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Introducción ‘1

1. PLÁSMIDOS: DEFINICIÓN E IMPoRTANCIA BIOLÓGICA

La información genéticade las bacteriasestálocalizada,esencialmente,en una

moléculabicatenariade DNA, el cromosoma.En muchoscasos,estainformaciónse

encuentraacompañadapor otras moléculasde DNA capacesde replicar de forma

autónoma,los plásmidos.Estoselementosgenéticosextracromosómicossehanaislado

fundamentalmenteen organismosprocarióticosy en algunoseucariotasinferiores.La

mayoríade los repliconesplasmídicoscaracterizadoshastala fechason moléculas

circularesde DNA bicatenario,aunquese handescritoplásmidoslineales(Hinnebush

y Tilly, 1993). Los plásmidosreplican como entidadesindependientesdentro de la

célula aunque, para ello, usan factores del huésped. Una característicade los

plásmidoses su replicación controlada,de forma que su númerodc copias debe

duplicarseen el momentode la división celular (revisadopor NordstrÉ$my Austin,

1989). Por ello, todos los plásmidosposeensistemaspara controlar su replicación.

Muchosrepliconesnaturalesposeen,además,sistemasde partición que aseguranla

correctadistribuciónde suscopiasentrelas célulashijas enel momentode la división

celular (Kittell y Helinski, 1992). En algunoscasos,existensistemasque aseguranla

muertede las célulasquepierdenel replicón (sistemas“asesinos”),consiguiendoasí

el mantenimientoestablede los plásmidosen la totalidad de la población celular.

Además de los sistemasde replicación y control, muchos plásmidosposeengenes

implicados en diferentesprocesoscomo son resistenciasa antibióticos, fijación de

nitrógeno, virulencia, catabolismode sustanciasfenólicas, resistenciasa metales

pesados,etc. Los plásmidospuedenservehículosparael clonajey expresióndegenes

que codifiquenproductosde interés industria] o bioteenológico.

Los plásmidos poseen capacidad para integrarse, mediante recombinación

homólogao ilegítima, en otros repliconese incluso en el cromosomadel huésped.

Puedenserreceptoresy donadoresde transposonesy secuenciasde inserción.Muchos

plásmidos se pueden transferir por sí mismos de un huéspeda otro mediante

conjugación,contribuyendocon ello a la diseminaciónhorizontal de genesentre

microorganismos.Además,jueganun papel clave en la transferenciade información

a plantassuperiores.Su importanciaecológicay evolutiva esindiscutible. Por último,



I,zi,<>diicc¡o,¡ 3

el conocimiento de los plásmidos ha contribtíido al desarrollo de la Biología

Moleculary la I3iotecnología.Graciasa que los plásmidossonelementosdispensables

a la célula huéspedy que, aparentemente,poseenuna organizacióngenéticasimple,

son los candidatosidealespara el estudio a nivel molecularde interaccionesentre

moléculas de DNA y/o RNA, interaccionesproteína-DNA, topología del DNA,

expresión de genes,y para la ampliación dc conocimientosen los procesosde

conjugación,recombinación,control y replicacióndel DNA.

2. MECANISMOS DE REPLICACIÓN PLASMÍDICA

Los plásmidos poseencomo mínimo un origen de replicación, que se puede

definir como la región mínimadondeseproducela iniciación de la replicaciónde la

cadenalíder, y un sistemacop, parael control de la frecuenciade iniciación de la

replicación. El mantenimientode un número de copias constante dentro de un

determinadohuéspedes una característicacomún para todos los plásmidos.Esto

implica que si dos plásmidos compartenelementoscomunesinvolucradosen su

replícaciónestabley/o ensu mantenimiento,seránincapacesde coexistiren ausencia

de presiónselectiva.Como consecuencia,ambos repliconesse segregarándentro de

la poblaciónbacteriana,es decir serán incompatibles.

Los mecanismosde replicaciónconocidosbasansus diferenciasen la iniciación

de la replicación y en las distintas estructurasque adoptanlos intermediariosde

replicación. Existen cuatro mecanismos generales de replicación plasmídica:

replicacióntipo theta,por desplazamientodehebra,tipo círculo rodantey replicación

dirigida por proteínasterminales(Kornbergy Baker, 1992).

2.1. Replicacióntipo theta

La replicación tipo theta fue el primer mecanismode replicación plasmidica

conocido.Es característicade la mayoría de los plásmidoscircularesde bacterias

gram(-), aunquetambiénha sido descritoen el grupo de incompatibilidad lncl8 de

plásmidosde bacteriasgram(±)(Bruandetal, 1991). Estetipo de replicaciónimplica

la síntesisde un RNA cebadorusandocomo¡rolde una (le las hebrasparentales,una
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vez que han sido separadas.El RNA cebadoro “primer” seráel que proporcioneel

grupo 3’-OH libre necesario para la síntesis del DNA, efectuadapor las DNA

polimerasas.Estasíntesises continua en una de las hebrasy discontintia en la otra

(cadenaslíder y retrasada,respectivamente),y pareceque ocurre de una forma

acopladaentreellas(Selik et al, 1987).Los intermediariosde estetipo de replicación,

seauni- o bidireccional,muestranformastipo theta (e) en imágenesde microscopia

electrónica,debidoa laseparaciónde las hebrasparentalesy al avancede la horquilla

de replicación. Les plásmidosque siguenestemecanismode replicaciónse pueden

dividir endosgrupos,segúndependano no de la DNA polimerasa1 parala iniciación

de la síntesisdel DNA (del Solar et al, 1995b).

a) Repliconesdependientesde la DNA polimerasa L Este grupo no codifica una

proteínainiciadorade la replicacióny dependede Ja RNA polimerasadel huésped

para la síntesis del RNA cebadorde la cadenalíder o de un precursorde éste.

Además, requiere la DNA polimerasa 1 al comienzo de la síntesis del DNA

(Staudenbauer,1978; Kornbergy Baker, 1992). El mecanismomejor conocidoes el

del replicón ColE1: la replicaciónse inicia a partir de la separaciónde las hebrasde

DNA y de la síntesisde un RNA precursordel “primer” (“pre-primer”) por la RNA

polimerasadel huésped,queseráprocesadopor la RNasaH paradar lugar al RNA

“primer” (Itoh y Tomizawa, 1980). Este “primer” proporciona el grupo 3’-OH

específico, usado por la DNA polimerasa 1 para la síntesis del DNA inicial.

Posteriormente,la DNA polimerasa111 continúa la elongaciónde la cadena.La

síntesisdiscontinuade la cadenaretrasadase inicia al quedarexpuestoel sitio para

el ensambladodel primosoma(pus), quepermitela entradade la helicasaDnaBy la

acciónde la primasaDnaG,y finaliza por la presenciade una señalde terminación,

ter!-] (Minden y Marians. 1987), localizadacerca del sitio pus.

b) Repliconesindependientesde la DNA polimerasa1. Los plásmidospertenecientesa

estegrupocodifican una proteínainiciadorade la replicación(proteínaRep), quese

unea secuenciasdirectamenterepetidasdel DNA (iterones).El origende replicación

(ori) se caracterizapor poseer,además,una región rica en secuenciasA+T que

contienedos o más sitios para la interacción de DnaB/DnaC y uno o más sitios

específicospara la unión de la proteínaDnaA. La iniciación requiereel ensamblaje
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del primosomaen el origende replicación:la proteínasRep y DnaA, unidasa sitios

específicosdel DNA, facilitan la aperturade lii doblehélice en la región ricaen A+T

y la entradadel complejo i)naB/DnaCen el origen. La reacciónde síntesisse lleva

a cabomediantela acción de la DNA polimerasaIII y otras proteínasdel huésped.

La terminaciónse producedebido al reconocimientode secuenciasespecíficaspor

determinadosfactoresque detienenla horquilla de replicación(Kuempelet al, 1989).

Uno de los primeroscasosconocidosy másestudiadoesel del plásmidoRl del

grupode incompatibilidadIncFlI: la proteínaRepAcodificadaporel plásmidoseune

aJ núcleo central de dos secuenciasparcialmentepalindrómicas(Giraldo y Díaz,

1992). Medianteinteraccionescooperativasproteína-proteína,seadicionaríannuevas

moléculasde RepA que van a facilitar la aperturade las hebrasen la región A+T

y a dirigir la unión de DnaA a la caja dnaA del origen de replicación(Masai y Arai,

1987). Se ha mostradoque, tanto in vivo comoin vitro, las interaccionesde RepA en

el ori promuevenla entradade la primasaDnaCi, quien sintetizaun RNA cebador

para la iniciación de la síntesisde la cadenalíder, en un sitio localizado 400 ph

‘corrienteabajo” del sitio de unión de RepA (Masai y Arai, 1989).

En los plásmidosPl y R6K, la unión de las proteínasiniciadoras(RepA y ir,

respectivamente)a los iteronesdcl origen, generaun complejo nucleo-proteicoque

va a favorecer la aperturade hebrasdel origen por DnaA (Mukherjeeet al, 1985;

Mukhopadhyayet al, 1993). En otros plásmidoscomopSCIOI, la unión del factor de

integración del huésped(proteína MF) a sitios localizadosen la región A+T,

promuevecurvaturasen el DNA que facilitan interaccionesentremoléculasdeDnaA

unidasa sitios separadospor200 ph (Stenzelet al, 1991).En el casode RÓK, la unión

de IHF parecealterar la estructurade la zonaadyacentea los iterones,reduciendo

así la actividad inhibitoria cíe la l)roteína ir (Kelley ct al, 1992). Un caso ínrticular lo

constituye la proteína multifuncional Gpa del fago P4, que posee, en diferentes

dominios dc la proteína, las actividadeshelicasa3’—. 5’, primasay de unión a DNA

(Ziegelin et al, 1993). De esta manera, la iniciación de la replicación de P4 es

independientede factoresdel huésped(Linqvist et al, 1993).

Varias de las proteínasRep de este tipo de plásmidospresentanel motivo de
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cremallerade leucinas(LZ), que ha sido descritocomo motivo de dimerizaciónde

varios factoresde transcripcióneucarióticos(Landschultzeta/,1988).Estemotivo está

presenteen las proteínasRep de pPSIO, pSCiOI, Pi, F y R6K. Se ha observadoque

mutacionesproducidasen el motivo LZ puedenconducira diversosefectos:i) afectar

a la activaciónde los orígenesde replicación,como en el casode R6K (Miron et al,

1992); u) incrementarel número de copias plasmídico, como ocurre en pSCiO1

(Ingmer y Cohen, 1993); iii) disminuir la eficiencia de unión de la proteína a su

operadory iv) afectaral númerode copias e incluso al rango de huésped,como

sucede en pPSIO (García de Viedma, 1994; Fernández-Tresguerreset al, 1995).

Ademásdel motivo LZ, en las proteínasRep no se han encontradomotivos típicos

deunión a DNA, con la excepcióndel motivo ahélice-vuelta-ahélice(HTH) descrito

parala proteínaRepA de pPSI0(Garcíade Viedma, 1994).Para las proteínasTrfA

de RK2 y ir de R6K, se haobservadoquemutacionesen su región (3-terminalafectan

a la capacidadde unión a DNA (Cereghinoet al, 1994; Greeneret al, 1990). La

mayoría de las proteínasRep de los plásmidosque contienen iterones reprimen

transcripcionalmentesu propia síntesis.Tras la unión a los iteronestendrían lugar

interaccionesproteína-proteínaque serian capacesde regular negativamentela

frecuenciade iniciación de la replicación(Nordstróm,1990; Kittell y Helinski, 1992).

2.2. Replicaciónpor desplazamientode hebra

En estetipo de replicación,queha sido caracterizadoparael plásmidoRSE1O1O

del grupo lncQ (Seherzingeret al, 1991), la iniciación se producea partir de dos

secuenciaspalindrómicasque contienendos sitios de iniciación de monohebraQsi):

oriR y oriL, localizadosen cadenasopuestasdentro del oriV.

La replicación de RSFIO1Oesdependientede tres proteínascodificadaspor el

plásínido:una proteínaque reconoceel origen (RepC), una helicasa5’—~ 3’ (RepA),

y una primasa(RepB; Haring y Scherzinger,1989). La proteínaRepCseune a los 5

iteronesdel origen y promuevela entradade la helicasaRepA para la separación

de las hebras, con lo cual quedan expuestos los sitios ssi del oriR y oriL. A

continuación,se producela entradade la primasaRepB para iniciar la replicación

(Miao a al, 1993). La replicación se realiza a partir del oriR u oriL, o de ambos

orígenesa la vez, deuna maneracontinuay desplazandola hebraque no esreplicada,
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formando con ello un lazo en forma de “D”. Si la iniciación se produceen un solo

origen, los productosfinales son una moléculade dsDNA circular superenrolladay

un círculo de ssDNA desplazado;si se produceen ambosorígenes,los productosson

moléculasde dsDNA circular superenrollado.

2.3. Replicacióntipo círculo rodante

El modeloactual para estetipo de replicaciónplasmídicase basaen el modelo

descritoparabacteriófagosde cadenasencilla(Baasy Jansz,1988).Es característico

de muchos plásmidosde pequeñotamaño y alto númerode copias de bacterias

gram(+). De hecho, en un principio se pensabaque era exclusivo de este tipo de

plásmidos,aunqueya se han descrito varios ejemplos de replicación por círculo

rodante(RC) en plásmidosaisladosde bacteriasgram(-) (Gielowet al, 1991; Gigliani

et al, 1993; Kieanthousel al, 1991; Yasukawaet al, 1991).

La replicación se realiza de un modo unidireccionaly asimétrico,ya que la

síntesis de la cadenalíder y retrasadaestán desacopladas.La iniciación de la

replicación la lleva a cabo una proteína codificadapor el plásmido, denominada

genéricamenteRep,que introduceuna rotura específicaen la hcbra(±),dentro del

origende cadenadoble (dso). El ataquemediadopor Rep, generaun grupo 3’-OH

libre que seráusadocomo“primer” por la DNA polímerasa111, para la síntesisde la

cadenalíder. La cadena(±)parentalva siendodesplazadaa medidaque sesintetiza

la cadena(±)nuevahastaalcanzarla regióndso inicial. A continuación,se produce

una rotura y posterior unión de la cadenaparental desplazada,que hasta este

momento habríaestado cova~entementeunida a ~a cadenade nueva síntesis. La

terminaciónde la síntesisde la cadenalíder generauna moléculadsDNA completa

y un intermediariode ssDNA (te Riele et al, 1986).La conversióndel ssDNA circular

de la cadenaparentala dsDNA se realizaa partir del reconocimientodel origen de

cadenasencilla (sso) por factores del huésped(Novick, 1989). El mecanismode

replicación R(’ se discutirá con más detalle más adelante,ya que es el mecanismo

seguidopor el plásmido pLS 1, objeto de nuestro trabajo.

2.4. Replicación dirigida por proteínasterminales

Este tipo de replicación es característicode plásmidoslinealesque tienen una
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proteínaunidacovalentementea sus extremos5’. El mecanismoparecesersimilar al

descritoparael fago ~29de Bacillus subtilis (Salas.1991): la replicaciónse inicia por

la interacción dc una proteína terminal libre con la proteína terníinal unida a los

extremos5’ del DNA. siendoaquélla la que proporcionael grupo 3’-QH que será

usadopor la DNA polimerasadel fago paraincorporarcl primer nucleátido.Se ha

propuesto un nuevo mecanismo en el cual, el primer nucícótido incorporado

corresponderíaal segundodel DNA molde (Méndez et al, 1992). El complejo de

iniciación (formado por la proteína terminal, la DNA polirnerasay el DNA) se

deslizaríahaciaatrássobrela hebrade DNA localizandocorrectamenteel nucleótido

en la posición 1 del molde. Por desplazamientode hebra,se irían incorporandolos

siguientesnucleótidosen la elongación.

Algunos plásmidoslinealescon proteínasterminalesunidas a sus extremos5’

(como el plásmido pSLA2 de Streptoinycesrochci; Chang y Cohen, 1994) parecen

constituir una excepción al anterior modelo: su replicación se produce

bidireccionalmentea partir de un origende replicacióninterno.En el casodepSLA2,

los intermediariosde replicación son moléculas dúplex lineales con extremos5’

recesivos;los extremos3’ protuberantespodríanservir comomoldespara la síntesis

de la cadenaretrasada,cuyo “primer” se lo proporcionaríala proteínaterminal unida

covalentementeal extremo5’ del DNA (Changy Cohen, 1994).

3. SISTEMAS DE CONTROL DE LA REPLICACIÓN PLASMIDICA

Durante el crecimiento exponencial de una población bacterianadada, los

plásmidospresentanun númerode copiasdefinido(N). El valor de N escaracterístico

para cadahuéspedy bajo unascondicionesde crecimientodeterminadas(Novick,

1987; Nordstróm,1990). Los plásmidosposeenla capacidadde regularla frecuencia

de iniciación de la replicación,mediadapor sistemasde control negativocapacesde

“sentir” y corregir fluctuacionesen el número de copias (Novick, 1987). Muchos

plásmidosposeenademás,mecanismosde particiónquevan asegurarque cadacélula

hija reciba como mínimo una copia de las moléculas plasmídicasdespuésde la

división celular. En una situaciónde equilibrio, el númerode replicacionespor copia
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plasmidica es exactamenteuno por generacióncelular. Si, por alguna razón, el

númerode copiases mayorque el valor del equilibrio, la frecuenciade replicación

se ajustaráa un valor menorque uno porcopia plasmídicay generacióncelular.Por

el contrario,si el núnierodecopiassereduce,la frecuenciade replicaciónserámayor.

El modelo de regulacióndel valor de N estábasadoen la inhibición (Pritchardet al,

1969) y sepuedeajustara dos tipos de funciones:i) una función hiperbólica,si la tasa

de replicaciónesinversamenteproporcionala la concentraciónde inhibidor; u) una

funciónconstante,si pequeñoscambiosen la concentracióndel inhibidor causanuna

respuestade todo o nada sobre la replicación (Nordstróm et al, 1984). El paso

limitante de la regulaciónesla iniciaciónde la replicación.Los plásmidosejercensu

control negativousandodiferentessistemas:RNAs antísense,proteínasrepresorasy

repeticionesdirectasdel DNA (iterones)que son sitio de unión paraproteínasRep.

En los dosprimeroscasos,la regulaciónserealizacontrolandola síntesisde proteínas

Rep, limitantes de tasa, o la transición de un RNA precursora “primer” de la

iniciación de la replicacion.

3.1. Control mediadopor RNAs antisense

Por lo general,setrata de pequeñosRNAs, de vida media corta, sintetizadosa

partir deun promotorconstitutivoendirecciónopuestaal RNA precursordel “primer”

o al mRNA para la síntesisde la proteínaRep, recibiendoentonces,el nombrede

RNAs contratranscritos(ctRNAs; Novick, 1987). Por medio de la formación de un

RNA dúplex,puedenregularel procesamientodel RNA precursor(ltoh y Tomizawa,

1980) o la expresi~nde la proteínaRep limitante de tasa(Wornbley Rownd, 1986).

En estecaso, tambiénpuedenrealizarun bloqueodirecto del sitio de unión de los

ribosomas (Kim y Meyer, 1986; del Solar y Espinosa, 1992). Los casos mejor

conocidosson los de los plásmidosCoIEI y pT [SL

La iniciación de la replicaciónen CoIEl requiere la síntesisde un RNA “pre-

primer” de 550 nl, el RNA II, por la RNA polimerasay su posteriorprocesamiento

por la RNasa1-1, cuandoel duplexDNA-RNA II adoptaunaconformaciónadecuada.

La regulaciónde la iniciación la lleva a cabo el RNA 1, RNA antisensede 108 nt,

complementarioal extremo 5’ del RNA II. La hibridaciónentre los dos RNAs altera

la estructurasecundariadel RNA 11, con 1<) cual ésteno hibrida con el I)NA y no es
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procesadopor la RNasa H. La interacción inicial entre el RNA 1 y el RNA 11 se

realizaen los lazosmonocatenariosde las estructurassecundarias(“kissing complex”).

Los complejos iniciales son inestal)lesy reversibles.La interacción de la proteína

Rorn (o Rop), codificadapor el plásmido, incrementaunas100 vecesla estabilidad

del complejo (revisadopor Eguchiet al, 1991).

En el casode pTl8l, plásmido que replica por el mecanismoRC, la expresión

de la proteínainiciadoraRepCestácontroladapordospequeñosctRNAs queposeen

el mismo extremo 5’ y distinto extremo3’ (Novick et al, 1984). Estos RNAs son

complementariosa la región líder del mRNA de repC (Kumar y Novick, 1985). La

interacción entre ctRNAs y el mRNA rep se realiza a través de los lazos de las

estructurassecundariasque puedenformar ambos RNAs. Esta interacción podría

inducir la formación de una estructura semejante a la de un terminador

transcripcionalcii un lugardel mRNA rep situadoa 5’ del inicio de la traducciónde

RepC (Novick el al. 1989). La generaciónde esta estructura conduciría a una

terminaciónprematurade la síntesisdel mRNA. Así, un mecanismoindirecto de

terminación/atenuaciónregularíala expresiónde la proteínade iniciación. La base

de estemodeloestáen lasdistintas estructurasque podríanformar los elementosde

secuencia1, II, III y IV del mRNA de repC (Fig. 1). Las secuencias1 y II podrían

aparearentresí, formandola estructuratallo-lazo implicadaen la interaccióncon el

ctRNA. Las secuencias[11y IV soncomplementariasentresí. A su vez, la secuencia

1 comparte9 basescon la secuenciaIV (que contienela señalde iniciación de la

traducciónde repá’) y por lo tanto, puedeaparearcon el elementoIII. En presencia

de los ctRNAs, los elementos 1 y 11 formarían una estructura tallo-lazo que

interaccionaría,a través del lazo, con la estructura secundariadel ctRNA. Los

elementos111 y IV se mantendríanapareados,formandouna estructuratallo-lazo

seguida en 3’ por una secuencia AU~, que funcionaría como un terminador

transcripcional,causandola terminaciónprematura(atenuación)del mRNA rep. En

ausenciade los ctRNAs, la interacciónentre 1 y II se romperíaal ir prouresandola

transcripción del mRNA repC, y se formaría una estructura más estable con la

interacción de los elementos1 y III, con lo cual el sitio de unión a los ribosomas

(situadoen el elementoIV) quedaríaaccesibleparaque seproduzcala iniciación de

la traducciónde repC.
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Figura 1. Control de la replicacióndepTl8l mediadopor RNAs contratranscritosSe muestrael mRNA
repC (líneade trazo grueso)con los elementos1, 11, lii y IV (líneaextragruesa)y el ctRNA (líneade
trazo fi¡io). En presenciadel ctRNA, los elementos1 y II formarían una estructuratallo-lazo que
interaccionaríacon la estructurasecundariadel cLRNA. Los elementosIII y IV se mantendríanapareados
formandounaestructuratallo-lazoseguidapor la secuenciaAU6, la cual funcionaríacomo un terminador
transcripcionaldel mRNA rcpC. En ausenciadel ctRNA, los elementos1 y III podrían interaccionar
formandounaestructuramásestable,queevitaría la formación del terminadoriranscripcional.

3.2. Control mediadopor proteínasrepresoras

Estemecanismode control espoco frecuente,dadoque la regulaciónideal debe

ser realizada por elementosde vida media corta (RNAs) que pueden responder

ágilmentea fluctuacionesen el númerode c<)piasplasmídicas.El casomejorconocido

es el de >dv, cuya replicaciónestálimitada bien por la utilización de la proteínaO o

bien por la activaciontranscripcionaldel origende replicación(situadodentro del gen

O). La proteínaCro (o ‘[‘of), productodel primer gendel operónO (que contienelos

genescro/tof, O y 1’) es el represortranscripcionalde este operón, con lo cual SC

II

~uuuuuu

II

nt

rnPNA

autorregulay puedemodularla frecuenciade iniciación (Leey Bailey, 1984a, 1984b).
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3.3. Control mediado por iterones

Los plásmidosque contieneniteronesregulansu replicacióna travésde la unión

de las proteínasRepa variasrepeticionesdirectas,situadasen el origende replicación

y a veces,en otro lugardel replicón básico,fueradel origen.Muchasde las proteínas

Rep de estosplásmidosse autorregulano estánbajo control transcripcional(Kittell

y Helinski, 1992).Se hanpropuestotres modelosparael controldel númerode copias

de los plásmidoscon iterones:

a) Los iteronestitulan la proteínaRep, limitante de tasa,reduciendo~udisponibilidad

para el origen (‘Vsutsui et al, 1983). Este modelo no solucionados problemas:i) la

mayoríade estasproteínasRep son autorregulables,y una titulación implicaría una

derrepresión;u) un rápido incrementode la proteínaRepA de Pl no conducea un

incremento del númerode copias(Pal y Chattoraj, 1988).

b) Existendosformas de la proteínaRep:una estaríaimplicadaen autorregulación

y la otra seria activa en iniciación (Trawick y Kline, 1985). Alternativamente,los

iteronesdel origen tienen distinta afinidad por ~a proteína Rep que los iterones

situadosal inicio de la transcripcióndel gen rep (Chattoraj ci al, 1985). Hastael

momentono hay una evidenciadirecta de la existenciade dos formasde la proteína

Rep físicamentedistintas o funcionalmentedistinguibles(Kittell y Helinski, 1992).

e) Las proteínasRep unidasa los iteronespuedeninteraccionarentresí causandoun

impedimentoestéricoque bloquearíala iniciación de la replicación. Este fenómeno

podríaocurrir en cis entre los iteronesdel oh y (le la región de control, curvandoel

DNA (“looping”; Pal y Chattoraj, 1988) o puedeocurrir entre los iteronesde varios

orígenesen írans (“handcuffing”; McE’achernet al, 1989: Kittell y l-lelinski, 1992).

3.4. Control mediadopor RNAs antisensey proteínas

En algunos casos, la regulación de la replicación se realiza por la acción

combinadade un represortranscripcionaly un RNA antisense(del Solaret al, 1995b).

Se ha estudiadocon cierto detalleen los plásmidosRl y pLSi.

El control de la replicaciónde Rl se realizaa nivel de la expresiónde la proteína



Introducción 13

RepA. La transcripcióndel genrepA estácontroladapordos promotores:uno distal

que es constitutivo y otro proximal que, en condicionesnormales,está totalmente

reprimido por la proteínaCopB, cuyo gen estálocalizadoentreambospromotores.

El control post-transcripcionalestámediadopor CopA, ctRNA complementarioa la

región líder del mRNA de repA o CopT. La interacciónentreambosRNAs impide

la síntesisde un péptido líder, Tap, al cual estáacopladala traducciónde RepA. La

proteína CopB podría tener un papel accesorioen el control de la replicación,

actuandoen situacionesen las que el valor de N disminuyamuchorespectoal normal

o en el establecimientoinicial del plásmido(revisadopor Nordstrñmy Wagner,1994;

Wagnery Simons, 1994).

El plásmidopLSI codifica dos elementosque actúan en trans y que regulansu

númerode copias:la proteínaCopGy el RNA II (del Solary Espinosa,1992).A nivel

transcripcional,la unión de la proteínaCopG a su operador,situadoen el promotor

~cr’ reprime la síntesisdel mRNA a partir del cual se transcribenlos genescopG y

repB. A nivel traduccional,el control de la replicaciónserealizapor inhibición directa

tras el apareamientodel RNA II (ctRNA complementarioa la región 5’ del mRNA

cop-rep) con el sitio deunión a los ribosomasde repB (Fig. 2). El modelo de control

dereplicación de pLSI (del Solar y Espinosa,1992) proponequecuandoel plásmido

coloniza un nuevohuésped,o cuandoN estápor debajode un cierto valor (N < 22),

el promotor P,, no sería reprimido por CopG, con lo cual aumentaríala tasade

síntesisdel mRNA cop-rep y seproduciríatín rápido incrementode N.Si el valor de

N fuese mayor que el correspondienteal del estado de equilibrio (N = 22), se

poduciríauna accióncombinadaentre la represiónde CopG y el aumentoen la dosis

del RNA II ya que al ser sintetizadoconstitutivamente,su concentraciónsería

l)roPorcionala N. La proteínaCopGmantendríalos nivelesde mRNA cop-repdentro

de ciertoslímites y el RNA II corregiríalas fluctuacionesen el valor de N. Evidencias

recientesdc ntiestro laboratorioindican que el control de la replicaciónde pLSl es

realizadopor el circuito de regulaciónentero:el represortranseripciorial,CopG y el

ctRNA, RNA II (del Solar e,’ al, 1995a).

Aunqueel control primario de la replicaciónplasmídicase realizaa nivel de la

iniciación de la síntesisde la cadenalíder, podríanexistir otros modosde accióna
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F¡gura2. Control de la replicaciónde pLS1 mediadopor un ctRNA y unaproteínarepresora.A nivel
transcripeional,la unión de la proteínaCopG a su diana, situadaen el promotor tcr’ reprimela síntesis
del mRNAdelos genescopGy repB (líneaextra-gruesa).A nivel traduccional,el control de la replicación
se realizaríapor inhibición directa traseí apareamientodel ctRNA (línea fina) con eí sitio atípico de
unión a los ribosomas(a.r.b.s.)de repB.

nivel de la elongacióno en la iniciación de la síntesisde la cadenaretrasadaen los

plásmidoscon replicación RC. Se ha observadoque la tasa de elongaciónse ve

afectadapor cambios en la secuenciade I)NA: la inserción de secuenciasde

terminación de 22 pb en plásmidospUC ha tenido efectos sobre el valor de N

(Hidakaet al, 1988). Del mismomodo, la eficienciade iniciación en la conversiónde

ssDNA a dsDNA puedeafectara N (Grussa al, 1987; del Solaret al, 1987b).

Existenotrosfactoressecundariosque puedenmodular la replicación,aunqueno

son elementoscapacesde corregir fluctuacionesen el valor de N, por lo que no se

considerancomoverdaderoselementosreguladores.Algunos de éstosson:

a) Secuenciasplasmídicasque actuanen cts, como sonel locus cmp de pTi8l, que

pareceinfluir en la eficienciade utilización de la proteína Rep (Genriaroy Novick,

Pa copO

—ji

cop-rep mRNA
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1986),y los sitios GA~l’C del origende replicaciónde Pl, que debenestarmetilados

paraque seproduzcala replicación (Abelesy Austin, 1987).

b) Factorescodificadospor el cromosomadel huésped:el locuspcnBde Escherichia

coli reduce el valor de N de pBR322 (U)pilato et al, 1986). Por el contrario,

mutacionesen el locusrecD de E.coli incrementanel valor de N de ciertosplásmidos

(Seelkeet al, 1987).

e) Proteínasdel huéspedcomo son IHF (Stenzelet al, 1987) y DnaA de E.coli que

estáimplicadaen la iniciación de la replicaciónde muchosplásmidos.

d) Cambiosen el superenrollamientodel DNA plasmídico, los cualesafectan la

eficiencia de iniciación de la replicación (Minden y Marians, 1985). Asimismo, el

aumento de la transcripcióna través del origen en dirección opuestaa la de la

replicación puedeíi reducir la eficiencia de ésta(Steubery Bujard, 1982).

4. REPLICACIÓN TIFO CÍRCULO RODANTE

Este tipo de replicacióíi fue descrito por primera vez para bacteriófagosde

cadenasencilla(#X ¡74, M 13, fd> porGilbert y Dressler(1968).La proteínainiciadora

de la replicación estácodificadapor el fago: proteínadel gen A, GpA, en los fagos

isométricosQpX 174, G4) y la proteína del gen II, gpII, para los fagos filamentosos

(M13, fI, fd). La proteínainiciadoracortala hebraviral (VS) de la forma replicativa

(RF) del DNA en un lugar específico,el origen de síntesisde la hebra viral. El corte

del DNA, mediadopor la proteína,generaun grupo3’-OH libre que seráextendido

por la DNA polimerasaIII. En el desenrollamientodel DNA de los fagos isométricos

participanla proteínarep-helicasade E.coli y la proteínaGpA. Estaproteínaqueda

unidacovalentementeal extremo5’-fosfato del sitio de corte,y separala hebraviral

parental corno un círculo rodanteque gira alrededorde la hebra complementaria

mientrasavanzala replicación.Al finalizar el ciclo de replicación, la proteínaGpA

corta el origen regeneradoy se ligan los extremos3’ y 5’ de la hebraviral parental,

formandoun círculo monocatenarioqueestarácubierto por SSE (proteínadeunión
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a ssDNA de E.coh). Este intermediario será posteriormenteconvertido en una

moléculabicatenariacovalentementecerrada:la forma replicativa RF. La proteína

OpA se transfierea la hebraviral nuevae inicia nuevasrondasde replicación.

En el caso de los fagos filamentosos se sigue un mecanismo similar, con la

salvedadde que la proteínagpIl no se une covalentementeal 5’-fosfato en el sitio de

cortesino que forma un complejomás lábil con la hebracomplementaria(Meyer y

Geider, 1982). Parala conversiónde la VS monocatenariaen RE bicatenaria,la RNA

polimerasaen los fagos filamentososo el primosomaen los fagos isométricos,

sintetizanun RNA “primer” que seráelongadopor la DNA polimerasaIII usando

corno molde la VS hastaalcanzarel extremo 5’ del “primer”. A continuación,se

elimina el RNA “primer” gracias a la actividad exonucleasa5’—. 3’ de la DNA

polimerasa 1 y se polimeriza el DNA restante hasta completar una molécula

bicatenariaRF (Rasehedy Oberer, 1986; Baas y Jansz,1988).

La replicacióntipo RC sedescribióposteriormenteen un grupode plásmidosde

pequeñotamañoy alto númerode copiasaisladosde bacteriasgram(±),si bien se

han descrito plásmidos de bacteriasgram(-) con este mecanismode replicación

(Gielowet al, 1991; Gigliani ci al, 1993; Kleanthouseta!, 1991; Yasukawaet al, 1991).

Se ha puestode manifiestoque el mecanismode replicación RC y la producciónde

ssDNA comointermediariosde replicaciónestimulanengran medidala capacidadde

recombinaci~nintra- e interpíasmidica,facilitando también su diseminaciónentre

bacterias (Gruss y Ehrlich, 1989). Este supuesto,junto con la observacionde la

estructuragenéticadevariosplásmidosde estafilococos,llevarona la hipótesisde que

los plásmidoscon replicaciónRC estaríanconstruidoscomocassettesdegenes(Projan

y Novick, 1988), que corresponderíana módulos genéticosintercambiablesentre los

distintosplásmidos.El gradode homologíade los distintosmódulospuedevariar,pero

en todos los casos,essignificativamentealto. El único móduloesencialesel quelleva

las funciones de replicación de la hebra líder. Se han definido algunosmódulos

principales (del Solar et al, 1993c): i) la región de control e iniciación de la hebra

líder (LIC); u) el determinantede resistenciaa antibióticos (DEL); iii) el origen de

cadena sencilla (550); iv) la región implicada en movilización conjugativa y

recombinación(MOB/PRE) (PriThey Lacks, 1989).Como ejemplossepuedencitar:
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4.1. Origen de replicación de la cadena líder (<¡so)

El origende la cadenalídero <¡so [también llamado ori( +)] seencuentrasituado

“corrientearriba” o dentrode la regióncodificanteparala proteínaRep.Contienelas

secuenciasde I)NA reconocidasespecíficamentepor la proteínaRep para que se

produzcala iniciación y la terminaciónde la síntesisde la cadenalíder. La mayoría

de los orígenes, quizás con la excepción de pUBlIO, poseen secuenciascon

potencialesestructurastallo-lazo (Grussy Ehrlich, 1989). El dsode los miembrosde

la familia de pTl8i sepuededividir funcionalmenteen dos regiones(Fig. 4). Unade

ellas,con capacidadde generaruna estructuratallo-lazo (IR-li), contiene el sitio de

Nick site

Cruc¡form
extrusion

(IR-hl

(}riqiui reqion

Figura 4. Modelo de interacciónRepC-dsopara pTl8l. Se muestrala unión simétrica del dímerode
RepCa la repeticióninvertidaIR-lil, quese indicacon flechas.Se muestracomo unasubunidadde RepC
se une de ¡nodoasimétricoa la estructuracruciforme IR-II quecontieneel sitio de corte indicado(“nick
site”). Las letrasobscurasrepresentanlos nucícótidosque correspondena la hebra líder de pTl8l, y las
letrasclarasrepresentanlosnucleótidoscorrespondientesa la cadenaretrasada.(FiguratornadadeWang
cl u!, 1993).

~1___

lIzl-Ill
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cortey seconservaentre los plásmidosde la familia. La otra regiónes adyacenteen

3’ a la anterior,contieneel sitio de reconocimientode la proteínaRep, y esespecífica

paracadaplásmido (Koepsel el al, 1986). El dso de pTl8l contienetres pares de

repeticionesinvertidas (IR—I, -II y -111) capacesde formar estructurasdel tipo tallo-

lazo (Gennaroet al, 1989). El par central, IR-II, contieneel sitio de corte para la

iniciación y puedeformar una estructuracruciforme in vivo e iii vitro, promovidao

estabilizadatras la unión de la proteínaRepC(Noirot ci al, 1990). El elementoIR-

III no estáconservadoentrelos miembrosde la familia y constituyeel determinante

de especificidaden el reconocimientodel origen. Para el reconocimientode la

proteínaRepCsólo serequierenlos primeros11 nucleótidosdel elementoIR-tu, que

comprendenel brazoproximal y la regióncentralde la estructuradiada(Fig. 4; Wang

et al, 1993>. Por el momento,el papel de IRI es desconocido.

4.2. Proteínasdc replicación (Rep)

Las proteínasRep, codificadas por los plásmnidos, son las encargadasde la

iniciación de la replicación, ya que al reconoceruna secuencíaespecíficadel <¡so

producenuna rt)turaen una de las hebrasdel DNA, generandoel extremo3’-OH que

será usadocomo“primer”, quizáspor la DNA polimerasaIII, para la síntesisde la

cadenalíder. La proteínaGpA de ~XI74, asícomoJasproteínasRep de los plásmidos

pTl8l y pC22l permanecenunidascovalentementeal extremo5’-fosfatogeneradotras

la reacciónde corte (Langeveldel al, 1978; Thomaset al, 1990). Sin embargo,hasta

el momento no ha sido demostradala existenciade un enlace covalentepara la

proteínagpII del fago fi y fagos filamentososrelacionados(Meyer y Geider,1979).

Las proteínasRep actúanen traus, poseenactividadesde endonucleasaespecíficay

de polinucleotidil-tran.sferasa,y son esencialespara la replicacióndel plásmido.Por

lo general, su síntesis constituye la etapa liniitante del proceso replicativo. Las

proteínasRep de los plásmidos de la familia de ~[l81 poseenun 75-85% de

identidad en la secuenciade aa. Sin embargo,presentandos regionescon un alto

grado de divergencia: la región N-terminal de Ja secuencia codificante, que

correspondeal <¡so y una región localizadaen el extremoC-terminal,quecomprende

un segmentode 6 aa y constituye el determinantede especificidadde la proteína

(Projany Novick, 1988; Dempseyel al, 1992; Wangci al, 1992). Entre las dos regiones

divergentes,seencuentrauna región centralaltamenteconservadaquecontienela Tyr
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implicada en la unión covalenteal DNA durante la iniciación de la replicación

<Thomas ci’ al, 199<)). Además de participar en la iniciación, las proteínasRep

participan en la terminaciónde la replicación, como se ha demostradopara~X174

(van der Ende ci’ al, 1982), fd (Meyer et al, 1981) y pTl8i (Murray et al, 1989).

Recientemente,se hapropuestoun modelo parala terminaciónde la replicaciónen

pTiS] (Rasoolyy Novick, 1993), en el cual la subunidadintactadel homodímerode

RepC produceun nuevo corte en la cadenanuevasintetizada(tras alcanzarel <¡so

reconstituidoy proseguirunos nucleótidosmás) y por medio de un intercambio de

hebrasselibera una moléculadsl)NA completa,un intermediariode ssDNA circular

y un Lieterodímerode RepCcompuestopor una molécula intacta y otra unida a un

pequeñooligonucleótido(Rasooly et al, 1994a).

Por otra parte,y en basea datosgenéticos,seha propuesto(Noirot-Grosset al,

1994) quela proteínainiciadorade la replicaciónde pC194, RepA,podríaposeerdos

centros catalíticos no equivaientesque romperían enlaces [osfodiéster por dos

mecanismosdiferentes, transesterificacióne hidrólisis. Prediccionesde ordenador

muestranque las proteínasRep de la familia de pC194 poseencinco regiones

conservadas.La región IV muestrahomologíaconel centroactivo de la proteínaGpA

de ~X174,y dosde los aa conservadosdel sitio activo de la proteínaRepA de pC194

(Tyr214 y Glu2lO) se encontraríanlocalizadosen una región dc ~-hé1icede la

proteína.Sin embargo,hastael momento las únicas proteínasRep de [a familia de

pC194que han sido purificadasson la proteínaRepK de pKYM (Ozaki ci al, 1994)

y más recientementela proteínaRepU de pUBlIO (Múller cl al, 1995V Pareceser

que la proteína RepK se une específicamentecomo monómeroal <¡so de pKYM y

que,a diferenciade lo que ocurrecon la proteínaRepCde pTl8l (Wangeta!, 1992),

RepK no induceuna curvaturadel DNA tras su unión a la región del origen (Ozaki

et al, 1994>. Desafortunadamente,la proteínaRepK purificada perdió la capacidad

para introducir un corte monocatenarioen el sitio de iniciación de la replicacióndel

DNA (actividadde corte) tras usar para su purificación tina colunina (le heparina—

sefarosa(Ozaki ci al,1994).

Ilyina y Kooniíi (1992) han identificado motivosconservadosentrelas proteínas

Rep y las proteínasMob, éstasúltimas relacionadascon la transferenciaconjugativa
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de DNA plasmídico. El motivo 1 (cuya secuencíaconsensoes: FUtItXXX o

FUuypXXX, donde U representaun residuohidrofóbicoy X, cualquierresiduo) está

presentesólo en la región N-terminal de las proteínasRep y no se le ha asignado

función alguna. El motivo 2 (XpHUHuUUX o XuHUHaUUX), contienedos His

conservadasen un entornohidrofóbico y, por analogíascon metaloenzimas,podría

estarimplicado en la coordinaciónde ionesmetálicosrequeridosparala actividadde

estasproteínas.Finalmente,el motivo 3 (UXXYUXkXXX o UXXVUXhXXX), está

localizadoen la región (7-terminal de las proteínasRep y en el extremoN-terminal

de las proteínasMob, que contendríael residuoTyr conservado,implicado en la

unión covalenteal DNA. Comosedijo anteriormente,las proteínasRep no presentan

motivostípicos de unión a l)NA, aunquesehapostuladoun motivo LZ. en la proteína

RepB de pLSl (de la Campaci al, 1990). Para los plásmidospTl8l y pC221 se ha

demostradola existenciadel determinantede especificidaden 6 aa de la región C-

terminal de sus proteínas(Wang ci al, 1992), localizándoseel residuoTyr activo en

la región central(Thomascí al, 1988). Pareceque la regiónC-terminalde la proteína

gpII del fago fi, podríaestarimplicada en la regulaciónde la replicación,ya que se

ha comprobadoque la proteína del gen X, sintetizadaa partir de un codón de

iniciación interno del gen 11 (idéntica a un tercio del C-terminal de gp1t), es un

potenteinhibidor de la síntesisin vivo del DNA del fago (Fulford y Model, 1988).

4.3. Origen de replicación de la cadenaretrasada(swo)

El origen de cadenasencilla [ssou ori(-)] contieneel sitio de iniciación para la

síntesisde la cadenaretrasada.El sso seencuentrasituadoen la misma hebraque eJ

<¡so, aunque separadofísicamentede él. Se localiza dentro de una región no-

codificantealtamenteestructuraday su actividadesdependientedeorientación(Gruss

ci al, 1987; del Solar eta!, 1987b, 1993a;Novick, 1989). Basúndoseen homologíasa

nivel de DNA, se han descritodos tipos principalesdesso:ssoA represcutadopor los

plásmidospTl8J (Gruss ej al, 1987) y pLSl (del Solar et al, 1987V); y .ssoú de

ptJBlIOy pMVI5S <van derLelieua/, 1989). Muchossw son específicosde huésped

y en algunoscasoscorno en S.aureus(Grusse,’ al, 1987), S.pnewnoniae(del Solar e,’

al, 1987b; Kramera al, 1995) y Streptomyceslividans (Denga al, 1988), la deleción

del sso causa acumulación de ssDNA, disminucion del número de copias y/o

inestabilidadsegregacionalplasmídica,
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4.4. Modelo dc replicación por círculo rodante

El modeloactual paraexplicarel mecanismode replicacióntipo RC (Ng. 5) está

basadoprincipalmenteen los plásmidos,pTl8l, pC221 y pLSl (Rasooly y Novick,

1993; Rasoolyu al, 1994a, 1994b; I)empseya al, 1995; del Solarel al, 1987b, 1993c).

Se puedendistinguir tres etapasprincipales: iniciación y elongaciónde la síntesisde

la cadenalíder; terminaciónde la replicaciónde la cadenalíder, y replicaciónde la

cadenaretrasada(conversiónde ssDNA en dsDNA).

3 o~ Pot lii

SSS
He 1 case

RNA pal

t

—~- ----jis’

(+1 .~—

Figura 5. Modelo de replicaciónpor el mecanismode círculo rodante.La proteínaRep (~) reconoce
UNA superenrollado,introduciendo una rotura específicadentro del origen de replicación de la
cadena(-e) (dso).El extremo3’-OH generado,seráusadocorno“primer” parala síntesisdela cadenalíder
nueva(líneadisconrinua).La proteínaRep permaneceunidacovalentementeal extremo5’]’ de la cadena
parental(-e), mientrasésta va siendo desplazada.Cuando la horquilla (le replícación alcanza ci dso
reconstituido,termina la síntesisde la cadenalíder y se produce la circularizacióny liberaciónde la
cadenaparental(±)desplazadacomo intermediariode ssDNA. La conversiónde ssDNA a dsDNA se
producetras el reconocimientodcl sso ( Á ) por la RNA polirnerasadel huéspedparala iniciación de la
cadena(-).

Iniciación y elongación de la cadena líder

La unión asimétrica(leí homodínierodc RepC (Ng. 4) (le pTl8i al sitio de

reconocimientodel ciso induce la formación de una curvaturaen el DNA entre los

Rep

elementosIR-II e IR-hl (Koepsel y Khan, 1986), e incrementala extrusión de la
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estructuratallo-lazo de IR-II, que contienela secuenciaespecíficade corte (Noirot

et al, 1990; Wang ci al, 1993). Una de las subtínidadesde RepC introduce un corte

específicode sitio en la cadena(+) y quedaunidacovalentementeal extremo5’ del

sitio decortemedianteun enlacetirosil-fosfodiéster(Thomaseta!, 1990).La reacción

de corte generael extremo3’-OH queseríausadopor la DNA polimerasaIII para

sintetizaruna nuevacadena(±)usandocomo molde la cadena(-)del plásmido.Al

mismo tiempo, la cadena(+) parentalse iría desplazandomediantela acciónde una

helicasa del huésped,mientras que la proteína SSB cubriría la hebra parental

desplazadacomo ssl)NA. La replicación continúa hasta reconstituir el <¡so y se

extiendeunos 12 nuclcótidosmásallá.

Terminación de la replicación de la cadena Líder

Como la replicaciónde la hebralíder seextiendeunosnucícótidosmásallá del

<¡so reconstituido,la subunidaddeRepCintactainiciaríaunareacciónde transferencia

dehebramedianteintroducciónde un corteen el nuevo<¿so sintetizadoy unión a los

12 nt extra. El modelo actual de terminación(Rasooly y Noviek, 1993) postulaque

el grupo3’-OH que se ha generadoatacaal <¡so parental,produciendoun nuevo 3’-

OH que atacaráel enlaceentre la subunidadde RepCque inició la replicacióny el

DNA parental (Fig. 6). Al final, se obtendríancomo productosde replicación una

moléculadsDNA reconstituida,un intermediario de ssDNA y un heterodímerode

RepC [constituido por dos subunidadesde RepC, una de las cuales(RepC*) lleva

unida covalentementeun corto oligonucleótido],que es inactivo en replicación.Los

autoreshan demostradoque estemecanismode inactivaciónde la proteína Rep se

pro(luce en otros miembros de la familia (le pTl8 1 tanto en [{sub,’ilis como en

S.aureus(Rasoolyet al, 1994a). Recientemente,Múllíer et al (1995) han sugeridoque

la proteína RepU de pUBlIO podría ser convertidadurantela replicación en un

hetero-oligómeroinactivo RepU~ReptJ*,limitando con ello la cantidadde proteína

RepUútil para iniciación de la replicación,del mismomodo que ocurre parapTl8l.

Como ya se ha indicado, el sitio activo de la proteína RepA de pC194 podría

estarcompuestopor doscentroscatalíticosque actúansobrelos enlacesfosfodiéster

mediantedos mecanismosdistintos: transesterificación,con]o en las topoisomerasas

e hidrólisis, comose ha descritoIMiTa algunasexo- y endonucleasas.Basándoseen el
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pTlSi 53 %‘ ‘QGCCTCCAACCOCCTkTT--AGAGTAGCCGc,TTTTAGPJdVRY\ 3’ 9?
ACGCACGTTGGCCGATAA TcTCATCOGCcAAAATCTTIrt¡’
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Figura 6. Modelode terminaciónde la replicacióndel plásmidopTl8l. A. Diagramade la configuración
esperadade una moléculade DNA plasmídicahaciael final de un ciclo de replicación.Una subunidad
(sombreada)del dímero de RepCestáunida covalentementeal extremo5’ de la hebradesplazaday el
puntode crecimientode la hebranaciente(flecha) estáproxirno al sitio de corte del dso (C). B. El sitio
de corte ha sido replicado,la cadenalíder sc extiendeunosnt másallá y la horquilla dcl origen se ha
formadoen las cadenaslíder nuevay desplazada,así comoen la cadenaretrasada.La segundasubunidad
de RepC(no sombreada)inicia una reacciónconcertadade transferenciade hebra (flecha) cortandoeí
origenreciénsintetizadoy quedandounida a un cortooligonucícótidoquecontieneaproximadamente¡2
nt dc la mitad 3’ de la horquilla del dro. El grupo 3’-OH generadoatacael dso parental,y el 3’-Oli
desplazadoataca despuésel enlace viejo RepC-DNA, desplazandoa la proteínay restaurandola
continuidadde la hebra(i•) desplazada,queesliberadacornoun círculo monocatenario.C. Los productos
finales son: un monómero circular monocatenarioque representala cadenalíder desplazada,un
heterodímerode RepCcon el oligonucícótidounido a una subunidad,y un monómero plasmídico
bicatenarioque contienela cadenalíder nueva. El monómeromonocatenarioreplica despuéspor un
mecanismoindependiente,queno implica RepC,para completareí ciclo. 1). Se muestrala secuenciadel
cito alrededordel sitio de corte (“nieL’). Las flechasdiscontinuasconvergentesindican el tallo de la
horqu illa del dso. (Figura toniatíade Rasoolyy Novick, 1993).
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análisisde mutantesen los residuosconservadosde la proteínaRepA de pC194, los

autores(Noirot-Grossel al, 1994) especulansobre un mecanismode terminación

distinto al de pTl8i, aunqueno descartanuna posible inactivación de la proteína

RepA similar a la quese produceen RepCdurantela replicación.La replicaciónse

iniciaría a través del mecanismo de transesterificación,característico de las

topoisomerasas,produciéndoseel ataquenucleofílico del grupo hidroxilo de Tyr2l4

sobreel enlacefosfodiésterdel DNA, quedandola proteínacovalentementeunidaal

DNA. El residuoGlu ¡42 podríafacilitar el ataqueuniendoun ión metálico (Mg2~)

que ayudaríaa neutralizarlas cargasnegativasdel sustratofosfodiéster,comose ha

descritoparala actividadexonucleasa3’— 5’ de la DNA polimerasa1 deE.coli (Beese

y Steitz, 1991). Tras una ronda de replicación, el residuo Glu210 activaría una

molécula de agua para que se produzcael ataque nucleofílico sobre el enlace

fosfodiésterde la nuevahebrasintetizada,o promoveríaindirectamentela activación

de la moléculade agua a través de la quelaciónde un ión metálico. Una nueva

reacciónde transesterificacióngeneraríauna moléculade ssDNAy romperíala unión

de la proteínaal extremo5’ del DNA.

Replicaciónde la cadenaretrasada

La iniciación de la replicación de la cadena retrasadase produce tras el

reconocimientodel ssopor proteínasdel huéspede implica la conversiónde ssDNA

en dsDNA (Fig. 5>. Para los plásmidosque poseenssoA,se ha demostradoque la

replicaciónde la cadenaretrasadano requierefuncionescodificadaspor el plásmido

(Birch y Khan, 1992), pero sí se necesitael reconocimientodel sso (áwoA o ssou)por

la RNA polimerasadel huésped(Dempseya al, 1995; Kramera al, 1995).Se postula

que la moléculassDNA estaríacubiertapor la proteínaSSB, exceptoen la regióndel

sso que, al ser altamenteestrtícturada,actuaríacomo señalpara su reconocimiento

por la RNA polimerasa.Este enzima sintetizaríatín “primer’ que seríaelongado,

posiblementepor la DNA polimerasaIII, hastaalcanzarel extremo 5’ del RNA

“primer”. La DNA polimerasa1 graciasa su actividadexonucleasa5’—’ 3’ escindeel

RNA “primer’ y polimeriza el DNA restante,cuyos extremosserán ligados por la

DNA ligasa(Geidery Kornberg, 1974; Díaz et al, 1994>.
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Recientemente,se ha determinadoin yUrÉ) el sitio de iniciación de la cadena

retrasadaparalos plásmidos~l’l8i, pEi94, pSN2y pUBi l0/pCiQ4 (Dempseyet al,

1995). ParapTl8l y pSN2 se han encontradomúltiples sitios de iniciación dentro,o

cerca,del lazocentral conservadode la estructurasecundariadel sso.Estainiciación

múltiple corresponderíaa un RNA “primer” de tamañofijo, sintetizadoen distintas

posiciones,o a RNAs “primer” de distinta longitud sintetizadosa partir del mismo

punto. El punto de iniciación mayorparapE194se localizó en la secuenciaconsenso

5’-TAGCGa-3’ del lazo centralde la estructuradel sso.ParapUBlIO, la iniciación se

producea partir de un únicositio, queya habíasido definido irz vivo (Boe el al, 1989).

5. FAMILIA DE pLSI

El plásmidopLSl (4408pb)seconstruyómediantedelecióndel fragmentoEcoR!

B (-1122 pb) (Stassid al, 1981) de su plásmido parental,pMV1S8 (5536 pb), aislado

de una estirpe de S.agalachae(Burdett, 1980). Una de las característicasmas

relevantesde pLSI, essu amplio espectrode huésped,que viene determinadopor la

capacidaddc pLSI de replicaren bacteriasgram(±)comoS.pneamoniaey B.subtilis

(Espinosaa al, 1982; Lackset al, 1986),y en bacteriasgram(-) comoE.coli (Lackscl

al, 1986). Se conocela secuenciade DNA completaparaambosplásmidos(Lackset

al, 1986; van der Lelie eta!, 1989; Priehey Lacks, 1989).pLSi esel prototipo de una

familia de plásmidosque replicanmedianteel mecanismode RC. Desdela iniciación

del trabajo experimental que engloba esta lesis hasta este momento, se han

caracterizadoonce miembros en esta familia, que incluye una gran variedad de

huéspedestantobacteriasgrarn(+) comogram(-):S.agalacíiae(pMV 158); Laclococeus

ladis (pWVOl, pFX2); S.aureus(pEi94); Lactobacillu.s planiartan (pLB4, pAl);

Laetobacilluscnn-atas(pLC2); Jielicobacterpylor¡ (pl-A PK255);Al ycoplasmamycoides

(pADB2O1, pKMK 1) y Leuconosíoclactis (pCl4 II). Los autoresque han llevado a

caboel aislamientoy caracterizaciónde estosplasmidosseindican en la Tabla 1. El

establecimiento(le estafamilia se ha realizadotomando como baselas homologías

existentesa nivel de la proteínainiciadora y el <¿so (del Solar et al, 1993c).



Tabla 1. Miembros de la familia de pUS].

Plásmido Huésped Aislado en Tarnaño<1jb) Autores”

pMVl5S Strepnococcusagalactiae EstadosUnidos 5536 Burdett (1980); Lacks ci al (1986);
Friebe y Lacks (1989)

pWVIJI Lactococcusladis PaísesBajos 2177 Leenihoase/al (1991)

pFX2 Lactococcuslacas NuevaZelanda 3536k Xu ti a/(1991)

pE194 Staphylococcus¿zureas Rumania 3728 11 orinoucbi y Weisblum(1982a);

Villalane ci al (1987)

pLB4 Lacrobacillusplan/anuo Reino Unido 3548 Batesy (ilberi (1989)

pAl Lactobacillusplan/unan Yugoslavia 2820 Vujcic y Topisirovic 1993)

pLC2 Lacwbacilluscurvatus Alemania 2489 Klein cf al (-1993)

pHPK255 Helicobacierpylori Reino Unido 1455 Kleanthouscl al (1991)

pADB2O1 Mycoplasn¡apylori Australia 1717 Bergemanncl al (1989)

pKMKI Mycoplasnzapylor¡ EstadosUnidos 1875 King y Dybvig (1992)

pCI4i 1 Leuconosícelacas i rianda 2926 (ioffcy el al (1994)

(a) Loa -autores citadoa son loo que han publicado (o corroqido) lo secuonrliu do
(b) LI (amaSo do PFX2 (arr dorlaedo do rrFXl) deberla ser 25Db, si rio se considera

riuclodridos do’ pasiraus
0900 cal do pOlO4, introducido por lur~ autores

Algunas de las característicasque definen a esta familia son: <¡so localizado

“corriente arriba” del gen mp; presencia de secuenciasdirectamenterepetidas

(iterones)enel 4w; existenciade doselementosde control del númerode copias:un

ctRNA y unaproteína(Cop),queactúacomorepresortranscripcional,y transcripción

de los genescop y rep a partir de un único promotor.Casi todos los miembrosde esta

familiapresentanlasecuenciaconsenso5’-TACTACGA-3’, enunaregióndesapareada

de unaestructurapotencialde tipo tallo-lazopresenteenel origende replicación.Las

proteínasRep presentanmotivosconservados(Ilyina y Koonin, 1992)en sus regiones

N-terminal y central, y una mayor divergenciaen la región C-terminal, que podría

estarimplicada en ci reconocinlient()y especificidadde unión a DNA comoocurre

huroducción 27
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en la familia de pTl8l (Novick, 1989).La regióndecontrol de la replicaciónpresenta

analogíasa nivel estructuralentrelos miembrosdeestafamilia: poseenproteínasCop

pequeñas(45-55aa) que contienenun motivo ¡(TU, típico de proteínasquese unen

a DNA, y su operadorse encuentracercao dentrodel promotora partir del cual se

transcribencop y rep. Codifican pequeñosctRNAs que solapancon la señal de

iniciación de la traduccióndel gen rep.

/~t¡0f¿ ‘~ ‘lee
~46s

>-
1¿of T4oq

Hiad 111,3279

gX 5<10

‘-5.

0v’
2,0

Figura 7. Mapa físico y funcionalde pLSI. La región intergénicadel plásmido(sombreada)incluye los
orígenes¿¡so y sso4 Se indican la dirección de la replicación (flechas) de las cadenaslíder (¿¡so) y
retrasada(sso), la extensiónde las delecionesen pLS5 (A5) y pLSlA24copZ (A24), los promotores
(círculospequeños),RNAs (flechasonduladas)y los productosgénicos(flechasanchas).Se muestran
algunossitios de restriccióny las coordenadasdc corte.
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Tras el estudio de la organizacióngenéticadel plásmido pMVI58, se han

identificado varios genes que constituyen diferentes módulos o cassettes,

característicosde estetipo de plásmidos:la regióndecontrol e iniciaciónde la cadena

líder (LIC) presentalos genes repB, copG y rna!>’. Existe un determinantede

resistenciaa ‘Fc (te¡j, y contiene el gen mob que está implicado en movilización

conjugativa.Curiosamente,pMVI58 poseedosregionessso (ssoÁyswoU).El plásmido

pLSl carecede los módulos correspondientesal gen mob y a la región &voU. pLSI

(Fig. 7) replica medianteel mecanismotipo RC (del Solar et al, 1987b). Trabajos

previosdel laboratoriohabíandemostradoquela proteínainiciadorade la replicación,

RepB, poseeactividadtopoisomerasatipo 1-5’ (ver clasificaciónde topoisomerasasen

Roca,1995) e introduceun corteespecificode sitio en la región<¡so (de la Campaet

al, 1990). Se postulóque, tras el corte, segeneraríaun extremo3’-OH que se usaría

como “primer” parala síntesisde la cadenalíder. Como productosde replicaciónse

han observadomoléculasde dsDNA e intermediariosde ssDNA (del Solar a al,

1987a, 1987b).Dentro del <¡so, se han descritodosestructurasde tipo tallo-lazo, las

Horquillas 1 y II, y tres repeticionesdirectasde ti pb (Puyetet al, 1988),a las cuales

la proteínaRepB se une in vitro sobreDNA lineal (de la Campael al, 1990). En el

lazo de la Horquilla 1 se encuentrala secuenciaconsenso5’-TACTACCA-3’. RepB

reconoceestasecuenciay produceun corteespecíficoentre los nt 448 (0) y 449 (A)

(de la Campaa al, 1990). En la Figura 8 se muestrala secuenciade nucleótidosde

la región LIC de pLSl, con la información relevanteparael presentetrabajo.



Introducción 30

i•~o,•Q(Si¿ <o III

‘¡‘q’TmGAACAAAAAAOAAAGACACTAGTTCCAGCTACTG’I’CTTTC’1’TTTGCCP’ltI’GC1TJTAGTTCCI’CG
- ID P

1 -30

AAcq”rTTAGGGTczc~GcAqj7kTTAT4TcA’itGGc.ccAGAAATTGjrGTcA}~AATAA~.’GcTATAATccn’rT’1’GA

GGCACCTCAGCGA’1?ACGCT(?CGTCGTCTGAATcTCATTTAcGTAGGGGCACTGGM4&CGCATAGCTCAAI~C

c,GcGcG’rTTCAGTGTCGQGTCTCCGACTGCCTTCACcTTcCGCCTCTAAAGAcCCcTCATAcTTTTCAA’FG
orilodJ, 1

AGATGACCGTT’ECGCCTCTTTTTTGTTTTT<rTAGGGAGATGTTGTGGCCCAT’PTTTTCTCCGAAAAAATCT
-<orqeil o 1

AAAATATCGGCGCGCTACTACGACCCCCCCTATACTGCcGACTGCCAAAATCNAKNAAAAAACCC’CTrTAG
II ¡7

ccTTAGAGcTcczVAGcGTTTcAcccTcGTeAAATc~c9%GAcTT’rTccGcGAcTTzyicGccGAcrfr’rA
-55 ~cr

cAGATTrrTTGcGAAAAATACcAAAAAGAlI§~rGACTGCACCGTTATGGfpA~ft1$\GTTTTATAAAAT
01*

T’rTGAGAGGTcAcGcATcAAjvxAAAGATTcAcGATAAcArrAAGTcAATccGTAcTTCAAAATC¶rTGA~AAA
14 1< K fi L 1 1 1 L 5 E 5 V L E U L E Y

AATGGCAACAGAGATGGCGTTATCAAAATCTGCAATGATTTCTGTTGCCTTCCAAAATTACAAGAAACGTC
PI A E E 74 a E S 1< 5 A 74 7 5 V A L E U Y Y Y G Q

cIRNAD ~~o,bs- - lO Pci

AAGAAAAATAAAAAAAGCCGTGCTGaCAeCCACTGGCTAAAGTCAAACAITT ClIC GaTA~JtÁj~CTTT
E Y . Y Y 1? C 17 Q A L A Y V Y 1-1 E I.~ 0 1 L Y E

-35
ATGGC’TA7AGAA~ÁCACTTCAGTTTTTTACTTTATCCTGAATCAATTcCAAGC0ACrGG0AGCT
14 A Y E Y A fi Y E 1 E L L Y fi E S Y 1’ 3 u 14 E L

GAAACrrGAAACGCTTGGAGTGCCOATGGCAATTAGTCCATTGCATGATAAGGATAACAGTAGTATCAAAG
K L E 1 E G y E 14 A 1 5 P E it U Y U Y 5 5 Y Y O

GACAAAAATATAAGAAAGCTCArI’ATCATGTGC’rTTATATAGCTAAAAATCCAGTTACTGCAGATACTGTA
O Y Y Y Y A fi Y U y L Y I A Y U E V 1 A u s y

CGTAAAAAGATTAAATTATTGcTTGGTGAAAAAAGWrTGcA.ATGGTGCAGGTTGTTCTCAATGTCCAAAA
fi Y Kl KL LE GE Y SL A MV Q VV EN VEN

TATGTATTTGTArPTAACGCACGAGAOCAAGGACOCTATTGCTAACAAGAAACATGTTTATGATA.AGGCTG
14 Y L Y E 1 1-1 E 5 Y D A 7 A Y Y Y U V Y D Y A D

ATA1AAAGG1NATCAATAATIVT’GATAITGACCGT1ATGTGACGTTAGATGTCGAGGAAAAGAcCGAAcTT
1K LI NNE DI DR Y V T L DV E E Y TEL

1’TCAATGTGG¶nÚGTATcGC1TATTcCIGCOTACACTcTCcAAAATATTTT’rCATtrGTATGATTTCATTCA
E N y y y L Y fi A Y ‘1’ L Q U Y E D E Y 1) E 1 u

CCAAAATCGAGAAACTTATGGGTTGAC1ATAAA1TTGGTTAACCAAG1TATTGCAGGCAAAAG’IGGT1TTA
E N O E 1 Y O L 1 7 U L y N E V Y A O El) O E fi

TGAAAT’I’OT’ItTTTOAcOOAOC’rTATCAACOTAO1AAOcOTGOAAcAAAOAACGAAOAOAOAIAAPJVAOTT
Y I.~ 1 1 O O /k Y q 1? 5 Y fi O 1 Y fi E E E

ter,,, mONA

GATCTTTOTOAANACTACAGAAAGTAAAOAATOAAAAOAOTAATOCTAACATAOCATTACOOATITTATOA
580

CCOATOATOAAOAAAAGA

FiguraS.Secuenciade nucicótidosdesdela coordenada1 a 1580 dc pL-Sl. Las l-lorquiilas 1, II y lii; y las
tres repeticionesdirectas (1 t—12—13) del ¿¡so, así como los 1oosibles termina(loresde transcripciónse
represeníansubrayadoseneltexto; las secuencias-10 y -35 dcl promotorde los genesc&’p yrcp (~0) del
promotordel RNAI (P,) y del promotordel ctRNA II (1’) se muestranen cajas.Las secuenciasde unión
a los ribosomas (5.0. y a.r.h.s.) de los genescopO y rcpB sc representancon líneas discontinuas.
Asimismo se muestrala secuenciade aa de las proteínasCopO y RepE,debajode la correspondiente
Sectiencia(le nueleotídos.
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III

r

cop-rep mRNA

1h13 Pc~

Li

ssaA dsc

Figura 9. Control de la replicacióndel plásmidopLSl. Se representaneí RNA 1 y el cIRNA 11 (líneas
onduladas),los promotoresp1, P~y ~cr (cajascon puntade flecha)y las proteínasCopGy RepB(flechas
anchas).Se indican las posicionesde los tres iterones(11-12-13; cajasblancas)y las Horquillas 1, II y III;
as¡ como las regionescorrespondientesa los orígenesde replicación ¿¡so y ssoA. Mediante líneas
discontinuas(le trazo lino se muestranlas interaccionesproteína-DNA.

El ssode pLSi esdel tipossoA,estálocalizadoenunaregión no codificante(Fig.

7). Poseecapacidadparaformar unaestructurasecundariacomplejaque contienela

secuenciaconsenso5’-TAGCGT-3’ y el sitio de recombinación interpíasmídico

específicoRS8 (Novick a al, 1984; Grussel al, 1987; del Solarel al. 1987b, 1993a).La

delecióndel sso puedereducirel númerode copiasplasmidico,causarinestabilidad

segregacionaly acumulaciónde ssDNA (del Solar el al, 1987b, 1993a).La proteína

CopG,codificadaporel plásmido,esun represortranscripcionalconun motivo HTH

(del Solar ci’ al, 1989), que regulasu propia síntesisy la de la proteína iniciadora,

uniéndosea un elementosimétricode 13 pb situadoen la región -35 del promotor~

(del Solar ez al, 1990). El determinantede resistenciaa Te, el gen tel, presenta

homologíacon el gen tu del plásmido pTlSl (Khan y Novick, 1983), aunqueen el

C~5() de pLS 1 st, expresíones constitt¡tiva,y no induciblepor el antibióticocomo en

p1r181. Por último, hay queseñalarla existenciade dos RNAs antisenseen pLS 1: el

RNA 1, localizado entreambos orígenesy de momento,sin función conocida; y el

RNA II, ctRNA complementarioa la región 5’ del mRNA cop-rep, que regulaa nivel

traduccionalla síntes¡sde la proteínainiciadorade la replicación.Un esquemade los

circuitos regulab)riosdescritospara pLSi se muestraen la Figura 9.

(2)

1 CopG RepA

~9I
¡ 1

‘1 --—-‘——ctRNATI

PI PCI
e—- RNAT
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El planteamiento inicial de esta Tesis fue el estudio dc las interacciones

existentesentre la proteínainiciadorade la replicacióndel plásmidopL-Sl, RepB y

el origende doble cadena(<¡so) del plásmido.Antes de comenzarestetrabajoya se

habíadeterminadoel sitio de cortey sesabíaque la proteínaRepB seunía in vitro

a las tresrepeticionesdel origen.Nos interesabaconocerla especificidaddesecuencia

de la proteínaRepB y profundizaren el estudiode las actividadesde corte/cierrey

nucleotidiltransferasade esta proteína. Asimismo era de interés el estudio de la

diversidad de sustrato de la proteína, estudiar el <¡so como determinantede

incompatibilidady conocerel papelde los iterones,tanto iii vivo comon viti-o, en la

replicacióndel plásmido.Uno de los puntoscrucialesfue determinarsi tras el corte

producidoen el origen de replicaciónpor la proteínainiciadoraRepB, seestablecía

una unión covalenteproteína-DNA.Además,nos interesabaconocersi la proteína

RepB de pLSI sería capaz de reconocer los origenes de replicación de otros

plásmidosde la misma familia. Por último, se trataríade comenzarla determinación

de algunos dominios funcionales de la proteína, mediantela caracterizaciónde

delecionesen las regionesN- y C-terminalde la proteína,así como el efecto que

tendríael cambio de la Tyr posiblementeimplicada en la unión a DNA, sobrelas

actividadesde corte/cierre,nucleotidiltransferasao de unión a DNA de RepB.

Realizandocomparacionesde secuenciaentrelas proteínasRep de los plásmidosde

la familia se determinaroncinco regionesde aa conservadasentreellas.,
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MATERIALES

1. ESTIRPES BACTERIANAS

Paraensayosde estabilidade incompatibilidad,así como para la preparacióny

construcción de plásmidos derivados de pLSI y de recombinantesbasadosen

pCl94cop se usó S.pnew-i-zoniae708. Para la construccióny análisis de plásmidos

recombinantesbasadosen pEIS se utilizaron las estirpesC600, MCI0ÓI y BL2I de

E.coli. Como huéspedpara la expresióndel gen repB y derivados,se utilizó E.coli

BL21(DE3), isogenícade la estirpeBL2l que poseeel gen de la RNA polimerasadel

fago T7 en el cromosoma(donada por F.W.Studier). En los experimentosde

mutagénesisdirigida se utilizaron las siguientesestirpesdc Lco/i: BMI-171-l8rnutS,

que suprime ¡ti vivo la reparación de la mutación, y JMIO9; ambas fueron

suministradaspor Promega.La estirpe JMIO9 se usó también,para el análisis de

curvaturadel I)NA usandoel plásmidopBend2y junto con E.coli DH5o seusóen la

construccióny preparaciónde plásmidosrecombinantesbasadosen el pALTER-1.

B.subtilis MBII se utilizó parala determinacióndel númerode copiasdel plásmido

pLSI y su parentalpMVI5S, a temperaturasde crecimientodel cultivo superioresa

3PC. Las característicasgenotípicas,así como la procedenciade todas las estirpes

utilizadasse recogenen la Tabla 2.

2. PLASMIDOS

Los plásmidosutilizadosenestetrabajoprocedentesdel replicónpMV 158 fueron:

pLSi, pLS4, pLSS, pLSIcop7,pLS5copIl,pLSiA24cop7,pLSIAA4 y pLSIáAl5. Los

reconYbinantesderivados de pCl94cop fueron: pJS3copZ,pJS4, pCGA3, pCGA3O,

pCGA7, pCGA8, pCGA11 y pCGA12. Las construccionesrealizadasduranteeste

trabajo basadasen el replicón pLSl fueron: pLS1LA4-24. pLSI-520, pLSI-52004,

pLSl-570,pLSI-570fl4 y pLSIBB; y las basadasen pC194op:pC3BA, pC3BA-520n4

y pC3BA-57(fl4.

Como vectoresde clonaje en E.coli se utilizaron el pETS para los plásmidos

pLSI9, pLSI9AN, pLSl9sNi, pLSl9áCy pLSI9ACi; y el pALTER-1 para los
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plásmidos: pALT-Psílb, pALT-Bam H 1, pALT-BglII, pAlir-BB, pAliI2:er-cat,

pALT7Y99F y pAL’17Y995. Por otra parte, seusó el plásmido pBend2, donado por

S.Adhya,para la construccióndel plásmido pBend-<¡so

Otros plásmidos pertenecientesa la familia de pLS1, usadosen este trabajo,

fueron pE194 y pFX2, procedentesdel Bacillus Genetie Stock Center y del Dr.

L.E.Pearce, respectivamente.Las característicasmás relevantesde todos estos

plásmidosasí como de sus parentales,se describenen la ‘Fabla 3.

Tabla 2. Estirpesbacterianasutilizadasen estetrabajo.

Estirpe bacteriana Genotipo Referencia

S.pncunzoniac 708

E.coli CÓOO

E.coli MCIOÓi

Ecoil BL2I

c,zdi aa-? ff121 hcx-4,,zalM594

E liii- 1 tI:,—] leuBó lacYl tonA2l supE44 A

hsdR n:crB A/acX74 galU galK ¡psL 1/ii
araD 139 A(araABC-/cu)

[ r5tit~5 gal ontpT

Lacks y Greenberg(1977)

Bachmann(1972)

Kunkcl y Seni (1988)

Studier y Moffatt (1986)

E.coli BL2I(I)E3) E ~ gal (>flJp
¿n,,ux2l ,¡¡,¡5)

1 (mt:: ILOOUVSTJ genl 5 tudicr y Mof fat t (1986)

E.coli FIMI-17i-18n:utS tlñ supE A(/ac—proAB) (nwtS::Tn10) (F’ Kramerci al (1 ~>84)
/>/DA B~ laql~ZANl 15)

cnt/Al recAí gvrAGó thi hsdRl7Qyjn~~*)
ye/Al supE44Y A(lac-proAB) (fr IraD3ó

~8t)d/lacZAMlS rccA¡
hsdR17 s¡pE44 zolA] dcoR
¿zigE)tJ169

Yanisch-Perroncl al (1985)

eMA] ,ÉyrA9O Raleighcl cl (1989)
A(/acZYA-

E.coli JMl09

E.coli DH5a

Esublilis Mlii hs3 ‘uzc’I810 hts112 Coleccióndel laboratorio
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Tabla 3. Plásmidos empleados en este tral)ajo.

Plásínido Tamaño Marcador Características Referencia
(1)1))

pMVi 58

pL-Sl

pLSS

pLS4

pLSlcop7

pLSScopIl

pLS1AA4

pLSI A24cop7

pLSI AA4-24

pLSiAA15

pLS1-520

pLSl-52094

pLSI-5’70

pLS1-570114

pLSlBB

pi837

p.lS3cop7

pilS4

5536 Te’ Plásmidonaturalde S.agalactiae

4408 Te AEcoRl B de pMV1S8 (An¡ob)

407<> Ti Deleción ¡u vivo de pLSI,A(34-365)
(ArnaI)

3438 Tet AHindlII-Ncol pequeño de pLS5
(AssoA, Ama!)

4408 Ter TransversiónC—A, coord.743en copO
de pL-Sl

4080 Te Inserción de 4 pb en la eoord.607de
pL-SS

424<) Ter Deleción por EAL31 (A649-816) de
pLSI (AcopO)

3838 Te Deleción por BAL3I (A4240-401) de
p1.~Sicop7(Ama!)

3672 Te (A4240-401,Ama!) (A649-816,AcopO)

4313 Tet Deleción por BAL31 (A760-854) de
pL-Sl (AcopO,Arepfi)

444)8 Te’ CambioC—’A y G—~C (eoord.522y 525
de pLSi). Creacióndel sitio BamHl

4412 ‘Fct Inserción de 4 ph en la eoor.520 de
pLS1-520

4108 Ter CambioT—C en la coord.574de pL-Sl.
Creacióndel sitio Bglll

4412 Ter Inserción de 4 ph en la coord.570 de
pLSI—Sfl

44-08 T& Cambio C—’A, G—~C y T—eC en las
coord.522,525 y 574 dc pLSI. Creación
de los sitios Ban¿Hl y BglIl

7315 TerCmr Híbrido entrepLS1 y pCl94

4191 Cmr Deleeióninvivo (A2749-5875)cíe p.1S37.

Mutación cop7
3354 Cm~ Deleciónfi: vivo (A 1911-5875)de pJS37

(Arcpfi)

l3urdett 1980

Laekset al, 1986

Lackscf al, 1986

del Solar cf al, 198%

del Solar cf al, 1987b

del Solar y Espinosa,1992

del Solar y Espinosa,1992

Puyet cf al, 1988

Este trabajo

del Solar cf al, 1993b

Estetrabajo

Estetrabajo

Estetrabaje

Estetrabajo

Este tral)ajo

Ballestercf al, 1986

Ballesterce al, 1986

Ballestercf al, 1986
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Tabla3. Plásmidosempicadosen este(rabajo (continuación).

Plásmido Tamaño Marcador Características Referencia

(¡>1))

pCl94

pCl94cop

pCGA3

pC(;A30

pCGA7

pCGA8

pCGAI 1

pC(iAI2

pC3BA

pC3BA-520f24

pC3BA-570fl4

pBR322

pETIS

¡.L-S2I

j>1.S19

pL-S19AN

plA19ANi

2907 ~ Plásmido natural de Sfaphylococeus
aureus,

2907 Cmr Mutantede copiade pC194

3192 (?m~ Fragmento AluI(505)-Bgll(804) de
pLS1(bi~:dy copo)donadoen Hindhll
de pC194cop.

3144 Cm (AApalJ-I-Igal) [)eque~ode pCGA3.
(bitul).

3088 Cm FragmentoA/uI(320)-AluI(505)dcpLS1
(lije) donadO en J/indlII de pCl94cop.
(‘:ic; orientacióna)

3088 Cmr Ide’>: (izie; orientaciónb)

3139 Ura Fragmento NcoI-ApaLl pequeño de
pLSlA24cop7 donado en HindIll de
pCl94eop.(bind—uic;orientaeiónb)

3139 Cm’ Ideo: (biu:d-nic; orientación a)

3298 Cm’ Fragmento Baní-ApaLí de pLSIBB

donadoenJIindlIl de pCl94cop

3302 Cmt Inserciónde 4 pb en ci sitio Bara1-II de
pC3BA

3302 Cmt Inserciónde 4 pb en eí sitio BglIl de
pC3BA

436> Aprter l->Iásn:idodeLech basadoen el (ep>WóU

ColE]

-4240 Ap’ Vector basadoen pBR322

— 831.0 ApTe’ Híbrido pLSS-pETS

—7260 Apt Deleción de los dos fragmentosEc/i
menoresde pLS2I

—5272 AP FragmentoXnznl(902)-Pvu11(1934) de
pLSI donado en ¿coRi de pET5
(orientacióna)

—5272 Ap Idem aí anterior (orientaciónb)

Horinouchi y Weisblum,
1982b

Ballestercf al, 1990

del Solar el al, 1989

del Solaret al, 1993b

del Solar et al, 1993b

del Solar ct

del Solar et

al, 1993b

al. 1993b

del Solar et al, 1993b

Este trabajo

Estetrabajo

Estetrabajo

Bolívar el a4 1927

Rosenbergcf al, 1987

Laeks et al, 1986

del Solar cf al, 1989

Este trabajo

liste trabaje

Orientación a: donado soqúr¡ la di, oec-¡drr do la oxprosir5rr del gen do rcs¡stensia a antibiátíco (cal o dha).
la oxprosi¿rr bol qoer do resistonsis a ¿¡ntibi¿tico (set WbIaytYiontación b: donado en bit socorro ¿or¡trsrra El
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Tabla 3. Plásmidos empleados en este trabajo (continuación).

Plásmido TamañoMarcador Características Referencia
(ph)

pUS]9A U

pLSl9ACi

pALTER-1

pAL-T-Pstlb

pAL-T-Ban: Hl

pAL-T-Bg/ll

pALT-BB

pALT7:crcat

pAUF7Y99F

pALT7Y99S

pBend2

pBend-dvo

pE194

pFX2

—4956 Ap’ FragrnentoApaL-l-SspIde pL-Sl donado

en EcoRl de pET5 (orientacióna)

—4956 Ap Idem al anterior (orientaciónb)

5680 Ter Fagémidocon el ori dc 11

6731 Ter FragmentoPstl menorde pL-Sl donado

en Pstl del pALTER-] (orientaciónb)

6731 TcrApr Creacióndel sitio BamHl en la coord.
520 dcl fragmentode pL-Sl donadoen
pAL- l—Psflb

6731 tAp Creacióndel sitio Bg/1l en la coord.
570 del fragmentode pL-Sl donadoen
pAl :.r—rvfIb

6731 TeApt Creaciónde los sitiosBa,nHl y Bgl]l en
las coord. 520 y 570 del fragmento dc
pLS1 donadoen pALT4’stlb

7545 Um~ FragmentoHgiA[-Clal mayor de pJS3
ligado al fragmentomayor Pstl-C’lal de
pALTfR-1

7545 ~ Cambio A—VV en la coord. 2278 dcl
fragmentode pJS3donadoen pALT7:
ercat (cambioTyr99 de RepBa Pbe)

7545 Cm’Ap’ Cambio A—*C en la coord. 2278 dcl
fragmentode pJS3donadoen pAL-Ti:
ercat (cambioTyr99 dc RepB a Ser)

—2693 Ap Vector de elonajebasadoen pBR322

—3086 Ap Fragmento BanI-ApaLi menor de
pMV15S donado en el sitio Salí de
pBend2 (orientaciónb)

372$ Em Plásmidode Laureas

3536 Ca” Plásmidode Lacfococcuslacas

Este trabajo

Estetrabajo

Promega

Acebo, P.

Estetrabajo

Este trabajo

Estetrabajo

del Solar, G.

Estetrabajo

Este trabajo

Kim et al, 1989

Estetrabajo

Horinouchi y Weisblum,

1982a; Villafane cf al, 1987

Xu et al, 1991

~ientación a: clocado según la dirección de la oxpresión dcl gen do rersistencra a aritib¡dtico (col. lot o bIoy

Orientación br clocaba en birocciáír contraria a la expresión rIel pon do rosistencia a anlíbiótis al, lot WbIay
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3. BAcTERIÓFA(;OS

Se usó el bacteriófago R408 (Promega) para infectar los cultivos de

iM109/pALT-Psdby obtenerssDNA paramutagenizarin vitro.

4. PROTEÍNAS

La DNA polimerasa1 de E.coli y su fragníento Klenow (Pol 1K), así como la

mayoríade los enzimasde restricción y la DNA ligasaconcentradadel fago T4,

fueron suministradospor New EnglandBiolabs. La fosfatasaalcalinade intestinode

ternera,la DNA ligasadel fago T4, la fosfodiesterasadevenenode serpiente(PDE)

y la nucleasaPl fueron suministradospor BoebringerMannheim.La polinucleótido

quinasadel fago T4 (T4 PNK), la transíerasaterminal y la RNA ligasadel fago T4,

fueron de Amersham Internacional. I~harmacia LKB suministró la DNA polimerasa

del fago T7. Otras proteínasutilizadas,suministradaspor Sigma, fueron: proteinasa

K, RNasa A, lisozima. pronasa,seroalbúminabovina (fracción V; ESA) y [os

marcadoresde pesomolecular.Las solucionestampónde los enzimasde restricción

fueron las recomendadasen cadacasopor las firmas comerciales.

El represoriranscripcionalCopO fue purificadoa homogeneidadpor la Dra. del

Solar (del Solar el al, 1989), la proteína SSB (3.2 mg/mí) fue de United States

BiochemicalCorporationy la topoisomerasa1 de Promega.

5. MEDIOS I)E CULTIVO

Los componentesde los medios de cultivo lueron suministradospor las casas

comerciales:Probus,Merck y Difco.

5.1. Medio de cultivo dc S.pneumoniae

Parael crecimientocíeS.pneumoniaeen medio líquido seutilizó el medio ACCH

(Lacks, 1966)supleníentado,en el momentode inocular, con 0.3%de sacarosay 0.2%

de extracto de levadura. Cuando fue necesario, se añadieron los antibióticos

correspondientesa las siguientesconcentracionesfinales: tetraciclina(Te) 1 ¡sg/ml y

c!oramfenícol(Cm) 1.5-3 ~ig/ml. Parael crecimientoen medio sólido, se mezclaron
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las células y los antibióticos correspondientescon una capa basal compuestapor

AGCH, sacarosaal 0.3%, extracto de levadura al 0.2% y agar al 1%. Una vez

solidificadaestacapa,seañadióuna capasuperficialcompuestapor AGCH y agaral

0.75%. Dada la complejidad del medio AGCH, se detalla a continuación su

composición.

Medio AGCH

Hidrolizado ácidode caseína Sg
Hidrolizado enzimáticode caseína 1 g
L-cisteína-HCI 40 mg
L-triptófano 6 mg
L-asparagina 50 mg
L-glutaniina 1<) mg
Adenina 5 mg
Cloruro de colina Smg
Pantotenatocálcico 1.2 mg
Acido nicotínico 0.3 mg
Piridoxina-HCI 0.3 mg
Tiamina-HCI 0.3 mg
Riboflavina 0.14 mg
Biotina 0.6 mg
K2HPO4 8.5 g
NaC2Hf)2 L25 g
NaI-1C03 (1.4 g
MgCI2.6H20 0.5 g
CaCI (1.6 g
FeSO4.7H20 0.5 mg
CuSO<5I-l~O 0.5 mg
ZnSO471--120 0.5 mg
M nSO<4H20 0.2 mg
Albúmina bovina (fracción V) (1.5 g
Catalasa 3000 u
Agua destiladay desionizadac.s.p. 11
ph 7.5

5.2. Med¡os de cult¡vo de E.coli

Para el crecimiento de las estirpes de Ecoil en medio líquido se utilizó

normalmenteel medio TY (Maniatis el al, 1982): 1% triptona, 0.5% extracto de

levadura,0.5% NaCí; suplementadoo no, con las concentracionesde antibióticos

siguientes:Te 15 ¡sg/mí, Cm 15 ¡sg/ml y ampicilina (Ap) 50-200 ¡sg/ml. Para el
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crecimientoen placa se suplementóel medio TY con agar al 1.5%-. Durante la

infección de los cultivos con el bacteriófagoR408, para la obtención de ssDNA,

aquellosse crecieronen medio ‘¡‘VP (Promega):1.6% bacto-triptona,1.6% extracto

de levadura, 0.5% NaCí y 0.25% K21-1P04. Para la puesta en competenciay

transformaciónde las estirpesdeE.coli se utilizaron los mediosPenassay(Antibiotie-

Medium n<> 3, Difeo) y SOB (Hanahan,1983): 2% bactotriptona, 0.5% extractode

levadura, 10 mM NaCí, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4. En la

recuperaciónde las células,tras la electroporación,se utilizó el medio SOC (Bio-

Rad): medio SOB suplementadocon 20 mM glucosa.

Los cultivos de E.coli destinadosa la expresióny purificación de proteínasse

crecieronen el medio mínimoM9 (Miller, 1972): 42.3 mM Na2HPO4,22 mM KH2PO4,

8.5 mM NaCí y 18.7 mM NI-14C1; ajustadosa pl-I 7.4 y esterilizadospor -separadodel

resto de Los componentes:0.1 mM CaCI2, 2 mM MgSO4, 0.2% glucosa y los

antibi~ticoscorrespondientes.

5.3 Medio de cultivo de B.subÉil¿s

Para el crecimiento en medio líquido de B.suhíiitv se utilizó el medio TV

(Maniatis u al, 1982)suplementadocon Te 10 ¡sg/ml.

6. REACTIVOS Y OTROS PRODUCTOS

De la casa Merck, se emplearon:cloroformo, fenol, etanol, isopropanol, 1—

butanol, amoníacoconcentrado,formamida,Tris, EPTA, DMSO y TCA. I)e la casa

Sigma,seadquirieron:Cm, Te, UIT, HEPES,MOPS,tRNA deE cok, DNA de timo

de ternera, t)NA de espermade salmón, camptotecina.cloroquín~ y pNMN.

BoebringerMannheimsuministró:Ap, IPTO y los dNTPs no radiactivos.Pharníacia,

los Sephadex(3-25y (3-50. La agarosafuesuministradapor Pronadisay Bio-Rad.Esta

casatambiénsuministró: acrilamida,bis—acrilamida, heparina—agarosa,TEMED y SDS.

El fiME fue dc la casa Eastman-Kodak,el PSA de I3RL, la Heparina 1% de

LaboratoriosLEO SA., el Na-DOC de Difeo, el detergenteTwecn 20 de la casa

Jansseny el (i)ctil-fi-D-glucopyranósidode la CoorporaciónCalbiochem-Nuvabiochem.

Amershanísuministró el material radiactivo y el Mt (le marcajeen el extremo3’.
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Otros “kits” comercialesutilizados en estetrabajo fueron: kit de secuenciaciónde la

DNA polimerasadel fago Ti (Pharmacia);Sistemademutagénesisin viti-o (Promega);

“Geneclean’y “MERmaid” (BIO 101), para la purificación de fragmentosde DNA a

partir de geles de agarosay de poliacrilamida; y el kit para determinaciónde

proteínas,BCA (Pierce).Otrosproductosusadosfueron:membranasde nitrocelulosa

parala transferenciade DNA (Schleicher& Schuell); filtros paradiálisis (Millipore);

película fotográfica T-55 (Polaroid>, y películas X-Omat 5 para autorradiografías

(Kodak).

MÉTODOS

1.. CRECIMIENTO Y CONSERVACION DE ESTIRPES BACTERIANAS

El ctíltivo en medio líquido de S.pneumoniaese realizó a 370C sin agitación,en

tubos de tamañoadecuadopara mantenerlas condicionesmicroacrófilasnecesarias

para el crecimientode estaestirpe.Para el cultivo en medio sólido, las células de

S.pneurnoniaese mezclaroncon Lina capabasalde medio y antibiótico, a la cual se

agregóuna ligera capasuperficial de medio. Parael recuentode bacteriassetuvo en

cuentaque en S.pnewnoniaecadau.f.c. contieneuna mediade ctlatr() células(López

el al, 1989). El crecimientode las estirpesde B.subíilívy E.coli se realizó a 370C con

agitaciónvigorosa. En algunasocasiones,la temperaturade crecimientode B.subíilis

seelevóa 45 y 500C, temperaturasa las quela bacteriacrecebien por su condición

de microorganismomesófilo. El cultivo en mediosólidoserealizóen superficiesobre

placaspetri con TY-agar.

El crecimiento de los cultivos se siguió por turbidemetría usando un

espectofotómetroBausch & Lomb, modelo Spectronic 20. Se midieron las

absorbanciasde los cultivos de 13.subíilis, E.coli y S.pneumoniae a las longitudes de

onda de 550, 600 y 650 nm respectivamente.Parasu conservación,a los cultivos de

S.pneunzoniae y E.coli se ¡esañadióglicerol al 10% y se mantuvieron10 mm a 37~C,

antesde sercongeladosa -70~C. A las célulasde B.subíilis se les añadióDN4SO al 5%

y secongelaronrápidamenteen una mezclade nieve carbónicay etanol, antesde ser

mantenidasa ~70xC.
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2. PREPARACIÓN Y TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS

COMPETENTES

Las células competentesde S.pneurnoniaese prepararonsiguiendoel método

descrito por Lacks (1966). Se realizan dos diluciones sucesivasde un cultivo de

S.pnewnoniae,y se dejacrecerhastauna DO6~= 0.3. En estenínmento,el cultivo se

reparteen alícuotas(500 pl) y se congelaa -70”C. Parasu transformación,el cultivo

competentese diluye 20 vecesen AGCI-I, suplementadocon 0.2%sacarosay 0.001%

CaCI2 , incubándose 20 mm a 30
0C. La saturacióncon DNA plasmídicose alcanza

alrededorde 0.25 ¡sg. Una vez añadidoesteDNA, seincuba40 mm mása 300C. Para

permitir la expresióndel marcadordeselección,el cultivo semantiene90 mm a 370C

antesde procedera la siembraen placa para seleccionarlos transformantes.Dado

que los genesde resistenciaa Cm (caí) empleadosen estetrabajoderivande pC194,

y son induciblespor Cm, los últimos 20 mm de expresiónserealizaronen presencia

de una concentraciónsubinhibitoriadel antibiótico (0.05-0.5 ¡sg/mí).

Para preparar las células competentesde E.co/i se siguieron los métodos de

Hanahan(Hanahan,1983)y Kushner(Kushner,i978).En amboscasos,se transformó

con un máximo de 0.2 ¡sg de DNA, correspondientesa 1/20 del volumen de células

utilizado. Sólo en el caso (le usarel método de Hanahanlas célulascompetentesse

pudieronconservara ~70oC.En algunoscasos,las célulasde E.coli setransformaron

por electroporaciónsiguiendoel método descritopor Dower (Dower el al, 1988) y

u ti 1 izandoel aparato‘‘Gene PuIser’’ acopladoa un controlador‘‘Pu] seControlí er’’ (le

Bio—Rad. Para preparar las células (le E.coli para la electro—transtormacionse

inocularon 100 ml de medio con 1/100 (le volumen (le un cuítivo muy crecido, y se

permitió su crecimiento a 370C con agitación vigorosa hasta una DO
610 0.5. El

cultivo se enfrió en hielo durante30 minutos y las células fííeron recogidaspor

centrifugación(15 mm, 40C, 4000 x g). Las células se lavaron dos vecescon agua

destiladaestéril fría, centrifugándolasde la misma forma.Se descartóel sobrenadante

y se resuspendieronlas célulassuavementeen 2 ml (le glicerol al 10% frío. Se realizó

una nuevacentrifugación(15 níin, 4’C, 2000 x g) y las célulasse resuspendieroncon

tnuchasuavidaden 0.25 ml de glicerol al 10% frío. 1 ~aconcentraciónfinal de células

fue aproximadamentede 1-3 x itt células/ml.El cultivo se repartióen alícuotas(200

pl) quese congelarona -70~C. Parasu transformaciónlas célulasse mezclaroncon 1
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ó 2 pl de DNA (7.5-10¡sg/mí).Las condionesdel electroporadorfueron las siguientes:

25 ¡sF, 2.5 kV y 200 fl. Las células se diluyeron en 1 ml de SOC y se incubarona

370Cdurante 1 Ii, antesde serextendidasen placascon un medio selectivoparaaislar

los transFormantes.

3. PREPARACIONES DE DNA

3.1. Preparacionesde DNA total

Se utilizó paraanalizarde modo rápidoel contenidoplasmídicode los clonesen

estudio,y paradeterminarpor densitometríael númerode copiasplasmídico(N) en

las estirpesanalizadas.

ParaS.pneurnornaeseempleóel procedimientode Stassieta! (1981): las células

de un cultivo crecido a l)O~~= 0.4 (1.5 mí) se sedimentaronpor centrifugacióny

resuspendieronen 100 pl de soluciónde lisis (25% sacarosa,0.15 M citrato trisódico,

0.01%81)5, 0.1%Na-DOC, 25 ¡sg/ml RNasaA). Se incubó 10 mm a 300C y seañadió

SDS (1%, concentraciónfinal). Los lisados se mezclaron vigorosamentey se

congelaron(-70’C) y descongelaron(37~C)cuatroveces,favoreciendoasí la roturadel

DNA cromosóniico.Se añadióproteinasaK (230 ¡sg/mí) y se dejó actuar 20 mm a

370C. Se añadieron50 ¡sí (leí colorantede cargaCEC(3x) [0.02%azul de bromofenol

(BFB), 50%glicerol, 2.5 mM EDTA], y sealnmcenarona ~7Qo(3hastala electroforesis.

En el casode Eco!! (Espinosael al, 1982), las célulasde resuspendieronen 25

¡sí de solución de lisis (4 mg/ml lisozima, 25% sacarosa,0.1 Nl NaCí, 50 mM Tris-

UCI, pH 8.0, 0.5 ¡sg/pl RNasaA) y seincubó 10 mm a YPC. Se añadió 1% SDS y se

mezcló vigorosamenteantes de congelar-descongelarcuatro veces. Se añadió

proteinasaK a 250 ¡sg/ml y se dejó actuar 10 mm a la. Se añadieron 15 pl del

colorante de carga CEC(3x) y se procedió a la electroforesis.Para B.subtilis, los

extractostotalesse realizaroncomoen el casode E.coli, aunqueaumentandocuatro

veceslas cantidadesde reactivosutilizados parael mismovolumen de células.

3.2. Minipreparacionesde DNA plasmídico

La preparaciónde DNA plasmídicode Eco!! a pequeñaescala,se llevó a cabo

siguiendo el método descrito por Birboim y Doiy (1979), basado en una
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desnaturalizaciónalcalinay posteriorprecipitacióndel DNA cromosómico.En el caso

de S.pneumoniaese siguió el mismo método incluyendo las modificacionesdescritas

por Stassiel al (1981). En algunaocasiones,paraE.coli se siguió el métodode lisis

alcalina descritopor le Gonilí d al (1994), elegidopor su rapidezy sencillezparael

análisisinicial de un gran númerode transformantes.

3.3. Preparación de plásmidos puros

Para la preparación de DNA plasmídico de E.col¡ y S.pnewnoniaea gran escala,

se utilizó el método de Currier y Nester (1976). La diferencia entre los dos

microorganismosse encuentrabásicamenteen el procedimientode lisis celular

empleado:

La lisis de E.coli se llevó a caboresuspendiendolas célulasen una solución de

lisis (2mg/mi lisozima, 20% sacarosa,1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCi, pH 8.0) e

incubándolaslo mm a 370C. Despuésdc añadióEDIA (0.1 M, concentraciónfinal)

y semantuvoen hielo 10 mio. La lisis clara se consiguióañadiendouna solución de

SDS en 111(10:1) (10 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDiA), hasta alcanzaruna

concentraciónfinal de SDS al 5 Ve, e incubandoa 37xC durante 10 mm.

Para la lisis de S.pneumoniae,las célulasse resuspendieronen 60 mM EDIA

junto con la soluciónde lisis (25% sacarosa,0.15 M citrato trisódico, 0.1%Na-DOC,

0.01%SDS). Se incubóa 370C durante5 mm; seañadiópronasa(concentraciónfinal,

0.7 mg/mI) y se incubóa 370Cdurante10 mm. La lisis claraseobtuvo añadiendouna

soluciónde SDS en TE( 10:1), dejándoloa tIna concentraciónfinal de SDS dei 1.2%.

Una vez obtenida la lisis clara, se siguió el protocolo descrito por los autores,

realizando dos gradientessucesivos de CsCI para asegurar una separación y

eliminación conipletadel DNA cromosomico.La estimacióncíe la purezadel DNA

obtenidoseobtuvo de la relaciónentre los valoresde absorbanciaa las longitudesde

onda258 y 280 nni. La contaminación con lir coaso fenol se reflejaríaen un valor

de la relación <2. La concentracióndel DNA secalculó midiendola absorbancia(A)

de la muestraa una longitud de ondade 258 nm, teniendoen cuentaque un valor de

absorbanciaigual a 1 correspondea 50 ¡sg/oil de dsDNA.
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4. MANIPUlACIONES ENZIMÁTICAS DEL DNA

El tratamientodel DNA con enzimasde restricciónse realizóen las condiciones

de tampón y temperaturarecomendadaspor las casascomercialessuministradoras.

Otras modificaciones enzimáticas del DNA se llevaron a cabo siguiendo las

indicacionesdescritaspor Sambrookel al (1989).Cuandofue posible los enzimasse

Inactivaron por calor y en la mayoría de los casos, se llevó a cabo una

desproteinizaciónde las muestraspor tratamientocon una mezcla (1:1) de fenol

saturadoen TE( 10:1) y de cloroformo:alcoholisoamílico (24:1). Por centrifugación,

se separóla fase acuosaque contieneel DNA y se procedióa su precipitacióncon

0.1 volúmenesde 3 M acetatosódico, pH 7.0 y 2.5 volúmenesde etanol absoluto.Si

la cantidad de DNA era inferior a 2 pg, se añadieron 5 ¡sg de URNA como

coprecipitador.La mezclasemantuvodurante30 mm a -700Co durantetodala noche

a -200C,y sesedimentóporcentrifugacióna ~i0oC,15 mm. Paraeliminarlassalesque

podríanhabercoprecipitadocon el DNA, se realizó un lavadocon etanol al 70% y

se centrifugóa - lOt, 10 mm. El DNA sedimentadosesecóbajo vacíoparaevaporar

los restosde etanol (le la muestray se resuspendióen ‘l’E( 10:1).

Muchasveces,las muestrasde DNA sedializaronen filtros tipo VS de Millipore

(tamañodel poro 0.025 ¡sm) frenteal mismo tampónTE(10:1)o al tampón adecuado

para realizaruna nuevadigestión.

5. ELUCIÓN Y PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA

Parala purificaciónde fragmentosde DNA a partir de gelesdeagarosaseutilizó

el sistema“Geneclean”(BIO 101 Inc.), siguiendolas instruccionesde susfabricantes.

Normalmente,se títilízaron geles de agarosaal 0.8%; aunqueeste porcentajese

aumentóen el casodc extracciónde fragmentosde un tamañosimilar entresí, con

el fin (le conseguiruna mayor resoluciónen la separación.

Cuando los fragmentosde DNA eran pequeños(<200 pl)) se llevó a cabo su

extraccióna partir de gelesde poliacrilamida(PAA) al 5%, segúnel procedimiento

de Maxamy (iilbert (1980). En estecasose troceó la bandade PAA y se sumergió

en el tampón de elución (0.2 M NaCí, 20 mM Tris-HO, pI] 7.4, 2 mM EDTA). Se
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incubó a 4~C toda la noche. U DNA se eluyó y se eliminaron los restosde PAA

pasandolas muestrasa travésde una columnade lanade vidrio. Secambióel tampón

de la muestrapasándolaa travésde una columnilla deSephadex0-25 equiLibradaen

TE(10:i) y, cuandofue necesario,la muestrase concentrócon un volumen de 1-

butanol, descartandola fase superiorhastaalcanzarel volumen deseado.

6. PURIFICACIÓN DE OLIGONUCLEÓTIDOS

La mayoríade los oligonucleótidosutilizadosen estetrabajofueron sintetizados

por el servicio de Químicade Proteínasdel CIB. Los oligos se entregaronunidosa

una resma, de la cual eran recuperadospor un tratamiento con 32% NH3 e

incubacióndurante14 horasa 5O~C. Se eliníinó el amoníacopor evaporacióna vacío

y se resuspendióel oligo en TE(10:1), purificándolo posteriormentemedianteuna

columna de Sephadex6-50 o 6-25 (para oligos menoresde 16 nucleótidos). En

algunasocasiones,con el objeto de eliminar las moléculastruncadaso de síntesis

incompleta,seretuvo el grupo) tritilo de la última baseincorporaday se liurificaron

tos oligos utilizando los cartuchospara purificación de oligonucleótidos(WC de

Applied Biosystems,para su detritilación.

Parala extraccióndc oligonucleótidosmarcadosa partir de geles de PAA se

utilizó el sistema“rvlERmaíd” (BIO 101 Inc.>. Cuando los ensayosrequeríanuna

mayor purezade los oligonucleotidos,estos fueron purificados por HPLC por el

servicio (le Químicade Proteínasdel CIB, usandounacolumna Vydac C-18 (4.5 x 15

cm) de Ja casaThc SeparationGroup,con un tamañodc partícu]ade 5 pm y 30 ¡ím

de tamañode poro. El flujo fue de 1 mí/mm y se utilizaron las solucio:nesA (5
0/o

acetonitriloen 0.1 N TEAA, pH 7.0)y B (40%acetonitriloen 0.1 N TEAA, pH 7.0).

Los t)ligos fueron postenormentedetritilados:para ello, sc• evaporaronlas muestras

y se resuspendieronen ácido acético) al 80%, incubándoLas20 mm a temperatura

ambiente.Las muestrasse volvieron a evaporaro se pasaronpor una columna (le

Sephadex0—50, lavándolasa continuacion,variasvecescon aguadestilada.

Los olígonueleotídosdo-derivadosfueron sintetizadosy purificados por el Dr.

Ramón Eritja en el Buropean Molecular Biology Laboratory. Se purificaron por
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HPLC con las condicionesdescritaspor Mizuuchi y Adzuma (1991): columnaC-18,

cargandola muestraen 10% acetonitrilo, 90% 50 mM acetatode amonio/aguay

eluyendolos oligonucleótidoscon 30% acetonitrilo.De estaformasepuedenseparar

las dos configuraciones del oligonucícótido fosforotioato: la forma S~ del

diasteroisómeromigra más rápidoque la forma R0.

En todos los casos,la concentraciónde los oligonucleótidosse calculómidiendo

la absorbanciaa 258 nm y teniendoen cuenta que una A2~= 1 correspondea 33

¡sg/ml de ssDNA.

7. SECUENCIACION DEL DNA

Para la secuenciaciónde mutacionesen el DNA, se siguió el método de

terminaciónde cadenade Sanger(Sangerel al, 1977),utilizando)el ‘kit” comercialde

PharmaciaLKB con la DNA polinierasadel fago Ti y [a-
32P]dCTP.Como DNA

molde se usaron aproximadamente2 ¡sg de una mínípreparaciónplasmídica,

desnaturalizadospor álcali. Como cebadoresse usaronoligos de 17 nL y la relación

cebador:moldeusadafue de 10:1.

8. MUTAGENESIS DIRIGIDA

La introduccion de sitíos de restricción en el dso de pLS1 0) las mutaciones

punttíalesrealizadasen el gen rep de pLSl, se llevaron a cabo utilizando el sistema

de mutagénesisdirigida in vifro de Promega.El sistemase basaen la utilización de

un vectorúnico. pALTER-1. Este fagémidocontieneel oh del fago fi y dosgenesde

resistenciaa antibióticos:el gen de resistenciaa Tc (leí) que es siemprefuncional, y

el gen de resistenciaa Ap (bla) que ha sido inactivado.El oligo mutagénicoseanilla

al ssDNA molde junto) con un oligo que restaurala Ap en la hebramutantedurante

la reacciónde mutagénesis.Se sintetizala hebramutanteusandola DNA polimerasa

y la DNA ligasadel fago T4. A continuación,se realizan dos rondassucesivasde

transformación:primero, se utiliza unaestirpede E.coli deficienteen el sistemade

reparaciónde baseserróneas(BMH7I-l8inuíS), la cual suprimein vit’o la reparación

del error mutagénico,introducido en el gen bici y en el fragmentode DNA deseado.
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Después,serealizauna segundaronda de transformaciónen la estirpedM109, para

asegurarla segregaciónde los plásmidosmutantes.

El procedimientoseguidofue el siguiente:el fragmentode DNA a mutagenizar

se clonó en el sitio de clonaje múltiple del vector pALTER-1 y se transformóla

estirpeJM109. El DNA molde para la reacción de anillamiento con los oligos

mutagénícosse obtuvo mediante dos formas distintas: a) infección (leí cultivo

JMi09/pA1~I’ER recombinantecon el fago R408parala obtencióndessDNA, usando

una multiplicidad de infección (m.o.i., n0 partículasde fago/célula)de 10; el DNA

fágico junto> coín el DNA del fagémido reconíbinantefue precipitado según las

instruccionesde Maniatis el al (1982); b) obtención del DNA plasmídico según

Birboim y Doly (1979) y su desnaturalizaciónpor álcali. Por lo general, la reacción

de mutagénesis se llevó a cabo anillando 0.1 pmol de ssDNA o dsDNA

desnaturalizadocon 0.5 pmol de] oligo reparadorde Ap fosforilado y 2.5 pmol del

oligo niutagénicofosforilado. En cualquier caso, se mantuvieron unas relaciones

o[igo:molde de 5:1 parael oligo reparadorde Ap y de 25:1 parael oligo mutagénico.

La hebramutanteseextendiócon la DNA polimerasadel fago T4 y se selló con la

DNA ligasadel fagoT4. Con el DNA así sintetizadosetransformóla BMI-171-l8rnuíS

siguiendoel método de Hanahan(1983) o medianteelectroporación(Dower ci al,

1988). Se seleccionaronlos transformantesApr por crecimientoen presenciade este

antibiótico y se obtuvo el DNA por el método> de ]3irboin y Doly (1979). Se

transformóla estirpeJM 109 paraasegurarla segregaciónde los fagémidosmutantes.

Posteriormente,la presenciade la mutacióndeseadase comprobópor secuenciación

del fragmentode 1)NA correspondiente.

9. ELECTROFORESIS I)E DNA

9.1. Celes de agarosa

Para la electroforesis del DNA en geles de agarosa se utilizaron geles

horizontalesconunaconcentraciónde agarosavariableentre0~8y l.5~o, dependiendo

del tamañodel DNA a analizar.La agarosase disolvió en tampón de electroforesis

TAl?. (40 mM ‘tris base,pl-1 8.1, 20 mM ácidoacético,2 mM EDTA) oTBE (89 mM

Tris base,pl] 8.3, 89 mM ácidobórico,2.5 mM EDTA>. A las muestrasse les añadió



Materiales y Métodos Si

tampóndecargaBXGE (0.025%BFB, 0.025%xilencianol,6%glicerol, 1 mM EDTA)

o CEC(lx). Las dimensionesde los geles, la duración de la electroforesisy las

condicionesdevoltajevariaronsegúnlas característicasdel DNA a analizar.Los geles

fueron teñidos en tampón TAL o TBE usado para la electroforesisañadiéndole

bromuro)de etidio (EtBr) a una concentraciónde 0.5-1.0¡sg/mí,durante30 mm a t.a.

En algunoscasos,el EtBr se incluyó en la preparacióndel tampón y en el gel de

agarosa,obteniéndoseasí la tinción del DNA durantela electroforesis.El DNA se

visualizó medianteun transiluníinadorde luz ultravioleta (LV) de onda larga (360

nm) o de onda corta (254 nm).

9.2. Gelesde poliacrilamidanativos

Parala electroforesisde fragmentosde DNA pequeños(50-500pb) se utilizaron

geles verticales no> desnaturalizantes de 5% poliacrilamida (PAA; 30%

acrilamida:0.8%bisacrilamida)en tampónTAL, polimerizandocon 0.05%TEMED

y 0.1% persulfatoamónico (PSA). Las dimensionesde los gelesvariaronsegúnel

volumende las muestrasa analizary la resoluciónde los fragmentosquesepretendía.

Los gelesgrandesfueron de 14.5 cm de ancho, 12 cm de largo y 1 mm de espesor.

Los gelespcquent)sseprepararonutilizandt) las cubetas‘Mini-protean” de Bio-Rad

y sus dimensionesfueron: 8.4 cm de ancho,7.2 cm de largo) y 0.75 mm- de espesor.

Para la electroforesis,las muestrasse prepararony tiñeron como en el apartado

anterior, utilizando el tampón de cargaEXCE. Para analizarlas diferenciasen la

movilidad electroforéticade un oligonucleótidomono-y bicatenariode 23 nt marcado

co)n [a~a2P1dATPen su extremo5’, se realizó un gel grandede 20% PAA, en tampón

TAL, añadiendo0.05% TEME[) y 0.1% PSA. Las muestrasse prepararoncon

tampón BXGE y se visualizaro)n por exposicidnautorradiograficausando)pantallas

amplificadoras.

9.3. Geles de agarosaacalinos

Este tipo de gelesse preparósiguiendoel método descrito)por Sambrookel al

(1989), modificado por la Dra. P. López. Se preparaun gel de agarosaaL 0.8% en

aguay se dejaenfriar a 600C antesde añadirlela solución alcalina(50 níM NaO!],

1 mM EDTA» Las muestrassediluyen 1:1 con coloranteparagelesdesnaturalízantes

2x (100 mM NaOH, 10 mM EDTA, 6~/c ficolí, 0.025%verde de bromocresol,0.5%
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xilencianol). El tampón de electroforesiscontiene50 mM NaO!] y 1 mM EDTA. La

electroforesisse realizaa un voltaje constantebajo (30-40 ½‘)ya que este tipo de

gelespresentael problemadeunagran resistencia.En parte,estosepuedesolucionar

realizando)la electroforesisa 40C y/o) con recircularización del tampón. Tras la

electroforesis,el gel sesumergeen unasoluciónde neutralización(1 M Tris-HCI, pH

7.6, 1.5 M NaCí) durante30 mm a ta. Paravisualizarel DNA, sesumergeel gel en

tampon ‘VAL con Etl3r (1 ¡sg/mí>, 30 mm a t.a., y se o)bservaen un transiluminador

UV de 254 nrn. Si sequieretransferirel DNA a filtros de nitrocelulosa,se vuelve a

sumergirel gel en la solución de neutralizaciónduranteotros30 mm, antesde hacer

la transferencia.

9.4. Geles mixtos de agarosa-acrilamida

Estetipo de gelessonadecuadosparael análisisde complejosDNA-proteínaso

de curvaturasen el DNA. La preparaciónde estos geles se realizó siguiendoel

método descrito por Peacocky Diugman (1968). Son geles verticales de 1.8%

acrilamida-0.5%agarosa,polimerizándosecon 0.02% TEMED y 0.1% PSA. Sus

dimensionesfueron de 14 cm de ancho, 16 cm de largo y 3 mm dc espesor.La

electro)foresisse realizó a t.a. en tanipon TAL.

9.5. Geles mono- y bidimensionalescon cloroqu¡na

Parala separaciónde topoisómerosde unapreparaci~ncíe DNA plasmídicopuro

se realizaro)ngelesde agarosacon cloroquinacomoagenteintercalantedel DNA.

Los gelesmonodimensionalesse realizaronsegúnBhriain y Dorman (1993).Se

prepararongelesde agarosaal 1% con 2 ge/ml de cloroquina. La electroforesisse

realizóen tampón ‘FBIR, a un voltaje constantede 2.7 y/cm, a i.a. y protegido de la

luz. La cloroquinase eliminó mediantelavadosexhaustivoscon aguadestiladay los

gelessetiñeroncon 5 ¡sg/ml EtBr durante1 h, lavándolosposteriormentedespuéscon

aguadestiladaparaeliminar el fondo de EtI3r.

Para la separaciónde to)po)isómerospo)sitivo)s y negativo)s, se realizaro)n geles

bidimensionalesto)mandocomoreferenciael trabajode Cienel al (1994).La primera

dimensión se realizó en geles de agaro)saal 0.8% con 1.5 ¡sg/inI de cloroquina en
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tampón TBE. Para la segundadimensión, se cortó la tira de gel que llevaba la

muestray se giró 90~ en otra cubeta, la cual se rellenó con una preparaciónde

agarosaal 1% con 15 ¡sg/ml de cloroquina.El tampón de electroforesisfue TBE con

cloroquina 15 ¡sg/ml. Tras la segundaelectroforesis,los geles se lavaroncon agua

destiladay se tiñeroncon EtBr (1 ¡sg/mí) durante1 h, lavándolosa continuacióncon

aguadestiladaantesde servisualizadoscon un transiluminadorUV de onda corta

(254 nm).

9.6. Geles de secuenciación

Los productosde las reaccionesde secuenciaclónseso)metierona electroforesis

en geles de 8% PAA (38% acrilamida:2% bisacrilarnida), con 7 M urea,

polimerizando>con 0f15% TEMED y 0.06%PSA, en tampón1’BE. Los productosde

reacciónen los ensayosde actividad (le la proteína RepB con oligonucícótidos,se

analizaronen geles de 20% PAA (38% acrilamida:2%bisacrilamida),con 8 M de

urea, 0.02% TEMED y 0.06% PSA, en tampón TBE. Para los análisis de los

oligonucícótidoscon nucleasaPl O) PDE, se utilizaron gelesde 24% poliacrilamida

con ureaal 50% (8.3 M).

En. todos 10)5 casos,las dimensionesde los gelesfueron 36 cm de ancho,40 cm

de largo y 0.35 mm de espesor.Las muestrasfueron resuspendidasen tampón de

cargaBXF (80%formamidadesionizada,10 mM NaOH,0.1%BEE,0.1%xilencianol,

1 mM EDTA) y se desnaturalizaronpor calor durante3 mm a 85’C, enfriándolas

rapidamentea 4<. Se realizó una pre-electroft)resisa 1800 V durante 1 h. La

electroforesisse llevó a cabo) a un voltaje constantede 1900 ó 2000 V.

10. DETERMINACIÓN DEL NÚMERO I)E COPIAS PLASMÍDICO

La determinacióndel númerode copiasplasmídico(N) en un huéspedconcreto)

y a unascondicionesdadas,se basa fundamentalmenteen el método descrito) por

Projanel al (1983),con las modificacionesdescritaspor del Solar y Espinosa(1992).

Se prepararonextractosde DNA total de los cultivo>s a analizary se so)metierona

electroforesisen gelesde agarosaal 1.2% Con tampón‘rAE. Los gelesse tiñeron 30

mm a t.a. con 1 ¡sg/ml EtBr, y fueron lavadoscon agua destiladaduranteotros 30
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mm, para eliminar la fluorescenciade fondo. Los geles se expusieron a un

transiluminadorUV de onda co)rta, y se tomaron varias fotografíascon diferentes

tiempos de exposición, utilizando) películas T-55 de Polaroid. La cuantificación

densitométrica de las bandas de DNA, se realizó utilizando unas veces el

densitómetroLKB Ultroscan 2202 acoplado a un ordenador Apple II y, mas

recientemente,un densitómetro400, usandoel programalmageQuant(Molecular

Dynamics).

Debido) a que el grupoplanardel EtBr se intercalamejor en las formas lineales

y circularesabiertas(OC o Fil), que en formascircularescovalentementecerradas

(CCC o FI), fue necesarioaplicar un factor de correcciónen el cálculo del número

de moléculas de DNA plasmídico por equivalentecromosóniico. Este factor de

correcciónfue estimadopo~r Projan el al (10383) en 1.36. De estamanera,el valor de

N secalculó:

NsfQp1+ 1.36Dp xMc

I)c x Mp

siendo Dp1 y 0p2, los valores determinadospon densitometría a las bandas

correspondientesa las tormasOC y CCC del plásmido; Mc, es el tamañodel DNA

genómico,estimadoen 3 x 106 pb paralas tres especiesbacterianasen estudio)(Lacks

el al, 1986); Dc, es el valon determinadopor densito)metríapara la bandade DNA

genómico;y Mp, esel tamañodel DNA plasnildicoen ~b.

11. ENSAYOS DE ESTABILIDAD E INCOMPATIBILIDAD

PLASMÍDICAS

11.1 Ensayosdc estabilidad

Se realizaronsegúnel método descritoen del Solar e/ a! (1987b>. Se partió de

un cultivo incial crecido hasta una DO650= 0.4 en medio selectivo, al cual se le

co)nsider~la generaciónde partida(g= 0). A partir de aquí, se realizarondiluciones

sucesivasen una proporcion 1:1 0¾en un medio sin presionseleclivahastaalcanzar

de nuevo la DO650= 0.4 (unas lO generaciones).En general, se realizaron estos
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ensayospor un período de 60 generaciones.Cada 10 generacionesse tomaron

muestrasdel cultivo y se analizó: i> contenido de DNA plasmídico mediante

preparacionesde DNA total, y u) porcentajede células con plásmido, mediante

dilucionesapropiadasde las muestrasy cultivo en placascon y sin presiónselectiva.

La tasa experimentalde pérdidadel plásmido por célula y generación(U se

calculóa partir de la ecuación:

L<>= 1 -

siendoP0, la frecuenciainicial de célulascon plásmido y P, la frecuenciade células

con plásmidotras crecerel cultivo n generacionesen un medio sin presiónselectiva.

11.2 Ensayosde incompatibilidad

Dosplásmidosquecompartenregionesimplicadasen su replicacióno control,son

incapacesde coexistir en la misma célula huésped.Para realizar los ensayosde

incompatibilidad,seempleóel testde Tipo 1, segúnel métododescritopor Nordstróm

el cii (1980a, 198<)b). En estetipo de test, cultivos co)mpetentesde S.pneuuzonwe que

llevan el plásmido de interés (residente>sc transformancon un segundopiasmido

(donador),que lleva un marcadordeseleccióndistinto al del plásmidoresidente.Para

estudiar la posible incompatibilidad ejercida por el plásmido donador sobre el

residente, se seleccionasiempre para el marcador del plásmido domador. Los

transformantesseaislaronen placasconel antibióticomarcadordel plásniidodonador

y secrecieronen medio líquido hastauna DG~51,= 0.5. En estemomento,setomaron

muestrasparaanalizarel contenido)cíe DNA plasmídicoy paracalcularel porcentaje

de célulasresistentesal primer marcador,y que por tanto, conservaríanel plásmido

residente.Se haestimadoque sonnecesariasunas25 generacionesparaque unau.f.c.

dé lugar a una colonia de tamano medio, y que transcurrenunas 12 generaciO)fles

hastaque la colonia inoculadaen el medio) líquido da lugar a un cultivo con una

DO6~0= 0.5. Por ello, en estecasoseanalizanlos efectosdel plásmidodonadorsobre

el residente,tras37 generacionessin presiónselectivaparaéste.Cuandosedeseaban

co)nocer10)5 efectosen generacíoíiesposterio)res,los cultivos cíe lo)s transformantes

inicialesse diluyero)nsucesivamenteen medio con presionselectivaparael plásmido
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domador.Se analizóel contenidode DNA plasmídicoy sedeterminóel porcentajede

célulasque conservabanel plásmido residente.

En algunasocasionesse deseabaconocerel efecto que ejercíala presenciadel

plásmido residentesobreel númerode copiasdel plásmidodonador.En estoscasos

seempleóel testTipo II (Nordstrómel al, 1980a,198Gb),que consisteen seleccionar

los transformantescon el marcadordel plásmido donadoren medio sólido y en un

medio líquido inicial. A partir de aquí, los cultivos sediluyen sucesivamenteenmedio

conpresiónde selecciónparael plásmidoresidenteo enausenciade presiónselectiva,

serealizaun análisis(leí co)nteni(lo de DNA plasmídicoy secalculael porcentajede

célulasque contienenel plásmido donador.

12. MARCAJE RADIACTIVO DEL DNA

12.1 Preparación de sondasradiactivas

Las sondas del i)NA se prepararon realizan(lo el marcaje del I)NA con

hexanucleótidosal azar,segúnel método de Feinbergy Vogelstein(1983).

El DNA plasmídico(1 ¡sg aproximadamente)que iba a servir de DNA molde se

desnaturalizópor calor (10 mm, 95eC) y seenfrié rápidamente.La reacciónserealizó

en 20 ¡sí, en presenciade 50 mM Tris-HCI, pIl 7.2, 10 mM MgCI2, 0.1 mM DTE

(ditiocritritol), 0.2 mg/ml BSA, 30 pCi de L-
32P]dCTP (actividadespecíficade 5000

Ci/mmol), mezclade los dNTI>s restantesa 75 pM, 2.2 ¡sg (le hexanucleó[idospd(N~

y 1 u de Fol 1K. La mezclase incubédurante2 Fi a 37eC,y la reacción se paró por

adición de 20 mM EDTA y 8 pg de DNA de timo ternera. l.~a eliminación del

nucícótido radiactivo) no) inco)rpo)radoal DNA se hizo pasando¡a muestrapor tina

co)Itininilla de Sepliadex(3-50 equilibradaen ~l~E(10:1). Las sondasse hirvieron

durante lO miii, seguidasde un enfriamiento rapido antesde ser utilizadas.

¡2.2. Marcaje de fragmentos de DNA en 3’

Para este tipo de marcajese emplearonfragmentosde DNA con extremos5’

protuberantes,cuyos tamañoso)scilaron entre 50 y 1600 pb. La mezcla de reacción

contenía0.5-5 ¡sg de DNA en 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 10 níM MgCI
2, 10 niM ~ME,
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SO-SOpCi del [a-32P]dNTP(actividadespecíficade 5000 Ci/mmol> que se deseaba

incorporary 10 u de Po! 1K. Se realizó una incubaciónde 15 mm a t.a. y seañadió

una mezclade dNTPsa 60 pM, incubándose5 mm a t.a. El DNA fue posteriormente

sometidoa tratamientocon fenol:cloroformoy precipitacióncon etanol.

12.3. Marcaje de oligonucleátidosen 5’

El marcajede oligonucleótidosen el extremo5’ se realizó utilizando la T4 PNK,

tomandocomo baseel método descritopor Sambrooket al (1989). Geneíalmente,la

mezclade reaccióncontenía 1 nmol de un oligonucleótido(cuyo longitud oscilaba

entre8 y 26 nt) en 50 mM Tris-1-ICI, pH 7.6, 10 mM MgCI
2, 10 mM ~ME, 50 pCi de

[‘y-
32P]dATP(actividadespecíficade 5000 Ci/mmol) y 10 u del enzima.Se realizóuna

incubación de 45 mm a 370C y se paró la reaccióncon 34 mM EDTA. Para la

eliminación del nucleótido radiactivo no incorporado, la mezcla se trató con

fenol:cloroformoy posteriorprecipitacióncon 4 M acetatoamónicoy 2.5 volúmenes

de etano)l, seguidopor un lavadocon etanol al 80%.

12.4. Mareajede oligonucícótidosen 3’

El marcajede oligonucleótidosen el extremo3’ se llevó a caboutilizando el kit

de marcaje en 3’ de Amersham. La mezcla de reacción contenía 1 nmol de

oligonucleotido(longitud entre8 y 23 nt) en el tampóncacodilato:cacodilatosódico,

cloruro dc cobalto,DTT, pH 7.2; 50 pCi de [22lflddATP (actividadespecíficade 5000

Ci/mmol) y 10 u de la transferasaterminal. Se realizó una incubaciónde 1 h a 37~C.

En algunoscasos,la eficienciadel marcajese mejoróañadiendo5 u másdel enzima

y prolongandola incubación 1 Fi más. La reacciónseparó añadiendo42 mM EDTA.

La eliminación del nucleótido radiactivo no inco)rpo)rado se realizó co)mo) en el

apartadoanterlo)r.

13. TRANSFERENCIA DE DNA A FILTROS DE NITROCELULOSA

La transferenciade DNA a filtros de nitrocelulosasebaséen el méto)dodescrito

por Southern(1975). Parala transferenciadel DNA a partir de gelesde agarosano

alcalinos,se realizóun trataníientoprevio de desnaturalización:hidrolizaciónparcial

por inmersión de los geles en 0.12 M HG durante 15 mm. Después,los gelesse
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lavaron con agua destiladay se sumergieron40 mm en la solución Soak 1 (0.5 M

NaO!], 1.5 M NaCí). Los geles se volvieron a lavar con agua destilada y se

sumergieronotros 40 mm en la soluciónde neutralizaciónSoak II (3 M NaCí, 0.5 M

Tris-HCI, pH 7.2). I.ns geles alcalinos, en los cuales el DNA ya estaba

desnaturalizado,se sumergierondirectamenteen la solución de neutralización(1 M

Tris-HCI, pH 7.6, LS M NaCí).

A continuación,el gel se colocó sobre papel Whatman 3MM, cuyos bordes

estabanencontactocon unasoluciónSSC(lOx) [1.5 M NaCí,0.15 M citratotrisódico].

Se colocó encima del gel un filtro de nitrocelulosahumedecidoen SSC(lOx), tres

papelesWhatnan3MM y una pila de servilletasde papel. Sc puso un pesoencima

para favorecer el contacto) entre las distintas capas de pape! y se permitió la

transferenciaa t.a. durante 14 Fi. ‘Tras este período, el filtro se secó a 37’C y se

mantuvo2 Fi a 800(7. Parasu hibridación, el filtro de nitrocelulosase sumergióen un

tampón que contenía50% formamida, 5 mM EDTA, 0» M NaCí, 48 mM fosfato

sádico,pH 6.8, 0.1% SDS, 100 ¡sg/ml DNA de espermade salmón(o de timo de

ternera)desnaturalizado,soluciónDenliart’s lx (preparadasegúnManiatisel al, 1982)

y la sondade DNA marcadaradiactivamente,previamentedesnaturalizadapor calor

10 mm a 950C. La hibridaciónse llevó a cabo a 370Cdurante12-14 Fi. Posteriormente,

se lavaron los filtros con las soluciones1 (50% formamida,2 mM EDTA, 20 mM

fosfato sódico,pH 6.8, 0.36 M NaCí, 0.1% SDS) y 11(0.1 mM EDTA, 1 mM fosfato

sádico,pH 6.8. 18 mM NaCí, 0.1%SDS). Parafinalizar, sesecaronlos filtros a 37~C

y se expusierona una películaautorradiogrúfica.

14. ELEC’UROFORESIS DE PROTEINAS

Parala electroforesisdeproteínasseprepararongelesdesnaturalizantescíe PAA

(30% acrilamida:0.8%bisacrilamida)a concentracionesvariablesentre 10 y 16%,en

0.375 M Tris-I-ICl, 0.1%SDS, 0.06%TEMED y 0.06%PSA. Los gelesseprepararon

empleandolas cubetasMíni-Proteande Bio-Rad. Las dimeíísionesde los gelesfueron

las descritasanteriormente.La electroforesisse realizóen tampón50 mM ‘JYis-HCI,

pH 8.3, 300 mM glicina, 0.1%5W y 2 mM EDTA, a un voltaje constantede 200 Y

Las muestrasse prepararonpara la eleetrofoíesisañadiéndolesel tampón de carga
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SLB (50 mM Tris-HCI, pH 8.8, 1% SDS, 2 mM EDTA, 5% flME, 10% glicerol, 0.2

mg/ml BFB) e incubándolasa 950C durante3 mm, antesde ser cargadasen el gel.

Tras la electroforesis,los gelesse tiñeron en una solución de azul brillante de

Coomasie(CBB) al 0.25%en unamezcladeagua:metanol:ácidoacéticoglacial (4:5:1)

durante40 mm a ta. El excesode coloranteseeliminó sumergiendolos gelesdurante

1 h enunasoluciónde ácido) acético):metanol(7.5% 45%),pasándolosa continuación

aunasoluciónde ácido) acético:metanol(7.5%:5%) durante14 h a t.a. En ocasiones,

la tinción de los gelesse realizó a 500C. En estoscasos,se utilizó una soluciónde

CBB al 0.05% en una mezclade agua:isopropanol:ácidoacéticoglacial (6.5:2.5:1)

durante40 mm; para desteñirlos gelesse usó ácido acéticoal 10% durante1 ti a

SOL.

15. HIPEREXPRESIÓN DE GENES BAJO EL PROMOTOR dO DEL

FAGO 11 Y EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS TOTALES

Parala hiperexpresiónespecíficadegenesdonadosbajo el promotor$0 del fago

177, se utilizó el sistemade clonaje vector pETS/huéspedBL2I(DE3) descritopor

Studiery N4offatt (1986).

La estirpeBLZI(1)E3) contieneun profago defectivodel fago A que lleva el gen

de la RNA polímerasadel fago) T7 bajo el contro)l del promotorinducible /acUVS.El

vector pEIS contieneel promotor~i0, el cual es reconocido)específicamentepor la

RNA polimerasacte T7; y bajo esepro)mo)to)rse clo)na el gen que sequiereexpresar.

La adiciónde IPTG al sistemainduceel promotorlacUVS,activándosedeestaforma

la síntesisde la RNA polimerasadel fago Ti. Estaenzimapromuevela transcripción

a partir del promotorfO, expresándoseasí el gen de interés.Si añadimosrifampicina

(Rif) se inhibirá la RNA polimerasadel huésped,pero no la del fago, con lo cual

conseguiremosuna expresiónespecíficade nuestrogen. En alguno)scasos,se utilizó

comovectorel fagémido>pALTER- 1, el cual tambiéncontieneel promotor~i0. Con

cualquierade los dosvectores,cl marcadorde selecciónutilizado fue Ap.
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La funcionalidaddel sistema,establecidopor Studier,sepodríaver afectadaen

tres casos: 1) por la presenciade genesdonadosen el vector que diesen lugar a

productostóxicosparalas bacterias;2) porpérdidadel plásmidoy 3) por el hechode

que la p-lactamasacodificada por el vector, en cultivos suficientementecrecidos,

puededegradarciertacantidadde Ap del medio, favoreciendoconello, el crecimiento

de células sin plásmido. Paracomprobar la eficacia del sistemase determinóel

porcentajede célulascon plásmidoy de célulasen las que el sistemaera funcional,

de la siguienteforma:

El porcentajede célulascon plásmidose determinócomo):

uit en medio TY con Ap x lOO

u.f.c. en medio TY

El porcentajede célulasque carecendesistemafuncional, o sea,aquellascélulas

quepuedencreceren presenciade IPTG, bien porquehayanperdidoel plásmido o

porque son mutantesque carecende capacidadpara expresarel gen donado,se

determínaro)nconio):

u.f.c. en TY con 125 11M IPTG x 100

u.fc. en TY

El porcentajecte mutantesque conservenel plásmido pero scan incapacesde

expresarel gen donado,y que por tanto, creceránen presenciadc Ap y de IPTG, se

determinócomo:

u.f.c. en TY con Ap e 125 uM IPTG x 100

uÁ.c. en iY
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Parala expresiónole un determinadogen, sepreparéun preinóculo(le la estirpe

BL2I(D113) con el plásmido recombinantede interés,en el medio M9 con Ap. Se

incubó a 370C con agitacióny se permitió el crecimiento hasta una D0
650= 0.3.

Seguidamente,el cultivo sediluyó 20 vecesen el mismomedio y sedejó crecerhasta

alcanzaruna D0650= 0.45. En estemomento,se indujo el sistemapor adición de 1

mM IPTO y se incubó30 mm a 37
0C. Transcurridoestetiempo, se añadióRif (200

¡sg/mí) al cultivo y se incubédurante90 mm más a 37%?.

Parala expresióndeproteínastotales,serecogieronlascélulasporcentrifugación

(10 mm, 40C, 8200 x g) y seresuspendieronen un tampónquecontenía50 mM Tris-

HCI, pH 6.8, 2% SDS, 2 mM EDTA, 1% fiME, 1% glicerol. Se calentaronlas

muestras3 mm a 95%? y se les añadióel colorantede cargaSLB. Las muestrasse

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

16. PRECIPITACIÓN Y VALORACIÓN DE PROTEÍNAS

La concentraciónde las muestrasproteicasse llevó a cabo por precipitacióncon

acetonao TCA. En el primercaso,a la muestrasele añaden5 volúmenesde acetona

fría y seincuba 15 mm a -200C. El precipitadose recogepor centrifugacióna 11200

x g durante10 mm a ~15oC,sedisuelvedirectamenteen el tampónde cargaSLB y se

hierve durante3 mm antesde ser analizadopor SDS-PAGE.La precipitacióncon

TCA se realiza añadiendoa la muestra0.03% Na-DOC y 10% TCA, se mantiene

durante1 Fi a ORO y serecogeel precipitadopor centrifugacióna 9600x g, durante20

mm a 00C. Después,se disuelve con SDS al 5% y se añadeel tampón SLB; si es

necesariose ajustael pH de la muestract>n NaO!]. El análisis se realizamediante

SI)S-PAGE.

La concentración de proteínasde una muestrase valoré medianteel reactivo

BCA (Pierce) siguiendo el protocolo) stándard recomendado por la casa

suministradora.Se preparóuna curvapatrónde seroalbúminabovina entre0.2 y 1.2

mg/ml.
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17. PURIFICACIÓN DE RcpB

La purificación de la proteína RepB se realizé, esencialmente,siguiendo el

métododescritoen el trabajode la Campael al (1990), con algunasmodificaciones.

Se preparóun preinéculodeE.col¡ BL21(DE3) con el plásmido pLSl9 en 50 ml de

M9 con 200 ¡sg/ml Ap y se incubéa 370C con agitaciónhastaque el cultivo alcanzó

una DO650= 0.3. Se realizóuna dilución 1/100 en 21 de medio M9 con 200 ¡sg/ml Ap,

y se incubéa 37%? hastaque al cultivo alcanzóuna D0650= 0.45. En estemomento

seañadió1 mM IPTG y seincubé30 mm a 37%?. Transcurridoestetiempo,seañadió

Rif (200¡sg/mí) y se incubéel cultivo 90 mm mása 37%?. Las célulasse recogieron

porcentrifugacióna 10800 x g dtirante 35 mm, selavaroncon el tampón H (20 mM

Tris-HCI, pl] 8.0, 1 mM EDTA, 5 mM DJT, 5%EG) suplementadocon 150 mM KCI

y se resuspendieronen 20 ml de ese mismo tampón. La lisis celular se llevó a cabo

pasandola suspensióndos vecespor una prensaFrench a una presiónde 8.3 MPa.

Los restoscelularesseeliminaronpor centrifugacióndurante30 mm a 10000 x g.

Parala precipitaciónde los ácidosnucleicos,al sobrenadantese le añadiógota

a gota una solución de sulfato de estreptomicina(Sm) al 25% (6 mí), mientras la

mezclase agitabaa 0
0C. La agitación se continué durante30 mm más a 0%? y se

eliminé el precipitadopor centrifugación(30 mi 4%?, 10000 x g). Al sobrenadante

se le añadió,poco a poco, sulfato) amo)nico) hastael 70% de saturación,manteniendo

la mezclaa OOC con agitaciónsuave.Cuandola sal se hubo disuelto, se continuéla

agitación durante30 mm más. La cantidadde sulfatoamonico a añadirse calculéa

partir de la siguientefórmula:

g = 533x S~-S~j

100 - 0.3 x

siendoS~ el porcetajede saturacióninicial y ~2 el porcentajede saturaciónfinal. Para

un 70% de saturaciónFiay que añadir 472 mg de sulfato> amónicopor cada ml de

so)brenadante.El l)recipitado) pro)tcico se recogió por centrifugación (30 mm, 4%?,

10000 x g), se disolvió en 15 ml del tampón H stíplementadocon 300 mM KCI y se

dializó frente a 1 1 deI mismo tampón (se realizarondoscambiosdel tampón, cada

uno al cabo) de 3 Fi). Se analizóel contenidode la bolsa de diálisis, separandopor
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centrifugación las proteínasprecipitadasde las solubles en estas condiciones.Se

observóque RepB se encontrabamayoritariamenteenel sobrenadante,por lo cual,

éste se dializó frente a 1 ] del tampón H sin adición de KCI. Este pasofacilita la

purificación de RepB ya que estaproteínapierdesolubilidadrespectoa las otras,al

disminuir la fuerzaiénica del tampón.Tras la diálisis sin KCI, las proteínassolubles

e insolubles,sesepararonpor centrifugación(30 mi 4%?, 10000 x g).

El sedimentose disolvió en 20 ml de tampón H con 300 mM KG y se aplicó a

una columnade heparina-agarosa(Affi-Gel de Bio-Rad),equilibradacon el mismo

tampón.Se empleóuna columna K-9 de Pharmaciade 0.9 cm de diámetroy 8.3 ml

devolumen. Tras la aplicaciónde la muestra,se realizóun lavadocon el tampónH

suplementadocon 300 mM de KCI (10 volúmenesde columna). Las proteínas

adsorbidasa la matrizde heparina-agarosaseeluyeronmedianteun gradientelineal

de 300 a 600 mM de KCI (120 mí), a un flujo constantede 14 ml/Fi. Se recogieron

fracciones dc 2 ml y se analizaron 100 pl de las fracciones que eluyeron

aproximadamenteentre 410 y 500 mM de KCI, precipitándolascon acetonao con

TCA, y cargándolasen un gel de SDS-PAA. RepB se encontróde forma mayoritaria

en las fraccionescentralesanalizadas;fraccionesque sejuntaron y dializaronfrente

a 11 de tampón H con 300 mM de KCI.

Como última de etapa de purificación y concentraciónde la proteína, las

fraccionesdializadasde la primera columnaseaplicarona una segundacolumnade

heparina-agarosaequilibradade la misma forma que la vez anterior. Se realizó un

lavadode 10 volúmenesdecolumna con el tampónde equilibradoy, posteriormente,

RepB se eluyó con un gradientelineal de 0.3 a 1 M KCI (50mí), a un flujo constante

de 14 ml/Fi y recogiendofraccionesde 2 ml. Se procedióal análisis de 50 pl de las

fracciones,precipitúndolascon TCA antesde ser cargadasen un gel de SDS-PAA y

sejuntaronlas tresfraccionescentralesque eluyeronaproximadamentea 425 mM de

KCI, caracterizadaspor una mayorpurezay concentraciónen RepB. El volumen se

repartió en alícuotas(le 50 pl y se congelea ~70oC?para su co)nservacion.
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18. DETERMINAClÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE RepE Y

CÁLCULO DE SU COEFICIENTE DE EXTINCIÓN

La concentraciónproteica en la preparaciónde RepB fue determinadapor el

servicio de Química de Proteínasdel CIB medianteel análisis de la composición

molar de aminoácidos(aa). Para ello, se dializaron950 pl (—40 ¡sg) de la muestra

frente a 1 1 de aguadestilada,antesde procedera su liofilización. Se realizó una

hidrólisis en presenciade 6 N HCI y 5% ácido tioglicólico, y se inyectó una cuarta

partede la muestra,enel analizadorautomáticodeaa.Los aminoácidosseanalizaron

medianteun equipo Biotronik LC-7000. ParaRepB se calculéuna concentraciónde

45 ng/pl.

La determinacióndel coeficientede extinción molar teórico de RepB se realizó

a partir de los valoresde los aa: triptófano (Trp), tirosina (Tyr) y fenilalanina(Phe),

presentesen la proteína,multiplicadospor el coeficientede extinción (c) a 280 nm

de cadaaa. RepB posee1 Trp, 12 Tyr y 7 Phe;y su masamoleculardeducidaa partir

de su secuenciaesde 24252 Da. Los coeficientesde extinción a 280 (~¿ calculados

paracadauno de los aason los siguientes:5559 M-1 cm” paraTrp, 1197 M” cm” para

Tyr, y 700 M” cm1 para Phe. Por tanto, el valor de ~280para RepB se calculéde la

siguienteforma:

<280= (1x5559 + 12<1197+ 7x700) M” cm1= 24823mol’ 1 cm

’

24252 Da 24252 g mol’

<280= 1,0235 mg” ml cm1

Se realizóuna medidade la absorbanciade RepE a una longitud de onda>~=280

nm frente al tampon Fi suplementadocon 425 mM de KCI; para ello, se utilizó un

espectofotómetroShiniadzu,modelo UV-1 60. El valor (le absorbanciaobtenido fue

de 0,179.
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19. ENSAYOS DE ACTIVIDAD DE Repil

19.!. Ensayosde actividad de RcpB sobre DNA superenrollado

En general,paraestetipo de ensayosse incubaron45 ng de proteínacon 700 ng

de DNA plasmídicoen un volumen de 30 ¡sí de tampón B (20 mM Tris-HCI, pH 8.0,

1 mM EDTA, lOO mM KCI, 5 mM Dfl) suplementadocon 20 mM MnCI2, durante

30 mm a las temperaturasde 37, 45 y 60%?. La reacciónseparó con la adiciónde 125

¡sg/ml proteinasaK e incubaciónde 10 mm a t.a. A las muestrasse les añadióel

colorantede cargaBXGE y se mantuvierona 4%?, antesde seranalizadasmediante

electroforesisen geles1% agarosaen TBE, con 0.5 ¡sg/ml dc EtBr. La electroforesis

se llevó a cabo) a 2.7 y/cm. Los geles se fotografiaronbajo luz UV (254 nm) y se

realizarondensitometríasde los negativos.

Para determinar las mejorescondicionesde actividad de RepB se realizaron

ensayosvariandolas concentracionesde proteínay DNA, los tiemposy temperaturas

de incubación, la concentraciónde MnCI, añadida a la mezcla de reacción, la

presenciao no de otras proteínas,presenciade la heparinacomo competidor,etc.

Asimismo, se probarondistintas condicionespara el análisis de los productosde

reacción: porcentajede agarosa,concentraciónde EtBr y presenciao no de éste

durantelacorridadel gel, tampónparala electroforesisy duraciónde ésta,etc.Todas

estasvariacionesseránexplicadasen el apartadode Resultados.

RepB poseeuna actividad de corte/cierretipo topoisomerasa1; por tanto, la

reacciónde RepB sobre[)NA superenrolladocircularcovalentementecerrado(CCC

o FI) tendrácomo productosde la actividad de corte, las formascircularesabiertas

(OC o VII); y comoproductosde corte/cierre,las formas circularesrelajadas(RC o

FI’). Como estastres formasdeDNA plasmídicoposeenintensidadesde fluorescencia

diferentes,debido a que el EtBr se intercala de distinta manera entre ellas, el

rendimientode los productosde corte/cierrede RepB secalculépor disminuciónde

la señalde fluorescenciade las formas FI del DNA no tratadocon RepB.También

se observó que el KCI presenteen el tampón de incubación, puede generar

inespecíficamenteformas Fil en unapequeñaproporción. Por ello, se calculéeste

porcentajeen la muestrano trataday se descontéen los cálculos realizadosparalas

muestrasincubadascon RepB.La fluorescenciasecuantificóa partir de los negativos
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obtenidosen un densitómetro400, utilizando el programaImageQuant(Molecular

Dynamics) o directamentea partir de los gelesteñidos,usandoel aparatoGel-Doc

1000 de Bio-Rad (Molecular Analyst).

19.2. Ensayosde actividadde Repil sobreoligonucleótidos

Paraestetipo de ensayosseutilizaron oligonucleótidosmarcadosen su extremo

5’ con 32P, que fueron incubadoscon la proteína,enuna relaciónmolar oligo:proteína

de 1:7.5, en el tampón B suplementadocon 20 mM MnCI
2. Las mezclasde reacción

se incubaron30 mm a las temperaturasde 37, 45 y 600C. El transcursode la reacción

se paró con la adición de 200 mM EDTA o 300 ¡sg/ml proteinasaK, con una

incubaciónen este último casode 20 mm a 37%?. A continuación,se realizó una

precipitación de las muestrasañadiendo5 ¡sg de tRNA como coprecipitador,0.1

volúmenesde 3 M acetatosódico, pH 7.0 y 3 volúmenesde etanol absoluto.Se

mantuvieron1 ti a -70%?y serecogióel precipitadoporcentrifugación(40 min,~10oC,

9500 x g). Las muestrasse disolvierondirectamenteen el colorantede cargaBXF y

fueron analizadasen un gel de secuenciaciéndel 20% PAA/8 M urea.Se detectéla

radiactividadpor exposiciónautorradiográficay se cuantificaronlas bandascon el

programaImageQuantdel sistemaPhosphorlmager(Molecular Dynamics).

Para detectar los productos de la actividad de corte/cierre de RepE sobre

oligonucleótidosmonocatenarios,semezclarono]igos mareados(1.3pmoi) con oligos

no) marcados (2.5 pmol) de distinta lo)ngitud, y se incubaron con distintas

concentracionesde RepI3 (1.2 o 2.3 pmol) en el tampón B suplementadocon 20 mM

MaC!2, durante30 mm a las temperaturasya indicadas.Las muestrasse trataron y

analizaronde la misma forma que en el apartadoanterio)r.

20. AISLAMIENTO DE COMPLEJOS PROTEÍNA-DNA COVALENTES

Para intentar aislar O) detectar intermediarios covalentes RepB-DNA, se

realizaro)ncuatrotipos de ensayos:

a) Interfase.Se basaen la capturade complejos covalentespro)teina-DNA (formas

Fil) por la interfaseagua-fenoly en la detecciónde éstoscomobandasretardadasen
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un gel trasla digestióncon un enzimade restricción(Pansegrauci al, 1990).En estos

ensayosel DNA plasmídicose incubécon RepB en las condicionesindicadasen el

apartadoanterior. A continuación,se añadió SDS (2.5% concentraciónfinal) y se

incubé durante 5 mm a 3TC. La muestra se sometió a un tratamiento con

fenol:cloroformo. Se separaronlas fases acuosa y fenólica por centrifugación,

recogiéndosetanto la fase superiorcomola interfase.La interfasese dializó frente

a 20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 250 mM KCI y, al igual que la fase

superior,fue precipitadacon etanol. El sedimentose disolvió en el tampónadecuado

para la digestión con un enzima de restricción,y partede la muestrafue digerida.

Todoslos productosseanalizaronporelectroforesis,en un gel deagarosaal 0.8%con

0.5 ¡sg/ml de EtBr y tampónTBE.

b) KtSDS. Se realizósiguiendofundamentalmentelas indicacionesde Watersel al

(1991). Se basaen la precipitaciónde complejos SDS-proteínay complejos SDS-

proteínaunidoscovalentementea DNA o RNA mediadapor ionesK~. Pararealizar

estosensayosel DNA plasmidicoseincubécon RepBen las condicionesya indicadas.

Tras los 30 mm de incubación,las muestrasfueron tratadascon 1%SDSen presencia

de 10 mM EDTA, durante10 mm a t.a. SeañadióKCI (100 mM concentraciónfinal)

y se realizó una incubaciónde 20 mm a 0%?. Las muestrasse centrifugaron 10 mm,

a 9500 x g y 4%?, y se recogió tanto el precipitado como el sobrenadante.Los

precipitadosse resuspendieronenel mismo)volumende los so)brenadantesy unaparte

se trató con proteinasaK (1 ¡sg//LI). Los pro)ductosde reacciónse analizaro)npo~r

electroforesisen un gel de agarosaal 0.9%, con 0.5 ¡sg/ml de EtBr y tampón TBE.

c) Retardoen gel de fragmentosde restricción.Este método ha sido descrito por

Koepselel al (1985) y consisteen someterlas mezclasde reaccióna un tratamiento

con pro)teinasaK y SDS, digerirías con un enzima de restricción y observar los

intermedioscovalentescomo bandasretardadasen un gel. El DNA plasmídicose

incubécon la proteínacomosiempre,traslo cual unapartede las muestrassedializó

frenteal tampóndel enzimade restricciónqueseiba a usary otraparte,seprecipité

con etanol. Las muestrasprecipitadascon etanol se dividieron en tres grupos: el

primer grupose tratódirectamentecon el enzimade restricción.Los otrosdosgrupos

se trataronprimeramentecon proteinasaK (12.5 ¡sg/mí) y SDS (0.28%) durante10

mm a t.a., o con proteinasaK (125 ¡sg/mí) y 5108 (028%) dtirani.e 30 mm a 0%?.
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Despuésse realizó una extraccióncon fenol y una precipitacióncon etanol, y por

último, se trató con el enzimade restricción.Todas las muestrasse analizaronpor

electroforesisen un gel de PAA al 5% en TAE, en condicionesno desnaturalizantes.

d) Retardoen gel dc complejoscon oligonucleátidos.Estemétodo sebasa,comoen

el casoanterior,en la visualizaciónde los complejosproteína-DNAcovalentescomo

una bandade migración electroforéticaretardada,segúnel trabajode Pansegraue!

al (1993). Pararealizareste ensayose mezclaron3.75 pmol de un oiigonucleótido

marcadoen su extremo3’ con distintasconcentracionesde RepB (5.5, 14 y 28 pmol)

en 90 pl del tampónB suplementadocon 20 mM MnCI2. La mezclase incubódurante

30 mm a 37, 45 o 60%?. A continuación,se trató con proteinasaK (215 mg/mI)

durante20 mm a 37%?. Los productosde reacciónse precipitaroncon etanol y se

analizaronen un gel de secuenciacióndel 20% PAA/8 M urea. Las bandasse

visualizaronmedianteuna exposiciónautorradiográfica.

21. ANÁLISIS DE LA QUIRALIDAD DEL FOSFATO IMPLICADO EN

LA UNIÓN DE LA PROTEÍNA RepB AL DNA

El análisis de la estereoquímicadel fosfato implicado en la transferenciadel

DNA a la proteína,requiereun fosfato quiral entre los nt dondeseva a producir el

corte en el DNA y un fosfato interno marcadoradiactivamentecon
32P situadoen el

nt situadoa 5’ del corte, que nosva a permitir visualizarlos prOducto)5o)btenidostras

la reaccionde transferenciay el análisiscon nucleasasestereocspecificas.El fosfato)

quiral seconsiguesubstituyendouno de los oxígenos,que no formanpartedel enlace

fosfodiéster,porun átomode azufre.Comoya hemoscomentadoanteriormente,estos

oligo)nucieótidostio)-derivado)sfueron SintetizadO)s y purificados por el Dr. Ramón

Eritja en e] EuropeanMolecular Biology Laboratory,segúnlas condicionesdescritas

por Mizuuclii y Adzuma(1991).

La construcciónde un oligonucleótidocon la secuencíade eo)rte de la proteína

RepB y que llevaseel fosfato quiral en la posición del fosfato implicado en la unión

a la proteína,se realizó de dos formas:
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a) Ligaciónde los oligonucleótidostio-derivadosde 9-mermarcados(configuraciones

R~ y S~: 5’-GP5APCPCPCPCPCPCPCO-3’,dondep~ representael fosfatoquiralsituado

entre los nt (3/A donde se produceel corte) y del oligonudeótidode 15-mer (5’-

TpGpGpGpGpGpGpGpCpTpApCpTpApC-3’,quecontienela secuencíaconsensode

RepB situadaa 5’ del sitio de corte) con la i’4 RNA ligasa. Previamente,los tio-

derivadosfueron marcadosen sus extremos5’ con la T4 PNK y [a-22P]dATPy se les

bloqucó el grupo -~OH en 3’ usandoddATP y la transferasaterminal, obteniéndose

comoresultadoel oligonucleótido5’~p*GpSApCpCpCpCpCpCpCpAH~3’,concadauno

de los tioderivados(dondep~ indicael fosfato marcadoradiactivamente).La reacción

de ligación usandola T4 RNA ligasase realizó siguiendo las recomendacionesde

Brennanel al (1983): concentracionesde oligonucleótidosy enzimamásaltasque las

queseusannormalmenteparaunir moléculasde RNA, excesodel aceptor-OHde 1

a lO veces(molar) respectoal donador-P,tiemposde reacciónmáslargos(1-10días),

incubacióna bajatemperatura(5~15oC), concentracionesde ATP a valoresbajos(de

0.1 a 0.9 respectoal donador) y presenciade Mn(II). Para realizar la ligación se

preparóuna mezcla con 300 pmol de oligonucícótido tio-derivadomarcadoen su

extremo 5’ (donador-P,30 ¡sM de concentraciónfinal), 1.2 nmol del oligonucleótido

IS-mer (aceptor-OH,120 ¡sM de concentraciónfinal), 0.15 nmol de ATP (15 ¡sM), 1

mM fosfocreatinapH 9.0 y 2 mM esperminapI] 7.9; estamezclase llevó a sequedad

en una bombade vacío y luego se añadieronlos siguientescomponentes:50 mM

HEPES-NaOHpH, 7.9, 10 ¡sg/ml BSA, 20 mM DJT, 175 u/ml de creatina-fosfato-

quinasa,170 u/ml de adenilatoquinasa,lO mM MnCI
2 y 50 u de T4 RNA ligasa,en

un volumenfinal de 10 pl. Lasmuestrasseanalizaronen un gel 24% PAA/50%urea.

Otrascondicionespararealizaruna ligación de o>ligonucleótidoscon la 1’4 RNA ligasa

se describenen Tessiera al (1986): se usa tina relaciónaceptor:donadorde 5:1, 20

pM ATP, 10 mM MgCI9, 1 mM HCC (cloruro de bexamin-cobalto),50 mM Tris-HCI,

pH 8.0, 10 ¡sg/mI BSA y 25% PEG. En estecaso la reacciónse incubadurante16 h

a 25%? y no se necesitaun sistemapara la regeneraciónde ATP.

b) Ligación de los oligonucleótidos tio-derivados de 9-mer fosforilados

(configuracionesR~ y S~: 5’-pGp
5ApCpCpCpCpCpCpA

0~-3’)y del oligonucleótidode

1 4-mer (5’-TPGPCPTPTPCPCIJGPTPAPCPTPAPCCH-3’,que contiene la secuencia

consensode RepB situadaa 5’ del sitio de corte)con la T4 DNA ligasa.Pararealizar
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estaligación, los oligonucleótidosse anillaron previamentea DNA desnaturalizado)

del plásmido pFX2 (que contienela secuenciade corte de la l)ro)teína RepB). La

desnaturalizacióndel DNA de pFX2 (15 pmo], 35 ¡sg) se realizó mediante un

tratamientocon 0.4 M NaO!], y seprecipitócon 0.45 M acetatosódicoy 3 volúmenes

de etanol. El sedimentose disolvió directamenteen la mezclade anillamiento,que

conteníael oligo quiral fosforilado (30 pmol) y el olígo de 14-mer (15 pmol) en la

soluciónSSCy 10 mM Tris-lIC> pH 8.0. Parahibridar los oligonucleótidosal DNA

molde se calentaronlas mezclasde anillamiento (volumen final de 50 pl) durante5

mm a 70%?, tras lo) cual se dejaronenfriar lentamentehastaalcanzarla t.a. A la

mezclase le añadióla T4 DNA ligasa(6 u) en el tampón recomendadopor la casa

suministradora(volumen final de 70 pl) y se incubó durante16 Fi a 16%?; se añadió

más ligasay seincubé2 Ii mása 16%?. Se realizóuna extraccióncon fenol:cloroformo

y una precipitacióncon etanol; como productode ligación se obtendría,de forma

mayoritaria,el oligonucleótidode 23-mer(5’-TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpAp

CpGP5ApCpCpCpCpCpCpAO
0-3’),que contienela secuenciade cortecompleta.Por

otro lado), se sintetizó el 0)1 i gonucleótido de 24-mer (5’-

ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApQH-3’),seanillóal

DNA de pFX2 desnaturalizadode la misma forma que la vez anteriory mediantela

Ti DNA polimerasaseincorporé[a-
32P]dGTPen su extremo3’, obteniéndosecomo

resultadoun oligo de 25-mercon el nt (3 del sitio de cortemarcadoradiactivamente.

La polimerizaciónse realizó añadiendo[a-32P]dGTP(20 pmol, 60 pCi), dGTP (40

pmo]) y Ti DNA polimerasa(11.5 u) en 5 mM MgCI
2, 20 mM ‘l’ris-HCI pH 7.6 y 5

mM DTI’, en un volumen final de 70 pl; se incubé 15 ruin a t.a. y se añadió más

enzima,inctíbandootros 15 mm mása t.a.; la reacciónseparó con 25 mM EDTA en

hielo. La co)mprobaciónde la eficiencia de polimerizaciónse realizó tomando una

alícuota de 0.5 pl que se mezclécon 2.5 pl de aguay se repartió en dos filtros

WhatmanDES1; uno) de los filtros se dejó secara t.a. (cpm total) y el otro filtro) se

lavé seis vecescon 0.5 M HPO4Na2durante5 mm y 2 vecescori aguadestilada1 aún

(cpm incorporadas),se secóa 80%? y se contaronlas cpm de los dos filtros en un

contadorde centelleo.La incubacióndel oligo quiral de 23-iner y del oligonucleétido

de 25-mer marcado radiactivamentecon la proteína RepB en condiciones de

corte/cierre que permitan el intercambio de hebrasnos dará como producto un

oligonucicétidoquiral de 33-mer con un fosfato interno (5’-ApApGpCpGpApApTp

TpTpTpGpCpi’pTpCpCpC,pTpApCpTpApCp*GpSApCpCpCpCpCpCpAo.<~3’).La
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eliminación del DNA molde de pFX2 se llevó a cabo pasando las muestras,

previamente diluidas y desnaturalizadaspor calor (10 ruin a 95%?) por un

microconcentradorMicrocon 100 (deAmicon), durante15 mm a 500 x g y 20%?. El

corte de membranade estemicroconcentradores de 100 KDa, con lo cual el DNA

era retenido y lo)s oligos O nt no) incorpo)radosse recuperabanen el filtrado. Este

filtrado se pasabanuevamentepor otro microconcentradorMicrocon 3 (de Amicón,

corte de membranade 3 KDa), durante1 h a 14000 x g y 20%?, parala eliminación

del nt no incorporadoy del oligo quira] (9-mer) no anillado.

Unavezobtenidoel oligonucleótidoquiral sustratose realizóunaincubacióncon

dos concentracionesde RepB (0.6y 1.9 pmol), durante20 mm a 450C. Las muestras

setrataroncon proteinasaK (125 ¡sg/mí) durante10 mm a t.a. y se precipitaroncon

etanol; se analizaronen un gel 20% PAA/8 M ureay se eluyó la bandade PAA

correspondienteal productode la actividad de corte/cierrede RepB. El análisisde

la quiralidaddel fosfatodel oligonucleótidoeluido serealizómediantedigestionescon

dos nucleasasesteroespecíficas:la nucleasaPl, quereconoceel enlaceR,-fosforotio

y la PDE, que actúapreferentementesobreel enlace55-fosforotio. La reaccióncon

la nucleasaPl se llevó a cabocon 0.0015 u del enzimaen 20 mM acetato)sódicopH

5.3, 0.1 mM ZnCI2 y 11.7%glicerol, y una incubacióna 37%?. La reaccióncon la PDE

serealizó con 0.15 u de] enzima en 50 mM Tris-l-ICI pH 9.0, 5 mM MgCI2 y 11.7%

glicerol, e incubandoa t.a. (28
0C).En amboscasossetomaronalícuotas(7.5 ¡sí) a los

5 y 60 mm de incubación,se les añadió un volumen de una mezcla de tampón

BXF:agua (1:1) y se evaporarona vacío hasta un volumen final de 7.5 pl. Los

productosde reacciónse analizaronen un gel 24% PAA/8.3 M (50%) urea.

22. ENSAYOS DE RETARDO EN GEL

Estetipo de ensayosse realizaronparaanalizarcurvaturasintrínsecasen el DNA

o inducidaspor la unión de una proteína(y mutantesde ésta)a determinadaszonas

del DNA. En estetrabajo se realizaro)ndostipos de ensayos:
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22.1. Curvaturas intrínsecas: ensayosen ausencia de RepB

El fragmentode 1)NA objeto de estudio(fragmentoBanl-ApaLI de 393 pb de

pMVI5S) se clonó en el sitio único Sal! del vector pBend2 (Kim el al, 1989). El

plásmido recombinantepBend—dsofue digeridocon distintosenzimasde restricción,

originando fragmentosde la misma longitud con la zona del DNA a estudiar

localizadaen distintas posiciones.Aquellosfragmentosque presentenuna curvatura

en su zonacentralmigraránmáslentamentequeaquellosque poseanla curvaturaen

un extremo.Las diferenciasen la migración de los fragmentosse verá favorecidasi

la electroforesisse realizaa 50C. Por el contrario, en una electroforesisrealizadaa

500C, los fragmentoscurvadostenderána migrar igual que aquellosque no lo están

(Poljaky Gralla, 1987).Tras la digestióndepBend-dso(0.4 pg) con distintosenzimas

de restricción,la muestraserepartióen dos (0.2 ¡sg), seañadióel colorantede carga

BXGE y se analizópor electroforesisen dosgelesnativos6% PAA, a un voltaje de

20 V/cm en tampón TAE. Una de las electroforesisse realizó en una cámarafría
(50(7) y la otra se llevo a caboen un incubadora 500(7. Se midieron las rno)vilidades

relativas(R[) de cada fragmentoa 5 y 500(7.

22.2. Curvaturasinducidas:ensayosen presenciade RepB

Estetipo de ensayoshan sido descritopreviamenteen los trabajosde Garnery

Revzin (1981) y de Fried y Crothers(1981). El plásmido pBend-dso(0.4 pg) fue

nuevamentedigeridocon enzimasde restriccióny la muestrasedividió en dos (0.2

Mg) para ser tratado o no con la prt)teína RepB (—110 ng) en el tampón B. Las

mezclasse incubaron30 mm a t.a. y se analizaronpor electroforesisen un gel de

PAA al 6%, a 16 y/cm en tampón TAE. Alternativamente,se emplearongelesde

0.5% agarosa-l.8%PAA, a 6 y/cm en tampón TAE. En esteúltimo caso,se incluyó

una muestraa la quesetrató con heparina(0.2pg/pl), añadiéndolaen los últimos 10

mm de incubación.

22.3. Complejos ¡(cpB-DNA

Se utilizaron lragmento)sde DNA eluidosa partir de un gel (le PAA quefueron

marcadoscii su extremo 3’. Se incubaroncon distintascantidadescíe proteínadurante

30 mm a t.a., y se analizaronen un gel de PAA al 5%, a 25 y/cm en ampónTAE.

Las bandasse visualizaronpor autorradiografía.



Matehalc’sy Métodos 73

23. ENSAYOS DE UNIÓN PROTEÍNA-DNA EN FILTRO

Los ensayosde unión decomplejosRepB-DNAa filtros (de la Campaet al; 1990)

se realizaronpara conocerla naturalezade éstos.Paraestosensayos,se n~ezciaron

3.75 pmol de un oligonucleótidomarcadoen su extremo3’(que conteníael sitio de

cortedeRepB) con 23 pmo] de RepBen90¡il de tampónB suplementadocon 20 mM

MnCI2. La mezclaseincubó5 mm a 600(7y se paréla reaccióncon 900 ¡sí de tampón

L frío (20 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 mM EDTA, 20 mM KCI, 5 mM Dli’)

suplementadocon 50 mM EDTA. Las mezclasde reacciónse aplicaronsobrefiltros

de nitrocelulosa(HA 0.45 pm, Millipore) pre-lavadoscon el tampón L y con un

excesode 10 vecesde un oligonucleótidoinespecífico.El flujo se ajustó a 1.5 ml/Fi.

Después,los filtros se lavaroncon 9 ml del tampónL y sesecarona 500(7 durante45

mm. La radiactividadretenidaen los filtros sedeterminóen un contadorde centelleo

(Cerenkov).

Paraanalizarla estabilidadde los complejosRepB-DNA, los filtros se lavaron

con tamponesL preparadosa diferentespH (entre7.0 y 9.5), o suplementadoscon

distintascantidadesde KCI (0.02,0.5 y 1 M), NaCí (0.02, 0.5, 1 y 1.5 M) o SDS (0,

0.5, 1 y 1.5%). Se calculé el porcentajede radiactividad retenida en los filtros,

tomandocomovalor lOO las cpm retenidasen el filtro lavadocon el tampónL básico

(20 mM Tris-IICI, 1 mM EDTA, 20 mM KCI, 5 mM Dli’).

24. DETERMINACIÓN DE LA MASA MOLECULAR DE RepB

MEDIANTE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACIÓN

La masamolecularde la proteinaRepE se determinómediantela técnicade

equilibrio de sedimentación.Previamente,la proteínaRepBse dializó frentea 1 1 del

tampón (7(20 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA, 200 mM K(71), con objeto de

eliminar de la muestrael DTF y EG, que po)dríall interferir en las medidasde

absorbancia.

Los experimentosde ultracentrifugaciónanalíticafueron ejecutadospor el Dr.

Germán Rivas en el CIB. Para ello, muestrasde RepB (0.02 y 0.04 ¡sg/mí)

equilibradas en tampón (7 fueron centrifugadas a 25000 rpm y 100(7 en una
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ultracentríftígaanalíticamodelo XL-A (BeckmanlnstrumentsInc.) equipadacon un

sistemade absorción VIS-Uy, empleando)células con piezascentralesde epon-

charcoal,de doble sectory 12 mm. I)espuésde 8 horasse midió la distribución de

absorbancia(230 y 280 nm) con la distancia radial, en intervalos de dos horas,

tomándosecuatropromediospor puntoy con una densidadde barridode 0.001 cm.

El cálculode la masamolecular(Mr) de RepB se realizó ajustandola expresión(1)

a los datos experimentales,empleando los programas EQASSO(7 y XLAEQ

(suministradospor BeckmanInstrumentsInc.; Minton, 1994):

Ar = A0 exp¡ M~ (1 - vp) U (r
2 r

0
2)/ 2RT] (1)

donde A, es la absorbanciaco)rrespo)ndientea una distancia radial ¡, A
0 es la

absorbanciaa una posiciónde referencia,u esel volumen específico)parcialde RepB,

esla velocidadangulardel rotor, R es la constantede los gases,y 1’ la temperatura

absoluta.El volumenespecificoparcial de RepB,calculadoa partir de la composición

de aade la proteína (Laueu al, 1992), fue de 0.749 ml/g.

25. ANÁLISIS POR ORDENADOR

Las comparacionesde secuenciasde DNA, mapasde restricción,prediccionesen

generalsobretaniañosde fragmentos,etc.,así comolas prediccionesde curvaturas

en DNA se realizaron con los programasDNASTAR. Los alineamientosmás

complejosde secuenciasde DNA y proteínasse realizaroncon los programasGCG

de la Universidadde Wisconsin. La temperaturade fusión (le 10)5 oligos secalculócon

el programaQl ~lG(I)(versión3.4) y lo)s ajustesmatemáticosparael cálculode la masa

molecularde RepE, se realizaroncon tos programasEOASSOCy XLAEQ.
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1. DEFINICIÓN DEL ORIGEN MÍNIMO DE REPLICACIÓN DE LA

HEBRA LÍDER DE pLSI

El origen funcional de un plásmidosepuededefinir comoel segmentode menor

tamaño requeridoen cis para que se Inicie la replicaciónde la hebralíder. Como

pLSI puedereplicaren extractoslibres de célulaspreparadosa partir de E.coli (del

Solar el al, 1987a>, se pudo determinarin vilro que el sitio de iniciación de la

replicación se lo)caliza en el fragmento Hin fi D (Fig. 10>, situado entre las

coordenadas242 y 685 de pLS1 (Puyet e! al, 1988). Dentro de este fragmentose

encuentrandosestructurastipo tallo-lazo[Horquillas 1 (H-I) y II], las tresrepeticiones

directas(iterones11-12-13),el promotorP~, para la transcripciónde los genescopG

y repB y el codón de iniciación para la proteína (7opG. Anteriormente,se había

determinado)que la proteínaRepB purificada seune, in vitro, a los tres iteronesde

11 ph y que realizaun corteen el DNA plasmídicoa 84 ph a la izquierdadel primer

nucícótido del iterón 11, entre los nt (3 (448) y A (449) de la secuencia5’-

TACTACGA-3’ situadaen el lazo de H-I (de la Campaci al, 1990; Fig. 8).

Basándonosenestosdatosanteriores,pensamosque,in vitro, el elementomínimo

en eL de í±S1 capaz de actuarcomo ¿¡so deberfa estar comprendido)entre las

coordenadas431 <extrenio 5’ de H-I) y 565 (último nt del iterón 13; Fig. 8).

Consecuentemente,decidimosdelimitar el origen mínimo (le replicaciónde la hebra

líder de pLSi . Paraello, se hizo uso de derivadosplasmídicosdelecionadosen esta

región, concretamentelos plásmidosque tienen las delecionesdenominadass24 y

AA4. Ambas delecioneslimitarían el ¿¡so a las secuenciascomprendidasentre las

coordenadas401 y 649, ya que los plásmidospLS1~24cop7y pLS=A4muestranlas

delecionesmáscercanasa izquierday derechadel ¿isa, respectivamente(Fig. 11). El

plásmido pLSIA24cop7(Puyetel al, 1988) se construyó a partir de la digestión de

DNA de pl.Slcop7 linearizadoen el sitio BanI con la nucleasaBAL31 y poseeuna

deleciónde 569 pb (Arnal; Fig. 7) situadaentre las coordenadas4240 y 401, siendo

la deleci~n cínemásseapro)ximaal sitio) de cortede la pro)teínaRepB.Por o)tro lado),

el plásmido pLSlsA4 (del Solar y Espinosa,1992) se construyópor digestióncon
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Figura 10. Mapa de detecióndc pLSl. Las líneassituadassobreel mapa de restricción indican tas
regionesdetecionadas(coordenadasentreparéntesis)en los derivadosde pLSl. Lasdelecionesindicadas
como AAJ5, =A4,A7, A24 y A5, correspondena los plásmidos pLS1AAI5, pLSiAA4, pLS4,
pI.S1~24cop7y pUS5. Se muestranalgunossitios de restriccióny sus coordenadasde corteen pLSl. Se
indica medianteuna flecha, la posiciónde la secuenciacodificantepara RepB. En la parteinferior se
muestrael mapade pLSI para el enzimaHin fi: el fragmento D (sombreado)contienela región de
iniciación de la replicación,como se demostrómedianteensayos¡o i’itro realizadoscon extractoslibres
de células(Puyetet al, 1988).

BAL3I del DNA de pLSI linearizadoenel sitio Bgll. Su deleciónde 167 ph (AcopG)

es la máscercanaal iterón 13 depLSl y seencuentraentrelas coordenadas649 y 816

(Fig. 11). Con el fin de definir ¡o vivo el origen funcional de pLSl que estaría

delimitadoa derechae izquierdapor las dosdelecionesmencionadas,se construyóel

plásmido pl..S1sA4-2.4 a partir de un intercambiode fragmentosApaLl-Ssplentre

pLSlA24cop7y pLSIAA4. Así se podría delimitar el dxc funcional incluyéndoloen

una región de 247 ph. Se realizó una digestión doble de ambos plásmidos(3 ng de

DNA) y, a partir de un gel de agarosa,se purificó el fragmentoApaLl-Ssplgrande

del pl>SI=24cop7(3123 ph) y e] fragmentopequeñode pLSIAA4 (549 ph). Ambos

fragmentosse mezclaronen una J)ro)porcion 1:1 en mo)léculasy la ligación se realizó

con la 14 DNA ligasa en presenciade 66 mM Tris-H&, 0.05 mM AlT, 1 mM

espermidina,10 mM MgCl~,, 14 mM DTE, 0.2 ¡sg/pl ESA, en un volumen final de 30

pl, durante 16 Fi a ]40(7• Se usó un tercio de la mezclade ligación para transformar

S.pneumoniae708, obteniéndose3.8 x 10> transformantespor ml. Todos los
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transformantesanalizadospor mapeode restricciónpresentabanlas delecionesAA4

y A24. Se eligió un clon entreellos y se procedióa determinarel númerode copias

y la estabilidaddel plásmidopI>S1AA4-24.

Paraladeterminacióndel númerodecopias,serealizaronpreparacionesdeDNA

total a partir de cultivos de S.pneutnoniaeque contenían pLS1AA4-24, pLSl,

pLSlcopl,pLS5 o pLSlA24cop7,y se analizaronen gelesde agarosa.El númerode

copiasde pLSIAA4-24 secalculóporcomparacióndel número de copiasde pLSl (22

A24

400
____________________ Horquilla 1 a—

5, - TGGGGGATTTTTTCTCCGAAAAAATCTAAAATATGGGGCGCCTACTACC/ACCCCCCC-

460

—TATAGTGCCGAGTGCCAAAATCAAAAAAAAAACGCCTTTAGCCTTAGAGCTGCAAGG-

520

- GTTTGAGGCTCGTCAAATCTCGGCGACTTTTCGGCGACTTTTCGGCGACTVTTTAGA-
u 12 13

580

-GATTTTTTGGGAAAAATACGAAAAAGATTGCATTGAGTGCAcGCTTATGCTACTATA-
—35 —lo

640

-GTTTTATAAAATTTTGACAGCTGACGCATGAAA —3 1

M 1< --- CopO

ffi~
AA4

Figura 11. Secuenciade nucicótidos del origen funcional (dso) dc pLS1. Se muestranlos bordesa la
derechae izquierdade las delecionesA24 y AA4. Se indican la Horquilla 1 (coordenadas431-4to) que
contieneci sitio de corte(/) de la proteínaRepB, las tres repeticionesdirectas(iterones11-13,en itálica),
el promotorcop-rep (cajas -35 y -10, subrayadasen ci texto), el punlo de iniciación del rnRNA cop-rep
(y) y los dos primeroscodonesdel gencopG.
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copias) y pLSlcop7(110 copias),que ya habíansido calculadospreviamente.Los

resultadosmostraronque el plásmido pLSIáA4-24 presentaun númerode copias

similar al de pLSlA24cop7.aproximadamente70 copias(Fig. 12A).

A B

cx 4

.rC!> un CO (0
—- .J -A .1 —j —J= ~ O U a o-

-o br cbc obc e bco be 6ur
e,

b— 61)

en
cl 40V

~ 0(4
a2 -

L.. >~. ~i J. L Y

N~ GENERACIONES

Figura 12.Fenotiposde pLSI y algunosde susderivados.A. Comparacióndel númerode copiasde los
plásmidospLSl,pLSIcop7,pLSlA24cop7,pLS5y pLS1AA4-24enSJpneuníoniae.Seanalizóel contenido
de DNA total de los cultivos crecidosa una D0

650= 0.5. En un gel de agarosaal 1.2% se cargarontres
cantidades[5 (a), 10 (b) y 15 ¡sí (c)] distintasde cadapreparacióny los cálculosse realizaronmediante
densitometríasde los negativosobtenidos.B. Estabilidad segregacionalde los plásmidospLSl (O) y
pLS1AA4-24 (@) en S.pneumon¡ae.Los cultivos de estaestirpeconteniendolos plásmidosse crecieron
en medio líquido sin antibiótico, durante las generacionesindicadas.Mediante recuentoen placa se
calcularonlos porcentajesde célulasTcC y se representaronen función del númerode generacionesen
ausenciade presiónselectiva.

Por otra parte, interesabadeterminarsi pLSIAA4-24 era segregacionalmente

estable,esdecir, si las delecionesafectabana la herenciaestabledel plásmido.Para

analizar la estabilidadde pLSIáA4-24 en S.pnearnoniae,se realizarondiluciones

sucesivassin presión de selección a partir de un cultivo inicial (D0650= 0.5)

consideradocomogeneracióng=0 y que fue crecido en presenciade Te. Cada 10

generacionesse analizóel porcentajede célulasTc!- (célulascon plásmido)mediante

recuentosen placascon o sin medio selectivo.El plásmido pLS1~A4-24 resultóser

bastanteestabletras 60 generacionessin presiónselectiva(82% deTc
1; Fig. 12B). Sin

embargo,al cabo de 100 generacionessin presiónde selecciónya se observauna
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pérdidaplasniídica (47%). Se puede considerarque pLSILA4-24 es ligeramente

inestableya que la tasa(le pérdida,tras 100 generacionesfue (le L> 0.0076.

Podernosconcluir que,in vivo, la regiónmínimaqueco)ntieneun origen funcional

necesarioen cix parala replicaciónde pLSl seencuentraen un fragmentode 247 pb,

entre las coordenadas402 y 648. Además,esteorigen puedeser dividido física y

funcionalmenteen dos regionesseparadas:la regiónnie, donde la proteínaproduce

el corte en el DNA y la regiónbind, que contienelas tres repeticionesdirectasa las

cualesse une la proteína RepB (Hg. 13).

A 24

-ej

AA4

Repí ¡ caeion

-t

64 ph

Rep B

111? 13
per

L..

blodfl/C

F¡gura13. Representaciónesquemáticade las característicasdel
indican los cxl remosde las deiccionesA24 y AA4, que (lelinen
derecha, respectivamente.
posiblementeno se forme
bñid y se indica su posición
los genesC<)J)G ‘y re pR). La
se indica con una flecha, la

origen de la cadenalíder de pLSl. Se
los bordesdel origen, a la izquierda y

Dentro de la region mc se encuentranLis 11 orqu¡lías 1 y II (aunque
por su alto contenido en A 4-1). Los iterones(11-13) constituyen la región
respectoa la región inc y al promotor ~ (a partir del cual se cotranscriben
líneadíscontinuamuestralas posiblesinteraccionesRepB-DNA. Asimismo
díreccion(le la rcplicaci6n desdeci origen de la cadenalíder de pLSl -
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2. EL dso ES UN DETERMINANTE DE INCOMPATIBILIDAD

Unacaracterísticade los plásmidoses que si compartenregionesimplicadasen

su replicacióny co>ntrol sonincapacesde coexistir en la mismacéltíla en ausenciade

presiónselectiva,es decir, son incompatibles.Por lo tanto, era de esperarque el

origen de replicación de la hebralíder fueseun determinantede incompatibilidad.

‘~‘v
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Figura 14. Constrtíccionesutilizadas paraanalizar el dso como determinantede incompatibilidad.Se
muestraun mapacircular de ~)CiG4copcon la dirección del gencat y los sitios de restricciónrelevantes.
Todos los clonajesse realizaronen el sitio JflndIll único de pCl94cop,quese hasehaladoconunaflecha.
Debajodel mapa físico de la región pertinentede pUS1 se indica la posíeíónrelativa (le las 1-lorquillas 1
y II, (le los tresiterones(1 t—13), de los promotoresPor, “cxci y P

1 y de los genescopG y repB. Se muestran
los nombresde las distintas construcciones,los fragniení05 (le r’>’’ donadosen cadauna de ellas y la
oríentacionde los Íragmcntos clonados.
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Para la realización del estudio sobre el ¿¡so de pIS1 como elemento (le

incompatibilidad,seutilizaron los plásmidospC(3A30, pC(3A7, pCGA8, pCGA1I y

pCGAI2, que fueron construidosdonando la región b¡nd, la región nic, o el ¿¡so

entero),en el sitio> ~nic(>H¡ndlll cíepCl94cop(replicón compatiblecon 1>LSI; Hg. 14).

Los plásmidospCGA7 y pCGAS llevan el fragmentoAluI(320)-Alul(505)de pLSl,

que contiene la región nic del origen, en las dos orientacionesposibles. Estos

plásmidosse emplearoncomo donadoresen los ensayosde incompatibilidad.Para

ello>, cultivos competentesde S.pneunzoniac>que conteníanpLSl (plásmidoresidente)

setransformaroncon 1.4 ¡sg de DNA de los plásmidospCGA7 y pCGA8, empleando)

pCl94cop como co>ntrol. En todos los casosse seleccionópara Cm, ya que los

plásmidosdonadorespresentanresistenciaa esteantibiótico (gencal). Laseficiencias

de transformaciónfuero>n del o>rdende 2 x í0~ transforniantes/ml.Se eligiero>n varios

clones,que se analizaronmediantepreparacionesde DNA total y recuentoen placa.

Los análisis se realizaron en tina situación inicial, que ha sido estimadaen 37

generacio)nes(esdecir, 25 generacionesnecesariasparaque una u.f.c. dé lugar a una

co>lonia cíe tamañomedio y 12 generacionesmás para que la porción de la colonia

ino>culada en medio líquido> dé lugar a un cultivo) crecido hastauna DO = 0.5; del

Solarsí al, t989) y tras 60 generaemnesmásde crecimientoen presenciade Cm. En

estascondiciones,se calcularon los porcentajesde céltias viables tonales, lo>s de

céltilasCm (cíueconteníanel plásmido donador)y los cíecéltilasTÉ (que mantenían

el plásmido residente).Asimismo>, se comprobósi existíaalgún cambio> en el número

de copiasde pLS 1. Los resultadosottenidostras 97 generacionesdecrecimientocon

presiónselectivapara el plasmido entrante,se muestranen la Tabla 4.

Tabla 4. La regiónaje por sí sola no ejerceii compatibilidadsobreplSJ-

l>Iasinido donador

»C(;AY i>CGA8 nCl94

Células viables 1.8 x 10~ 1.6 x 10~ 1.8 x
tM 97.8 100 100

% T¿ 94.5 lOt) lOO
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fue del 60%, con una usade pérdidapara pLSI de L3,jz 0.005 (del Solar a al,

1993b). Como pCGAII/12 no llevan las secuencias que codifican para los

determinantesde incompatibilidadde pLSI (RNA II y Co>pG; del Solar y Espinosa,

1992),la incompatibilidadobservadadebeatribuirsea competiciónpor la utilización

de RepB.Estosexperimentosindican que senecesitael dsoentero(regiónbiud y nic)

parala funcionalidadin vivo de RepBy que cualquierade lasdosregionesdel origen

por separadono sonsuficientesparasecuestrarRepB y reducircl númerode copias

de pLSI.

3. RcpB ES CAPAZ DE ACTUAR EN TRANS

Paracomprobarque la proteínaRepB podríaser secuestradapor el riso entero

donadoen un plásmido compatibley que, por tanto, es activa en lrans, se utilizó el

plásmido pLSXáAI5, derivado delecionadode pLSI cuya deleción abarca las

coordenadas760-854(Ng. 16). E! plásmidopLSiAAI5 carecedel RNA II, de parte

del gen copG y del codón de iniciación del gen repB. Estudiospreliminares de

caracterizaciónde pLSIAAI5 revelaronla presenciade un plásmido acompañante,

que resultóser pLSl. El análisisde la poblaciónheteroplasmídicainicial mostróque

el númerode copiasplasmídicototal fue de aproximadamenteN 70, y el número

de copiasde pLSI seredujoa 15 (el valor N mediode pISl en S.pnúunzoniaees22),

710 A MS - - — 1ÁA0(12C 10 — —

-) - Cl GOAPoYGAI TV’iA (-41600 VYCOAAMTV A(tÑÑCHAh6c; -~ V0kINCSAOt,0í-,

TAARCOAPSI 0 06160V COCA O (SOftOTOC OT 400(17 000/U) 01
Cad corO

A MO use
VAIOII/VI/\0 Vi VArGCOT --3

fIgura 16. Secuencia de nucícótidos de pLSI entre las coordenadas indicadas. Se indica la deleción áA1S
y el borde izquierdo de la deleción en pi84. Se muestran en negrita el codóndeterminacióndel gencopG
y el codón <le iniciación del gen repfl, subrayadosc encuenirael síflo atípico de unió¡i a los ribosomas
(a.r.b.s.)propuestoparacl goii W¡IB (Iacksa al, 1986).
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La estructuragenéticade pLSlAAI5 sugiere que no es un plásmido auto-

replicativo, aunque puede replicar cuando RepB se suplementaen írans. Para

comprobaresta hipótesis, intentamossepararpLSIAAI5 del pLSl acompañante

medianteuna doble digestión Banl-BstXI que permite diferenciar los fragmentos

pequeños de pL-Sl (700 pb) y de pLSIAAI5 (605 pb). Los fragmentos

correspondientesa pLSIAAIS sepurificaron,y el plásmidose reconstituyómediante

ligación. Se usó un cuarto de la ligación para transformarcultivos competentesde

S.pneumnoniuesin plásmido,obteniéndosetan sólo 730 transformantes/ml.El análisis

del contenidode I)NA plasmídicode varios clonesreveló que la mayoría de ellos

albergabanpLSIAAIS acompañadode pL-Sl. En otros casosapareciópL-Sl sólo,

quizás debido a contaminaciónde bandasdurantela extracción.Otra parte de la

ligación que reconstituye pLSILAI5 se utilizó para transformar células de

S.pneumoniaecon el plásmido pJS3cop7como residente(p153 está basadoen el

replicón pL-Si y lleva comomarcadordeselecciónel gencaí de pC194). Se escogieron

&>s clonesquepresentabanambosplásmidosy secrecierondurante60 generaciones

más,seleccionandoparael plásmidoentrante(Ter) o parael plásmidoresidente(Cm’)

o bien en ausenciade presiónde se[ección. Cuando>se seleccionópara el plásmido

entrante(pLSIáAIS. it), comoseríalógico suponer,no> se observóningunapérdida

del plásmido residente(pi3cop?,Cm’) ya que esteplásmido es el que proporciona

RepB en írans a pLSlAA 15. En lo>s otros doscasosseo>bservo>una pérdidainicial de

pLSIAAi5 (sóh> el 85% de las célulasfueron Te’). Estapérdidaseincrementóiras

sucesivasgeneraciones:el p(>rcentajede célulasTe’ fue del 34% cuandoseseleccionó

parael plasmídoresidentey salo) del 9%en ausenciade presiónselectivaparaambos

plásmidos(no mostrado).Quedaríapor explicarpor qué pLS1 ñA 15 se mantieneen

un alu> numerode copias(aproximadamente55) al estaracompañadode pL-Sl (que

reducesu número de copias a 15) ya qtíe el primero no pareceutilizar mejor la

proteína RepB que pL-Sl en ensayosin viti-o (ver más adelante).No obstante,los

resultadosdemuestranque RepE es activa en trans.

El plásmido pEX2 de Llactis (Xu ¿it al, 1991), de la familia de pLSI, se pudo

transferira S.pneumoniaecon eficienciarelativamentealta. Se determinóel número

de copias de pFX2 en estehuéspedpreparandoextractosde DNA total de cultivos

de S.pneumnoniacque conteníanlos plásmidospL-Sl, pLSlcop7,pLSiñ24cop7,pL-SS
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y pFX2. Distintas cantidadesde los extractostotales se analizaronen un gel de

agarosa(1.2%en TAE). Se realizarondensitometríasde los negativos,caleulándose

el númerode copiasde pFX2 porcomparacióncon los valoresconocidosde pL-Si (22

copias)y pLSlcopY (120 copias). Se observóque pFX2 en S.pneumoniaepresenta,

aproximadamente,unas 11 copias por equivalentecromosómico (no mostrado).

Asimismo,se determinóla estabilidadsegregacionalde pFX2. Paraello, se preparó

un cultivo inicial, crecido hastauna D0550= 0.5 en presenciade Cm (1.5 pg/ml), el

cual se consideró como generacióng=O. A partir de este cultivo, se realizaron

dilucionessucesivasenmediosin presiónselectivaduranteunaseriede generaciones,

hastag= 100. Cada10 generacionessetomaronmuestrasdel cultivo paraanalizarsu

contenido de DNA plasmídicoy para las generaciones0, 40, 60 y 100 se calculóel

porcentajede células con plásmido medianterecuentoen placascon y sin presión

selectiva.Se comprobóque, tras 100 generacionesen medio sin presiónselectiva,

pFX2 semantieneestable(95%de Cm) en S.pnewnoniae(resultadosno mostrados>.

PuestoquepkSi y pEX2 presentanunaalta homologíaensu regiónnic y en sus

proteínasRep. pero no en sus elementosde control (ctRNAs y proteínasCop),

resultabainteresanteconocersu comportamientocuandocoexistiesenen el mismo

huésped.Los estudiosde incompatibilidadse realizaron en ambasdirecciones,es

decir, utilizando corno plúsmido entrante(donador) tanto pLSl como pFX2, en

estirpesde S.pnewnoniaeque ya contenían uno u otro de los plásmidos como

residentes.lnicialniente la selecciónse realizó parael plásmido> donador(Cm para

pFX2 y Tc para pLS 1) y se pudo c(>mprobarque, en todo>s lo>s casos,el númer(> de

transformantesfue mayoral utilizar pFX2 como plásmidodo>nador.Tras realizarlas

correccionesoportunaspor las diferenciasen la competenciade ambos cultivos

<transformacio>nescromo>sómicasT4/pLS1= 6.1 x 10b mal/ml y T4/pFX2= 3.5 x iO~

mal/mí>, seobservoque la eficienciade establecimientode pFX2 fue unas200 veces

mayorque la de pL-Sl. Estadiferenciapodríadeberse,quizás,aque el gencaí (pFX2)

se estuvieseexpresandomejor en S.pneunioniae que el gen leí (pLS 1). No obstante,

estahipótesisse descartócomprobandoque pCi94cop (con el mismo gen cal que

pFX2) se estableciócon la misma o menor eficiencia que pL-Sl en pneumococos

(resultadosno> m(>strad(>s).La incompatibilidadejercidapo>r pFX2 sobrepLS 1 se

analizópor transformaciónde un cultivo competentede S.pneumoniaeconteniendo
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pLS 1 (plásmido residente)con DNA de pFX2. Los transformantesse seleccio>naron

parael plásmido entrante,analizándoseel co>ntenidode DNA total de varios clones.

Encontramostres situacionesiniciales: i) disminuciondel número>de copiasde pL-S 1

(clon 5), II) pérdidaacusadade pL-Sl (clones 1 y 2), iii) ausenciade pLS 1 (clones3,

6). Se eso4 y - -ogió tín clo>n representativo>de cadauna de las situacionesiniciales

(g=0) y mediantedilucionessucesivas,secrecierondurante60 generacionesen medio

con presiónselectivapara el plásmido entrante(pFX2). Como control se creció un

cultivo de S.pnewnonia«con pL-Sl en medio sin presión selectiva. Se analizó el

contenidode DNA total de los tres cloneselegidos(clones1, 3 y 5) en la generación

inicial (g=0) y tras (>0 generacionesmás en medio con Cm (g=60), y cada 10

generacionessecalculó el po>rcentajede célulasque conteníanpL-Sl. Los resultados

o>btenido>sse mttestranen la Figura 18A y lo>s valo>res determinadosparala presencia

de ¡>LSI (resideíite)cii cadacasoy generación,se muestranen la Tabla 5.

‘lal)la 5. 1 ncompatibílidadejercidapor pFX2 hacia pLSi

N~ Clon % Células Te’ en la generación
g~ 4) gz 60

5 44 32 0005

25 9.6 0.01.6

3 002 ttt)0025 >0.076

Estos resultadossugierenque duranteel establecimiento>de pFX2 se produce

incompatibilidad hacia el plásmido pL-Sl residente. Una vez establecidosambo>s

plásmidos,los clonesque conteníanpL-Sl en cantidadesdetectables(clones 1 y 5) se

crecieronen medio> sin presiónselectivao seleccionandopara el plásmido residente

(Tc) durante ñO generacionesmás. En el primer caso, no se observo pérdida

apreciablede ningunode los plásmidos,mientrasque cuandola selecciónse realizó

parapLSi se o>hservóque el númerode copiasde éstefue aumentandohastamásdel

dobledel valor original (resultadosno mo>strados).Paraestudiarla situación inversa,

se transformóun cultivo> co>mpetentedeS.pncunw¡-úae/pFX2con DNA de pL-Sl y se
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seleccionó para el marcador de! plásmido entrante (Tc). El aná!isis de los

transformantesnos mostró cuatro situaciones iniciales: i) presenciade los dos

plásmidosen su númerode copiasnormal (clones 2’ y 4’); u) aumentoacusadodel

númerode copiasde pLSl y valor normalparapFX2 (clones1, 2, 3, 6, 8, 1’, 7’ y lO’);

iii) disminución del valor de N de pFX2 y valor normal parapLSl (clon 12’); y iv)

ausenciade pFX2 (clones4, 5, 7,3’,5’, 6’, 8’, 9’ y 11’). Se analizaronlas situaciones

quepresentabanambosplásmidosy un valor de N normal parael pFX2. Cuandose

seleccionópara el plásmidoentrante(pL-Sl) en aquellosclonesquepresentabanun

alto númerode copiasde pLSI, no seobservópérdidadel plásmídoresidente(pFX2)

y semantuvoel valor de N parapLSI, durantelas primeras30 generaciones.J)eigual

forma, en los clonescon un valo>r no>rmal de N paraambosplásmido>s,la situaciónse

mantuvo estable al seleccionarpara el plásmido> entrante (no) mostrado). Si la

seleccion se invierte (seleccionandoahora para el plásmido residente,pFX2), el

número de copias del pLSI se mantuvo prácticamenteigual en los clones que

presentabanambosplásmidoscon un valor de N normal,pero disminuyóclaramente

en aquellosclonesque presentabaninicialmente un valor N alto parapLSI; el valor

medio para la tasade pérdidaen estosclonesfue de L>= 0.015 (Fig ISB).

Los resultadossugierenqueexisteunadébil incompatibilidadentreplásmidosque

compartenhomologíasen el riso y que esta incompatibilidadpareceejercersemás

fuertemente durante el establecimientoplasmídico que una vez establecidala

situaciónheteroplasmídica.

Replicaciónconducidapor la proteínaRepil

A continuacion,serealizaronintentosí>ara co>nseguirla replicaciónco>nducidade

plásmidosrecombinantesque llevan el riso entero (le pL-Si (pCGA 11 y pCGA12)

suministrando>RepBen lrans. Paraello, sereali-zar>ndois ensayos:i) delecióndeparte

del gen rep de pC l94cop, y u) deleción de la horquilla del riso de pCl94cop. En

primer lugar, se transformó un cultivo competentede S.pncuunoníaecon DNA de

pLSlcop7(110 ct>pias)como> plásmido>domadorde RepB en trans, y esto>scultivos se

pusierom,a su vez, ec>mpetentes.La delecióndel gen rcp de pCl94copse realizópor

digestión de DNA de pCGAJ 1 (5 ¡sg) con Nsil, ya que dentro del gen rep se

enctíentrandossitios NsiI separadosaproximadamente460 ph (Fig. 19). El fragmento
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grandede pCGA li/Nsj! fue extraídode un gel de agarosay recircularizado.Se usó

la mitad de la ligación paratransformarS.pneumonwecon pLS ícop7y se selecciono

en medio sólido suplementadocon Tc y Cm. No seobtuvo ningún transformante.Se

realizóuna nueva transformacióncon el restode la ligación con el mismo resultado

negativo.

re —. —.%Z fl.4 -~

LS re Cd:7 II----.

~?Z oC

II
pCGAII

rep dsc cct

riso de pLSl

1

Figura19.Mapafísico y funcionaldel plásmidorecojnbinantepCGAI 1, enel quesemuestraci fragmento
de pLSl donadoen el sitio H¿ndllI único de pCl94cop.Se indican los sitios de restricciónmásrelevantes
y las coordenadasde corleen pCl94cop.Se indica asimismo,la localizaciónde los genesrep y caL y del
origende replicación<dso) de pCl94co¡x Debajodel fragmentode pL-Si se muestrala posiciónde las
Horquillas 1 y 11, los tres iterones(11-13) y el promotor P,,.

El segund>intento paracondtícir replicaciónse hiz> medianíedelecióndel riso

de pCi94cop,la cual se llevó a cabopor dobledigestiónÁccl-//pallde pCGAll (Hg.

19). I)e esta manera,seelimina un fragmento>de 194 pb que contieneel origen de

replicación de pCl94cop.El fragmentograndede pCGAI l/Accl-Hpall se purificó,

se rellenaron lo>s extremo>s5’-protuberantesy se recircularizó el plásmido. ‘l’ampoco>

esteexperimentotuvo éxito, ya que nose obtuvierontraI1s~o)rrI~~intcs.Por tanto, y con

las salvedadesole los resultadosnegativos,concluimosque no se {~uede co>nstruir un

plásmido basadoen el replicón cíe pC194 que lleve solamenteel riso de pLSl y cuya

replícación seaconducidapor RcpB suministradaen ti-cris.
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UtiJizandoel plásmidopFX2, se realizarondos nuevosensayoscon la intención

de conducir la replicación(le esteplásmido,suministrandoen trans la proteínaRepB

de pL-Sl. El primer intento consistió en eliminar 109 aa (47%) de la región N-

terminal de la pro>teínaRepX de pVX2. Paraello, se eliminó el fragmentopequeño

BsIUI-Nriel de 385 ph (328 de los cualespertenecíanal gen repX). Tras purificar el

fragmento mayor, rellenar los extremos5’-protuberantescon 1’ol 1K y ligar, se

transformóuncultivo competentedeS.pneurnoniae/pLSI.Todoslos clonesanalizados

(22 clones) conteníanun pFX2 intacto. En el segundoensayose digirió DNA de

pFX2 con McI, sitio único situado hacia la mitad del gen rcpX. El relleno de los

extremosintroduce2 ph, cambiándoseel marcode lecturade repXe introduciéndose

un codón de terminación. Despuésde transformar un cultivo competente de

S.pneumoniac/pLSl,seanalizaron20 clones.Sólo tres de ellos conteníanpFX2 y los

tres poseían un sitio Ndcl intacto, mientras que el resto de los clones Cm no

mostraronplásmido.Tambiénse realizóun intento para conducir la replicaciónde

pL-Sl suministrandoen ti-cris [a proteínaRepX de pFX2. En este caso,se intentó

introducir un codónde terminaciónen la regiónN-terminal de RepE,digiriendo con

BstXI (sitio único en la coordenada914 de pLS1) y rellenandolos extremos(con lo

cual se introducirían 4 ph nuevas). La ligación se volvió a digerir con BseXI,

obteniéndoseel mismo resultado>negativo que en el caso anterior, ya íue no se

consiguió ningún transtormantecíe S.pncwnoniac/pFX2que ttiviese los mutantes

deseadosde pl-Sl.

Co>ncluinios,por tanto>,que a pesarde los repetidosintentosempleando>diversas

estrategias,no> se ha podido, hasta el m(>ment(>, co>nducir replicación de pLSl

suministrandoRepX de pFX2 en lrans o viceversa,ni conducirreplicacióndel riso de

pLSl.
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4. PURIFICACIÓN DE LA PROTEÍNA Repil

Para purificar la proteína RepB se empleó el sistema de clonaje vector

pLUS/huéspedE.coli BL2I(DE3), descritoporStudiery Moffatt (1986),buscandocon

ello una hiperexpresiónespecíficadel gen repB. La estirpeBL2l(0E3) contieneun

profago defectivo de >, que lleva el gen de la RNA polimerasadel fago 12 bajo el

promotor inducible lacUVS. A su vez, el vectorpETS contieneel promotor~10,que

esreconocidoespecíficamentepor [a RNA polimerasadc 12 y bajo el cual seclona

el gen que se quiere expresar.Emplearnosla estirpe BL2I(DE3) que contieneel

plásmido pLSI9 (Fig. 20; del Solar el al, 1989). Este plásmido es un derivado de

pLS2l (híbrido formado por pLSS y pET5, unidos en sus sitios EcoRl únicos; del

Solar el al, 1989) al quese le delecionaronlos dos fragmentosBoíl menoressituados

en el interior del genreí de pLS5. En trabajosanteriores(de la Campael al, 1990; del

Solar, 1991) se ensayarondiferentes condiciones de inducción con IPTG y de

tratamientocon Rif, así como distintas construccionesde plásmidoscon el fin de

o>btener el mejor rendimiento de RepB. Esto) se consiguió usando la estirpe

BL2I(DE3) que contieneel plásmido pLSl9 y realizandouna inducción de 30 mm

a 370C con 1 mM IPTG seguidapor un tratamientocon 200 pg/ml de Rif durante90

mm a 3TC. Para la purificación de RepB se siguió el rnétowlo descritopor de la

Campaci al (-1990) con las modificacionesindicadasen Materialesy Métodos.
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Figura 20. MapaFísico y funcionaldel plásrnido recon~i~inantepL.S 19, util izadopara la híperexprcsion de
repf3. El plásmidopU821 es un híbrido entrepETESy pLSS. En el mapase indica la posición y dirección
de transcripciónQ -*) del promotor ~l0, la región de pL-SI delecionadaen pLS5 (AS), los productos
génicosBla, CopO~,RepBy Id (-) y algunossitios dc restricción(U-t.- EcoR 1, A: Apa LI, Pv: ¡‘val, P: ¡‘sil,
8: Salí, 1-1: Hindlll, N: Ncol, 13: Bcll). La región delecionadaen el plásnsidopl.,8 19 se muestracornouna
Zona hueca.
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Tabla 6. Resumende las etapasde purificación de RepE. La determinaciónde las concentracIones
proteicasde cadaunade (as distintasetapasde purificación sc realizó utilizando el sistemaBCA (Pierce).

Muestra Valores totales

~ [pg/rnll Volurnen(nil) I>roteína<mg)Etaía de purifleación A -A

Extractocrudo 0.473 400 20 240.0

Sulfatode Estreptomicina 0.651 560 26 218.0

Sulfato anluflico 0.314 270 22 178.(>

JA Diálisis 0.273 230 15 103.5

JA 1-leparina-agarosa 0.044 1 1(1 20 3.0

Y Heparína-agarosa 0.3

cual, sesepararonpor centrifugaciónlas pro>teínassolublesde las insolubles(o con

muy bajasoLubilidad) en estascondiciones.Nuevamente,seanalizóel precipitadoy

el sobrenadantemedianteSDS-PAGEy seobservóun granenriquecimientode RepB

en el precipitado.A continuación,se disolvió el precipitadoen 20 ml de tampónH

suplementadoco>n 300 mM KCI y se cargó en una c>lumna de heparina-agarosa

equilibradacon el mismo> tampón. Las proteínasadsorbidasa la matriz seeluyeron

con un gradiente lineal de tampón 1-1 con KCI (300 a 600 mM), recogiéndose

fraccionesde 2 ml. De las fracciones68 a 88 (que incluían un pico proteico) se

tomaronmuestrasde 100 ¡sI, se precipitaroncon acetonao con TCA, y las proteínas

se analizaronmediante81)5-PAGE.El rendimientoobtenidoen la precipitaciónfue

mucho mayor con TCA. Se eligieron las fracciones80 a 89 y se cargaronen una

segundacolumnade heparina-agarosa.La elución se realizó con un gradientelineal

de KO (0.3 a 1 M), recogiéndosefraccionesde 2 ml. Se analizaron50 ,A de las

fracciones63 a 69 correspondientesal pico proteico, precipítándolasco>n TCA y se

eligieron las fracciones64, 65 y 66 porsu mayorconcentraciónde RepBy granpureza

(>95%). Parasu conservación,la proteínaRepB pura serepartió en alícuotasde 50

pl que secongelaroninmediatamentea ~70oC(Hg 21; Tabla 6). la proteínamantuvo

su actividadpor lo menosun añoen estascondiciones.
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5. COEFICIENTE DE EXTINCIÓN MOLAR Y COMPOSICIÓN DE

AMINOÁCII)OS DE Repil

La concentraciónde la proteínaRepB purificadasecalculó a partir del análisis

de su composiciónde aa realizadopor el Servicio de Químicade Proteínasdel (IB

(Tabla 7). Aunque hubo problemasen la determinaciónde Trp y Mg, los valores

obtenidos experimentalmentese ajustaronfielmente a los valores esperados.La

concentracióncalculadaparaRepBfue de 45 ng/pl. En una segundapurificación de

RepB,se obtuvo una preparaciónde 55.8 ng/pl, cuya concentraciónse calculó por

densitometríade geles SDS-PAA teñidos con CBB. Se calculó el coeficiente de

extinción mojar teórico de RepB a partir del valor del númerode residuospor el

coeficiente de extinción a >=280 para los aa Trp, Tyr y Phe respectoa la masa

molecularde RepB (ver Materialesy Métodos).El valor obtenidofue de 1.0235 ml

mt cm. Se realizó una medida de la absorbanciade RepB a 280 nm frente a

tampón II suplementadocon 425 mM de KCI; el valor obtenido fue de 0.179.

Tabla 7. Análisis de la composiciónde aminoácidosde RepB. El valor de la masamolecularde RepB
delerniinadoa partir de su secuenciaes igual a 24252.2Da. El volumen inyectadoen eí analizadorfue
de 50 pl frentea un volumen totalde muestrade 200 pl. La cantidadde pg hidrolizadosfue de 42.91 pg.

aa timol ng flQ residuos aa esperados untol/residuos

Asx 10.67 1228,47 24.13 11.04 25 (1.43
‘[br 5.24 $30. ¡6 11.86 5.42 11 0.48
Ser 4.70 409.11 10.62 4.86 10 0.47
Clx 9.66 >246.48 21.83 9.99 19 (1.51
Pro 2,50 242.75 5.65 2.59 5 0.50
Trp 0.00 0(X) 0.00 0.00 1 0.00
Ofly 8.63 492,63 19.5<) 8.92 0 0.96
Ala 7.1)0 4977(1 15.83 7.24 13 0.54
Val 5 85 579,77 13.23 6.05 16 0.36
Mct 1.73 226,62 2.9(1 1.7<) (1.34
Ile 5.94 672.13 13.42 6.14 1.4 0,42
Leo .10.63 1203.65 24.(14 11.0(1 24 (1.44
Tvr 5.61 915,14 12.68 5.80 13 0.43
Plie- 4.46 (>57, 14 It) (1$> 4.62 8 (1.56
1 ws 11.63 1491.56 26.30 12.03 25 (146
His 2.44 334.21 5.51 2.52 0.49
Arg 0.00 0.00 0.0<) 0.00 7 (ItIO

Total 96.69 10727.50 218.58 100.01 21<) Valor medio 0.459
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6. DETERMINACIÓN DE LA MASA MOLECULAR DE RepB

MEDIANTE EQUILIBRIO DE SEDIMENTACIÓN

Para conocerla configuración nativa de la proteína RepB se llevaron a cabo

experimentosde equilibrio de sedimentación,realizadosa dos concentraciones

distintas de proteína (0.02 y 0.04 ng/mI> y a 10~C (ver Materialesy Métodos).El

cálculode la masamolecularaparentede las distintasmuestrasfue corregidoparael

valor del volumenespecíficoparcial (u) de la proteína(0.749ml/g; calculadoa partir

de la composiciónde aa) y parael valor de la masamoleculardel monómerode

RepB (24252 Da, calculado a partir de los datos de secuencia).El resultado

correspondientea la masa molecular de RepB, determinadapor equilibrio de

sedimentación fue de 136000 ± 3500 l)a (Fig 22), que se corresponde,

aproximadamente,a la de un hexámero(valor igual a 6.056)de RepB (24252Da de

secuencia).El hechode que al diluir a la mitad la concentraciónde proteína(0.02

pg/ml), la masamoleculardisminuya (114000±2700 Da) es indicativo de que RepB

no esuna especieúnica, probablementedebidoa un equilibrio de ho>mo-asoctación

(McRorie y Voelker, 1993). Experimentosadicionales realizadosa temperaturas

superiores(25 y 370C) nosmostraronunapérdidaacusadaen la sefíalde absorbancia.

Se comprobóqueestoera debidoa la adherenciade la proteínaRepB a las paredes

de las células utilizadaspara los experimentosa esastemperaturas.

7. ACTIVIDAI) TIPO TOPOISOMERASA 1 DE RepB: CONDICIONES

OPTIMAS PARA SU ACTIVIDAD

Paracomprobarla actividad de RepB sobreDNA superenrollado,se realizó un

primer ensayocon el plásmidt>pLSis24cop7,utilizando distintas concentracionesde

DNA y proteína.Se realizóuna mezclainicial que conteníatampónB (20 mM Tris-

HCI pH 8.0, 1 mM EDTA, 0.1 M KCI, 5 mM D’VF), l)NA de pLSlá24cop7

(concentraciónfinal de 28 ng/pl) y 20 mM MnCI2, manteniéndosedurante10 mm a

t.a. Distintascantidadesde estamezclainicial (entre25 y 29.7 pl; de 700 a 840 ng de

DNA) recibieron distintas cantidadesde RepB (11.2 a 135 ng) llevándolasa un

volumenfinal de reacciónde 30 pl. Se incluyeron cuatromuestras(entre2.2 y 22.5
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Figura 22. Panelinferior. Perfil de equilibrio desedimentacióndeRepl3(0.04pg/ml). Distribución radial
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flistribución de residuosen el ajusteestadístico.



ResitUados 99

ng de RepB) de la proteínadiluida 10 vecesen tampónD (tampónB suplementado

con 0.01 vg/pl BSA). ‘[odas las muestrasse incubarondurante30 mm a 370C, y la

reaccionesse pararoncon 125 gg/ml de proteinasaK, incubandodurante10 mm a

200C. Tras añadirel tampón de cargaBXGE, las muestrasse analizaronmediante

electroforesisen gelesde agarosa(1% en tampónTBE con 1 pg/ml de EtBr), a un

voltaje constantede 45 V durante20 h. El gel fue fotografiado bajo luz UV y se

realizóunadensitometríadel negativoconel fin decalcularel porcentajede actividad

de RepB. Puestoque RepB poseeuna actividad de corte/cierretipo topoisomerasa

1-5’, su acción sobreDNA superenrolladocircular covalentementecerrado(formas

CCC o FI) darádo>s productos:formascircularesabiertas(OC o FIl) comoproductos

de la actividadde corte, y formas circularesrelajadas(RC o FI’) comoproductosde

corte/cierre. Estas tres formas de DNA plasmidico po>seen intensidadesde

fluorescenciadiferentes,debido a que el EtBr se intercalade distinta maneraentre

ellas.Porello, el rendimientode los productosde corte/cierrede RepBsecalculópor

disminuciónde la señal de fluorescenciade la forma FI del DNA no tratado con

RepB.Tambiénse observóque el KCI presenteen el tampónde incubación,puede

generarinespecíficamenteunapequeñaproporciónde formasFil. Por ello, secalculó

esteporcentajeen la muestrano trataday se restóen l(>s cálculosrealizadosparalas

muestrasincttbadascon RepB.

Los resultadosobtenidosen esteprimer ensayose muestranen la Figura23. En

ningún casose c(>nsigui~ una actividad total de RepB, ya que en todas las muestras

sepudo (>bservarunadeterminadacantidadde I)NA superenrollado(formas FI). Hay

que señalarque en las muestrastratadascon la proteínaRepE diluida 10 vecesno

se observóactividad alguna, lo que indicaríaque la diltíción de la proteína en el

tampón usado>,conducea stí inactivación.

Paradeterníinardiversosparámetrosde la actividad de RepB,se estudiaronlas

condicionesóptimasde análisisde los productosde reacción.Asimismo, se hicieron

otra serie de ensayosen los que se variaron las concentracionesde los distintos

componentesde la reacción,los tiemposy las temperaturasde incubación.Se ensayó,

además,la actividadde RepB en presenciao no de otras proteínas,de un inhibidor

de la topoisomerasa1, y en presenciade algunosdetergentes.
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productosde reacciónseanalizaronengelescondistintosporcentajesde agarosa(0.7,

1, 1.5 y 2%). Asimismo, se ensayarondos concentracionesdistintasde EtBr (0.5 y 1

pg/ml), incluyéndoloen la preparacióndel gel y en el tampón de electroforesis(no

mostrado).Los mejoresresultadosen cuanto a resolucióny nitidez de bandas,se

obtuvieron con el gel de agarosaal 1% que contenía 0.5 pg/ml de EtBr. A

porcentajesmayoresde agarosa,seobtuvo una mejor separaciónpara las formas FI

y FI’, peroseobservabauna difusión de las bandasa lo largo del gel, quedificultaría

la cuantificaciónde los productosde reacción.En cuantoa la eleccióndel tampónde

electroforesisy duraciónde la misma, se optó por el tampón TBE, por su mayor

estabilidaden electroforesisde largaduración,realizadasa voltajesbajos.Seobservó

una mayor reso>luci~n y separaciónde las bandasFI y FI’ en las electroforesisque

realizanio>sentre2.5 y 3 y/cm (no mostrado);por ello, seo>ptó por utilizar cubetas

horizontaleslargas,vo>ltajes bajos(30-40 V) y tiemposIargo>sde electroforesis(16-20

h). De la misma fornía, se realizar>ngeles en ausenciade EtBr en el tampón de

electroforesis,que fueron teñidosposteriormentecon 0.5 pg/ml EtBr. En estoscasos,

se observarondistintas bandascorrespondientesa las formas FI’, que migran en

distintasposicionesentre la bandade formas FIl y la bandade FI, y manifiestansu

distinto grado de superenrollamienio,provocadopor la presenciade EtBr. Los geles

sin EtBr no seutilizaron cuando>eranecesariouíía cuantificaciónde los producto>sde

reaccion.

7.2. Concentración de sustrato. A partir de una mezclainicial compuestapor DNA

de pLSiA24cop7(a unaconcentraciónfinal de 28 ng/pl), tampón B y 20 mM MnCI2,

se prepararon distintas muestras con cantidades variables de DNA (valores

comprendidosentre14 y 812 ng) y unaconcentraciónconstantedeproteínaRepB(45

ng). Las reaccionesse llevaron a tín volumen final de 30 í~I y se incubarona 37
0C

durante30 miii, al cabo> (le los cualesse les añadióproteinasaK. Las muestrasse

analizaronpor electroforesisy se calculó el porcentajede moléculas (Fil + FI’),

productosde la actividadde RepB (no> mostrado).El mayorporcentajede actividad

con 45 ng de RepB se consiguió con 700 ng de DNA, siendo el cociente

DNA/proteínaigual a 15.5,
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y fueron incubadasdurante30 mm a las tetnperaturasde 37, 45 y 600(2. Los productos

de reacciónse analizaroin medianteelectro>foresisy se calcularo>nlo>s porcentajesde

formas FI! + FI’ obtenidos en cada caso. Corno el KCI puede generar

inespecificamenteformasFI!, seprepararonmuestrascon las distintasco>ncentraciones

de KCI, queno fuerontratadasco>n la pro>teína,perosí seincubaronduranteel mismo

tiempo a las temperaturasindicadas.Se observóque la actividad de cierre de RepB

se inhibe a concentracionesde KCI entre250 y 300 mM (Fig. 26). En presenciade

KCI aparecenfornías Fil inespecíficas,que van en aumento hasta alcanzaruna

concentraciónde KCI de 300 mM.

7.6. influencia de cationesen la actividad de RepB. Se realizóun ensayocon 700 ng

de DNA de pMV 158 y 45 ng de Repil, en tampón B suplementadocon 20 mM MnCI2

o con 20 mM MgCI2. Las muestrasse incubaron30 mm a 600(7 y las reaccionesse

paran>nct>n [>r(>teinasaK. RepE no presentóactividaddetectabledc c(>rte/cierreen

presenciade 20 mM MgCI2. En un ensayodistint> se probarontres concentraciones

de MnCI, (5, 20 y 50 níM) mezclandola proteína(18 na) con tampónE y el catión

durante5 mm a ta., precalentandoo> no> a tiempos cc>rtosa 60
0C. Las reaccionesse

iniciaron por adici~nde DNA de pMVISS (280 ng) y seincubaron5 mm a 600C (ver

apartadode tiemposde reacción).Sólo se otservóalgo de actividaden las muestras

precalentadas15 y 30 segundosa 600C, con 20 mM de MnCI~ La proteínaRepB en

ausenciade MnCI
2 no níanifiestaactividad de corte/cierresobreDNA plasmídico.

Otroscationesensayado>s(Ca
2~, ‘Zn2~) no mostraroninfluenciaalgunaen la actividad

de RepE (resultadosno> mostrados).

7.7. Actividad de Replt en presenciade camptotecina. La caníptotecinaesun inhibidor

específicode la top>isornerasa1 cucariótica.Su acción se ejerce estabilizandolas

formasOC (circularesabiertaso Fil) unidasa proteína(Hsiangel al, 1985; Avemann

el al, 1988),co>n lo cual impide que la to>p(>isomerasa1 puedaeompletarsu acción y

cerrar la molécula.Como RepE presentauna actividad de corte/cierresimilar a la

que realiza la topoíso>merasa1, se pensóque la camnpto>tecinapodríaactuarde igual

formasobreambosenzimas.Paraco>mprobaresto, se realizóun ensayode actividad

de RepB (18 ng) sobreDNA de pLSi (280 ng) en presenciade tres concentraciones

de camptotecina(54, 108 y 216 ,
2M). Ademásde los controles1 (sin RepE) y II (sin
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camptotecinay con RepB\ se incluyó un control III (con RepB y DMSC) al 8%) con

e! fin de analizar el efecto del DM50, componenteen el que se disuelve la

camptotecina,sobrela actividad de RepB.Tras añadirla caníptotecinao el DMSO

a la mezclade DNA, tampón B y 20 mM MnCI2, mantuvimoslas muestras10 mm a

t.a., antesde añadirla proteínaRepB. Se realizó una incubaciónde 30 mm a 45~Cy

se paró la reaccióncon 148 pg/ml de proteinasaK. Tras analizarlos resultados(no

mostrados),se observó una mayor actividad de RepB en presenciade DM50

(disolventeusado> para la camptotecina).Sin embargo>,no> se otservó inhibición de

la actividad dc Repl3por la camptotecina.

7.8. Actividad de Repil en presenciadcl represortranscr¡pcionalCopG. La proteína

CopG es tino> (le los elemento>sque controlan la replicacióndel plásmido pLSl. Su

acciónseejercea nivel transcripcio>nalreprimiendoel promotor ftr, que corntrola la

transcripcióndc los genescupGy repB (del Solara al, 1989). Los dato>s derivadosde

‘footprinting’ con DNasa1 y con radical hidroxilo empleandoCopOpura, mostraron

qtíe las regionesprotegidaspor CopO no> solapancon las regionesprotegidaspor

Repil, aunqueambasregionesestáncontiguas(Fig. 27A; del Solar et al, 1990; de la

Campaet al, -1990>. Paraconocersi CopO tiene algún efecto> sobrela actividad ¡u

vi/ro de RepB, sc realizo un ensayocon DNA de pLSl (700 ng), RepB (45 ng) y tres

coneentraciomnes(le CopO (3.6, 7 y 14 ng). En el experimentose incluvero>n tres

c(>ntroles: control 1 (1)NA en ausenciadc ¡ as dos pro>kmas), control II <solo en

l)resencia (le CopO) y comtrol III (sólo> en presenciade RepB). A las muestras

trata(lascon la proteínaCopO se les mantuvo)durante10 miii a La., antesde iniciar

la reaccióncon la adiciónde MnCI2 y RepE.Las muestrastratadascon (tpO y RepB

se preparar>nv>r triplicado y se incubarona 37, 45 y 600(7 durante30 mm. La

incubaciónde los comtroles1 y 11 serealizó a3TC y la del control III fue a 45o(7• Tras

el análisis de 10)5 productosde reacción,seobservaque la actividad de RepB no se

modifica en mayow o menor medidapor la presenciade CopO. Sí se observauna

débil bandacorrespondientea formas linealesy un ligero aumentode formas FIL,

que podrían atribuirsea la existenciade una posiblenucleasacontaminanteen la

preparaciónde la proteínaCopO (Fig. 27B). En otros ensayosrealizadosennuestro

Iabo>ratorio>, no> se ha (>bscrvado influencia de RepB so>bre la unión dc CopO a su

diana. Podemos u>ncluir que, en las condiciones ensayadas,no parece existir







Resultados 109

electroforesis,no se observóninguna influencia del fi-NMN sobre la actividad de

RepB (Fig. 28). Por tanto, podemosdescartarla existenciade una DNA ligasa

adeniladacontaminanteen la preparaciónde RepB y seconcluyeque RepB, por sí

sola,escapazde cortary resellar el DNA plasmídicode pMVIS8.

7.10. Actividad de RepB en presencia de detergentes.A la vista de los resultados

obtenidosmedianteequilibrio de sedimentación,pareció interesanteemplearalgún

detergentecapazde disociaragregadosde RepB.Paraesteensayose utilizaron dos

detergentesno iónicos: Tween 20 (CMC= 0.059 mM> y oetil-,9-D-glucopiranósido

(CMC~ 19-25 mM) a concentraciones10 y 20 vecespor debajo del valor de su

concentraciónmicelarcrítica (CMC). SemezclóDNA de pMV 158 (350ng) conRepB

(III ng; proteínade la segundapurificaciónrealizada)enpresenciade tampónB, 20

mM MnCI2 y el detergentecorrespondiente.Se realizó una incubaciónde 30 mm a

600(7 y se procediócorno de costumbre.El análisis electroforéticorevelóun aumento

de la actividad de RepB en presenciade octil-~-D-glucopiranósidoa las dos

concentracionesutilizadas y con la mayor concentración de ‘[ween 20 (con la

concentraciónmásbajase obtuvo menosactividadque el control sin detergente).Se

observóuna desapariciónprácticamentetotal (le las formas FI y un aumentode las

formasFil, mientrasque la bandacorrespondientea formasFI’ semanteníacomoen

el contr(>l. Por tanto>. el aumentode actividadobservadoeraproductode la actividad

de corte de RcpB, mientras que la actividad de cierre resultó inhibida por los

detergentes.Se incluyerondoscontrolessin proteínaen presenciao no> dedetergente,

para comprobarasí que el detergenteno teníaningún efectosobreel DNA y que la

actividad observadaen las muestrasera específicade RepB.

7.11. Cinéticas de la actividad de RepB. La primera cinética de actividad de RepB

se realizó con DNA de pMVIS8 (700 ng> en zampón13, con 20 mM MnCI2 y 45 ng

de proteínaa 600(7 (seeligió estatemperaturade incubaciónya que RepEpresenta

un mayorporcentajede actividad a 600~. Los tiempos de incubacióna 600(7dc las

distintasmuestrasfuero>n los siguientes:5, 10, 15, 20, 25 y 30 mm. La reacciónse paró

con 125 pg/ml de proteinasaK. [s>s resultadosmostraron que a los 5 mm de

incubacióna 600(3, la proteínaya habíaactuadosobrela casi totalidad del DNA. Por

ello, se realizaronnuevosensayo>sa tiemposde incubaciónmáscortos.Se realizóuna
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segundacinética partiendo de una mezcla única de DNA de pMVI58, tampón B,

MnCI2 y RepB, que se repartió en diez tubos. Los tiemposde incubación a 60
0C

fueron: 0, 1, 2, 3, 4, 5, 15, 25 y 35 mm. Las reaccionesse pararoncomo la vez

anterior. A las muestrasse les añadió el tampón de cargay se analizaroncomode

costumbre,realizándoselos cálculos densitométricosde los productosde reacción.

Con tan sólo 1 mm de incubacióna 6O~C, el porcentajede formasFil + FI’, producto

de la actividad de RepB, superabael 85%; alcanzándoseun 95% a los 15 mm de

incubación(Fig. 29A). Finalmente,se realizóotra cinética a tiemposde incubación

aún más cortos: 5, 15, 30, 45, 60 y 120 segundos,y 5, 10 y 30 mm. La cantidadde

DNA de pMVI58 y RepB fue la mismaque en ocasionesanteriores.La reacciónse

inició afiadiendola proteínapor separadoen cadauna de las muestrasde 30 ¡tI. La

reacciónse paré> a 40(7 con 4 pl de una so>lución STOP (O.2~/o xilencianol, 0.20/o azul

de bromofenol,57%glicer<>l, 9.5 mM EDTA y 1.08 pg/pl de proteinasaK>. El análisis

de los productosde reacción mostró un 62% de formas FIl -+- 11’ a tan sólo 30

segundo>s (le incubación a 600(7. Posteriormente,se realizaro>n cinéticas a las

temperaturasde 37 y 4S0(7 con menorescantidadesde RepB (9 y 22.5 ng) y con otros

derivadosde pMVI58 (estosresultadosse comentaránmás adelante).

7.12. Otrosparámetros. Tras el óptimo> restíltadoo>btenidocon RepB a lo>s 5 mm de

incubacióna 600(7., se realizóuna pruebacon DNA de pMV 158 (700 ng) y distintas

co>ncentraciones(te la proteína:9, 18, 27, 30 y 45 ng. Los resultadosmo>straro>n que

con sólo> 18 ng de proteínay 5 mm (le incubaciona 600(7, sealcanzaun valor próximo

al 90% de formas FIl + FI’ (Hg. 29B).

Como> la actividadde RepB semanifiestaa 600(7,y a tiempos de incubaciónmuy

cortos, se realizaronuna serie de ensayospara conocerla termoestabílidadde la

pro>teína. En primer lugar, se preincubó RepE a 37, 45 y 600(3, durantedistintos

tiempos (3<), 6<), ¡20, 180, 240 y 300 segundos).En el caso> dc preinctíbacióna 600(7

se ensayarontambién tiempos mayoresde preincubación(10, 15, 20, 25 y 30 mm).

Con estasmuestrasde proteína,se realizaronensayosde actividad de RepB sobre

DNA de pMVIS8 (280 ng), en tampónB, 20 mM MnCl
2 y 18 ng de la proteínaRepB

precalentada(volumen final, 10 pl). Las reaccionesse mantuvieron 5 mm a las

temperaturasindicadas,y se pararoncon LS pl de la solución STOP. El análisisde

los prodticto>sde reacciónno permitió observaractividaddetectableen las muestras
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RepB,preincubadacon MnCI2 durante30 segundos,presentabaactividadresidual,por

¡o que los siguientesensayosse efectuarona tiempos más cortos (preincubaciónde

15, 30, 45, (SO, 150 y 300 segundos).RepBmanifestócierto porcentajede actividaden

las muestraspreincubadas15 y 30 segundos.Pensamosque, quizás,el MnCl, podría

estabilizarla proteína,prolongadosu vida media.Porello, serealizóun experimento

con tres concentracionesde MnCI2: 5, 20 y SO mM. Las mezclasde reacción(tampón

B, MnCI2 y RepB) se mantuvierondurante5 mm a t.a., tras los cualesse realizó un

precalentamientodc 15, 30 y 45 segundosa 600(7. De nuevo en este caso, las

reaccionesseiniciaron con la adición de DNA y seincubódurante5 mm a 600(7.Tras

el análisis de los resultadossólo se observóactividad en las muestrasde RepB

precalentadas15, 30 y 45 segundosa 60~Cjunto con el tampón B y 20 mM MnCI2.

Resultósorprendenteel comprobarque los controlesno precalentados(mantenidos

5 mm a t.a.) no funcionarona ningunade las concentracionesde MnCI, ensayadas.

Fin cualquiercaso,RepB parecetenerunavida mediamuy pequeña:con sólo 5 mm

a t.a. en presenciade DNA y MnCI2 pierde totalmentesu actividad. Curiosamente,

sí seincuba la pro>teína5 mm a t.a. (en presenciade MnCI2 y tampón),se realizaun

precalentamientode 15 o 30 segundosa 60~C y seañadeel DNA a la mezcla,RepB

conservaciertaactividad.Por otra parte,si seprecalientael DNA con la proteína,y

se inicia la reaccióncon MnCI>, RepB no> presentaactividad.Además,si a la misma

mezcla (previaníente mantenida5 mm a ta.) se le añadeel DNA y se incuba

directamente(sin precalentamiento),RepB no actúa.El MnCl2 parececontribuir a

la estabilidad de RepB, ya que las únicas muestrasprecalentadasa 60~C que

presentaronactividad fueron aquellasen las que el l)recalentamiento>de la prO)teína

se realizó en presencia(le MnCl2. Pensamo>sque la presenciade MnCl2 podría

estabilizara Repl3frente al calor, o bien que podríafacilitar la disgregaciónproteica

y aumentarla velocidad (le catálisis de la reacción. El MnCI2 poAría modificar la

estructura(le la proteína, estabilizandosu cejitro> activo). Recientemente,se lía

postuladoque 1 (>8 iornes Mg
2’ podríanestabilizarla fo>rma di mérica de la proteína

RepD,modulandola interacciónconel origen y por tanto, la eficienciade replicación

(Thomase¿ al, 1995).

Como ha quedadoniostrado,el porcentajede formas Fil + FI’ alcanzóhastael

95%, tras una incubaciónde 30 mm a 600(7 con DNA de pMV 158, en una relación
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DNA:proteína en moléculas de 1:9.5. Sin embargo,en ninguno de los ensayos

realizadoscon la proteína se consiguió un 100% de formas FI’ (producto de la

actividaddeco>rte/cierrede RepB).Porello, serealizarondistintaspruebasañadiendo

sucesivascantidadesdeproteínao variandola temperaturade incubación.Lesensayos

se realizarondel modo siguiente:muestrasde DNA de pMVI58 (234 ng) setrataron

con 15 ng de RepBy seincubaron30 mm a450(7• Tras estetiempo,sevolvió a añadir

más proteína (15 ng) y se realizó una segundaincubación de 30 mm a 450C.

Observamosque RepB seva inactivandotras los primeros30 mm de incubacióna
45o(7y que la adición de proteínanuevaresultaen una subsiguientedisminuciónde

las formas FI pero no de las formasFil. En otros ensayos,las muestrasseincubaron

30 mm a 60~C, al cabo de los cualesse realizóuna segundaincubaciónde 30 mm a
450(7 Denuevo no seobservódisminución de las formasFil. Comocontrol,seincluyó

una muestracon RepB en ausenciade MnCI
2 que fue incubadadurante30 mm a

450(7; no se o>bservó ningunaactividad de la proteína.

Por último, se realizó un nuevo ensayoincubando,a 60~C, DNA de pMVI58

(1400ng> con RepB (90 ng) en tampónB con 20 mM MnCI2, en un volumenfinal de

50 pl. Se to>maro>n muestras(5 pl) de la reaccióncada5 mm (hastaco>mpletarlos 30

mm de incubación), a las que se fueron añadiendomás cantidad de proteína,

manteniendoco>nstante la relación DNA/proteína (en ¡nasa) e igual a 15.5. Se

incluyeronmuestrascontrolsin la adiciónde nuevacantidaddeproteína.La reacción

separó a 4o(7con 1 pl de la mezclaSTOP.Se pudo comprobarqueal cabode 30 mm

de incubacióna 600(7, tras añadir un to>tal de 410 ng de proteína todavíaquedan

formasFIl en la muestra,sin contarpor supuesto,h>s Fil inespecíficospresentesen

el control sin proteína.Po>r lo tanto, de estaserie de resultados,concluimosque no

se ha conseguidodesplazarel eqtíilibrio entre corte (Fil) y cierre (FI’) hacia la

reacciónde cierre.

Esteapartadode resultadosnoshapermitidoextraerlas siguientesconclusiones:

i) lasmejorescondicionesparael análisiselectroforéticode los productosde reacción

de RepB, se consiguieronmediante geles de agarosaal 1%, en tampón TBE

conteniendo0.5 pg/ml de EtBr; la eleetroforesisse realizó en cubetashorizontales

largas,a voltajes bajos (30-40 V) y en tiempos largosde electrt>foresis(16-20 h); u)

el mayo>r po>rcentajede actividadde la proteínaRepB se obtuvo> con una relaciónen
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