a un tratamiento
con proteinasa K y SDS, digerirlas con un enzima de restriccion y observar los
intermedios covalentes como bandas retardadas en un gel. El DNA plasmidico se
incub6 con la proteina como siempre, tras lo cual una parte de las muestras se dializo
frente al tampon del enzima de restriccién que se iba a usar y otra parte, se precipité
con etanol. Las muestras precipitadas con etanol se dividieron en tres grupos: el
primer grupo se tratd directamente con el enzima de restriccidon. Los otros dos grupos
se trataron primeramente con proteinasa K (12.5 ug/ml) y SDS (0.28%) durante 10

min a ta., 0 con proteinasa K (125 pg/ml) y SDS (0.28%) durante 30 min a (¢°C.
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Después se realizd una extraccion con fenol y una precipitacion con etanol, y por
Gltimo, se tratd con el enzima de restriccién, Todas las muestras se analizaron por

electroforesis en un gel de PAA al 5% en TAE, en condiciones no desnaturalizantes.

d) Retardo en gel de complejos con oligonucle6tidos. Este método se basa, como en
el caso anterior, en la visualizacion de los complejos proteina-DNA covalentes como
una banda de migracién electroforética retardada, segin el trabajo de Pansegrau ef
al (1993). Para realizar este ensayo se mezclaron 3.75 pmol de un oligonucleétido
marcado en su extremo 3’ con distintas concentraciones de RepB (5.5, 14 y 28 pmol)
en 90 pl del tampdn B suplementado con 20 mM MnCl,. La mezcla se incub6 durante
30 min a 37, 45 o 60°C. A continuacidn, se tratd con proteinasa K (215 mg/ml)
durante 20 min a 37°C. Los productos de reaccién se precipitaron con etanol y se
analizaron en un gel de secuenciacion del 20% PAA/8 M urca. Las bandas se

visualizaron mediante una exposicion autorradiografica.

21. ANALISIS DE LA QUIRALIDAD DEL FOSFATO IMPLICADO EN
LA UNION DE LA PROTEINA RepB AL DNA

El anilisis de la estereoquimica del fosfato implicado en la transferencia del
DNA a la proteina, requiere un fosfato quiral entre los nt donde se va a producir el
corte en el DNA y un fosfato interno marcado radiactivamente con P situado en el
nt situado a 5 del corte, que nos va a permitir visualizar los productos obtenidos tras
la reaccién de transferencia y el andlisis con nucleasas estereoespecificas. Fl fosfato
quiral se consigue substituyendo uno de los oxigenos, que no forman parte del enlace
fosfodiéster, por un dtomo de azufre. Como ya hemos comentado anteriormente, estos
oligonucleodtidos tio-derivados fueron sintetizados y purificados por el Dr. Ramén
Eritja en e] European Molecular Biology Laboratory, seglin las condiciones descritas
por Mizuuchi y Adzuma (1991).

La construccidn de un oligonucledtido con [a secuencia de corte de la proteina
RepB y que llevase el fosfato quiral en la posicion del fosfato implicado en la unién

a la proteina, se reahzo de dos formas:
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a) Ligacién de los oligonucledtidos tio-derivados de 9-mer marcados (configuraciones
R,yS,: 5-Gp°ApCpCpCpCpCpCpC,, -3, donde p® representa el fosfato quiral situado
entre los nt G/A donde se produce el corte) y del oligonuciedtido de 15-mer (5'-
TpGpGpGpGpGpGpGpCpTpApCpTpApC-3', que contiene la secuencia consenso de
RepB situada a 57 del sitio de corte) con la T4 RNA ligasa. Previamente, los tio-
derivados fueron marcados en sus extremos 5’ con la T4 PNK y [«-**PJdATP y se les
bloqued el grupo -OH en 3’ usando ddATP y la transferasa terminal, obteniéndose
como resultado el oligonucledtido 5-p*Gp*ApCpCpCpCpCpCpCpA,-3’, con cada uno
de los tioderivados (donde p* indica el fosfato marcado radiactivamente). La reaccién
de ligacion usando la T4 RNA ligasa se realizd siguiendo las recomendaciones de
Brennan er al (1983): concentraciones de oligonucledtidos y enzima més altas que las
que se usan normalmente para unir moléculas de RNA, exceso del aceptor-OH de 1
a 10 veces (molar) respecto al donador-P, tiempos de reaccion mads largos (1-10 dias),
incubacion a baja temperatura (5-15°C), concentraciones de ATP a valores bajos (de
0.1 a 0.9 respecto al donador) y presencia de Mn(ll). Para realizar la ligacion se
preparé una mezcla con 300 pmol de oligonucledtido tio-derivado marcado en su .
extremo 5 (donador-P, 30 pM de concentracién final), 1.2 nmol del oligonucleétido
15-mer (aceptor-OH, 120 uM de concentracién final), 0.15 nmol de ATP (15 uM), 1
mM fosfocreatina pH 9.0y 2 mM espermina pH 7.9; esta mezcla se llevo a sequedad
en una bomba de vacio y luego se anadieron los siguientes componentes: 50 mM
HEPES-NaOH pH, 7.9, 10 pg/mt BSA, 20 mM DTT, 175 u/ml de creatina-fosfato-
quinasa, 170 u/ml de adenilatoquinasa, 10 mM MnCl, y 50 u de T4 RNA ligasa, en
un volumen final de 10 gl Las muestras se analizaron en un gel 249 PAA/50% urea.
Otras condiciones para realizar una ligacion de oligonucledtidos con la T4 RNA ligasa
se describen en Tessier er af (1980): se usa una relacién aceptor:donador de 5:1, 20
uM ATP, 10 mM MgCl,, 1 mM HCC (cloruro de hexamin-cobalto), 50 mM Tris-HCI,
pH 8.0, 10 pg/ml BSA y 25% PEG. En este caso la reaccion se incuba durante 16 h

a 25°C y no se necesita un sistema para la regeneracién de ATP.

b) Ligacion de los oligonucledtidos tio-derivados de 9-mer fosforilados
(configuraciones R,y S.: 5-pGp°ApCpCpCpCpCpCpA,,-3) v del oligonucledtido de
14-mer (5-TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApC,,-3, que contiene la secuencia

consenso de RepB situada 4 57 del sitio de corte) con la T4 DNA ligasa. Para realizar
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esta ligacion, los oligonucledtidos se anillaron previamente a DNA desnaturalizado
del plasmido pFX2 (que contiene la secuencia de corte de la protcina RepB). La
desnaturalizacion del DNA de pFX2 (15 pmol, 35 pg) se realizd mediante un
tratamiento con 0.4 M NaOH, y se precipitd con .45 M acetato sodico y 3 volimenes
de etanol. El sedimento se disolvid directamente en la mezcla de anillamiento, que
contenia el oligo quiral fostorilado (30 pmol) y el oligo de 14-mer (15 pmol) en la
solucién SSC y 10 mM Tris-HCI pH 8.0. Para hibridar los oligonucle6tidos al DNA
molde se calentaron las mezclas de anillamiento (volumen final de 50 pl) durante 5
min a 70°C, tras lo cual se dejaron enfriar lentamente hasta alcanzar la ta. A la
mezcla se le anadio la T4 DNA ligasa (6 u) en el tamp0On recomendado por la casa
suministradora (volumen final de 70 ¢l) y se incubd durante 16 h a 16°C; se anadid
mads ligasa y se incubd 2 h mis a 16°C. Se realizd una extracetdn con fenol:cloroformo
y una precipitacidn con etanol; como producto de ligacion se obtendria, de forma
mayoritaria, el oligonucledtido de 23-mer (S-TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpAp

CpGp°ApCpCpCpCpCpCpA,,-3), que contiene la secuencia de corte completa. Por
otro lado, se sintetizé el oligonucledtido de  24-mer  (57-
ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApC,,-3’),se anilldal
DNA de pFX2 desnaturalizado de la misma forma que la vez anterior y mediante la
T7 DNA polimerasa se incorpord [o-*P]JdGTP en su extremo 3, obteniéndose como
resultado un oligo de 25-mer con el nt G del sitio de corte marcado radiactivamente.
La polimerizacién se realizo anadiendo [a-*P]dGTP (20 pmol, 60 puCt), dGTP (40
pmol} y T7 DNA polimerasa (11.5 u) en 5 mM MgCl,, 20 mM Tris-HCl pH 7.6 vy §
mM DTT, en un volumen final de 70 ul; se incubG 15 min a ta. y se anadié més
enzima, incubando otros 15 min mas a t.a.; la reaccidn se pard con 25 mM EDTA en
hielo. La comprobacion de la eficiencia de polimerizacion se realizd tomando una
alicnota de 0.5 ul que se mezcld con 2.5 ul de agua v se repartio en dos filtros
Whatman DE&L; uno de los filtros se dejo secar a t.a. (cpm total) y el otro filtro se
lavd seis veces con 0.5 M HPO,Na, durante 5 min y 2 veces con agua destilada 1 min
{cpm incorporadas), se seco a 80°C y se contaron las ¢cpm de los dos filtros en un
contador de centelleo. La incubacion del oligo quiral de 23-mer y del oligonucleotido
de 25-mer marcado radiactivamente con la proteina RepB en condiciones de
corte/cierre que permitan el intercambio de hebras nos dard como producto un
oligonucledtido quiral de 33-mer con un fosfato interno (5-ApApGpCpGpApApTp
TpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*Gp*ApCpCpCpCpCpCpA,,-37).  La
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eliminacion del DNA molde de pFX2 se llevd a cabo pasando las muestras,
previamente diluidas y desnaturalizadas por calor (10 min a 95°C) por un
microconcentrador Microcon 100 (de Amicon), durante 15 min a 500 x g y 20°C. El
corte de membrana de este microconcentrador es de 100 KDa, con lo cual el DNA
era retenido y los oligos o nt no incorporados se recuperaban en el filtrado. Este
filtrado se pasaba nuevamente por otro microconcentrador Microcon 3 (de Amicon,
corte de membrana de 3 KDa), durante 1 h a 14000 x g y 20°C, para la eliminacion

del nt no incorporado y del oligo quiral (9-mer) no anillado.

Una vez obtenido el oligonucledtido quiral sustrato se realizd una incubacién con
dos concentraciones de RepB (0.6 y 1.9 pmol), durante 20 min a 45°C. Las muestras
se trataron con proteinasa K (125 pg/ml) durante 10 min a t.a. y se precipitaron con
etanol; se analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea y se eluyd la banda de PAA
correspondiente al producto de la actividad de corte/cierre de RepB. El andlisis de
ta quiralidad del fosfato del oligonucledtido eluido se realizéd mediante digestiones con
dos nucleasas esteroespecificas: la nucleasa P1, que reconoce el enlace R -fosforotio
y la PDE, que actia preferentemente sobre el enlace S -fosforotio. La reaccion con
la nucleasa P1 se llevé a cabo con 0.0015 u del enzima en 20 mM acetato sédico pH
5.3, 0.1 mM ZnCl, y 11.7% glicerol, y una incubacion a 37°C. La reaccion con la PDE
se realizo con (.15 u del enzima en 50 mM Tris-HCI pH 9.0, S mM MgCl, y 11.7%
glicerol, e incubando a t.a. (28°C). En ambos casos se tomaron alicuotas (7.5 ul) a los
S y 60 min de incubacion, se les anadidé un volumen de una mezcla de tampén
BXF:agua (1:1) y se evaporaron a vacio hasta un volumen final de 7.5 gl. Los

productos de reaccion se analizaron en un gel 24% PAA/8.3 M (50%) urea.

22. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL

Este tipo de ensayos se realizaron para analizar curvaturas intrinsecas en el DNA
o inducidas por la union de una proteina (y mutantes de ésta) a determinadas zonas

del DNA. En este trabajo se realizaron dos tipos de ensayos:
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22.1. Curvaturas intrinsecas: ensayos en ausencia de RepB

El fragmento de DNA objeto de estudio (fragmento Banl-Apalll de 393 pb de
pMV158) se clond en el sitio Gnico Sadl del vector pBend2 (Kim et af, 1989). El
plasmido recombinante pBend-dso fue digerido con distintos enzimas de restriccion,
originando fragmentos de la misma longitud con la zona del DNA a estudiar
focalizada en distintas posiciones. Aquellos fragmentos que presenten una curvatura
en su zona central migraran mas lentamente que aquellos que posean la curvatura en
un extremo. Las diferencias en la migracion de los fragmentos se verd favorecida si
la electroforesis se realiza a 5°C. Por el contrario, en una electroforesis realizada a
500C, los fragmentos curvados tenderdn a migrar igual que aquellos que no lo estan
(Poliak y Gralla, 1987). Tras la digestién de pBend-dso (0.4 ug} con distintos enzimas
de restriccion, la muestra se repartio en dos (0.2 pg), se anadio el colorante de carga
BXGE y se analizé por electroforesis en dos geles nativos 6% PAA, a un voltaje de
20 V/em en tampon TAE. Una de las electroforesis se realizd en una cdmara fria
(5°C) y la otra se llevo a cabo en un incubador a S50°C. Se midieron las movilidades

relativas (R,) de cada fragmento a 5y 50°C.

22.2. Curvaturas inducidas: ensayos en presencia de RepB

Este tipo de ensayos han sido descrito previamente en los trabajos de Garner y
Revzin (1981) y de Fried y Crothers (1981). El plasmido pBend-dso (0.4 ug) fue
nuevamente digerido con enzimas de restriccion y Ia muestra se dividio en dos (0.2
ug) para ser tratado o no con la proteina RepB (~110 ng) en el tampon B. Las
mezclas se incubaron 30 min a ta. y se analizaron por electroforesis en un gel de
PAA al 6%, a 16 V/cm en tampdn TAE. Alternativamente, se emplearon geles de
0.5% agarosa-1.8% PAA, a 6 V/cm en tampdn TAE. En este Gitimo caso, se incluyé
una muesira a la que se tratd con heparina (0.2 pg/ul), anadiéndola en los dltimos 10

min de incubacion.

22.3. Complejos RepB-DNA

Se utilizaron fragmentos de DNA eluidos a partir de un gel de PAA que fueron
marcados en su extremo 3%, Se incubaron con distintas cantidades de proteina durante
30 min a ta., y se analizaron en un gel de PAA al 5%, 4 25 V/em en tampén TAE.

Las bandas se visualizaron por autorradiografiu.



Materiales y Métodos 73

23. ENSAYOS DE UNION PROTEINA-DNA EN FILTRO

Los ensayos de unién de complejos RepB-DNA a filtros (de la Campa et al; 1990)
se realizaron para conocer la naturaleza de éstos. Para estos ensayos, se mezclaron
3.75 pmol de un oligonuciedtido marcado en su extremo 3’(que contenfa el sitio de
corte de RepB) con 23 pmol de RepB en 90ul de tampoén B suplementado con 20 mM
MnCl,. La mezcla se incubd 5 min a 60°C y se pard la reaccion con 900 pl de tampon
L frio (20 mM Tris-HCl, pH 8.0, T mM EDTA, 20 mM KCl, S mM DTT)
suplementado con 50 mM EDTA. Las mezclas de reaccién se aplicaron sobre filtros
de nitrocelulosa (HA 0.45 um, Millipore) pre-lavados con el tamp6n L y con un
exceso de 10 veces de un oligonucleotido inespecifico. E! flujo se ajusté a 1.5 mi/h.
Después, los filtros se lavaron con 9 ml del tampon L y se secaron a 50°C durante 45

min. La radiactividad retenida en los filtros se determiné en un contador de centelleo
(Cerenkov).

Para analizar la estabilidad de los complejos RepB-DNA, los filtros se lavaron
con tampones L preparados a diferentes pH (entre 7.0 y 9.5), o suplementados con
distintas cantidades de KCl (0.02, 0.5y 1 M), NaCl (0.02, 0.5, 1 y 1.5 M) o SDS (0,
0.5, 1y 1.59%). Se calculd el porcentaje de radiactividad retenida en los filtros,
tomando como valor 100 fas cpm retenidas en el filtro lavado con el tampdén L basico
(20 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, 20 mM KCl, 5 mM DTT).

24. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR DE RepB
MEDIANTE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION

La masa molecular de la proteina RepB se determind mediante la técnica de
equilibrio de sedimentacién. Previamente, la proteina RepB se dializo frente a 11 del
tampon C (20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA, 200 mM KCl1), con objeto de
elimunar de la muestra el DTT y EG, que podrian interferir en las medidas de

absorbancia.

Los experimentos de ultracentrifugacién analitica fueron ejecutados por el Dr.
Germédn Rivas en el CIB. Para ello, muestras de RepB (0.02 y 0.04 pg/ml)

equilibradas en tampén C fueron centrifugadas a 25000 rpm y 10°C en una
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ultracentrifuga analitica modelo XL-A (Beckman Instruments Inc.) equipada con un
sistema de absorcion VIS-UV, empleando células con piezas centrales de epon-
charcoal, de doble sector y 12 mm. Después de 8 horas se midio la distribucion de
absorbancia (230 y 280 nm) con la distancia radial, en intervalos de dos horas,
tomandose cuatro promedios por punto y con una densidad de barrido de 0.001 ¢m.
El calculo de la masa molecular (M,) de RepB se realizd ajustando la expresion (I)
a los datos experimentales, empleando los programas EQASSOC y XLAEQ

(suministrados por Beckman Instruments Inc.; Minton, 1994):
A = Ay expl M, (1 -vp) w* (r? - roz)/ 2RT] (1)

donde A, es la absorbancia correspondiente a una distancia radial r, A; es la
absorbancia a una posicion de referencia, v es el volumen especifico parcial de RepB,
w es la velocidad angular del rotor, R es la constante de los gases, y T la temperatura
absoluta. El volumen especifico parcial de RepB, calculado a partir de la composicién
de aa de la proteina (Laue ef ¢f, 1992), fue de 0.749 ml/g.

25. ANALISIS POR ORDENADOR

Las comparaciones de secuencias de DNA, mapas de restriccion, predicciones en
general sobre tamanos de fragmentos, etc., asi como las predicciones de curvaturas
en DNA se realizaron con los programas DNASTAR. Los alineamientos mas
complejos de secuencias de DNA y proteinas se realizaron con los programas GCG
de la Universidad de Wisconsin, La temperatura de fusion de los oligos se calculd con
el programa OLIGO (versidon 3.4} y los gjustes matematicos para el calculo de la masa

molecular de RepB, se realizaron con tos programas EQASSOC y XLAEQ.
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1. DEFINICION DEL ORIGEN MINIMO DE REPLICACION DE LA
HEBRA LIDER DE pLSI

El origen funcional de un pldsmido se puede definir como el segmento de menor
tamano requerido en cis para que se inicie la replicacion de la hebra lider. Como
plS1 puede replicar en extractos libres de células preparados a partir de E.coli (del
Solar et al, 1987a), se¢ pudo determinar in vitro que el sitio de iniciacion de la
replicacion se localiza en ¢l fragmento Hinfl D (Fig. 10), situado entre las
coordenadas 242 y 685 de pLS1 (Puyet er al, 1988). Dentro de este fragmento se
encuentran dos estructuras tipo tallo-tazo [Horquillas I (H-1) y 1T}, las tres repeticiones
directas (iterones 11-12-13), el promotor P, para la transcripcion de los genes copG
y repB y el codon de iniciacion para la proteina CopG. Antertormente, se habia
determinado que la proteina RepB purificada se une, in vitro, a los tres iterones de
11 pby que realiza un corte en el DNA plasmidico a 84 pb a la izquierda del primer
nucledtido del iteréon 11, entre los nt G (448) v A (449) de la secuencia 5'-
TACTACGA-? situada en el lazo de H-1 (de la Campa et af, 1990; Fig. 8).

Basandonos en estos datos anteriores, pensamos que, in vitro, el elemento minimo
en cis de pl.ST capuaz de actuar como dse deberia estar comprendido entre las
coordenadas 431 (extremo 5 de H-T) y 565 (ultimo nt del iterén 13; Fig. 8).
Consecuentemente, decidimos delimitar el origen minimo de replicacion de la hebra
fider de pLS1. Para elio, se hizo uso de derivados plasmidicos delecionados en esta
region, concretamente los plasmidos que tienen las deleciones denominadas a24 y
AA4. Ambas deleciones limitarfan el dso a las secuencias comprendidas entre las
coordenadas 401 y 649, ya que los plasmidos pLS1A24cop7 v pLSAA4 muestran las
deleciones mas cercanas a izquierda y derecha del dso, respectivamente (Fig. 11). El
plasmido pLS1a24cop7 (Puyet et al, 1988) se construyé a partir de la digestion de
DNA de pl.Slcop7 linearizado en el sitio Banl con la nucleasa BAL31 y posee una
delecion de 369 pb (Amal; Fig. 7) situada entre las coordenadas 4240 y 401, siendo
la delecion que mds se aproxima al sitio de corte de fa proteina RepB. Por otro lado,

el plasmido pLS1aA4 (del Solar y Espinosa, 1992) se construyd por digestion con



Resultados 77

e — A in pJS4a (r86-3278)
(Y60-854) 4 AL [
{649-816) 0 A4 s
(32846-4221) a7 - ) AT
(4240 301) 824 - s  asa
(3a-3G5) A% [T—
- e —a
— e 5 — X — o« -
v & § ony a az S
a @ < dma = s o o p
G IO N I ! || L) pLST
i [ g ) . oo = o
IR ES @ o8 38
& mN) b T
[t i
Rep B
777 | 11 pLSI/Hinf !
LoF A C E G B

Figura 10. Mapa dc delecion de pLS1. Las lincas situadas sobre ¢l mapa de restriccion indican las
regiones delecionadas (coordenadas entre paréntesis) en los derivados de pLS1. Las deleciones indicadas
como AA15 AA4 AT, A24 y AS, corresponden a los plasmidos pLSIAALS, plLS1AA4, plLS4,
pLS1A24cop7 y pl.S5. Se muestran algunos sitios de restriccidn y sus coordenadas de corte en pLS1, Se
indica mediante una flecha, la posicion de la secucncia codificante para RepB. En la parte inferior se
muestra el mapa de plS1 para cl enzima Hinfl: el fragmento D (sombreado) contiene la regién de
iniciacién de la replicacion, como se demostrd mediante ensayos in vitro realizados con extractos libres
de células (Puyet ef af, 1988).

BAIL31 del DNA de pLS1 linearizado en el sitio Bg/l. Su delecion de 167 pb (AcopG)
es la mas cercana al iteron 13 de plL.S1 y se encuentra entre las coordenadas 649 y 816
(Fig. 11). Con el fin de definir in vivo el origen funcional de pLS1 que estarfa
delimitado a derecha e 1zquierda por las dos deleciones mencionadas, se construyd el
plasmido pl.S1aA4-24 a partir de un intercambio de fragmentos Apal.l-Sspl entre
pLS1A24cop7 y pLS1aA4. Asi se podria delimitar el dso {uncional incluyéndolo en
una region de 247 pbh. Se realizo una digestion doble de ambos plasmidos (3 pg de
DNA) vy, a partir de un gel de agarosa, se purificd el fragmento Apal.l-Sspl grande
del pl.S1a24cop? (3123 pb) y el fragmento pequeno de pLS1aA4 (549 pb). Ambos
fragmentos se mezclaron en una proporcion 1:1 en moléculas v la ligacion se realizd
con la T4 DNA ligasa en presencia de 66 mM Tris-HCI, 0.05 mM ATP, T mM
espermiding, 10 mM MgCl, 14 mM DTT, 0.2 ug/ul BSA, en un volumen final de 30
ul, durante 10 h a 14°C. Se usé un tercio de la mezcla de ligacion para transformar

S.preumoniae 708, obteniéndose 3.8 x {0’ transformantes por ml. Todos los
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transformantes analizados por mapeo de restriccion presentaban las deleciones AA4
y A24. Se eligié un clon entre ellos y se procedié a determinar el nimero de copias
y la estabilidad del plismido pl.S1aA4-24.

Para la determinacion del ndmero de copias, se realizaron preparaciones de DNA
total a partir de cultivos de S.pnewnoniae que contenfan pLS1AA4-24, pLSl,
pl.Slcop7, pLSS o pLS1a24cop?, y se analizaron en geles de agarosa. El nimero de

copias de pl.STAA4-24 se calculd por comparacion del nimero de copias de pLS1 (22

524

400

Horquilla I

5'- TGGGGGATTTTTTCTCCGAAAAAATCTAAAATATGGGGGGGCTACTACG,/ACCCCCCC-

460

~TATAGTGCCGAGTGCCAAAATCAAAAAAAAAACCCCTTTAGCCTTAGAGCTGCAAGG -

520

~GTTTGAGGCTCGTCAAATCTCGGCGACTT T CGCCGACTTTTCGGCGACTTTTTAGA-
Il I2 I3

580

~GATTTTTTGGGAAAAATACGAAAAAGATTGCATTGAGTGCACGGTTATGC TACTATA-
-35 -10

640
v .
~GTTTTATAAAATTTTGAGAGGTGACGCATGAAA -3
M K ...CopG

AA4

Figura 11. Sccuencia de nucledtidos del origen funcional {(dso) de pLS1. Se muestran los bordes a ta
derecha ¢ izquicrda de las deleciones A24 y AA4. Se indican {a Horquilla [ {coordenadas 431-460) que
contiene cl sitio de corte {/) de la proteina RepB, las tres repeticiones directas (iterones 11-13, en itdlica),
¢l promotor cop-rep (cajas -35 y -10, subrayadas cn ¢l texto), el punto de iniciacion del mRNA cop-rep
{¥) y los dos primeros codones del gen copG.
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copias) y plSicop7 (110 copias), que ya habian sido calculados previamente. Los
resuitados mostraron que el plasmido pLS1AA4-24 presenta un niimero de copias

similar al de pLS1A24cop7, aproximadamente 70 copias (Fig. 12A).
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Figura 12. Fenotipos de pLS1 y algunos de sus derivados. A. Comparacién del niimero de copias de los
plasmidos pLS1, pl.S1cop7, pLS1A24cop7, pl.S5 y pLS1AA4-24 en S.pneumoniae. Se analizé el contenido
dec DNA total de los cultivos crecidos a una DOg = 0.5. En un gel de agarosa al 1.2% se cargaron tres
cantidades |5 (a), 10 (b) y 15 ul (c)] distintas de cada preparacién y los clculos se realizaron mediante
densitometrias de los negativos obtenidos. B. Estabilidad segregacional de los plasmidos pl.S1 (O) y
pLS1AA4-24 (@) en S.pnewmoniae. Los cultivos de esta estirpe conteniendo los plismidos se crecieron,
cn medio liquido sin antibiético, durante las generaciones indicadas. Mediante recuento en placa se
calcularon los porcentajes de células Tc' y se representaron en {uncién del nimero de generaciones en
ausencia de presion selectiva.

Por otra parte, interesaba determinar si pLS1AA4-24 era segregacionalmente
estable, es decir, si las deleciones afectaban a la herencia estable del plasmido. Para
analizar la estabilidad de pLS1aA4-24 en S.pneumoniae, se realizaron diluciones
sucesivas sin presion de seleccion a partir de un cultivo inicial (DO,,= 0.5)
considerado como generacion g=0 y que fue crecido en presencia de Tec. Cada 10
generaciones se analizd el porcentaje de células Tc¢' (células con plasmido) mediante
recuentos en placas con o sin medio selectivo. El plasmido pLS1aA4-24 resultd ser
bastante estable tras 60 generaciones sin presion selectiva (82% de 'T'c’; Fig. 12B). Sin

embargo, al cabo de 100 generaciones sin presion de seleccién ya se observa una
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pérdida plasmidica (47%). Se puede considerar que pLS1AaA4-24 e¢s ligeramente

inestable ya que la tasa de pérdida, tras 100 generaciones fue de L, = 0.00706.

Podemos concluir que, in vivo, la regiéon minima que contiene un origen funcional
necesario en cis para la replicacion de pLS1 se encuentra en un fragmento de 247 pb,
entre las coordenadas 402 y 648, Ademds, este origen puede ser dividido fisica y
funcionalmente en dos regiones separadas: la region nic, donde la proteina produce
el corte en el DNA y la regién bind, que contiene las tres repeticiones directas a las

cuales se une la proteina RepB (I1g. 13).
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Figura 13. Representacion esquemdtica de las caracteristicas del origen de la cadena lider de pLS1. Se
indican los extremos de las deleciones A24 y AA4, que definen los bordes del origen, a fa izquicrda y
derecha, respectivamente. Dentro de la region nic se encuentran las Horquillas 1y 1T {aunque
pasiblemente no se forme por su alto contenido en A+ T). Los terones (I1-13) constituyen la regién
bind y s¢ indica su posicion respecto a la region aic y al promotor £, (a partir del cual se cotranscriben
los genes cop( v repB). La linca discontinua muestea las posibles interacciones RepB-DNA. Asimismo
se indica con una flecha, ka direeciéon de la replicacion desde el origen de ta cadena lider de pLST.
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2. EL dso ES UN DETERMINANTE DE INCOMPATIBILIDAD

Una caracteristica de los plasmidos es que si comparten regiones implicadas en
su replicacion y control son incapaces de coexistir en la misma célula en avsencia de
presion selectiva, es decir, son incompatibles. Por lo tanto, era de esperar que el

origen de replicacion de la hebra lider fuese un determinante de incompatibilidad.
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Figura 14. Construcciones utilizadas para analizar el dso como determinante de incompatibilidad. Se
muestra un mapa circular de pCl94eop con la dircecion del gen eat y los sitios de restriceion relevantes.
Todos los clonajes se realizaron en ¢l sitio HindIlI inico de pC194cop, que se ha schalado con una flecha.
Dcbajo del mapa tisico de la regidn pertinente de pl.S1 se indica la posicion relativa de las Horquillas |
y 11, de los tres iterones (11-13), de los promotores P, Py, v P,y de los genes cop(G y repB. Se mucstran
los nombres de las distintas construcciones, los fragmentos dc pLST clonados ¢n cada una de ellas y Ta
oricntacion de los [ragmentos clonados.
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Para la realizacion del estudio sobre el dso de pl.St como elemento de
incompatibilidad, se utilizaron los pldsmidos pCGA30, pCGA’, pCGAS, pCGAll y
pCGA12, que fueron construidos clonando la region bind, la region nic, o el dso
entero, en el sitio unico HindlI1l de pC194cop (replicon compatible con pLST; Fig. 14).
Los plasmidos pCGA7 y pCGAR llevan el fragmento Alul(320)-Alul(505) de pLSl1,
que contiene la region nic del origen, en las dos orientaciones posibles. Estos
plasmidos se emplearon como donadores en los ensayos de incompatibilidad. Para
ello, cultivos competentes de S.preumoniae que contenian pLS1 (pldsmido residente)
se transformaron con 1.4 ug de DNA de los plasmidos pCGA7 y pCGAS, empleando
pCl194cop como control. En todos los casos se selecciond para Cm, ya que los
pldsmidos donadores presentan resistencia a este antibiotico (gen car). Las eficiencias
de transforimacion fueron del orden de 2 x 10* transformantes/ml. Se eligieron varios
clones, que se analizaron mediante preparaciones de DNA total y recuento en placa.
Los andlisis se realizaron en una situacion inicial, que ha sido estimada en 37
generaciones (es decir, 25 generaciones necesarias para que una w.f.c. dé lugar a una
colonia de tamano medio y 12 peneraciones mds para que la porcion de la colonia
inoculada en medio liquido dé lugar a un cultivo crecido hasta una DO = 0.5; del
Solar et al, 1989} y tras 60 generaciones mas de crecimiento en presencid de Cm. En
estas condiciones, se calcularon los porcentajes de celulas viables totales, los de
células Cm' (que contenfan el plasmido donador) y los de células T'¢' (que mantenian
¢l plasmido residente). Asimismo, se comprobd si existia algin cambio en el nimero
de copias de pLS1. Los resultados obtenidos tras 97 generaciones de crecimiento con

presion selectiva para el plasmido entrante, se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. La region sie por si sola no ¢jerce incompatibilidad sobre phS1.

Plasmido denador

nCGAT pCGAY pCiv4
Células viables 1.8 x 10° 1.6 x 10° 1.8 x 10°
% Cm' 978 1600 100

% Tc' 94.5 100 100
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Como se puede deducir, no se observé incompatibilidad apreciable mediada por
la regi6n nic del origen de replicacion frente a pLS1 (Fig. 15A). Por otra parte, se

observé una total compatibilidad entre pLS1 y pCGA30 (region bind).

Los ensayos de incompatibilidad realizados con pCGA11 y pCGA12, que llevan
clonados el dso de pLS1 entero (regi6n bind y nic) mostraron que en la situacién
inicial (37 generaciones), el nimero de copias de pLS1 se redujo notablemente (Fig.

15B). Tras 97 generaciones el porcentaje de células Tc' (células que contenian pLS1)
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Figura 15 A, B. Efecto en trans de las regiones nic, bind y el dso intacto de pLS1 clonadas en pC194cop
sobre el nimero de copias y estabilidad de pLS1. Cultivos de S.pneumoniae con el plasmido pLS1 como
residente se transformaron con DNA del plasmido donador indicado. Los transformantes se seleccionaron
en medio sélido con Cm (medio selectivo para el plismido entrante). Se escogieron varios clones que
fueron crecidos en medio liquido en presencia de Cm (g=0) hasta la mitad de la fase exponencial.
Mediante diluciones apropiadas, estos cultivos se crecieron en el mismo medio durante 60 generaciones
mis (g=60). Se analiz6 el contenido de DNA total de la poblacién heteroplasmidica a g=60. En el caso
de los clones heteroplasmidicos que llevan pLS1 y pCGA1l o pCGAI12 (que mostraron una ligera
incompatibilidad) también se muestra el contenido de DNA total en la generacién g=0.
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fue del 60%, con una tasa de pérdida para pLSI de L= 0.005 (del Solar er al,
1993b). Como pCGATL/12 no llevan las secuencias que codifican para los
determinantes de incompatibilidad de pLS1 (RNA 'y CopG; del Solar y Espinosa,
1992), la incompatibilidad observada debe atribuirse a competicion por la utilizacion
de RepDB. Estos experimentos indican que se necesita el dso entero {region bind y nic)
para la funcionalidad in vivo de RepB y que cualquiera de las dos regiones del origen

por separado no son suficientes para secuestrar RepB y reducir el ndimero de copias
de pLSI.

3. RepB ES CAPAZ DE ACTUAR EN TRANS

Para comprobar que la proteina RepB podria ser secuestrada por el dso entero
clonado en un plasmido compatible y que, por tanto, es activa en trans, se uttlizd el
plasmido plLS1aA1lS, derivado delecionado de pLS1 cuya delecidn abarca las
coordenadas 760-854 (IFig. 16). El plasmido pL.STAAT1S carece del RNA 11, de parte
del gen copG y del codon de iniciacion del gen repB. Estudios preliminares de
caracterizacion de pLS1AAILS revelaron la presencia de un plasmido acompanante,
que resultd ser pL.S1. El andlisis de la poblacion heteroptasmidica inicial mostrd que
el nimero de copias plasmidico total fue de aproximadamente N= 70, y el nimero

de copias de pLS1 se redujo a 15 (el valor N medio de pI S1 en S.preumoniae es 22),
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Figura 16. Sceuencia de nucleotidos de pLS1 entre las coordenadas indicadas. Se indica ta delecion AA1S
y el borde izquierdo de la delecion en plS4. Se muestran en negrita el codén de terminacion del gen copG
y el codén de imciacion del gen repB, subrayadoe se encueatra el sitio atipico de unién a los ribosomas
(a.c.b.s.) propuesto para et gen repl (Lacks er af, 1986).
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ya que se observé que la proporcion de pLS1AA1S era de aproximadamente 3.7 veces
mds que el pLS1 acompanante. El plasmido pLS1AA15 difiere de pLS1 en 95 pb.
Esta diferencia se puede observar al digerir los DNAs de ambos plasmidos con Apal.l
(coordenada 607 de pLS1) y BstXI (coordenada 914 de pLS1), ya que pLS1AA1S
genera un fragmento de 212 pb y pLS1 uno de 307 pb. Estas digestiones se analizaron
en un gel 5% PAA, y se realizaron densitometrias de varios negativos. Tras realizar
las correcciones correspondientes al tamano de las bandas, se obtuvo una relacion de
3.7 veces més para la banda de 212 pb (pLS1AA1S) con respecto a la de 307 pb
(pLS1). Cuando la poblacién heteroplasmidica se crecié en ausencia de presion
selectiva se observd que, tras 60 generaciones, el porcentaje de células con plasmido
(clones T¢') era del 3.4%, siendo la tasa de pérdida de L., = 0.054 (Fig 17). En este
caso, la competicion por la utilizaciéon de RepB entre plasmidos que comparten un dso

entero podria ser un factor de incompatibilidad.
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Figura 17. Actividad de RepB en trans. Se analizaron células de S.pneurmoniae conteniendo pLS1 y
pLS1AA1S, en condiciones de crecimiento sin presion selectiva durante las generaciones indicadas. Se
obtuvieron preparaciones de DNA total a estas generaciones y se analizaron en geles de agarosa al 1.2%.
Para los mismos cultivos se determind, mediante siembra en placa, el porcentaje de células Tc¢". Los
resultados se representaron en funcién del nimero de generaciones en ausencia de presion selectiva.
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La estructura genética de plLSIAAILS sugiere que no es un pldsmido auto-
replicativo, aunque puede replicar cuando RepB se suplementa en trans. Para
comprobar esta hipdtesis, intentamos separar pLSIAATS del plS1 acompanante
mediante una doble digestion Banl-BstX1 que permite diferenciar los fragmentos
pequeiios de pLS! (700 pb) y de pLS1aAl5 (605 pb). Los fragmentos
correspondientes a pLS1AALS se purificaron, y el plasmido se reconstituyé mediante
ligacion. Se usd un cuarto de la ligacién para transformar cultivos competentes de
S.prneumoniae sin plasmido, obteniéndose tan sélo 730 transformantes/ml. El analisis
del contenido de DNA plasmidico de varios clones revelé que la mayoria de ellos
albergaban pLS1AA1S acompanado de pLS1. En otros casos aparectd pLS1 sdolo,
quizds debido a contaminacion de bandas durante ia extraccién. Ofra parte de la
ligacion que reconstituye pLS1AALS se utilizé para transformar células de
S.preumoniae con el plasmido plS3cop7 como residente (pIS3 estd basado en el
replicon pLS1y lleva como marcador de seleccién el gen cat de pC194). Se escogieron
dos clones que presentaban ambos pladsmidos y se crecieron durante 60 generaciones
mas, seleccionando para el pldsmido entrante (T¢') o para el pldsmido residente (Cm’)
0 bien en ausencia de presion de seleccién. Cuando se selecciond para el plasmido
entrante (pLS1aAT15, 'T¢'), como seria 10gico suponer, no se observé ninguna pérdida
del plasmido residente (plS3cop7, Cm') ya que este plasmido es el que proporciona
RepB en trans a pLS1aA15. En los atros dos casos se observé una pérdida inicial de
pLS1AATLS (s6lo el 85% de las céluias fueron T¢'). Esta pérdida se incremento tras
sucesivas generaciones: e} porcentaje de células Tc fue del 349% cuando se selecciond
para el plaismido residente y sélo del 9% en ausencia de presion selectiva para ambos
plasmidos (no mostrado). Quedaria por explicar por qué plL.S1AA1S se mantiene en
un alto namero de copias (aproximadamente 55) al estar acompanado de pLS1 (que
reduce su ndmero de copias a 15) ya que el primero no parece utilizar mejor la
proteina RepB que pLS1 en ensayos in vitro (ver mis adelante). No obstante, los

resultados demuestran que RepB es activa en frans.

El ptasmido pFX2 de L.lactis (Xu et al, 1991), de la familia de pL.S1, se pudo
transferir a S.pneumoniae con eficiencia relativamente alta. Se determiné el namero
de copias de pFX2 en este huésped preparando extractos de DNA total de cultivos

de S.pneumoniae que contenian los plasmidos pl.S1, pLSicop7, pl.S1a24dcop7, pLSS
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y pFX2. Distintas cantidades de los extractos totales se analizaron e¢n un gel de
agarosa (1.2% en TAE). Se realizaron densitometrias de los negativos, calculandose
el nimero de copias de pFX2 por comparacién con los valores conocidos de pLS1 (22
copias) y pLSlcop7 (120 copias). Se observd que pFX2 en S.pneumoniae presenta,
aproximadamente, unas 11 copias por equivalente cromosémico (no mostrado).
Asimismo, se determind la estabilidad segregacional de pFX2, Para ello, se prepar6
un cultivo inicial, crecido hasta una DO, = 0.5 en presencia de Cm (1.5 ug/ml), el
cual se consideré como generacién g=0. A partir de este cultivo, se realizaron
diluciones sucesivas en medio sin presion selectiva durante una serie de generaciones,
hasta g= 100. Cada 10 generaciones se tomaron muestras del cultivo para analizar su
contenido de DNA plasmidico y para las generaciones 0, 40, 60 y 100 se calculd el
porcentaje de células con plasmido mediante recuento en placas con y sin presidn
selectiva. Se comprobd que, tras 100 generaciones en medio sin presion selectiva,

pFX2 se mantiene estable (95% de Cm') en S.preumoniae (resultados no mostrados).

Puesto que pLS1 y pFX2 presentan una alta homologia en su region nic y en sus
proteinas Rep, pero no en sus elementos de control (¢tRNAs y proteinas Cop),
resultaba interesante conocer su comportamiento cuando coexistiesen en el mismo
huésped. Los estudios de incompatibilidad se realizaron en ambas direcciones, es
decrr, utilizando como plasmido entrante (donador) tanto pLS1 como pFX2, en
estirpes de S.preumoniae que va contenian uno u otro de los plasmidos como
residentes. Inicialmente la seleccion se realizd para el pldsmido donador (Cm para
pEFX2 y Tc para pl.S1) y se pudo comprobar que, en todos los casos, el nimero de
transformantes fue mayor al utilizar pFX2 como plasmido donador. Tras realizar las
correcciones oportunas por las diferencias en la competencia de ambos cultivos
(transformaciones cromosoémicas T4/pLST= 6.1 x 10" mal’ /ml y T4/pFX2= 3.5 x 10
mal' /mi), se observé que la eficiencia de establecimiento de pFX2 fue unas 200 veces
mayor que la de pLS1. Esta diferencia podria deberse, quizds, a que el gen cat (pFX2)
se estuviese expresando mejor en S.prneumoniae que el gen tet (pLS1). No obstante,
esta hipotesis se descartd comprobando que pCl94cop (con el mismo gen cat que
pFX2) se establecid con la misma o menor eficiencia que pLS1 en pneumococos
(resultados no mostrados). La incompatibilidad ejercida por pFX2 sobre pLS1 se

analizo por transformaciéon de un cultive competente de S.preumoniae conteniendo
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pL.S1 (plismido residente) con DNA de pFX2. Los transtormantes se seleccionaron
para el plasmido entrante, analizindose el contenido de DNA total de varios clones.
Encontramos tres situaciones iniciales: 1) disminucion del niimero de copias de pLS1
{clon 5), 1) pérdida acusada de pl.S1 (clones 1y 2), iii) ausencia de pLS! (clones 3,
4 y 6). Se escogio un clon representativo de cada una de las situaciones iniciales
(2=0) y mediante diluciones sucesivas, se crecieron durante 60 generaciones en medio
con presion selectiva para el plasmido entrante (pFX2). Como control se crecié un
cultivo de S.priewmoniae con pLS1 en medio sin presién selectiva. Se analizd el
contenido de DNA total de los tres clones elegidos (clones 1, 3y 5) en la generacion
inicial (g=0) y tras 60 generaciones mais en medio con Cm (g=00), v cada 10
generaciones se calculd el porcentaje de células que contenian pL.S1. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 18A y los valores determinados para la presencia

de pLST (residente) en cada caso y generacion, se muestran en la Tabla S.

Tabla 5. locompatibilidad cjereida por pFX2 hacia pLS1.

N¢ Clon % Célutus Te' en la generacion L.
e= 10 g= 06l
) 44 32 0.005
[ 25 9.6 0.016
3 (.02 (100625 >0.076

Estos resultados sugieren que durante el establecimiento de pFFX2 se produce
incompatibtlidad hacta el plasmido pLS1 residente. Una vez establecidos ambos
plasmidos, los clones gue contenian pl.S1 en cantidades detectables (clones 1y 5) se
crecieron en medio sin presion selectiva o seleccionando para el pldsmido residente
(Tc) durante 60 generaciones mds. En el primer caso, no se observé pérdida
apreciable de ninguno de los plasmidos, mientras que cuando la seleccion se realizd
para pLS1 se observo que el namero de copias de €ste fue aumentando hasta més del
doble del valor original (resultados no mostrados). Para estudiar la situacién inversa,

se transformd un cultivo competente de S.preumoniae /pEFX2 con DNA de pLSly se
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Figura 18. Incompatibilidad entre pLS1y pFX2 en S.pneumoniae. A. Células de S.pneumoniae con pLS1
se transformaron con pFX2 y los transformantes se seleccionaron para el plasmido entrante. Se escogieron
tres clones (1, 3 y 5) que fueron crecidos en medio con Cm (g=0) y por diluciones sucesivas en este
medio se crecieron durante 60 gencraciones méds (g=60). Como control se incluyd un cultivo de
S.pneumoniae con pLS1. Se analiz6 el contenido de DNA total a la g=0y g=60 de cada clon en geles de
agarosa al 1.2% y se represent6 graficamente el porcentaje de células Tc" para cada 10 generaciones del
cultivo seleccionando para Cm. B. Cultivo de S.pneumoniae conteniendo pFX2 como plasmido residente
se transform6 con DNA de pLS1. Los transformantes se seleccionaron para el plasmido entrante y fueron
crecidos durante 60 generaciones en medio con Cm (seleccion para el plasmido residente). Se analizé el
contenido de DNA total de varios clones a la g=0y g=60 en geles 1.2% agarosa. Representacion grafica
del porcentaje de células Tc" (que contienen el plasmido entrante) en varios clones seleccionados, a las
generaciones indicadas de crecimiento en medio selectivo con Cm.
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selecciond para el marcador del plasmido entrante (Tc). LI andlisis de los
transformantes nos mostré cuatro situaciones iniciales: i) presencia de los dos
plasmidos en su nimero de copias normal (clones 2’ y 4°); ii) aumento acusado del
nimero de copias de pLLS1 y valor normal para pEFX2 (clones 1,2,3, 6,8, ', 7y 10);
i) disminucion del valor de N de pFX2 y valor normal para pLS1 (clon 127); y iv)
ausencia de pFX2 (clones 4, 5, 7,3, 5, 6, 8, 9" y 11'). Se analizaron las situaciones
que presentaban ambos plismidos y un valor de N normal para el pFX2. Cuando se
selecciond para el plasmido entrante (pLS1) en aquellos clones gque presentaban un
alto nimero de copias de pL.S1, no se observo pérdida del plasmido residente (pFX2)
y se mantuvo el valor de N para pLS1, durante las primeras 30 generaciones. De igual
forma, en los clones con un valor normal de N para ambos pldsmidos, la situaciion se
mantuvo estable al seleccionar para el plismido entrante (no mostrado). Si la
seleccidn se invierte (seleccionando ahora para el plasmido residente, piFX2), el
nimero de copias del pLS1 se mantuvo practicamente igual en los clones que
presentaban ambos plasmidos con un valor de N normal, pero disminuyé claramente
en aquellos clones que presentaban inicialmente un valor N alto para pLS1; el valor

medio para la tasa de pérdida en estos clones tue de L, = 0.015 (Fig 18B).

Los resuitados sugieren gue existe una débil incompatibilidad entre pldsmidos que
comparten homologias en el dso y que esta incompatibilidad parece ejercerse mas
fuertemente durante el establecimiento plasmidico que una vez establectda la

situacion heteroplasmidica.

Replicacion conducida por la proteina RepB

A continuacion, se realizaron intentos para conseguir la replicacion conducida de
plasmidos recombinantes que llevan el dso entero de pLS1 (pCGALl1 y pCGA12)
suministrando RepB en frans. Para ello, se realizaron dos ensayos: i) delecidn de parte
del gen rep de pCl94cop, y 1) delecion de la horquilla del dso de pCi94cop. En
primer lugar, se transformd un cultivo competente de S.pueumoniae con DNA de
pl.S1cop7 (110 copias) como plasmido donador de RepB en frans, y estos cultivos se
pusieron, a su vez, competentes. La delecion del gen rep de pCl94cop se realizd por
digestion de DNA de pCGAIll (5 pg) con Nsil, ya que dentro del gen rep se

encuentran dos sitios Nsil separados aproximadamente 460 pb (Fig. 19). El fragmento
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grande de pCGA11/Nsil fue extraido de un gel de agarosa y recircularizado. Se uso
la mitad de la ligacion para transformar S.preumoniae con pl.Sicop7 y se selecciond
en medio sdlido suplementado con Te y Cm. No se obtuvo ningan transformaate. Se
realizo una nueva transformacion con ¢l resto de la ligacion con el mismo resultado

negativo.
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Figura 19. Mapa fisico y funcional del plasmido recombinante pCGA1Y, en el que se mucstra el fragmento
de pL31 clonado en ch sitio HindlIT Gnico de pCl94cop. Se indican los sitios de restriccidon més relevantes
y las coordenadas de corle en pCi94cop. Se indica asimismo, la localizacidn de los genes rep y cat y del
origen de rephicacton {dsoy de pCl9%4cop. Debajo del fragmento de pLS? se mucstra la posicién de las
Horquillas 1y 11, los tres iterones (11-13) y el promotor P

El segundo intento para conducir replicacion se hizo medianie delecidn del dso
de pCl94cop, la cual se ilevd a cabo por doble digestion Accl-#Hpall de pCGA1l (Fig.
19). De esta manera, se climina un fragmento de 194 pb que contiene el origen de
replicacion de pCl94cop. El fragmento grande de pCGAlLL/Accl-Hpall se purifico,
se rellenaron los extremos 5 -protuberantes y se recircularizo el plasmido. Tampoco
este experimento tuvo €xito, ya que no se obtuvieron transformantes. Por tanto, y con
las salvedades de los resuitados negativos, concluimos que no se puede construir un
plasmido basado cn el replicon de pC194 que lleve solamente el dso de pl.S1y cuya

replicacion sea conducida por RepB suministrada en frars.
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Utilizando el plasmido pFX2, se realizaron dos nuevos ensayos con la intencion
de conducir ta replicacion de este plasmido, suministrando en trans 1a proteina RepB
de plLS1. El primer intento consistié en eliminar 109 aa (47%) de la region N-
terminal de la proteina RepX de pFFX2. Para ello, se eliminé el fragmento pegueno
BstUlL-Ndel de 385 pb (328 de los cuales pertenecian al gen repX). Tras purificar el
fragmento mayor, rellenar los extremos 5'-protuberantes con Pol IK y ligar, se
transforma un cultivo competente de S. preunmontae /[pLS1. Todos los clones analizados
(22 clones) contenian un pFX2 intacto. En el segundo ensayo se digirio DNA de
pFX2 con Ndel, sitio dnico situado hacia la mitad del gen repX. El relleno de los
extremos introduce 2 pb, cambidndose el marco de tectura de repX e introduciéndose
un codoén de terminacion. Después de transformar un cultivo competente de
S.preumoniae [pl.S1, se analizaron 20 clones. Solo tres de ellos contenian pFX2 y los
tres poseian un sitto Ndel Intacto, mientras que el resto de los clones Cm' no
mostraron plasmido. También se realizd un intento para conducir la replicacion de
pLST suministrando en trans la proteina RepX de pFX2. En este caso, se intentod
introducir un coddn de terminacion en la region N-terminal de RepB, digiriendo con
BstXI (sitio 0nico en Ja coordenada 914 de pLS1) y rellenando los extremos (con lo
cual se introducirfan 4 pb nuevas). La ligacion se volvié a digerir con BstXI,
obteniéndose el mismo resultado negativo que en el caso anterior, ya (ue no se
consigui® ninguan transtormante de S.pnewmoniae /plFX2 que tuviese los mutantes

deseados de pl.S1.

Concluimos, por tanto, que a pesar de los repetidos intentos empleando diversas
estrategias, no se¢ ha podido, hasta el momento, conducir replicacion de pLS1

suministrando RepX de pFX2 en frans o viceversa, ni conducir replicacion del dso de

pLSI.
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4. PURIFICACION DE LA PROTEINA RepB

Para purificar la proteina RepB se empled el sistema de clonaje vector
pETS /huésped F.coli BL21(DYX3), descrito por Studier y Moffatt (1986), buscando con
ello una hiperexpresion especifica del gen repB. 1a estirpe BL21(DE3} contiene un
profago defectivo de 3, que lleva el gen de la RNA polimerasa del fago T7 bajo el
promotor inducible lacUVS. A su vez, el vector pETS contiene el promotor ¢10, que
es reconocido especificamente por la RNA polimerasa de 'T'7 y bajo el cual se clona
el gen que se quiere expresar. Empleamos la estirpe BLZI{DE3) que contiene el
plasmido pLS19 (Fig. 20; del Solar et al, 1989). Este plaismido es un derivado de
plLS21 ¢hibrido formado por pLS5 y pETS, unidos en sus sitios EcoRI tnicos; del
Solar er af, 1989) al que se le delecionaron ios dos fragmentos Befl menores situados
en el interior del gen tet de pl.SS. En trabajos anteriores {(de 1a Campa et alf, 1990, del
Solar, 1991) se ensayaron diferentes condiciones de induccion con IPTG y de
tratamiento con Rif, asi como distintas construcciones de plasmidos con el fin de
obtener el mejor rendimiento de RepB. Esto se consiguié usando la estirpe
BL21(DE3) que contiene el plasmido pLS19 y realizando una induccién de 30 min
a 37°C con 1 mM IPTG seguida por un tratamiento con 200 pg/mt de Rif durante 90
min a 37°C. Para la purificacién de RepB se siguio el método descrito por de la

Campa et al (1990) con las modificaciones indicadas en Materiales y Métodos.

o) | 2 3 4 6 7 8
T -t T T T T T T T Kb
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Figura 20. Mapa fisico y funcional del plismido recombinante pLS19, utilizado para la hiperexpresion de
repB. El plasmido pl.S21 es un hibrido entre pETS y pLS3. En ¢l mapa se mdica la posicion y direccidn
de transcripeion () del promotor ¢10, fa region de pLS1 delecionada en pl.S5 (AS5), fos productos
génicos Bla, Cop(i, RepB y Tet (=) vy algunos sitios de resticcion (E: EcoR1, A: ApaLl, Pv: Pvul, Pt Psl,

St Sall, Hy Hindl11, N: Neol, B: Bell). La region delecionada en el plasmido pl.S19 se mucstra como una
zona hueca,
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Se partié de 2 | de cultivo, crecido a una DO,,= 0.45. En este momento se
indujo con IPTG y se incub6 a 37°C durante 30 min, seguido de adicién de Rif e
incubacién durante 90 min. Las células se recogieron por centrifugaciéon y se
resuspendieron en tampén H (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM DTT y
5% EG) suplementado con 150 mM KCI. Se lisaron las células, y los 4cidos nucleicos
y proteinas asociadas a ellos se eliminaron por precipitaciéon con 6% de sulfato de
estreptomicina (Sm). La fraccion proteica se recogié por centrifugacion, tras una
precipitacion con sulfato amoénico al 70% de saturacién. El sedimento se disolvié en
tamp6n H suplementado con 300 mM KCl y se dializ6 frente a 11 del mismo tampon.
El contenido de la bolsa de didlisis presentaba un aspecto ligeramente turbio. Por
ello, las proteinas precipitadas se separaron de las solubles por centrifugacion y se
analizaron mediante SDS-PAGE. La proteina RepB se detectd mayoritariamente en
el sobrenadante. A continuacion, se dializ6 este sobrenadante frente a 11 de tampon

H sin KCL. El contenido de la bolsa de didlisis presentaba un aspecto turbio, por lo
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Figura 21. Etapas de la purificacion de la proteina RepB analizadas mediante SDS-PAGE (12% PAA).
En el gel se cargaron muestras (3 ul) correspondientes a: (1) extracto crudo, (2) sobrenadante de la ctapa
de precipitacién con sulfato de Sm, (3) fraccién precipitada con sulfato aménico y (4) fraccion dializada
frente a 0.3 M de KCI. Asimismo, se cargaron: (5) 1.5 ul de una muestra de 100 gl precipitada con TCA
obtenida de la primera columna de heparina-agarosa y (6) 3 ul de una muestra de 50 11, conteniendo

RepB pura, obtenida de la segunda columna de heparina-agarosa. Como control de tamafio se utilizé un
patron de proteinas estindar (M).
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Tabla 6. Resumen de das ctapas de purificacion de RepB. La determinacion de las concentraciones
proteicas de cada una de fas distintas etapas de purificacion se realizo utilizando ¢l sistcma BCA (Pierce).

Muestra Valores totales
Etapa de purilicacidn ArA [pg/mi] Volumen{ml) Proteina{mg)
Extracto cruda 0.473 400 20 240.0
Sullato de Estreptomicina 0.651 560 26 2180
Sulfato amdnico 0.314 270 22 178.0
1# Daalisis 0.273 230 i3 143.5
1#* Heparina-agarosa 0.044 110 20 30
22 Heparina-agarosa - - 6O 1.3

cual, se separaron por centrifugacion las proteinas solubles de las insolubles (o con
muy baja solubilidad) en estas condiciones. Nuevamente, se analizo el precipitado y
el sobrenadante mediante SDS-PAGE y se observd un gran enriquecimiento de RepB
en el precipitado. A continuacion, se disolvi¢ el precipitado en 20 ml de tampon H
suplementado con 300 mM KCl y se cargd en una columna de heparina-agarosa
equilibrada con el mismo tampdn. Las proteinas adsorbidas a la matriz se eluyeron
con un gradiente lineal de tampon H con KCI (300 a 600 mM), recogiéndose
fracciones de 2 ml. De las fracciones 68 a 88 (que inclufan un pico proteico) se
tomaron muestras de 100 pl, se precipitaron con acetona o con TCA, y las proteinas
se analizaron mediante SDS-PAGE. El rendimiento obtenido en la precipitacion fue
mucho mayor con TCA. Se eligieron las fracciones 80 a 89 y se cargaron en una
segunda columna de heparina-agarosa. La elucion se realizd con un gradiente lineal
de KCl (03 a 1 M), recogiéndose fracciones de 2 ml. Se analizaron 50 pl de las
fracciones 63 a 6Y correspondientes al pico proteico, precipitdndolas con TCA y se
eligieron las fracciones 64, 65 y 66 por su mayor concentracion de RepB y gran pureza
(>95%). Para su conservacion, la proteina RepB pura se repartié en alicuotas de 50
ul que se congelaron inmediatamente a -70°C (Fig 21; Tabla 6). La proteina mantuvo

su actividad por lo menos un ano en estas condiciones.
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5. COEFICIENTE DE EXTINCION MOLAR Y COMPOSICION DE
AMINOACIDOS DE RepB

La concentracion de la proteina RepB purificada se calculd a partir del andlisis
de su composicion de aa realizado por el Servicio de Quimica de Proteinas del CIB
(Tabla 7). Aunque hubo problemas en la determinacién de Trp y Arg, los valores
obtenidos experimentalmente se ajustaron fielmente a los valores esperados. La
concentracién calculada para RepB fue de 45 ng/pl. En una segunda purificacion de
RepB, se obtuvo una preparacion de 55.8 ng/pul, cuya concentracién se calculé por
densitometria de geles SDS-PAA tenidos con CBB. Se calculd el coeficiente de
extincidpn molar tedrico de RepB a partir del valor del nimero de residuos por el
coeficiente de extincion a »=280 para los aa Trp, Tyr y Phe respecto a la masa
molecular de RepB (ver Materiales y Métodos). El valor obtenido fue de 1.0235 ml
mg" cm’. Se realizé una medida de la absorbancia de RepB a 280 nm frente a

tampon H suplementado con 425 mM de KCl; el valor obtenido fue de 0.179.

Tabla 7. Analisis de la composicién de aminodcidos de RepB. El valor de la masa molecular de RepB
determinado a partir de su sceuencia ¢s igual a 24252.2 Da. El volumen inyeclado ¢n el analizador lue
de 50 gl frente a un volumen total de muestra de 200 pl. La cantidad de pg hidrolizados fue de 42,91 pg.

aa nnol ny n? residuos % aa esperados nmol/residuos
Asx F).67 1228.47 24.13 11.04 25 0.43
Thr .24 330.16 11.80 542 Iy (148
Ser 4,70 4091 10.62 4.86 10 0.47
Glx Y.60 1246.48 2183 9.99 19 0.51
Pro 2.50 242775 5.65 2.5 5 0.50
Trp {1.04 0.00 0.00 .00 ] .00
Gly .63 492.63 19.50) 3.92 Q .96
Ala 7.00 4977 1583 7.24 13 0.54
Val 585 ST 13.23 6.05 16 .36
Met 1.73 22062 3.90 1.79 5 (0.34
le 5.94 672.13 1342 614 14 (.42
Leu 163 1203.65 24.04 11.00 24 0.44
Tyr 5.61 915,14 12.68 380 13 043
Phe 4.40 657.14 10.09 4.62 o (3.56
Lys 11.03 149156 26.30 12.03 25 0.46
His 2.44 334.21 5.5] 2.52 3 .49
Arg (.00} 000 0.00 0.00 7

0.00

Total  96.69 10727.50 218.58 100.01 210 Valor medio 0.459
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6. DETERMINACION DE LA MASA MOLECULAR DE RepB
MEDIANTE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACION

Para conocer la configuracion nativa de la proteina RepB se llevaron a cabo
experimentos de equilibrio de sedimentacion, realizados a dos concentraciones
distintas de proteina (0.02 y 0.04 ug/ml) y a 10°C (ver Materiales y Métodos). El
calculo de la masa molecular aparente de las distintas muestras fue corregido para el
valor del volumen especifico parcial (v) de la proteina (0.749 ml/g; calculado a partir
de la composicion de aa) y para el valor de la masa molecular del mondmero de
RepB (24252 Da, calculado a partir de los datos de secuencia). El resultado
correspondiente a la masa molecular de RepB, determinada por equilibrio de
sedimentacién  fue de 136000 + 3500 Da (kg 22), que se corresponde,
aproximadamente, a la de un hexdmero (valor igual a 6.056) de RepB (24252 Da de
secuencia). El hecho de que al diluir a la mitad la concentracion de proteina (0.02
ug/ml), la masa molecular disminuya (114000 + 2700 Da) es indicativo de que RepB
no es una especie Unica, probablemente debido a un equilibrio de homo-asociacidn
(McRorie y Voelker, 1993). Experimentos adicionales realizados a temperaturas
superiores (25 y 37°C) nos mostraron una pérdida acusada en la senal de absorbancia.
Se comprobd que esto era debido a la adherencia de la proteina RepB a las paredes

de las células uvtilizadas para los experimentos a esas temperaturas.

7. ACTIVIDAD TIPO TOPOISOMERASA 1 DE RepB: CONDICIONES
OPTIMAS PARA SU ACTIVIDAD

Para comprobar ia actividad de RepB sobre DNA superenrotiado, se realizdo un
primer ensayo con el piasmido pLS1a24cop?, utilizando distintas concentraciones de
DNA y proteina. Se realizé una mezcla inicial gue contenfa tampoén B (20 mM Tris-
HCL pH 8.0, | mM EDTA, 0.1 M KO, § mM DTT), DNA de plLSia2dcop?
(concentracion final de 28 ng/ui) y 20 mM MnCl,, manteniéndose durante 10 min a
t.a. Distintas cantidades de esta mezcia inicial (entre 25 v 29.7 ul; de 700 a 840 ng de
IDNA) recibieron distintas cantidades de RepB (11.2 a 135 ng) llevandolas a un

volumen final de reaccion de 30 gl Se incluyeron cuatro muestras (entre 2.2y 22.5
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Figura 22, Pancl inferior, Perlil de equilibrio de sedimentacion de RepB (0.04 peg/ml). Distribucion radial
de absorbancias (230 nm) a 25000 rpm v 10°C. Los simbolos representan los puntes experimentales y la
tinca continua representa la distribucidn radial del mejor ajuste experimental a un modelo simple de
cquilibrio de sedimentacion (136000 Da, ver Matenales y Métodos). A modo ilustrative se indica con trazo
disconlinue el perfil de equitibrio de sedimentacidn del monémero de RepB (24000 Da). Panci superior.
Distribucion de residuos en ¢l ajuste estadistico.
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ng de RepB) de la proteina diluida 10 veces en tampon D (tampon B suplementado
con 0.01 pg/ut BSA). Todas las muestras se incubaron durante 30 min a 37°C, y la
reacciones se pararon con 125 pg/ml de proteinasa K, incubando durante 10 min a
20°C. Tras anadir el tampon de carga BXGE, las muestras se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa (1% en tampén TBE con 1 pg/ml de EtBr), a un
voltaje constante de 45 V durante 20 h. El gel fue fotogratiado bajo luz UV y se
realizé una densitometria del negativo con el fin de calcular el porcentaje de actividad
de RepB. Puesto que RepB posee una actividad de corte/cierre tipo topoisomerasa
I-5°, su accién sobre DNA superenrollado circular covalentemente cerrado (formas
CCC o FI) dard dos productos: formas circulares abiertas (OC o FII) como productos
de la actividad de corte, y formas circulares relajadas (RC o FI') como productos de
corte/cierre. Estas tres formas de DNA plasmidico poseen intensidades de
fluorescencia diterentes, debido a que el EtBr se intercala de distinta manera entre
ellas. Por ello, el rendimiento de los productos de corte/cierre de RepB se calculé por
disminucion de la sefal de fluorescencia de la forma IFI del DNA no tratado con
RepB. También se observd que el KCI presente en el tampon de incubacién, puede
generar inespecificamente una pequena proporcion de formas FII. Por ello, se calculd
este porcentaje en la muestra no tratada y se restd en los caleulos realizados para las

muestras incubadas con RepB.

Los resultados obtenidos en este primer ensayo se muestran en la Figura 23. En
ninghn caso se consiguid una actividad total de RepB, ya que en todas las muestras
se pudo observar una determinada cantidad de DNA superenrollado (formas FI). Hay
que senalar que en las muestras tratadas con la proteina RepB diluida 10 veces no
se observd actividad alguna, lo que indicaria gue la dilucion de la proteina en el

tampon usado, conduce a su inactivacion.

Para determinar diversos pardmetros de la actividad de RepB, se estudiaron las
condiciones Optimas de andlisis de los productos de reaccidon. Asimismo, se hicieron
otra serie de ensayos en los que se variaron las concentraciones de los distintos
componentes de la reaccion, los tiempos y las temperaturas de incubacion. Se ensayo,
ademds, la actividad de RepB en presencia o no de otras proteinas, de un inhibidor

de la topoisomerasa I, y en presencia de algunos detergentes.
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Figura 23. A. Actividad de la proteina RepB sobre DNA de pLS1A24cop7 a concentraciones variables
de DNA y proteina. En las muestras sefialadas con un (*) se utilizo la proteina RepB diluida 10 veces en

tamp6n D (ver texto). El simbolo (-) indica producto no detectable. Los ensayos se realizaron durante
30 min a 37°C. Los productos de reaccion se analizaron en geles de agarosa al 1% en tampon TBE con

1pg/ml de EtBr. FI: forma superenrollada; FII: forma circular abierta; FI': forma circular cerrada y
relajada; MWS: marcadores de peso molecular. B. Representacion gréfica de los productos generados por
RepB (% FII + FI') frente a la relacion proteina/DNA utilizada en la reaccién.

7.1. Condiciones de andlisis de productos de reaccién. Para optimizar los resultados
se probaron distintas condiciones en el andlisis de los productos de reaccién:
porcentaje de agarosa, concentracion de EtBr y presencia o no de éste durante la
electroforesis, tamp6n de electroforesis y duracion de ésta, etc. Se realiz6 un ensayo
de actividad de RepB (45 ng) sobre el plasmido pLS1a24cop7 (810 ng) en presencia
de tamp6n B con 20 mM MnCl, en un volumen final de 30 ul. La mezcla se incub6

30 min a 37°C y se par6 la reaccién por adicion de 125 ug/ml de proteinasa K. Los
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productos de reaccion se analizaron en geles con distintos porcentajes de agarosa (0.7,
1, 1.5 y 2%). Asimismo, se ensayaron dos concentraciones distintas de EtBr (0.5 y 1
ug/ml), incluyéndolo en la preparacion del gel y en el tampdn de electroforesis (no
mostrado). Los mejores resultados en cuanto a resolucion y nitidez de bandas, se
obtuvieron con el gel de agarosa al 1% que contenia 0.5 pg/ml de EtBr. A
porcentajes mayores de agarosa, se obtuvo una mejor separacion para las formas FI
y FI’, pero se observaba una difusion de las bandas a lo largo del gel, que dificultaria
la cuantificacion de los productos de reaccién. En cuanto a la eleccion del tampén de
clectroforesis y duraciéon de la misma, se opté por el tampon TBE, por su mayor
estabilidad en electroforesis de larga duracion, realizadas a voltajes bajos, Se observa
una mayor resolucién y separacion de las bandas Fl y FI” en las electroforesis que
realizamos entre 2.5 y 3 V/em (no mostrado); por ello, se optd por utilizar cubetas
horizontales largas, voltajes bajos (30-40 V) y tiempos largos de electroforesis (16-20
h). De la misma forma, se realizaron geles en ausencia de EtBr en el tampoén de
electroforesis, que fueron tenidos posteriormente con 0.5 pg/mi EtBr. En estos casos,
se observaron distintas bandas correspondientes a las formas FI’, que migran en
distintas posiciones entre la banda de formas FII y la banda de Fl, y manifiestan su
distinto grado de superenrollamiento, provocado por ta presencia de EtBr. Los geles
sin EtBr no se utilizaron cuando era necesario una cuantificacion de los productos de

reaccion.

7.2. Concentracion de sustrato. A partir de una mezcla inicial compuesta por DNA
de pLS1A24cop7 (a una concentracion final de 28 ng/ul), tampén B y 20 mM MnCl,,
se prepararon distintas muestras con cantidades variables de DNA  (valores
comprendidos entre 14 y 812 ng) y una concentracion constante de proteina RepB (45
ng). Las reacciones se llevaron a un volumen final de 30 ul y se incubaron a 37°C
durante 30 min, al cabo de los cuales se les anadid proteinasa K. Las muestras se
analizaron por electroforesis y se calculd el porcentaje de moléculas (FII + FT),
productos de la actividad de RepB (no mostrado). El mayor porcentaje de actividad
con 45 ng de RepB se consiguié con 700 ng de DNA, siendo el cociente

DNA/proteina igual a 15.5,
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7.3. Concentraci6n de proteina. Para analizar el efecto de la concentracién de RepB
sobre su actividad, se prepararon varias muestras con una cantidad constante de DNA
de pMV158 (700 ng), a las cuales se les anadi6 una cantidad variable de proteina
(entre 11.2'y 112.5 ng; Fig. 24B). Las reacciones se llevaron a cabo de la misma forma
que la vez anterior. Con el fin de obtener un mayor porcentaje de formas (FII +
FT’) frente a las moléculas FI (sobre las que RepB no ha actuado), se realizé un
segundo experimento disminuyendo la cantidad de DNA sustrato (232 ng) y utilizando
cantidades de proteina comprendidas entre los 45 y 112.5 ng (Fig. 24A). En ninguno

de los casos, el porcentaje de actividad super6 el 30% de formas (FII + FI).

RepB(ng) = Rep B(ng)
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Figura 24. Efecto de la concentracion de RepB en su actividad sobre DNA sustrato superenrollado. Gel
A. Ensayo de actividad sobre 232 ng de DNA de pMV158 y las siguicntes concentraciones de RepB: 45,
36.2, 67.5, 78.7, 90, 101.2, 112.5 ng. Gel B. Ensayo de actividad sobre 700 ng de DNA de pMV158 y las
siguientes cantidades de RepB: 11.2, 22.5, 33.7, 45, 56.2, 67.5, 78.7, 90, 101.2, 112.5 ng. Las muestras se
incubaron durante 30 min a 37°C y los productos de reaccién se analizaron en geles de agarosa al 1%,
en tampén TBE con 0.5 pg/ml de EtBr. FI: forma superenrollada; FII: forma circular abierta; FI’: forma
circular cerrada y relajada; MWS: marcadores de peso molecular.

7.4. Temperatura de incubacién. Se prepararon varias muestras con DNA de pMV 158
(700 ng), tampén B, 20 mM MnCl, y 45 ng de RepB. Las muestras se incubaron

durante 30 min a temperaturas comprendidas entre 28 y 60°C, y las reacciones se
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pararon como en los ensayos anteriores. Los productos de reaccion se analizaron en
un gel de agarosa al 1% en tampén TBE con 0.5 pg/ml de EtBr y se calculd el
porcentaje de actividad de RepB a las temperaturas indicadas (Fig. 25). Los mayores
porcentajes de formas FII + FI’ se obtuvieron a temperaturas superiores a los 45°C.

Para ensayos posteriores, se eligieron las temperaturas de 37, 45 y 60°C.
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Figura 25. Efecto de la temperatura de incubaci6n sobre la actividad de RepB en DNA superenrollado.
A. Ensayos de actividad: 700 ng de DNA de pMV158 se incubaron con 45 ng de RepB durante 30 min
a las siguientes temperaturas: 28, 32, 37, 45, 50, 55 y 60°C. Los productos de reaccién se analizaron en
geles de agarosa al 1%, en tamp6n TBE y 0.5 pg/ml de EtBr. B. Representacion grifica de los productos
de reaccion generados por RepB [FII (O) o FI’ (@)] para cada una de las temperaturas ensayadas.

7.5. Influencia de la concentracién de KCI en el tamp6én de incubacién sobre la
actividad de RepB. En este caso, DNA de pLS1 (420 ng) se traté con 27 ng de RepB
en presencia de 20 mM MnCl, y tampén B suplementado con distintas

concentraciones de KCI (de 0.1 a 0.5 M). Las muestras se prepararon por triplicado
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y fueron incubadas durante 30 min a las temperaturas de 37, 45y 60°C. Los productos
de reaccién se analizaron mediante electroforesis y se calcularon los porcentajes de
formas FII + FI' obtenidos en cada caso. Como el KCl puede generar
inespecificamente formas FII, se prepararon muestras con las distintas concentraciones
de KCl, que no fueron tratadas con la proteina, pero si se incubaron durante el mismo
tiempo a las temperaturas indicadas. Se observd que la actividad de cierre de RepB
s¢ inhibe a concentraciones de KCl entre 250 y 300 mM (Fig. 26). En presencia de
KCl aparecen formas FII inespecificas, que van en aumento hasta alcanzar una

concentracién de KCl de 300 mM.

7.6. Influencia de cationes en la actividad de RepB. Se realizé un ensayo con 700 ng
de DNA de pMV 158 y 45 ng de RepB, en tampdn B suplementado con 20 mM MnCl,
o con 20 mM MgCl,. Las muestras se incubaron 30 min a 60°C y las reacciones se
pararon con proteinasa K. RepB no presento actividad detectable de corte/cierre en
presencia de 20 mM MgCl,. En un ensayo distinto se probaron tres concentraciones
de MnCl, (5, 20 y 50 mM) mezclando la proteina (18 ng) con tampdn B y el cation
durante 5 min a t.a., precalentando o no a tiempos cortos a 60°C. Las reacciones se
iniciaron por adicion de DNA de pMV 1358 (280 ng) y se incubaron S min a 60°C (ver
apartado de tiempos de reaccidon). Sdlo se observd algo de actividad en las muestras
precalentadas 15 y 30 segundos a 60°C, con 20 mM de MnCl,. La proteina RepB en
ausencia de MnCl, no manifiesta actividad de corte/cierre sobre DNA plasmidico.
Otros cationes ensayados (Ca®, Zn“") no mostraron influencia alguna en la actividad

de RepB (resultados no mostrados).

7.7. Actividad de RepB en presencia de camptotecina. La camptotecina es un inhibidor
especifico de la topoisomerasa I eucarittica. Su accidn se ejerce estabilizando las
tormas OC (circulares abiertas o FII) unidas a proteina (Hsiang ef af, 1985; Avemann
et al, 1988), con lo cual impide que la topoisomerasa 1 pueda completar su accién y
cerrar la molécula. Como RepB presenta una actividad de corte/clerre similar a la
que realiza la topoisomerasa [, se pensod que la camptotecina podria actuar de igual
forma sobre ambos enzimas. Para comprobar esto, se realizd un ensayo de actividad
de RepB (18 ng) sobre DNA de pl.S1 (280 ng) en presencia de tres concentraciones
de camptotecina (54, 108 y 216 pM). Ademads de los controles 1 {sin RepB) y H (sin
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Figura 26, Efecto de la concentracidn de KCl presente en ¢l tampon de reaccion sobre la actividad de
RepB. Para realizar este ensayo, se incubd DNA de pM VIS8 (700 ng) cn presencia o auscnela de RepB
(45 ng), durante 30 min a las temperaturas indicadas, en presencia de distintas concentraciones de KCl
en el tampdn de reacadn: 100, 200, 250, 300, 400 v 500 mM. Parte superior: representacion grifica de los
productos geacrados incspecificamente tras 30 min de incubacion en ausencia de Repld y con distintas
concentraciones de KCL Parte inferior: representacion grifica de los productos penerados por RepB en
presencia de distintas concentraciones de KCLo A cada temperatura se le orestd el poreentaje
correspondiente de formas F1I 4+ FI, gencradas inespecilicamente por la coneentracion de KCL presente
en la reaccian. FIT forma cireular abierta (@); F1I': forma cerrada v relajada (23).
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camptotecina y con RepB), se incluy6 un control III (con RepB y DMSO al 8%) con
el fin de analizar el efecto del DMSO, componente en el que se disuelve la
camptotecina, sobre la actividad de RepB. Tras anadir la camptotecina o el DMSO
a la mezcla de DNA, tampon By 20 mM MnCl,, mantuvimos las muestras 10 min a
t.a., antes de anadir la proteina RepB. Se realizd una incubacion de 30 min a 45°Cy
se pard la reaccion con 148 pg/mi de proteinasa K. Tras analizar los resultados (no
mostrados), se observé una mayor actividad de RepB en presencia de DMSO
(disolvente usado para la camptotecina). Sin embargo, no se observd inhibicidn de

la actividad de RepB por la camptotecina.

7.8. Actividad de RepB en presencia del represor transcripeional CopG. La proteina
CopG es uno de los elementos que controlan la replicacion del plasmido pLS1. Su
accion se ejerce a nivel transcripcional reprimiendo el promotor 2, que controla la
transcripcion de los genes copG'y repB (del Solar et af, 1989). Los datos derivados de
"tootprinting” con DNasa 1y con radical hidroxilo empleando CopG pura, mostraron
que las regiones protegidas por CopG no solapan con las regiones protegidas por
RepB, aungue ambas regiones estin contiguas (Fig. 27A; del Solar et al, 1990; de la
Campa et al, 1990). Para conocer si CopG tiene algin efecto sobre la actividad in
vitro de RepB, se realizd un ensayo con DNA de pLS1 (700 ng), RepB (45 ng) y tres
concentraciones de CopG (3.6, 7 y 14 ng). Hn el experimento se incluyeron tres
controles: control T (DNA en ausencia de las dos proteinas}), control I (sélo en
presencia de CopG) y control 11 (s6lo en presencia de RepB). A las muestras
tratadas con fa proteina CopG se les mantuvo durante 10 min a t.a., antes de iniciar
la reaccion con fa adicion de MnCl, y RepB. Las muestras tratadas con CopG y RepB
se prepararon por triplicado y se incubaron a 37, 45 y 60°C durante 30 min. La
incubacion de los controles Ly 1] se realizo a 37°Cy la del control HI fue a 45°C. Tras
el andlisis de los productos de reaccion, se abservd que la actividad de RepB no se
modifica en mayor ¢ menor medida por la presencia de CopG. Si se observd una
débil banda correspondiente a formas lineales y un ligero aumento de formas FII,
que podrian atribuirse a la existencia de una posible nucleasa contaminante en la
preparacion de la proteina CopG (Fig. 27B). En otros ensayos realizados en nuestro
laboratorio, no se ha observado influencia de RepB sobre la unidon de CopG a su

diana. Podemos conclwir que, en las condiciones ensayadas, no parece existir
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Figura 27. Actividad de RepB en presencia del represor transcripcional CopG. A. Secuencia de
nucledtidos del origen funcional (dso) de pLS1 donde se muestran los bordes a la derecha e izquierda de
las deleciones A24 y AA4. Los "footprints" generados por RepB (@) y CopG (#), determinado sobre
dsDNA, se indican en las dos hebras del DNA. Ademds, se muestran las Horquillas I y II, que contiene
el sitio de corte (V) de la proteina RepB, las tres repeticiones directas (en negrita y subrayado), el
promotor cop-rep (P.,), el punto de iniciacién del mRNA cop-rep (~=) y el primer codén del gen copG
(en negrita). B. DNA de pLS1 (700 ng) se incub6 en presencia de RepB (45 ng) y tres concentraciones
de CopG (3.6, 7y 14 ng). Se incluyeron tres controles: control I (DNA en ausencia de las dos proteinas),
control II (s6lo en presencia de CopG) y control III (sélo en presencia de RepB). A las muestras tratadas
con la proteina CopG se les mantuvo durante 10 min a t.a. antes de iniciar la reacciéon con la adicién de
MnCl, y RepB. Las muestras tratadas con CopG y RepB se prepararon por triplicado y se incubaron a
37, 45y 60°C durante 30 min. La incubacién de los controles I y II se realiz6 a 37°C y la del control III
fue a 45°C. FI: forma superenrollada; FII: forma circular abierta; FI': forma circular relajada; MWS:
marcadores de peso molecular.
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influencia de CopG sobre la actividad de RepB, y que la contigiiidad de las regiones
de unién de ambas proteinas no supone un impedimento estérico para la unién a sus

dianas.

7.9. Actividad de RepB en presencia de nicotinamin-mononucleétido (8-NMN). La
actividad de RepB sobre DNA plasmidico especifico da lugar a formas FII y FI’ (tras
su actividad de corte y corte/cierre, respectivamente). Como en las muestras no
tratadas con RepB se observé una pequena cantidad de estas formas, habia que
descartar la posibilidad de la existencia de una DNA ligasa adenilada contaminante
en la preparacion de RepB, que podria haber llevado a cabo la reacciéon de cierre
(Lehman, 1974; Kornberg y Baker, 1992). Para ello, se incub6 DNA de pMV158 (700
ng) con varias cantidades de S-NMN (0.5, 5 y 500 uM) en presencia o ausencia de
RepB (45 ng), durante 30 min a las temperaturas de 37, 45 y 60°C. La reaccién se

paré con 125 pg/ml de proteinasa K. Tras analizar los productos de reaccién mediante
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Figura 28. Actividad de RepB en presencia de S-NMN. DNA superenrollado de pMV158 (700 ng) se
incub6 o no con 45 ng de proteina RepB (relacion en moléculas DNA:proteina igual a 9.5:1), en presencia
0 ausencia de las cantidades indicadas de f-NMN (0.5, 5 y 500 M), durante 30 min a las temperaturas
de 37, 45 y 60°C. Los productos de reaccion se analizaron en geles de agarosa al 1%, en tampon TBE y
0.5 pg/ml de E(Br. Las formas de DNA plasmidico son: superenrollada (FI), circular abierta (FII) y
circular relajada (FI’). Los signos (+) y (-) indican la presencia o ausencia de proteina en las muestras.
M: marcadores de peso molecular.
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electroforesis, no se observd ninguna influencia del s-NMN sobre la actividad de
RepB (Fig. 28). Por tanto, podemos descartar la existencia de una DNA ligasa
adenilada contaminante en la preparacion de RepB y se concluye que RepB, por si

sola, es capaz de cortar y resellar el DNA plasmidico de pMV158.

7.10. Actividad de RepB en presencia de detergentes. A la vista de los resultados
obtenidos mediante equilibrio de sedimentacion, parecié interesante emplear algin
detergente capaz de disociar agregados de RepB. Para este ensayo se utilizaron dos
detergentes ao idnicos: Tween 20 (CMC= 0.059 mM) y octil-g-D-glucopiranésido
(CMC= 19-25 mM) a concentraciones 10 y 20 veces por debajo del valor de su
concentracion micelar critica (CMC). Se mezclé DNA de pMV 158 (350 ng) con RepB
(111 ng; proteina de {a segunda purificacion realizada) en presencia de tampoén B, 20
mM MnCl, y el detergente correspondiente. Se realizd una incubacion de 30 min a
60°C y se procedid como de costumbre. El andlisis electroforético revelé un aumento
de la actividad de RepB en presencia de octil-g-D-glucopiranosido a las dos
concentraciones utilizadas y con la mayor concentracion de Tween 20 (con la
concentracién mas baja se obtuvo menos actividad que el control sin detergente). Se
observd una desaparicion practicamente total de las formas Fl y un aumento de las
formas F1I, mientras que la banda correspondiente a formas FI' se mantenia como en
el control. Por tanto, el aumento de actividad observado era producto de la actividad
de corte de RepB, mientras que la actividad de cierre resultd inhibida por los
detergentes. Se incluyeron dos controles sin proteina en presencia o no de detergente,

para comprobar asi que el detergente no tenia ningln efecto sobre el DNA y que la

actividad observada en las muestras era especifica de RepB.

7.11. Cinéticas de la actividad de RepB. La primera cinética de actividad de RepB
se realizo con DNA de pMV158 (700 ng) en tampdn B, con 20 mM MnCl, y 45 ng
de proteina a 60°C (se eligid esta temperatura de incubacion ya que RepB presenta
un mayor porcentaje de actividad a 60°C). Los tiempos de incubacion a 60°C de las
distintas muestras fueron los siguientes: 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min. La reaccion se pard
con 125 pg/mt de proteinasa K. Los resultados mostraron gue a los 5 min de
incubacidn a 60°C, la protefna ya habia actuado sobre la cast totalidad del DNA. Por

ello, se realizaron nuevos ensayos a tiempos de incubacién mas cortos. Se realizd una
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segunda cinética partiendo de una mezcla Gnica de DNA de pMV138, tampon B,
MnCl, y RepB, que se repartié en diez tubos. Los tiempos de incubacion a 60°C
fueron: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 15, 25 y 35 min. Las reacciones se pararon como la vez
anterior. A las muestras se les anadié el tampon de carga y se analizaron como de
costumbre, realizindose los calculos densitométricos de los productos de reaccion.
Con tan s6lo 1 min de incubacion a 60°C, el porcentaje de formas FII + FI’, producto
de la actividad de RepB, superaba el 85%; alcanzdndose un 95% a los 15 min de
incubacion (Fig. 29A). Finalmente, se realizd otra cinética a tiempos de incubacién
ain mas cortos: 5, 15, 30, 45, 60 y 120 segundos, y 5, 10 y 30 min. La cantidad de
DNA de pMV158 vy RepB fue la misma que en ocasiones anteriores. La reaccién se
inicio anadiendo la proteina por separado en cada una de [as muestras de 30 pl. La
reaccion se pard a 4°C con 4 ul de una solucidn STOP (0.2% xilencianol, 0.2% azul
de bromotenol, 57% glicerol, 9.5 mM EDTA y 1.08 ug/ul de proteinasa K). El analisis
de los productos de reaccidon mostré un 62% de formas FII + FI' a tan sélo 30
segundos de incubacion a 60°C. Posteriormente, se realizaron cinéticas a las
temperaturas de 37 y 45°C, con menores cantidades de RepB (9 y 22.5 ng) y con otros

derivados de pMV158 (estos resultados se comentaran mas adelante).

7.12. Otros parametros. Tras el 6éptimo resultado obtenido con RepB a los 5 min de
incubacion a 60°C, se realizd una prueba con DNA de pMVI158 (700 ng) y distintas
concentraciones de la protefna: 9, 18, 27, 36 y 45 ng. Los resultados mostraron que
con s0lo 18 ng de proteina y 5 min de incubacion a 60°C, se alcanza un valor proximo
al 90% de formas FII + FI' (Fig. 29B).

Como la actividad de RepB se manifiesta a 60°C, y a tiempos de incubacién muy
cortos, se realizaron una serie de ensayos para conocer la termoestabilidad de la
proteina. En primer lugar, se preincub6é RepB a 37, 45 vy 60°C, durante distintos
tiempos (30, 60, 120, 180, 240 vy 300 segundos). En el caso de preincubacion a 60°C
se ensayaron también tiempos mayores de preincubacion (10, 15, 20, 25 y 30 min).
Con estas muestras de proteina, se realizaron ensayos de actividad de RepB sobre
DNA de pMV158 (280 ng), en tampon B, 20 mM MnCl, y 18 ng de la proteina RepB
precalentada (volumen final, 10 gl). Las reacciones se mantuvieron 5 min a las
temperaturas indicadas, y se pararon con 1.5 gl de la solucién STOP. El andlisis de

los productos de reaccion no permitio observar actividad detectable en las muestras
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tratadas con RepB preincubada a 45 y 60°C. La muestra preincubada a 37°C mostr6
una actividad de RepB similar a la del control. No obstante, una incubacién de 5 min
a esta temperatura manifiesta un porcentaje de actividad muy bajo. Posteriormente,
se repitio el ensayo, precalentando la proteina con DNA y tamp6n B durante 30, 60,
120, 180, 240 y 300 segundos, e iniciando la reaccién con el MnCl,. De nuevo, no se
observo ninguna actividad de RepB tras su precalentamiento. Una posibilidad para
explicar la inactivacion de RepB en sé6lo con 30 segundos de preincubacién a 45 y

60°C podria ser que el plegamiento de la proteina a esta temperatura afectara al
dominio de unién a DNA.

A B
3 +RepB) G
m§' (+Rep : 0 8 epB (ng)
min g:,o 123 4 51525 35 =. 9 18273645

Figura 29. Variacion del tiempo de incubacién en la actividad de la proteina RepB. Gel A. DNA de
pMV158 (700 ng) se incub6 con la proteina RepB (45 ng) a 60°C, durante los siguientes tiempos: 0, 1, 2,
3,4, 5,15, 25 y 35 min. Gel B. DNA de pMV158 (700 ng) se incub6 durante 5 min a 60°C, con distintas
concentraciones de proteina: 9, 18, 27, 36 y 45 ng. En ambos ensayos, los productos de reaccién se
analizaron en geles de agarosa al 1%, en tampén TBE y 0.5 pg/ml de EtBr. FI: forma superenrollada;
FII: forma circular abierta; FI': forma circular relajada; MWS: marcadores de peso molecular.

A continuacion, se realizo otra prueba precalentando la proteina a 60°C junto con
tampon B y MnCl, durante 30, 60, 180 y 300 segundos. En esta ocasion, las reacciones
se iniciaron con la adicién de DNA plasmidico y, como en los casos anteriores, se

realiz6 una incubacién de 5 min a 60°C. Los resultados mostraron que la muestra de



Resultados 112

RepB, preincubada con MnCl, durante 30 segundos, presentaba actividad residual, por
lo que los siguientes ensayos se efectuaron a tiempos mds cortos {preincubacion de
15, 30, 45, 60, 150 y 300 segundos). RepB manifestd cierto porcentaje de actividad en
las muestras preincubadas 15 y 30 segundos. Pensamos que, quizds, el MnCl, podria
estabilizar la proteina, prolongado su vida media. Por ello, se realizé un experimento
con tres concentraciones de MnCl,: 5, 20 y 50 mM. Las mezclas de reaccion (tampon
B, MnCl, y RepB) se mantuvieron durante 5 min a t.a., tras los cuales se realizd un
precalentamiento de 15, 30 y 45 segundos a 60°C. De nuevo en este caso, las
reacciones se iniciaron con la adicion de DNA y se incubd durante 5 min a 60°C. Tras
el andlisis de los resultados sdlo se observd actividad en las muestras de RepB
precalentadas 15, 30 y 45 segundos a 60°C junto con el tampodn B y 20 mM MnCl,.
Resultd sorprendente el comprobar que los controles no precalentados (mantenidos
5 min a t.a.) no funcionaron a ninguna de las concentraciones de Mn(Cl, ensayadas.
En cualquier caso, RepB parece tener una vida media muy pequeia: con s6lo 5 min
a ta. en presencia de DNA y MnCl, pierde totalmente su actividad. Curiosamente,
si se incuba la protefna 5 min a t.a. (en presencia de MnCl, y tampdn), se realiza un
precalentamiento de 15 o 30 segundos a 60°C y se anade el DNA a la mezcly, RepB
conserva cierta actividad. Por otra parte, si se precalienta el DNA con }a proteina, y
se inicia la reaccion con MnCl,, RepB no presenta actividad. Ademas, s1 a la misma
mezcla (previamente mantenida 5 min a ta.) se le anade el DNA y se incuba
directamente (sin precalentamiento), RepB no actiia. El MnCl, parece contribuir a
la estabilidad de RepB, ya que las dnicas muestras precalentadas a 60°C que
presentaron actividad fueron aquellas en las que el precalentamiento de la proteina
se realizo en presencia de MnCl,. Pensamos que la presencia de MnCl, podria
estabilizar a RepB frente al calor, o bien que podria facilitar la disgregacion proteica
y aumentar la velocidad de catdlisis de la reaccion. El MnCl, podria modificar la
estructura de la proteina, estabilizando su centro activo. Recientemente, se ha
postulado que los iones Mg®' podrian estabilizar la forma dimérica de la proteina
RepD, modulando la interaccion con el origen y por tanto, la eficiencia de replicacion
(Thomas et al, 1995).

Como ha quedado mostrado, el porcentaje de formas FII + FI” alcanzd hasta el

95%, tras una incubacion de 30 min a 60°C con DNA de pMV 158, en una relacién
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DNA:proteina en moléculas de 1:9.5. Sin embargo, en ninguno de los ensayos
realizados con la protefna se consiguié un 100% de formas FI' (producto de la
actividad de corte/cierre de RepB). Por ello, se realizaron distintas pruebas anadiendo
sucesivas cantidades de proteina o variando la temperatura de incubacion. Los ensayos
se realizaron del modo siguiente: muestras de DNA de pMV 158 (234 ng) se trataron
con 15 ng de RepB y se incubaron 30 min a 45°C. Tras este tiempo, se volvié a anadir
mds proteina (15 ng) y se realizd una segunda incubaci6n de 30 min a 45°C.
Observamos que RepB se va inactivando tras los primeros 30 min de incubacidén a
45°C y que la adicién de proteina nueva resulta en una subsiguiente disminucion de
las formas FI pero no de las formas FII. En otros ensayos, las muestras se incubaron
30 min a 60°C, al cabo de los cuales se realizd una segunda incubacion de 30 min a
45°C. De nuevo no se observd disminucion de las formas FIE. Como control, se incluy6
una muestra con RepB en ausencia de MnCl, que fue incubada durante 30 min a

45°C; no se observd ninguna actividad de la proteina.

Por {ltimo, se realizé un nuevo ensayo incubando, a 60°C, DNA de pMV158
(1400 ng) con RepB (90 ng) en tampdn B con 20 mM MnCl,, en un volumen final de
50 pl. Se tomaron muestras {5 ul) de ta reaccion cada S min (hasta completar los 30
min de incubacion), a las que se fueron afadiendo mas cantidad de proteina,
manteniendo constante la relacion DNA/proteina (en masa) e igual a 15.5. Se
incluyeron muestras control sin la adicion de nueva cantidad de proteina. La reaccion
se pard a 4°C con 1 ub de Ja mezcla STOP. Se pudo comprobar que al cabo de 30 min
de incubacion a 60°C, tras anadir un total de 410 ng de proteina todavia quedan
formas FII en la muestra, sin contar por supuesto, los FII inespecificos presentes en
el control sin proteina. Por lo tanto, de esta serie de resultados, concluimos que no
se ha conseguido desplazar el equilibrio entre corte (I'H) y cierre (FI') hacia la

reaccion de cierre.

iste apartado de resultados nos ha permitido extraer las siguientes conclusiones:
i) las mejores condiciones para el andlisis electroforético de los productos de reaccion
de RepB, se consiguieron mediante geles de agarosa al 1%, en tampon TBE
conteniendo 0.5 pg/ml de EtBr; la electroforesis se realizd en cubetas horizontales
largas, a voltajes bajos (30-40 V) y en tiempos largos de electroforesis (16-20 h); 1i)

el mayor porcentaje de actividad de la proteina RepB se obtuvo con una relacién en
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