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1.1. IMPORTANCIA CLINICA DE Streptococcus pneumoniae

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es uno de los principales patégenos humanos.
Aunque puede producir infecciones en adultos sanos, suele ser un patdgeno oportunista,
causando infecciones graves y muerte en nifios, adultos mayores de 65 afios, o cuando existen
factores que disminuyen las defensas del huésped (Jernigan et al., 1996). Esta bacteria
coloniza el tracto respiratorio superior pudiendo causar, a) infecciones invasivas, incluyendo
bacteriemia y meningitis; b) neumonia y otras infecciones del tracto respiratorio inferior; y c)
infecciones del tracto respiratorio superior que incluyen otitis media y sinusitis. En cuanto al
numero de casos, el CDC ha estimado que cada afio se producen en Estados Unidos 3.000
casos de meningitis, 50.000 de bacteriemia, 500.000 de neumonia, y 7 millones de otitis
media (Jernigan et al., 1996).

S. pneumoniae es el principal agente etioldgico de neumonia adquirida en la
comunidad (Granton and Grossman, 1993; Bartlett et al., 1998), y un 25-35% de los pacientes
con neumonia neumocacica requieren hospitalizacion (Bartlett et al., 1998). Otras infecciones
respiratorias como la otitis media aguda y la sinusitis, que normalmente no llegan a ser
invasivas, producen una considerable morbilidad y coste médico (Bluestone, 1990; Musher,
1992).

Cuando neumococo invade el torrente sanguineo (bacteriemia), es capaz de infectar
distintos 6rganos y sistemas (huesos, articulaciones, valvulas cardiacas). La bacteriemia es
mas frecuente en personas de mas de 65 afios y en nifios de menos de 2 afios. En adultos, de
60-87% de las bacteriemias estan asociadas con neumonia (Kuikka et al., 1992). En cuanto a
la meningitis neumocdcica, la incidencia es mayor entre los nifios de 6 a 24 meses y en
personas de mas de 65 afios (Wenger et al., 1990; Kragsbjerg et al., 1994). La incidencia de
meningitis por Haemophilus influenzae tipo b en nifios, ha disminuido rapidamente con la
introduccioén de la vacuna conjugada, por lo que S. pneumoniae se ha convertido en la causa
mas frecuente de meningitis bacteriana en los nifios de este grupo de edad (Peltola, 2000).

S. pneumoniae se encuentra como comensal en la nasofaringe de personas sanas,
fundamentalmente nifios y personas que viven en condiciones de hacinamiento (Gray et al.,
1980). Puede colonizar este habitat desde el primer dia de vida, y mas de un 95% de los nifios

son colonizados alguna vez durante los dos primeros afios de vida (Gray et al., 1980). En
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general, cuanto menor es la edad de la primera colonizacién, mayor es la duracion del estado
de portador (Gray et al., 1982). Los grupos capsulares 6, 14, 19, y 23, ademas de ser los que
presentan una mayor frecuencia de resistencia antimicrobiana (Lifares et al., 1992; Fenoll et
al., 1998), representan dos tercios de todos los neumococos aislados durante los dos primeros
afios de vida. En los adultos, las infecciones con neumococos resistentes son causadas
frecuentemente por estas cepas de nifios portadores. Existen diferencias en la frecuencia de
aislamiento de determinados serotipos en portadores y enfermos, lo que indica que algunos
tipos capsulares tienen mayor capacidad para pasar de comensal a patdégeno, aunque se
conoce poco sobre los factores bacterianos y del huésped que estan implicados (Tuomanen et
al., 1995; Cundell et al., 1995).

La gravedad de las infecciones producidas por S. pneumoniae y la aparicion de cepas
resistentes a penicilina y otros antibidticos son factores que hacen que la prevencion sea
esencial. La vacuna disponible hasta el momento (aprobada en 1983), incluye los
polisacéridos capsulares especificos de los 23 serotipos neumocoOcicos invasivos mas
prevalentes (Butler et al., 1993; Butler et al., 1995). En 1997, el Comité Asesor para la
Inmunizacion (Advisory Committee on Immunization Practices, ACIP) de Estados Unidos,
recomendd la vacunacion sistematica de personas mayores de 65 afios y de otros grupos de
riesgo (inmunodeprimidos, esplenectomizados, enfermos cronicos) (CDC., 1997). En febrero
de 2.000 fue aprobada la vacuna conjugada antineumocaocica indicada para nifios menores de
dos afios, en los que la respuesta de anticuerpos a la vacuna polisacaridica era baja. Los
serogrupos de la formulacion de la vacuna conjugada (4, 6, 9, 14, 18, 19, y 23) son los
responsables del 70 al 80% de las infecciones neumocacicas invasivas en los nifios en Estados
Unidos y Canadé, Oceania, Africa, y Europa (Hausdorff et al., 2000). Se ha demostrado que,
con la vacuna conjugada, una inmunizacién primaria seguida de una dosis de recuerdo, es
segura y produce unos incrementos significativos de anticuerpos frente a los siete serotipos, lo
gue demuestra una estimulacion efectiva de la memoria por linfocitos T (Rennels et al., 1998;
Dagan et al., 1996).
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1.2. EL PROBLEMA DE LA MULTIRRESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EN S.
pneumoniae

La aparicion y dispersion de resistencia a antimicrobianos en bacterias patdgenas es
actualmente un problema clinico de primera magnitud. En 1967, se aislé en Australia la
primera cepa de S. pneumoniae con resistencia intermedia a penicilina (Concentracion
Minima Inhibitoria, CMI de 0.6 png/ml) (Hansman and Bullen, 1967). En 1977 se describen en
Sudéfrica cepas altamente resistentes a penicilina (CMI de 4-8 ug/ml), y también resistentes a
cloramfenicol (Appelbaum et al.,, 1977). La resistencia a penicilina fue encontrada
posteriormente en todo el mundo (Klugman, 1990; Appelbaum, 1992). En Europa, Espafia
tiene una elevada frecuencia de cepas de neumococo resistentes a penicilina, tanto en nifios
portadores como en enfermos, y con un patron de resistencia similar al de Sudéafrica (Pérez et
al., 1987; Pallarés et al., 1988; Otin et al., 1988). En nuestro pais, la incidencia de cepas
resistentes aumento de un 6% en 1979 a un 44% en 1989 y a un 49% en 1998 (Fenoll et al.,
1991; Fenoll et al., 1998). De forma similar, en Hungria mas de un 50% de las cepas de
neumococo son resistentes a penicilina (Marton et al., 1991) y en Rumania un 25% (Millar et
al., 1991). Sin embargo, en otros paises como Canad4, los niveles de resistencia permanecen
bajos, 13,9% en 1998 (Chen et al., 1999). Esta frecuencia elevada de cepas con alto nivel de
resistencia a penicilina hace que la mayoria de los B-lactdmicos sean ineficaces para el
tratamiento de las infecciones neumocdcicas. Sin embargo, se ha demostrado que la neumonia
por S. pneumoniae resistente a penicilinas y cefalosporinas, puede ser tratada con dosis
elevadas de estos antibioticos por via intravenosa (Pallarés et al., 1995).

La resistencia a penicilina suele ir asociada con resistencia a otros antibioticos como
la eritromicina, que es la alternativa clasica a la penicilina en pacientes alérgicos y en casos
de resistencia. En Espafia, la frecuencia de cepas resistentes a eritromicina aumento de un
10% en 1989 (Fenoll et al., 1991; Lifares et al., 1992; Pallarés et al., 1995) a un 33,7% en
1997 (Baquero et al., 1999). Esta resistencia también afecta a otros macrélidos, como
claritromicina y azitromicina, siendo la frecuencia de resistencia similar a la de la
eritromicina (Baquero et al., 1999).

La resistencia a penicilina en neumococo es debida a alteraciones en las proteinas de

union a penicilina (PBPs) (Tomasz, 1987). La resistencia en S. pneumoniae se ha producido
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por transformacion con genes que codifican las PBPs modificadas y que provienen de otras
especies de estreptococos genéticamente relacionados (estreptococos del grupo viridans)
(Spratt, 1994). Este intercambio de material genético se ha propuesto como el origen de la
estructura en mosaico de los genes que codifican las PBPs (Coffey et al., 1995). En Espafia,
donde la prevalencia de S. pneumoniae resistente a penicilina es muy alta, también es elevada
la prevalencia de estreptococos viridans resistentes (Alcaide et al., 1995; Baquero et al.,
1991). Por tanto, la deteccién de un aumento en la prevalencia de estreptococos viridans
resistentes a penicilina puede servir como sefial de alarma de una préxima aparicion de
neumococos resistentes. La extension local de cepas de neumococo resistentes a penicilina
puede explicarse por una parte, por su capacidad para la colonizacion, fundamentalmente en
zonas con una alta frecuencia de “individuos colonizables”, especialmente nifios (Boken et
al., 1995), asi como por el consumo local de antibiéticos (Baquero, 1996). El siguiente paso
seria una extension geogréafica, con dispersion clonal de un pais a otro de cepas resistentes
(Gasc et al., 1995; Lefevre et al., 1995).

La incidencia de S. pneumoniae multirresistentes hace dificil la eleccién de una
terapia antibidtica adecuada para el tratamiento de las infecciones neumocdcicas. Esto ha
llevado a la utilizacion de antimicrobianos alternativos como las fluoroquinolonas (Fgs) y al
desarrollo de compuestos de este grupo mas activos, ya que neumococo, y en general las
bacterias Gram-positivas, presentan una elevada resistencia intrinseca a la mayoria de estos
compuestos. De hecho, las nuevas Fgs estan actualmente indicadas en el tratamiento de la
neumonia neumocécica (Bartlett et al., 1998). Las principales dianas de las Fgs son la DNA
girasa (Gellert et al., 1976) y la DNA topoisomerasa IV (Kato et al., 1990), pertenecientes a la

familia de las DNA topoisomerasas de tipo Il bacterianas.

1.3. DNA TOPOISOMERASAS BACTERIANAS

Todas las células tienen dos tipos de DNA topoisomerasas muy conservadas que,
aunque se diferencian en sus propiedades, comparten un mismo mecanismo de accién. Todas
las DNA topoisomerasas producen una rotura en el DNA (de cadena sencilla las de tipo | y de
doble las de tipo Il), y pasan una cadena de DNA (sencilla o doble) a través de la rotura

producida, con posterior sellado de la rotura inicial. Las enzimas de tipo | incluyen las
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topoisomerasas | y Il bacterianas y la topoisomerasa | de eucariotas. Las enzimas de tipo Il
comprenden la DNA girasa (girasa) y la topoisomerasa IV (topo IV) bacterianas y las
topoisomerasas Il (topo Il) eucariotas. Las principales caracteristicas de las topoisomerasas
bacterianas se muestran en la Tabla I. Estas enzimas son esenciales para la replicacion,
transcripcion y recombinacion y juegan un papel fundamental en la estructura del cromosoma,

condensacién / decondensacion, y segregacion (Luttinger, 1995; Wang, 1996).

Tabla I. Caracteristicas de las DNA topoisomerasas de E. coli.

Tipo | Tipo Il

Topo | Topo Il Girasa Topo IV
Estructura Monémero Mondémero GyrA,GyrB, ParC,ParE,
Peso molecular (kDa) 105 74 GyrA (97) ParC (75)

GyrB (90) ParE (70)

Gen topA topB gyrA, gyrB parC, parE
Rotura en el DNA DNA-1 DNA-1 DNA-2 DNA-2
Relajacion Si No Si Si
Decatenacion No Si Si Si
Superenrollamiento No No Si No
Funcion:
Replicacion Si Si Si Si
Transcripcion Si Si Si Si
Segregacién cromosoma No Si Si Si

1.3.1. DNA Topoisomerasas de tipo |
En Escherichia coli el gen topA codifica la DNA topoisomerasa | (topo 1) (Sternglanz
et al., 1981; Trucksis and Depew, 1981). La estructura cristalina del fragmento N-terminal de

67 kDa de la topo I (Lima and Mondragon, 1994) muestra una cavidad lo suficientemente
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grande como para que el DNA de doble cadena pase a través de ella. La topo | es un factor
especifico en la iniciacion de la replicacién en el oriC, impidiendo la iniciacion en otros sitios
diferentes (Kaguni and Kornberg, 1984).

La DNA Topoisomerasa Il (topolll), codificada por el gen topB de E. coli (DiGate
and Marians, 1988; DiGate and Marians, 1989), estd implicada en la estabilizacion del
genoma bacteriano, ya que deleciones en topB producen un aumento de las deleciones
espontaneas del DNA cromosémico (Wang, 1991; Schofield et al., 1992).

La evidencia in vitro, basada en preferencias de substrato y en actividades
enzimaticas, sugiere que el papel celular de la topo | es relajar superenrollamientos, mientras

que el de la topo Il es decatenar (DiGate and Marians, 1988).

1.3.2. DNA Topoisomerasas de tipo Il
1.3.2.1. DNA girasa.

Los genes gyrA 'y gyrB codifican la girasa de E. coli (Mizuuchi et al., 1984; Swanberg
and Wang, 1987; Adachi et al., 1984). El gen que codifica la subunidad GyrB de S.
pneumoniae ha sido clonado y caracterizado en nuestro laboratorio (Mufioz et al., 1995).
GyrB de S. pneumoniae muestra un 54% de identidad con GyrB de E.coli, y entre un 44 y un
66% con la de otras bacterias. Sin embargo, del gen gyrA, s6lo habia sido caracterizada la
region determinante de resistencia a quinolonas (QRDR) (Mufoz et al., 1995).

Generalmente, los genes gyrA y gyrB se encuentran en localizacion contigua en el
cromosoma bacteriano (Lampe and Bott, 1985; Takiff et al., 1994), sin embargo, gyrA de S.
pneumoniae esta localizado, a al menos, 90 Kb de gyrB (Mufioz et al., 1995) al igual que en
E. coli (Hane and Wood, 1969).

La girasa mas estudiada ha sido la de E. coli (Fig. 1). EI dominio N-terminal de GyrA
(64 kDa) es responsable de la reaccion de rotura-reunién del DNA, mientras que el dominio
C-terminal (33 kDa) es la proteina de union al DNA cuando éste envuelve a la enzima (Reece
and Maxwell, 1989; Reece and Maxwell, 1991b; Reece and Maxwell, 1991a). EI dominio N-
terminal de GyrB (43 kDa) permite la transduccion de energia via hidrolisis de ATP (Jackson
etal., 1991; Ali et al., 1993) y se une a las cumarinas (novobiocina, cumermicina Al) (Gilbert

and Maxwell, 1994), mientras que el dominio C-terminal (47 kDa) interacciona con GyrA'y
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con el DNA (Adachi et al., 1987). El fragmento N-terminal de 393 aminoacidos, que contiene
el dominio de la ATPasa de GyrB de E. coli, ha sido cristalizado en presencia de ADPNP (5°-
adenilil-B, y- imidodifosfato) (Jackson et al., 1991) y su estructura resuelta a 2,5 A por
cristalografia de rayos X (Wigley et al., 1991). La identificacién en nuestro laboratorio del
cambio S127-L en GyrB de S. pneumoniae, que confiere resistencia a novobiocina, representa
la primera caracterizacion de una mutacion de resistencia a cumarinas en el gen gyrB de una

bacteria Gram-positiva (Mufioz et al., 1995). En general, las cumarinas son compuestos mas

82DSAVYDTS®88 424EGDSA 428
Jgreeenaens . “eremneranas .
i, S 122 214 462 571 875 1 136 164 304", #7751 804
oy A 0
"y oy -
GyrA QRDR GyrB QRDR
Interaccién con
cumarinas
Rotura-reunion de DNA, Unién a DNA Interaccion con ATP  |nteraccion con

Interaccion con quinolonas GyrA'y DNA

Figura 1. Estructura de las subunidades GyrA y GyrB de la DNA girasa de E. coli. El aminoécido 122 de
GyrA es el sitio activo tirosina. Se indica la localizacion de la QRDR de GyrA y GyrB y en rojo los residuos
implicados en resistencia a quinolonas. Los aminodcidos cuya mutacion produce resistencia a distintos
compuestos estan numerados en cursiva. Mutaciones en las posiciones 136 y 164 de GyrB confieren resistencia a
cumarinas, mutaciones en el residuo 751 de GyrB confieren resistencia a microcina B17 y mutaciones en los
residuos 214 y 462 de GyrA confieren resistencia a la proteina CcdB.

activos en bacterias Gram-positivas que en Gram-negativas, probablemente por diferencias en
la estructura de sus subunidades GyrB. En la estructura cristalografica del fragmento N-
terminal de GyrB de E. coli con novobiocina, el residuo V120 (equivalente a S127 de S.
pneumoniae) se encuentra en el dominio de unién a ATP y no esta implicado en la unién a
novobiocina (Lewis et al., 1996). Este dato es apoyado con la localizacion, fuera del dominio
de union de ATP, de las mutaciones que confieren resistencia a novobiocina y cumermicina
en E. coli (Contreras and Maxwell, 1992; del Castillo et al., 1991) y Borrelia burgdorferi

(Samuels et al., 1994), pero no con las mutaciones encontradas en S. pneumoniae (Mufioz et
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al., 1995). Esto parece indicar que la estructura de GyrB de E. coli y S. pneumoniae son
diferentes. Ademas, la localizacion de las mutaciones que confieren resistencia a diferentes
inhibidores de GyrB en el sitio de union a ATP de GyrB de S. pneumoniae (novobiocina)
(Munoz et al., 1995) y de Staphylococcus aureus (novobiocina, cumermicina Al) (Stieger et
al., 1996) parece indicar que este hecho es comun a otras bacterias Gram-positivas y explica
las diferencias en la susceptibilidad a estos compuestos entre bacterias Gram-positivas y

negativas.

1.3.2.2. Topoisomerasa IV.

La topo IV es una enzima que ha sido descrita recientemente en E. coli (Tabla 1) (Kato
et al., 1990). Al igual que GyrA, ParC esta implicada en el proceso de rotura-reunién de la
doble cadena de DNA y ParE, como GyrB, se requiere para la transduccién de energia via
hidrolisis de ATP (Peng and Marians, 1993). En el genoma de S. pneumoniae, parC y parE
estan localizados de forma contigua (Mufioz and de la Campa, 1996) como en otras bacterias
(Ferrero et al., 1994; Kato et al., 1988; Luttinger et al., 1991). En neumococo, ParC y ParE
son proteinas de 823 y 647 aminoacidos, respectivamente (Fernandez-Moreira et al., 2000),
mientras que en E. coli, ParC y ParE estan constituidas por 730 y 601 aminoéacidos (Kato et
al., 1990). ParC y ParE de S. pneumoniae muestran una mayor identidad con sus equivalentes
en S. aureus (51% y 68%, respectivamente), que con GyrA y GyrB de S. pneumoniae (39% y
49%, respectivamente).

Al igual que la topo | y a diferencia de la DNA girasa, la topo IV tiene actividad de
relajacion in vivo. Un defecto en la topo | es compensado por un incremento en la expresion
de los genes parC y parE (Kato et al., 1990). Mutaciones en parC o parE no son
compensadas por transformacion con plasmidos que llevan gyrA o gyrB, sin embargo, la
introduccién simultanea de un plasmido con ambos genes corrige el fenotipo defectivo de los
mutantes en parC o parE. Esto sugiere que las subunidades de la topo 1V y la girasa no son
intercambiables y que la girasa puede sustituir, al menos en parte, algunas de las funciones de
la topo IV como la particion de los cromosomas (Kato et al., 1992). La girasa y la topo IV
tienen funciones diferentes in vivo. La primera se encarga del mantenimiento del

superenrollamiento del DNA celular, mientras que la topo IV de separar los cromosomas
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hijos. Sin embargo, la girasa parece ser indispensable para la segregacion de los cromosomas,
ya que una mutacion en gyrA o gyrB produce el mismo fenotipo que mutaciones en parC y
parE, aunque este fenotipo podria ser debido a un efecto secundario de la disminucion en el

superenrollamiento (Kato et al., 1992).

1.3.3. Mecanismo de accién de las DNA topoisomerasas de tipo 11

Se ha propuesto un modelo del mecanismo de accién de las topoisomerasas de tipo I,
derivado de las estructuras cristalinas disponibles, es decir, de los fragmentos N-terminal de
GyrA (Morais Cabral et al. , 1997) y GyrB (Wigley et al., 1991) de E. coli y de un fragmento
de 92 kDa de la topo Il de Saccharomyces cerevisiae (Berger et al., 1996). Segun este modelo
(Fig. 2), las topoisomerasas de tipo Il pasan una cadena duplex de DNA, llamada cadena
transportadora o segmento T, a traves de un corte transitorio en otro duplex de DNA, llamado
DNA abierto o segmento G. El segmento G puede estar en la misma cadena que el segmento
T, como en el caso de la reaccidn de superenrollamiento llevada a cabo por la girasa, 0 en una
cadena distinta, como en el caso de la separacién de los cromosomas hijos llevado a cabo por
la topo IV (Kampranis et al., 1999). ElI segmento G es cortado transitoriamente pero sus
extremos 5 permanecen unidos covalentemente a residuos de Y de las subunidades A, union
que permite retener la energia del enlace fosfato. La caracteristica mas importante de la
estructura N-terminal de 43 KDa de GyrB de E. coli, es la presencia de una cavidad con un
didmetro de 20 A que se extiende a lo largo del dimero (Wigley et al., 1991). Puesto que el
diametro de la doble hélice de DNA es también de unos 20 A, esta cavidad puede formar
parte de la “primera puerta” a través de la cual pasa el segmento T, que es capturado con
elevada eficiencia, independientemente de la topologia del DNA. Este mecanismo es posible
por la conformacion del complejo girasa-DNA, donde el dominio C-terminal (33kDa) de
GyrA lleva el segmento T hacia la abrazadera dependiente de ATP. La union del ATP se
acomparia de cambios conformacionales tanto de la enzima como del DNA (Kampranis et al.,
1999) y un paso clave en la union del ATP parece ser la dimerizacion del fragmento N-
terminal de GyrB (Wigley et al., 1991). El segmento T es transportado hacia la cavidad
central entre las subunidades A (“segunda puerta”), cuyo diametro de 30 A permite albergar

la doble cadena
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@D Segmento-G Segmento-T
ATPasa

Figura 2. Mecanismo de accion de las DNA topoisomerasas de tipo Il. Los dominios ATPasa, B y A se
representan en amarillo, rojo y azul, respectivamente. (1) Al comenzar la reaccion, los dominios ATPasa se
encuentran separados. (2) EI DNA de doble cadena (segmento G) puede entrar en el complejo proteico, a través
de la cavidad formada por las subunidades B (“primera puerta”), y unirse a los sitios activos de las subunidades
A. (3) La union del ATP (asteriscos) a los dominios ATPasa estabiliza la forma cerrada de la “primera puerta” y
permite la captura del segundo DNA diplex (segmento T). Al mismo tiempo, la enzima produce una rotura
transitoria en el segmento G, el cual permanecera unido de forma covalente a las subunidades A. (4) A través de
la rotura se produce el transporte del segmento T hacia la cavidad central entre las subunidades A (“segunda
puerta”). (5) Una vez que el segmento T ha pasado, el segmento G es religado, produciéndose la salida del
segmento T por la apertura transitoria que se forma entre las subunidades A. La hidrélisis del ATP permite que
la enzima adquiera su conformacion original. Esquema adaptado de (Wigley, 1996).

de DNA (Morais Cabral et al.,, 1997). La girasa puede catalizar varios ciclos de
superenrollamiento sin la disociacion de la proteina del DNA (superenrollamiento procesivo).
Cada ciclo requiere la unién y la hidrolisis de dos moléculas de ATP (Wigley et al., 1991). La
rotura en la doble cadena puede entonces ser sellada dejando dos superenrollamientos en el
DNA. El paso final de la reaccion es la liberacion del DNA desde el interior del complejo.
Este requiere la hidrdlisis del ATP para debilitar la interaccidn entre los dominios N-terminal
de GyrB, permitiendo dejar un espacio a través del cual el DNA puede ser liberado. La
energia liberada con la hidrélisis del ATP permite que la proteina adquiera su conformacion
original (Wigley et al., 1991).
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1.3.3.1. Superenrollamiento y relajacién

La DNA girasa es la Unica enzima capaz de introducir superenrollamientos negativos
en el DNA (Gellert et al., 1976). La principal diferencia entre la girasa y otras topoisomerasas
de tipo Il estd en el modo de interaccion con el DNA. Experimentos de proteccion a rotura
con radical hidroxilo han permitido determinar que la longitud del DNA que envuelve a la
girasa es de 128 pb, con 54 pb protegidas a un lado del sitio de escision de la enzima 'y 74 pb
al otro. Una region de 13 pb presenta una mayor proteccion, siendo adyacente al sitio de
escision. La presencia de ADPNP o de una quinolona produce una alteracién en el patrén de
proteccion, debido probablemente a un cambio conformacional del complejo enzima-DNA
(Orphanides and Maxwell, 1994). La girasa tiene mayor afinidad por el DNA relajado que por
el DNA superenrollado negativamente (Higgins and Cozzarelli, 1982). A diferencia de la
girasa, la topo 1V no enrolla el DNA alrededor de si misma. Los experimentos de proteccién a
digestion con DNAasa | demuestran que la topo IV protege una region de 34 pb alrededor del
sitio de rotura (Peng and Marians, 1995). La topo IV se une preferentemente al DNA
superenrollado, lo que apoya su papel en la relajacion del DNA.

Estas diferencias en el modo de unién al DNA entre la topo IV y la girasa también
explican sus diferencias en el mecanismo de accion. La topo IV no dirige la orientacion del
segmento de DNA que va a atravesar la rotura de la doble cadena, sino que va a realizar el
paso de cualquier segmento. Por el contrario, la actividad de superenrollamiento de la girasa
requiere que la enzima distinga entre diferentes segmentos de DNA, de manera que el paso de
las cadenas permita la introduccion de dos superenrollamientos negativos. En el caso de la
girasa, el dominio C-terminal de GyrA es responsable de inducir un superenrollamiento
positivo del DNA que envuelve a la enzima (Reece and Maxwell, 1991a). Cuando se elimina
el dominio C-terminal (GyrA de 59 kDa, que lleva los 523 residuos del extremo N-terminal),
la girasa “se convierte” en una topoisomerasa de tipo Il (Kampranis and Maxwell, 1996). En
consecuencia, el complejo entre esta proteina, GyrA59, y GyrB (GyrA59,GyrB,), es incapaz
de catalizar el superenrollamiento del DNA, puesto que no envuelve el DNA alrededor de si
mismo, pero si de relajarlo de manera dependiente de ATP. Este complejo es también una
potente enzima decatenante, con una eficiencia superior al de la girasa nativa. En conjunto,

estos resultados sugieren que las propiedades de la girasa son atribuibles al modo de union del
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DNA alrededor del dominio C-terminal de GyrA (Kampranis and Maxwell, 1996).

Ademas del superenrollamiento y la relajacién dependiente de ATP, la girasa también
cataliza la relajacion de superenrollamientos negativos en ausencia de ATP (Gellert et al.,
1977; Sugino et al., 1977). La topo 1V puede relajar los superenrollamientos negativos (Kato
et al., 1990) y positivos en una reaccion dependiente de ATP (Hiasa and Marians, 1996;
Zechiedrich et al., 2000), sin embargo, esta actividad es menos eficaz que la actividad

decatenante.

1.3.3.2. Decatenacion

La principal enzima decatenante en la ceélula es la topo IV. Estudios in vitro
demuestran que esta actividad es, para la girasa, entre 27 y 130 veces mas baja que su
actividad de superenrollamiento (Marians, 1987). Ademas, la topo 1V muestra entre 70 (Hiasa
and Marians, 1996) y 100 (Zechiedrich et al., 1997) veces mayor actividad decatenante que la

girasa.

1.3.4. Funciones bioldgicas de las DNA topoisomerasas de tipo 11

La replicacion es uno de los procesos mejor conocido que genera superenrollamientos
en el DNA. Durante la replicacion semiconservativa, se forman superenrollamientos positivos
delante de la horquilla de replicacion. La separacion de la doble cadena de DNA, detrés de la
horquilla, podria considerarse como un caso especial de superenrollamiento negativo. In vitro,
la topo 1V es capaz de eliminar de forma eficiente superenrollamientos positivos y negativos
(Kato et al., 1992), y la girasa es la Unica enzima capaz de convertir superenrollamientos
positivos en negativos (Gellert et al., 1976). La girasa actGa asimismo durante el proceso de
elongacion de la replicacion in vivo (Kreuzer and Cozzarelli, 1979). La topo 1V es capaz de
llevar a cabo los pasos finales de la replicacion (decatenacion de las moléculas hijas unidas)
(Peng and Marians, 1993). La incapacidad de la girasa para separar las moléculas hijas
unidas, podria deberse a sus caracteristicas de union al DNA y a su preferencia por el DNA
relajado (Higgins and Cozzarelli, 1982). Las uniones intermoleculares entre las moléculas
hijas son similares a superenrollamientos y la union de la topo IV a estos productos de

replicacion es mas estable que en el caso de la girasa (Peng and Marians, 1995). Los
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concatémeros formados en el proceso de recombinacion son resueltos por la girasa y no por la
topo 1V y los formados en la replicacion son resueltos por la topo IV pero no por la girasa
(Adams et al., 1992).

Un segundo ejemplo de proceso celular que genera superenrollamiento es la
transcripcion. El paso de la maquinaria de transcripcion separa transitoriamente el DNA en
dominios con superenrollamiento positivo delante de la RNA polimerasa (RNAP) y
superenrollamiento negativo detras de ésta (Liu and Wang, 1987). La girasa y la topo | actian
conjuntamente para relajar estos dominios que se originan durante la transcripcion o, en

general, en aquellos procesos en los que una proteina se desplaza a lo largo del DNA.

1.3.5. Papel de las DNA topoisomerasas en el control del superenrollamiento del DNA

El principal papel fisiologico del superenrollamiento del DNA es probablemente
facilitar la separacion de la doble hélice de DNA durante la replicacién y la transcripcion. El
superenrollamiento del DNA es esencial para la viabilidad y esta estrictamente regulado en la
célula.

La girasa, la topo | y la topo IV actdan en conjunto en el mantenimiento del nivel de
superenrollamiento del DNA (Zechiedrich et al., 2000). La girasa actla introduciendo
superenrollamiento negativo y la topo | relajandolo (Pruss et al., 1982). La topo IV puede
sustituir a la topo | en la regulacion de los niveles celulares de superenrollamiento, debido a
su capacidad para relajar el superenrollamiento negativo (Kato et al., 1990).

A su vez, las topoisomerasas estan reguladas por el superenrollamiento del DNA (Menzel
and Gellert, 1983). La transcripcion de los genes gyrA, gyrB y topA responde a
superenrollamiento, de manera que un incremento en el superenrollamiento negativo activa la
transcripcion de topA y una disminucién favorece la expresion de gyrA y gyrB (Menzel and
Gellert, 1987a). La primera evidencia de esta regulacion fue la observacion de que mutantes
topA de E. coli adquieren mutaciones espontaneas en gyrA o gyrB (DiNardo et al., 1982).
Menzel y Gellert (Menzel and Gellert, 1983) estudiaron el efecto de la inhibicion de la
actividad de las topoisomerasas en la expresion de gyrA y gyrB de E. coli. El tratamiento con
inhibidores de GyrB (novobiocina y cumermicina) produce un aumento de 10 veces en la

cantidad de proteinas GyrA y GyrB, que también aumenta de 2-3 veces por tratamiento con
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un inhibidor de GyrA (acido nalidixico). Por tanto, los inhibidores de GyrB producen una
mayor induccion que el inhibidor de GyrA. Esto se debe a que la inhibicion de GyrA no
produce una relajacion completa del DNA celular pero si la inhibicion de GyrB (Snyder,
1979): los inhibidores de GyrA afectan tanto a la actividad de superenrollamiento como de
relajacion de la girasa, mientras que los inhibidores de GyrB sélo afectan a la actividad de
superenrollamiento (Gellert et al., 1977; Sugino et al., 1977). La sintesis de la girasa es
controlada por el nivel de superenrollamiento del DNA vy ésta sintesis es mayor cuando el
DNA esta relajado (Menzel and Gellert, 1983). La regulacion de los genes gyrA y gyrB in
vivo se produce a nivel de transcripcion, ya que la fusion de la region promotora de estos
genes con el gen galK hace que la actividad galactokinasa sea inducible por cumermicina
(Menzel and Gellert, 1987a).

Los mecanismos que relacionan superenrollamiento del DNA con transcripcion son poco
conocidos. Se ha demostrado la activacion de la transcripcion del promotor lac por incremento
del nivel de superenrollamiento (Borowiec, 1985). En este caso, debido a que el
superenrollamiento negativo favorece la apertura de la doble hélice necesaria para la formacién
del complejo abierto RNAP-DNA, se podria esperar que este incrementase el nivel de
transcripcion, al menos para aquellos promotores en los que la formacion del complejo abierto es
el paso limitante (Borowiec, 1985). Sin embargo, no se conoce ningun mecanismo que explique
la estimulacién de un promotor cuya actividad estd aumentada por una disminucion en el
superenrollamiento negativo del DNA. No se sabe si otros factores, ademas de la RNAP, son
necesarios, y si la secuencia de DNA requerida incluye otras zonas ademas del promotor (Menzel
and Gellert, 1987b). La estimulacion, inducida por relajacién del DNA, de los genes gyrA 'y
gyrB parece implicar solo la parte del promotor que esta desenrollada durante la iniciacion de
la transcripcion. El analisis de deleciones de la fusion del promotor de gyrA y gyrB con el gen
galK indica que sélo la secuencia que incluye la region consenso —10, el inicio de la
transcripcion y las primeras bases del transcrito son necesarias para la induccién por
cumermicina (Menzel and Gellert, 1987b). Estos resultados estan en contra de un modelo que
fue propuesto para explicar los efectos del superenrollamiento en la actividad del promotor, y
en el cual la variable importante es el desplazamiento angular alrededor de la hélice entre las

regiones —35 y —10 que permite la union de la RNAP y que depende de la longitud de la
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region espaciadora (Stefano and Gralla, 1982). Los resultados de Menzel y Gellert indican
que ni la secuencia —35, ni su posicion relativa con la region —10, influyen en la respuesta del
promotor a la relajacion del DNA (Menzel and Gellert, 1987b). El reconocimiento del
promotor tampoco parece ser el responsable de la estimulacion, ya que éste depende de la
region —35, cuya secuencia y espacio con relacion a la region —10, ha sido alterada sin afectar
a la activacion (Menzel and Gellert, 1987b).

La iniciacion de la transcripcion por RNAP purificada conduce en algunos promotores
a la formacién, ademas de los transcritos completos, de “transcritos abortivos”, en un proceso
ciclico con la RNAP unida al promotor. Hay algunos promotores en los que el nivel de
formacion de estos transcritos es elevado (Stefano and Gralla, 1979). Estas cadenas cortas de
RNA pueden unirse con la region de la hebra complementaria de DNA formando un pequefio
lazo (R-loop), y como tal ser estabilizado por el superenrollamiento negativo del DNA. La
relajacion del DNA deberia desestabilizar este lazo. Si la liberacion de este RNA fuera el paso
limitante, la reiniciacidn y en consecuencia la sintesis de mensajero, podria ser mas rapida en
DNA relajado. Este modelo apoyaria los resultados de Menzel y Gellert para las fusiones
transcripcionales de los promotores de gyrA y gyrB, que incluyen la region —10 y las primeras
bases del transcrito, y que presentan un nivel basal de transcripcion reducido pero son las que
muestran mayor induccion por cumermicina. Es decir, el bloqueo del proceso de transcripcion
en las primeras bases seria compensado por la relajacion del DNA (Menzel and Gellert,
1987b). El efecto de estas secuencias localizadas por detras del promotor ha sido descrito

también en otros genes (Russell et al., 1984).

14. LAS DNA TOPOISOMERASAS COMO BLANCO DE ACCION DE
ANTIMICROBIANOS

Hasta el momento no se han desarrollado inhibidores de la topo I y la topo 111 como
agentes antibacterianos, sin embargo, la girasa es el blanco de accion de antimicrobianos con
estructuras quimicas muy diferentes y que interaccionan con la enzima por distintos

mecanismos. Actualmente se sabe que la topo 1V es también una diana de antimicrobianos.

1.4.1. Cumarinas
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Son una familia de compuestos naturales aislados de ciertas especies de Streptomyces.
Entre ellas se incluyen la novobiocina, la cumermicina Al y la clorobiocina. Las cumarinas
inhiben la actividad ATPasa de GyrB necesaria para el “reciclaje” de la girasa, y el
tratamiento con novobiocina reduce el nivel de superenrollamiento celular (Gellert et al.,
1976; Sugino et al., 1978; Ali et al., 1993; Maxwell, 1993; Lewis et al., 1996). Las cumarinas
también inhiben in vitro la actividad de la topo 1V, aunque a una concentracién mayor que la
necesaria para inhibir la girasa (Peng and Marians, 1993; Hoshino et al., 1994). Sin embargo,
el papel de la topo IV en la accién de las cumarinas in vivo no ha sido demostrado por la

identificacion de mutaciones de resistencia en parE.

1.4.2. Ciclotialidinas

Otros productos naturales que inhiben la actividad ATPasa de la girasa son la
ciclotialidina y sus derivados estructurales, GR122222X, Ro 47-5990 y Ro 48-2865, que son
péptidos ciclicos producidos por distintas especies de Streptomyces (Stieger et al., 1996;
Oram et al., 1996). Aunque la region de solapamiento con el sitio de union del ATP es similar
para las ciclotialidinas y las cumarinas, el sitio de union de cada ligando y la susceptibilidad a
estos compuestos es diferente (Mufioz et al., 1995; Oram et al., 1996; Stieger et al., 1996).
Tanto las cumarinas como las ciclotialidinas actian como inhibidores competitivos de la
unién del ATP. Uno de los principales problemas asociados con las aplicaciones clinicas de
las cumarinas es su toxicidad, debida a la inhibicion de enzimas eucariotas como la
topoisomerasa Il (Liu et al., 1980). Las ciclotialidinas presentan mayor afinidad por la girasa
que por la topo Il eucariota, que la novobiocina, lo que las convierte en potenciales agentes
terapéuticos (Nakada et al., 1994).

1.4.3. Otros inhibidores de la DNA girasa

La cinodina es un antibiotico producido por miembros del género Nocardia. Inhibe la
actividad de la girasa in vitro y, aunque se ha propuesto que ésta enzima es el blanco de
accion in vivo, no se han encontrado mutantes en gyrA o gyrB resistentes a cinodina (Osburne
etal., 1990).

Los derivados terpenoides clerocidina, terpentecina y UCT4B son productos
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naturales de diferentes hongos, que inhiben la sintesis del DNA en bacterias. Se ha
demostrado que la clerocidina inhibe el superenrollamiento del DNA por la girasa purificada
y estabiliza el complejo de escision in vitro (Tamamura et al., 1988; McCullough et al.,
1993).

Algunos péptidos, codificados por plasmidos de E. coli, también acttan sobre la DNA
girasa. La Microcina B17 es activa frente a enterobacterias, y se ha demostrado que es un
inhibidor de la replicacion del DNA, induce la respuesta SOS y lleva a la muerte de la
bacteria (Herrero and Moreno, 1986), probablemente porque es capaz de inducir rotura en el
DNA de una forma similar a las quinolonas (Vizén et al., 1991). Se han identificado
mutaciones de resistencia a microcina B17 en gyrB (Vizan et al., 1991) y ésta es diferente de
las mutaciones que causan resistencia a cumarinas o a quinolonas (Fig. 1), lo que sugiere que
la interaccion del péptido con GyrB es diferente a la de los otros antimicrobianos. Otro
polipéptido producido por un plasmido de E. coli es CcdB (LetD) que interacciona con
GyrA. Este péptido, al igual que la microcina B17, estabiliza el complejo de rotura entre la
girasa y el DNA (Maki et al., 1992). Esta proteina es producida por el factor F que produce
asimismo de forma coordinada CcdA, una proteina “antidoto” que se acompleja con CcdB y
revierte su union con GyrA (Maki et al., 1996). Las mutaciones que confieren resistencia a
CcdB han sido localizadas en gyrA (Fig. 1) y estos cambios no producen resistencia a las
quinolonas (Miki et al., 1992).

1.4.4. Fluoroquinolonas

Las quinolonas, al ser un grupo de antimicrobianos sintéticos presentan, frente a los
compuestos de origen natural, la ventaja de no existir en la naturaleza mecanismos de
resistencia naturales. Otra ventaja es que actdan sobre un blanco, la girasa, que no esta
presente en las células eucariotas lo que evitaria su toxicidad. Sin embargo, el descubrimiento
de la topo 1V puso de manifiesto la existencia de dos blancos celulares para las quinolonas y
que la topo IV es homobloga a la DNA topoisomerasa Il eucariota.

Las quinolonas pueden ser clasificadas en cuatro grupos en funcién de su actividad
frente a S. pneumoniae. El progenitor de las 4-quinolonas fue el acido nalidixico que se

utiliz6 para el tratamiento de las infecciones del tracto urinario en 1963 (Lesher, 1962). Las
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modificaciones de su estructura quimica dieron lugar al primer grupo de compuestos (&cido
oxolinico, piromidico, pipemidico, cinoxacina y flumequina), que se caracterizan por su baja
potencia in vitro y por un perfil farmacocinético desfavorable. Las quinolonas de los grupos
2, 3,y 4 presentan mejores propiedades farmacocinéticas, alcanzan concentraciones elevadas
en suero y las CMIs son menores, lo que permite su utilizacion para el tratamiento de
infecciones sistémicas. Estos compuestos se diferencian de los del primer grupo en dos
caracteristicas comunes, la presencia de un atomo de flior en el C-6 (de ahi el nombre de
fluoroquinolonas) y un sustituyente pirrolidin o piperazolidin en el C-7 del nucleo de la
quinolona. Esta combinacién aumenta la actividad antibacteriana y amplia el espectro de
accion (Fig. 3). Las Fgs representativas del segundo grupo son la norfloxacina,
ciprofloxacina, enoxacina, fleroxacina, lomefloxacina, ofloxacina, y levofloxacina. La
concentracion de estos compuestos que inhibe al 90% de las cepas de S. pneumoniae (CMlg)

esta en el rango de 1-4 ug/ml. A diferencia de la ciprofloxacina, la levofloxacina es utilizada

L

Sitio de unién

COOH

1

R7 X N

Espectro i

Antimicrobiano R1
Potencia

Figura 3. Estructura molecular de las Fluoroquinolonas. Los grupos 3-carboxilo y 4-carbonilo son esenciales
para la unién al complejo topoisomerasas-DNA. La introduccion de un sustituyente en el C-7 tiende a aumentar la
actividad antibacteriana y la presencia de un grupo voluminoso en el N-1 aumenta la potencia del compuesto. La
inhibicion de la girasa y la penetracion en la célula es aumentada por la presencia de un atomo de F en el C-6
(Bryskier and Chantot, 1995). Los sustituyentes en el C-7 no s6lo determinan el espectro de actividad de estos
compuestos sino también la preferencia por una determinada diana. La introduccion de un grupo
bencenosulfonilamido en el anillo piperazinil del C-7 de la ciprofloxacina cambia el blanco primario de la topo IV
por la girasa en S. pneumoniae (Alovero et al., 2000).

19



Introduccién

tercer grupo (esparfloxacina, tosufloxacina, gatifloxacina y grepafloxacina) tienen mayor
potencia frente a bacterias Gram-positivas y anaerobios, con unos valores de CMlg de 0,25-1
ug/ml. El cuarto grupo de compuestos (trovafloxacina, clinafloxacina, sitafloxacina y
moxifloxacina) tiene valores de CMlgy de 0,12-0,25 pg/ml. La moxifloxacina ha demostrado
ser eficaz en clinica, sin embargo, hacen falta mas ensayos clinicos para obtener resultados
fiables en infecciones causadas por neumococos resistentes (Nightingale, 2000). Algunas Fqgs
como la trovafloxacina, grepafloxacina y clinafloxacina han tenido que ser retiradas del

mercado debido a sus efectos secundarios (R.C. Read, 2000).

1.4.4.1. Mecanismo de accién de las fluoroquinolonas

El desarrollo del &cido nalidixico como un agente antibacteriano precedié en mas de
una década al descubrimiento de la girasa (Gellert et al., 1976) y a su identificacion como
blanco de accién de quinolonas en E. coli (Gellert et al., 1977; Sugino et al., 1977). La
primera evidencia de que la topo 1V podia ser un blanco de quinolonas fue la demostracion de
que esta enzima era inhibida in vitro por estos compuestos (Kato et al., 1992). Como ya se ha
comentado, todas las DNA topoisomerasas producen una rotura transitoria en el DNA
uniéndose covalentemente mediante enlace fosfotirosina al extremo 5 -fosfato generado en la
rotura. Estos complejos de escision enzima-DNA son intermedios cataliticos y estan presentes
en concentraciones bajas, por lo que son bien tolerados por la célula. Sin embargo, las
quinolonas convierten a las topoisomerasas en toxinas fisiologicas atrapando el complejo
topoisomerasa-DNA y convirtiéndolo en un complejo ternario topoisomerasa-quinolona-DNA
(Kreuzer and Cozzarelli, 1979; Froelich-Ammon and Osheroff, 1995). La formacion de este
complejo ternario lleva a la muerte celular segin el mecanismo mostrado en la figura 4.
Aunque la formacién del complejo ternario es critica para la citotoxicidad de las quinolonas,
normalmente estos complejos son reversibles. Se ha propuesto que se requiere el paso de la
DNA polimerasa o la RNAP para convertir el complejo ternario en una forma irreversible. En
un sistema de transcripcion in vitro, se ha observado que el complejo ternario bloquea el paso
de la RNAP de E. coli 10-20 pb por delante del sitio de escision de la girasa (Willmott et al.,

1994). Una mutacion en GyrA hace que la concentracién de quinolona necesaria para este
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blogueo de la transcripciéon sea mayor, lo que confirma el modelo (Willmott and Maxwell,
1993). Por otra parte, se ha demostrado in vitro, que el complejo ternario con la girasa forma
una barrera para el paso de T7 DNA polimerasa, pero que la colision del complejo de
replicacion con el complejo ternario no es suficiente para convertirlo en un complejo
irreversible, lo que sugiere la implicacion de otros factores (Wentzell and Maxwell, 2000). Un
estudio similar demostr6 la capacidad del complejo topo 1V-norfloxacina-DNA para bloquear
la replicacion del DNA (Hiasa et al., 1996). La frecuencia de colisiones entre la horquilla de
replicacion y el complejo topoisomerasa-DNA puede ser el paso limitante que conduce a la
muerte celular y esta frecuencia depende del numero y localizacién de los complejos enzima-
DNA. Las quinolonas produce un dafio en el DNA que se pone de manifiesto por la induccién
del sistema SOS, siendo la recombinacion el principal sistema para la reparacion de las
lesiones. La pérdida de la funcion de UvrD afecta a la reparacion del complejo formado con la
topo IV pero no al formado con la girasa, lo que sugiere que el sistema de reparacion
postreplicativo es efectivo para la reparacion del complejo topo IV-quinolona-DNA pero no
para el formado con la girasa, debido probablemente a la posicion de los complejos durante la
replicacion. La girasa actla delante de la horquilla de replicacion y la topo IV detras, por lo
que el complejo formado con la girasa colisiona con la horquilla de replicacion con mas
frecuencia que el formado con la topo IV y quizas éste ultimo tiene mas probabilidades de ser
reparado por el sistema postreplicativo que el formado por la girasa (Khodursky and
Cozzarelli, 1998).
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Compuestos con estructuras diferentes, como las quinolonas, la campotericina y las

DNA @ T l OOOGiCr)asa

Mutaciéon (b) <> Quinolona
girasa

Inhibicion de la sintesis de DNA
y crecimiento celular

Lisis celular _
SDS -7

-

(d) ;Disociacion girasa?

: 40 O—Muerte
\L — (0O (Q——celular
—O

Figura 4. Mecanismo de accion intracelular de quinolonas. (a) La girasa y el DNA interaccionan para formar
el complejo de escisién. (b) Las quinolonas atrapan el complejo en una reaccion reversible que bloquea la
sintesis de DNA y el crecimiento celular (Khodursky et al., 1995), (Chen et al., 1996). Mutaciones en la girasa
impiden la formacion del complejo ternario. La doble cadena de DNA, en el intermedio de reaccion, esta rota,
pero sus extremos permanecen unidos a la girasa. Los extremos de la doble cadena de DNA rota pueden ser
liberados por dos vias y ambas conducen a la muerte celular. (c) Un posible sistema o factor reparador elimina el
complejo girasa-quinolona, liberdndose la doble hélice de DNA rota. Este factor es bloqueado por inhibidores de
la sintesis de RNA o proteinas (rifampicina, Cm) y es independiente de la respuesta SOS, ya que los efectos
letales de las quinolonas (&cido nalidixico y oxolinico) no son afectados por una mutacion en lexA-3 (Lewin et
al., 1989). La flecha discontinua indica la liberacion de la doble cadena de DNA cuando las células lisadas son
tratadas con detergentes como el duodecil sulfato sédico. (d) Con Fgs, se liberan los extremos del DNA con la
disociacion de las subunidades de la girasa, siendo el mecanismo insensible a Cm. La reparacion del DNA
parece implicar la respuesta SOS, ya que un mutante lexA-3 es hipersensible a ciprofloxacina (Howard et al.,
1993), pero no a &cido nalidixico (Lewin et al., 1989). Las Fgs parecen estimular una forma de recombinacién
ilegitima, ya que sus efectos no son bloqueados por mutaciones en recA, lo que sugiere que la girasa esta
implicada en este tipo de recombinacién (Shimizu et al., 1995). Una serie similar de eventos puede ser aplicado a
la interaccion de las quinolonas con la topo V. Figura adaptada de (Chen et al., 1996) v (Drlica and Zhao, 1997).

epidofilotoxinas, actian en las topoisomerasas eucariotas y procariotas incrementando la
constante de equilibrio de la reaccion de rotura-reunion del DNA, pero la diferencia entre
estos compuestos reside en que unos inhiben la religacion y otros incrementan las roturas en

el DNA (Froelich-Ammon and Osheroff, 1995). Estudios realizados con la campotericina
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(inhibidor de la topo | eucariota) sugieren que actla inhibiendo la religacion del DNA
(Tanizawa et al., 1995). Los compuestos cuyo blanco es la topo Il pueden, 1) inhibir la
religacion: etopdsido y amsacrina (topo Il eucariota) (Sorensen et al., 1992) y quinolonas
antibacterianas (girasa y topo 1V) (Anderson et al., 1999) 6 2) estabilizar el complejo ternario,
como la Fqg antineoplasica, CP-115,953 (topo Il eucariota y procariota) (Elsea et al., 1997;
Hooper, 1998a; Hooper, 1998b). Esta Fq favorece la rotura del DNA mediada por la girasa de
E. coli (Robinson et al., 1991), la topo IV de Gram-positivos y Gram-negativos (Anderson et
al., 1998), la topoisomerasa Il de levaduras (Elsea et al., 1995), Drosophila (Robinson et al.,
1991) y humanos (Elsea et al., 1993).

1.4.5. La resistencia a fluoroquinolonas en S. pneumoniae

Recientemente se han publicado distintos estudios sobre la prevalencia de cepas de S.
pneumoniae resistentes a Fgs. En Espafia, la frecuencia de cepas resistentes a ciprofloxacina
aumento de un 0,9% en 1991/92 a un 3% en 1997/98 (Lifares et al., 1999); en Canada, de un
0% en 1993 a 1,7% en 1997/98 (Chen et al., 1999) y en Estados Unidos, la prevalencia de
cepas resistentes a ciprofloxacina fue de 0,3% en los mismos afios (Sahm et al., 2000). Se
puede considerar que esta resistencia es actualmente baja en todo el mundo (File and Slama,
2001). Hay varios factores que pueden contribuir al incremento de la resistencia a quinolonas,
entre ellos, el consumo elevado, su utilizacion en la préctica veterinaria y su uso profilactico.
Entre las estrategias para disminuir el desarrollo y extensién de la resistencia a las Fgs se
encuentran: la utilizacion en aquellas situaciones en las que claramente van a producir un
beneficio; la adecuada dosificacion, esencial para limitar la seleccion de mutantes; la
combinacién con otros antibioticos y el desarrollo de nuevas Fgs con una actividad similar
frente a sus dos dianas (File and Slama, 2001).

La resistencia a las quinolonas se produce por mutaciones en sus blancos celulares,
DNA girasa y topoisomerasa 1V, y/o por la disminucion de su concentracion intracelular
mediada por bombas de flujo.

Al igual que se ha observado con la resistencia a penicilina (Spratt, 1994), los
estreptococos del grupo viridans podrian ser un reservorio de genes de resistencia a Fgs, si se

asume que la resistencia en éstos y en neumococo se produce por transferencia horizontal.
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Los estreptococos del grupo viridans y S. pneumoniae comparten el mismo mecanismo de
resistencia (Gonzalez et al., 1998), la secuencia de los genes de la girasa y la topo IV muestra
una elevada identidad (Gonzélez et al., 1998; Ferrandiz et al., 1999), y es posible transformar
S. pneumoniae sensible a resistente a ciprofloxacina, con DNA de estreptococos viridans
resistentes a este compuesto (Gonzélez et al., 1998; Janoir et al., 1999). En nuestro
laboratorio, se han caracterizado distintos aislados clinicos de S. pneumoniae resistentes a
ciprofloxacina con una estructura en mosaico en sus genes parC y gyrA, lo que sugiere una

recombinacion entre las dos especies (Ferrandiz et al., 2000).

1.4.5.1. Alteraciones en el blanco molecular

Estudios iniciales en E. coli identificaron mutaciones de resistencia a quinolonas en
una region concreta de GyrA y GyrB, conocida como QRDR. En GyrA, los residuos mutados
encontrados con mas frecuencia son S83 y D87 del dominio N-terminal (Fig. 1) (Yoshida et
al., 1990). La estructura cristalina de este dominio, muestra que las mutaciones estan
localizadas en la zona de contacto entre las dos subunidades GyrA (Morais Cabral et al.,
1997). En GyrB, la mutacion que determina resistencia incluye el residuo D426 del dominio
C-terminal (Nakamura et al., 1989; Yoshida et al., 1991), es decir, la region de GyrB
implicada en la interaccion con GyrA (Fig. 1).

Los trabajos de varios grupos han demostrado que en el desarrollo de alto nivel de
resistencia a quinolonas en E. coli, las mutaciones en parC y parE se producen so6lo en
presencia de mutaciones en gyrA. Estas mutaciones se han encontrado en la region QRDR de
parC (Khodursky et al., 1995; Kumagai et al., 1996; Vila et al., 1996; Heisig, 1996) y parE
(Breines et al., 1997), que son homdlogas a gyrA y gyrB, respectivamente. La topo IV
purificada de E. coli se inhibe por Fgs a concentraciones de 2-10 veces superiores a las que
inhiben a la girasa (Peng and Marians, 1993; Hoshino et al., 1994; Khodursky et al., 1995).
Estos datos indican claramente que la DNA girasa es el blanco primario para las quinolonas
en E. coli y la topo 1V el blanco secundario. Estudios genéticos realizados con otras bacterias
Gram-negativas como Neisseria gonorrhoeae (Belland et al., 1994) y H. influenzae (Georgiou
et al., 1996) indican que comparten con E. coli este mecanismo de resistencia. Por el

contrario, en bacterias Gram-positivas como S. pneumoniae (Gootz et al., 1996; Janoir et al.,
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1996; Pan et al., 1996; Tankovic et al., 1996; Mufioz and de la Campa, 1996), estreptococos
del grupo viridans (Gonzalez et al., 1998), S. aureus (Magerrison et al., 1992; Ferrero et al.,
1994; Ito et al., 1994) y Enterococcus faecalis (Korten et al., 1994), las mutaciones en gyrA se
encuentran en las cepas con alto nivel de resistencia que también tienen mutaciones en parcC.
Estudios genéticos de distintos laboratorios, incluido el nuestro, han demostrado que en S.
pneumoniae la topo 1V es el blanco primario para la ciprofloxacina (Cp) y la girasa el blanco
secundario (Gootz et al., 1996; Janoir et al., 1996; Pan et al., 1996; Tankovic et al., 1996;
Mufioz and de la Campa, 1996). En la Tabla Il se muestra el andlisis de varios aislados
clinicos y de laboratorio resistentes a Cp y se indica como tanto el tipo, como el nimero de
mutaciones, influyen en el nivel de resistencia. Las cepas con bajo nivel de resistencia a Cp
(CMI < 8 ug/ml) presentan cambios que afectan a una de las dos subunidades de la topo IV:
residuos S79 y D83 de ParC y en D435 de ParE. Las cepas con alto nivel de resistencia (CMIs
a Cp > 64 pg/ml) tienen cambios en ParC y GyrA (S81, E85) o en ParE y GyrA. Algunos
aislados presentan mas de dos mutaciones. Aungue no se dispone de la estructura
tridimensional de las proteinas ParC y GyrA, estas observaciones son una evidencia de que
los aminoacidos S81 de GyrA y S79 de ParC son esenciales para las interacciones con el
DNA'y las Fgs.

Mediante experimentos de transformacion genética, en los que se empleé como DNA
donador productos de PCR que llevaban diferentes mutaciones, se establecieron las
mutaciones responsables de resistencia a Cp (Tabla Il). Mutaciones sencillas en parC
confieren un incremento en la resistencia a Cp de 4-8 veces. Una vez que las células han
adquirido un fenotipo de bajo nivel de resistencia a Cp por mutaciones en parC, es posible
transformarlas a alto nivel de resistencia utilizando productos de PCR que llevan mutaciones
en gyrA de las cepas con alto nivel de resistencia a Cp. Estos transformantes muestran un
incremento en la resistencia a Cp de 32-128 veces (Tabla I1).

Por otra parte, estudios de seleccidn paso a paso de mutantes resistentes a distintas Fgs
parecen clasificarlas en tres tipos. El primer grupo, que incluye ciprofloxacina, levofloxacina
y trovafloxacina, selecciona mutaciones en las regiones QRDR de la topo IV antes que en la
girasa (Fukuda and Hiramatsu, 1999; Gootz et al., 1996; Janoir et al., 1996; Pan et al., 1996;

Tankovic et al., 1996; Mufioz and de la Campa, 1996), sugiriendo que estas drogas actuan
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preferentemente a través de la topo 1V in vivo. Por el contrario, el segundo grupo, que incluye
esparfloxacina, gatifloxacina y NSFQ-105, selecciona mutaciones en la girasa antes que en la
topo 1V, indicando que este tipo de Fgs actdan a través de la girasa (Alovero et al., 2000;
Fukuda and Hiramatsu, 1999; Pan and Fisher, 1997). EIl tercer grupo, representado por
clinafloxacina, gemifloxacina y moxifloxacina, actla tanto frente a la topo IV como frente a
la girasa (Pan and Fisher, 1998; Heaton et al., 2000; Varon et al., 1999). Es necesario resaltar
que en los estudios de seleccion de mutantes en los que se seleccionan cepas con mutaciones
en la QRDR de gyrA, no se han realizado experimentos de transformacion genética que
seleccionen transformantes resistentes a las Fqs empleadas, utilizando como DNA donador la
QRDR de gyrA. Por tanto, es posible que los mutantes seleccionados para estas Fgs tengan
una segunda mutacion en la topo 1V fuera de la region QRDR.

Por otro lado, estudios bioquimicos de inhibicion de las actividades enzimaticas de las
topoisomerasas de S. pneumoniae, muestran que la topo 1V es mas sensible a la inhibicién por
Fgs que la girasa y que las CMIs para las Fgs son méas proximas a los valores de inhibicién de
la decatenacién que a los valores de inhibicion del superenrollamiento. Estos ensayos se han
realizado con Fgs (ciprofloxacina, esparfloxacina, trovafloxacina, clinafloxacina,
gemifloxacina) pertenecientes a los diferentes grupos citados anteriormente (Fernandez-
Moreira et al., 2000; Pan and Fisher, 1999; Morrissey and George, 1999; Morrissey and
George, 2000). Estos resultados demuestran que, a nivel bioguimico, en S. pneumoniae el
blanco primario para las Fgs es la topo IV y la girasa el blanco secundario. Como se demostrd
en nuestro laboratorio, las mutaciones que alteran los residuos D83 0 S79 de ParC confieren
un incremento de la resistencia a Cp de 8 veces en las cepas transformantes (Mufioz and de la
Campa, 1996). Este incremento en la CMI es muy parecido a la diferencia de 10 veces entre
los valores de Clsy (concentracion de Fg necesaria para la reduccion de la actividad
enzimatica en un 50%) para el superenrollamiento por la girasa y la decatenacion por la topo
IV. Por lo tanto, la topo 1V es ocho veces mas sensible in vivo y diez veces mas sensible in
vitro a las Fgs que la girasa. Sin embargo, para las otras Fgs, el incremento en la CMI no se
correlaciona de la misma forma con el cociente Clso superenrollamiento/Clsy decatenacion
(Fernandez-Moreira et al., 2000). Esto sugiere que otros factores, ademas de la inhibicion

bioquimica de las topoisomerasas, deberian ser considerados cuando se analiza la actividad

26



Introduccién

antibacteriana de estas Fgs. Entre estos factores podrian encontrarse la distinta localizacion
celular de la topo IV y la girasa (Kato et al., 1992; Huang et al., 1998), el diferente papel de
las topoisomerasa en el metabolismo del DNA vy los diferentes mecanismos de muerte celular
por las distintas Fgs (Drlica and Zhao, 1997).

Estudios en S. aureus muestran asimismo que las CMIs de las Fgs son méas proximas a
la Clso para la decatenacion por la topo IV, que a la Clsy para el superenrollamiento por la
girasa (Blanche et al., 1996; Tanaka et al., 1997), lo que provee una evidencia bioquimica de
que la topo IV es el blanco primario para las Fgs en las bacterias Gram-positivas. Sin
embargo, en las bacterias Gram-negativas como E. coli o Pseudomonas aeruginosa, la
situacion es la opuesta; la girasa se inhibe preferentemente (Hoshino et al., 1994; Ullsperger
and Cozzarelli, 1996).

1.4.5.2. Disminucion de la concentracion intracelular de fluoroquinolonas

Otro factor importante en la determinacion de resistencia a las Fgs es la expresion de
bombas de flujo dependientes de energia, que expulsan el antibiético de la célula de forma
activa. Este mecanismo, como causa de bajo nivel de resistencia a Fgs, ha sido descrito en S.
pneumoniae (Baranova and Neyfakh, 1997; Zeller et al., 1997; Brenwald et al., 1998), y en
otras bacterias Gram-positivas como S. aureus (Kaatz et al., 1993; Neyfakh et al., 1993; Ng et
al., 1994; Mufioz-Bellido et al., 1999), B. subtilis (Neyfakh et al., 1991; Neyfakh, 1992) y en
nuestro laboratorio para los estreptococos del grupo viridans (Ferrandiz et al., 1999). En S.
pneumoniae, este fenotipo esta relacionado con una bomba de flujo codificada por el gen
pmrA (Gill et al., 1999), que comparte homologia con el gen norA de S. aureus. La resistencia
mediada por pmrA depende del incremento en la expresion del gen (Gill et al., 1999). EI
aumento de la actividad de las Fgs observado cuando se inhibe la bomba de flujo con
reserpina esta limitado a las Fgs mas hidrofilicas, lo que sugiere que la resistencia mediada
por PmrA en S. pneumoniae depende de la clase de Fq utilizada (Baranova and Neyfakh,
1997).
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TABLA Il. Cambio de los amino&cidos de las DNA topoisomerasas Il de S. pneumoniae y su contribucién al
fenotipo de resistencia a fluoroquinolonas.

Cambio de aminoacido Resistencia relativa® Referencia®
ParC ParE GyrA GyrB
78 84 433 437 80 86 433 437
DSSIYDA EGDSA DSSIYEA EGDSA cIp SPA CLX

A Aislados clinicos o de laboratorio

— — — — 1 1 1
AT — — — 8 Nd Nd (5)
¥p 5y Nd — — 8 2 1 4
8D > H Nd — Nd 4-8 2-4 Nd ®)
g5 Yy Nd — — 4-8 2-4 Nd (2,3,4,8)
PS> F — — — 4-8 1-2 1 (2,4,5,8)
“®p 5N — Nd 4-8 1-2 Nd )
“Bp 5N 85 5 F Nd 32 8 Nd (7
s 5 F Nd 85 5y — 32-128 64 4 (2,4)
S 5 F Nd 85 5 F — 64-128 64-128 2-4 (2,3, 4)
s,y — 85 5y — 64 16 4 (2,5, 6)
®s vy — ®E 5, K — 64-128 128 Nd (2,3,5)
s,y Nd 85 5 F Nd 64 64 4-8 (2,3, 4, 6)
s Y Nd ®E 5, K Nd 64-128 Nd Nd 2
s 5 F Nd ®E 5K Nd 64-128 Nd Nd )
g5 vy — 85 5y 4Bp 5 N 64 Nd Nd (5)
®¥p 5 E
s Y Nd 85,y Nd 128 256 Nd (3)
®E 5K
T Transformantes
®¥p 5y — — — 8 2 1 (4
s 5y — — — 8 2 1 (3,4, 8)
— D > N 85 5 F — 32 8 Nd (1)
¥p 5y — 85 5 v — 32 16 2 (4
"S5y — 85 5y — 64 16 2 (4
NS _ 8 5 F — 64 16 8 (4)
"S5y — ®E 5K — 128 128 Nd (3)

®CIP, ciprofloxacina; SPA, sparfloxacina; CLX, clinafloxacina. Los valores de resistencia relativa son las CMIs de las cepas resistentes
dividido por las CMIs de las cepas susceptibles.

b Referencias: 1, (Baranova and Neyfakh, 1997); 2, (Gootz et al., 1996); 3, (Janoir et al., 1996); 4, (Mufioz and de la Campa, 1996); 5,
(Pan et al., 1996); 6, (Pan and Fisher, 1998); 7, (Perichon et al., 1997); 8, (Tankovic et al., 1996).

¢ ___ nn ramhin- NId nn datarminadn

28



29

2. OBJETIVOS



Objetivos

La caracterizacion genética de las topoisomerasas de tipo Il de S. pneumoniae, el
conocimiento de la regulacion de su expresion y de su interaccion con antimicrobianos
permitird avanzar en el desarrollo tanto de nuevos farmacos mas activos como de nuevas
dianas moleculares en este patdgeno. Los objetivos de este trabajo fueron completar la
caracterizacion genética de las topoisomerasas de tipo 11 de neumococo e iniciar el estudio de

la regulacion de la expresion de los genes que codifican la DNA girasa.

1. Clonacion y secuenciacion del gen gyrA de S. pneumoniae.

2. Caracterizacion de la transcripcion del gen gyrA de S. pneumoniae: secuencias implicadas.

3. Caracterizacion de una curvatura intrinseca del DNA en la region promotora de gyrA.
Correlacion entre curvatura y fuerza del promotor.

4. Estudio de la respuesta RST (estimulacién de la transcripcion mediada por relajacion del
DNA) de gyrA en S. pneumoniae y E. coli y efectos en el superenrollamiento del DNA.

5. Caracteristicas de la transcripcion del gen gyrB de S. pneumoniae: secuencias implicadas
y respuesta RST.
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3.1. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS
Las cepas de E. coli y S. pneumoniae utilizadas en la realizacion de este trabajo se

Material y Métodos

describen en la Tabla I1l. Los vectores plasmidicos, plasmidos recombinantes de E. coli y S.

pneumoniae, construidos y utilizados en este trabajo se describen en las Tablas IV, V y VI,

respectivamente.

Tabla Il1. Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo

S. pneumoniae R6

S. pneumoniae T4

S. pneumoniae T4GyrBR

S. pneumoniae T4ParCR

Silvestre, derivada de R36A, variante rugosa
de la cepa tipo 11 D39
trtl, hex4, endAl, exo2, mal594, derivada de R6

como T4, nov-1 (Nov®)
como T4, cip-1 (Cip®)

Cepa Genotipo/Fenotipo Referencia
E. coli DH5a (¢80dlacz4M15) endA1l, recAl, hsdR17 (r, mc"), (Hanahan, 1985)
thi-1, gyrA96, relAl, A(lacZYA-argF) U169
E. coli XL1-Blue recAl, endA1, gyrA96, thi, hsdR17 (r,, m,*), Stratagene
SUpE44, relAl, lac” [F" proAB, lacl® ZAM15, Tn10(Tc)]
E. coli C-600 thr-1, leu-6, thi-1, lacY1, supE44, tonA21 (Kato et al., 1988)

Rockefeller Univ.

(Lacks and Hotchkiss,
1960)
Este trabajo

Este trabajo

Tabla IV. Vectores plasmidicos utilizados en este trabajo

Plasmido Tamario (pb) Caracteristicas Referencia
puUC18 2686 ApR. Clonaciones de gyrA y de fusiones (Yanisch-Perron et al., 1985)
PgyrA-cat y PgyrB-cat
pUC19 2686 ApR. Clonacion de fusiones PgyrA-cat (Yanisch-Perron et al., 1985)
pEMBL18* 3960 ApR. Clonacién de gyrA (Dente et al., 1983)
pCY7 4736 ApR. Anélisis de curvatura (Prentki et al., 1987)
pLS1 4408 TcR. Clonacién de deleciones 5° (Lacks et al., 1986)
de PgyrA-cat y fusiéon PgyrB-cat
pJS3 4100 cat bajo el control de dos promotores: (Ballester et al., 1986)
Peet (constitutivo) y Py (inducible por Cm)
pBR322 4361 TcR, ApR. Marcador de peso molecular (Bolivar et al., 1977)
en ensayos de curvatura
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Tabla V. Plasmidos recombinantes de E. coli utilizados en este trabajo

Material y Métodos

Nombre Vector Inserto (pb) Caracteristicas Referencia

pBEND-11  pCY7 -128 a 94 de gyrA 222pb /Dral-Sacl de pGYANG6 Fig. 5
en pCY7/ Sacl
pBEND126 pCY7 -126 a 3 de gyrA PCR pGYAC126/Directo+gyrAlXbal, Figs9y 10
digestion Sacl-Xbal y clonacion en pCY7
pGYAC1 pUC19 -311 a3 de gyrA Fusién PgyrA-cat Figs9y 10
pGYAC3,-9 pUC18 -311 a3 de gyrA Fusién PgyrA-cat Figs9y 10
pGYAC31 pUC19 -31a3degyrA Delecion 5°-pGYACL Figs9y 10
pGYAC59 pUC19 -59 a 3 de gyrA PCR pGYAC1/-10gyrASall+cat- Figs9y 10
end2Hindlll, digestion y clonacion en
pUC19
pGYAC67  pUC19 -67 a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYACL Figs 9y 10
pGYAC69  pUC19 -69 a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYAC1L Figs9y 10
pGYAC126 pUC19 -126 a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYAC1 Figs 9y 10
pGYAC149 puUC19 -149 a 3 de gyrA Delecion 5-pGYAC1 Figs9y 10
pGYAC182 pUC19 -182a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYAC1L Figs 9y 10
pGYAC233 pUC19 -233a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYAC1L Figs 9y 10
pGYAC249 pUC19 -249a 3 de gyrA Delecion 5-pGYAC1 Figs9y 10
pGYAC269 pUC19 -269a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYAC1L Figs 9y 10
pGYAC281 pUC19 -281 a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYAC1 Figs 9y 10
pGYAC283 pUC19 -283 a 3 de gyrA Delecion 5°-pGYACL Figs9y 10
pGYANL1,-3 pEMBL18" 1301 a 2187 de gyrA Ver detalles en el texto Fig. 5
pGYANG pEMBL18" -311a536 de gyrA “Primer extension” gyrA Fig. 5
pGYAN11 pEMBL18" 1982 a 3605 de gyrA Ver detalles en el texto Fig. 5
pGYAN31  pUC18 404 a 1456 de gyrA Ver detalles en el texto Fig. 5
pPGYAN1  pUC18 -311 a 47 de gyrA PCR pGYANG/Reverso+gyrA16EcoRl, Figs 9
digestion Kpnl-EcoRlI y clonacién en
puUC18
pQRDR26  puUC18 107 a 536 de gyrA PCR R6/gyrA46Xbal+gyrA172HindIll,  (Mufioz and de la
digestion y clonacion en pUC18 Campa,1996), Fig. 5

pGYBC1,-5 pUC18 -452 a 3 de gyrB Fusién PgyrB-cat Fig. 24
pGYRNS5 PEMBL18" -452 a 1704 de gyrB - (Mufioz et al., 1995)
pGYRN8.1 pUC18 -452 a 1704 de gyrB pGYRNS5 digerido con HindllI+EcoRI1 y Fig. 24

clonado en pUC18

* Se indican las posiciones incluidas en el inserto, considerando el primer nucleétido de gyrA o gyrB como posicion +1.
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Tabla VI. Plasmidos recombinantes de S. pneumoniae utilizados en este trabajo

Nombre Estirpe Marcador  Inserto Construccién Referencia
(pb)

pPLGYAC31 C-600,T4, Tc® 688 PCR pGYAC31/directoEcoRI+cat- Figs9y 10
T4GyrBF, end2Hindl11, digestion y clonacion en pLS1
T4ParCR

pLGYAC59 C-600,T4, TcR Ccm® 719 PCR pGYAC59/directo EcoRI +cat- Figs9y 10
T4GyrBR, end2HindlIll, digestién y clonacion en pLS1
T4ParC®

pLGYAC69 C-600,T4, TcR Ccm® 726 PCR pGYAC69/directoEcoRI+cat- Figs9y 10
T4GyrBR, end2HindlIll, digestién y clonacion en pLS1
T4ParC®

pLGYAC126 C-600,T4, Tc? Cm® 783 PCR pGYAC126/directoEcoRI+cat- Figs9y 10
T4GyrBR, end2HindlIll, digestién y clonacion en pLS1
T4ParC®

pLGYBC452 T4 TcR, CmR 1109 pGYBC1/EcoRI+Hindlll y clonacién en Fig. 24

pLS1
pMJSPN1 T4, TcR, CmR 1360 Fusion del promotor atp (ATPasa de Laboratorio

membrana FqF;) con cat.

3.2. MEDIOS DE CULTIVO

E. coli se crecié en el medio de Luria-Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989), con 1,5%

de agar (p/v) para los cultivos en medio solido.

S. pneumoniae se crecid en Todd-Hewitt (Difco, Detroit, Michigan, Estados Unidos)
con 0,5% de extracto de levadura (Difco) 6 AGCH (Lacks, 1966) con 0,3% de sacarosa y

0,2% de extracto de levadura. Los compuestos del medio AGCH fueron suministrados por

Merck (Darmstad, Alemania) a excepcion del hidrolizado enziméatico de caseina y los

casaminoacidos que fueron proporcionados por Pronadisa (Madrid, Espafa) y la catalasa por

Calbiochem (Calbiochem-Novabiochem Corporation, La Jolla, California, Estados Unidos).

Para los cultivos en medio sélido se emplearon placas de agar (Difco) con 5% de sangre de

carnero desfibrinada 6 placas de AGCH con agar al 3%.
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3.3. ENZIMAS Y REACTIVOS
3.3.1. ENZIMAS

Las enzimas de restriccion fueron suministradas por Amershan Pharmacia Biotech
(Little Chalfont, Reino Unido) y MBI Fermentas (Vilnius, Lituania). Las enzimas utilizadas
para PCR fueron Taq polimerasa (Pharmacia), Expand™ High Fidelity PCR System
(Boehringer Mannheim, Alemania) y DNA polimerasa (Biotools, EImhurst, Illinois, Estados
Unidos). La T4 DNA ligasa, polinucledtido quinasa y fragmento Klenow de la DNA
polimerasa de E. coli fueron suministrados por Pharmacia y Fermentas y la transcriptasa
reversa MMLV (“Moloney murine leukemia virus”) por Gibco-BRL. Todas las enzimas

fueron utilizadas segun las especificaciones de los distintos laboratorios.

3.3.2. REACTIVOS
3.3.2.1. Antibidticos

Los antibidticos fueron proporcionados por los laboratorios fabricantes en forma de
polvos de potencia definida. Se disolvieron en los diluyentes recomendados y se congelaron.
Los antibidticos ampicilina, tetraciclina y novobiocina fueron suministrados por Sigma (St.
Louis. Mo.). La ciprofloxacina fue proporcionada por Bayer (West Haven, CT. Estados

Unidos) y el cloramfenicol por Boehringer Mannheim.

3.3.2.2. Productos quimicos

Las sales inorganicas, acidos, bases y compuestos organicos fueron suministrados en
su mayoria por Merck (Darmstad, Alemania), asi como los colorantes para electroforesis,
detergentes, persulfato aménico, urea, seroalbumina bovina, dimetil sulfoxido, lisozima y
glicerol. ElI ATP, IPTG, X-GAL, DTNB, DNA de esperma de salmon, deoxicolato, RNAasa,
DNAasa y cloroquina fueron proporcionados por Sigma y el acetil-Coenzima A y la
proteinasa K por Boehringer Mannheim. El 3-mercaptoetanol fue suministrado por Bio-Rad
(Hercules, California, Estados Unidos).

Los reactivos para electroforesis, marcadores de peso molecular, acrilamida, N,N"-
metilen-bisacrilamida, duodecil sulfato soédico (SDS), N-N-N"-N’-tetrametil-etilendiamina

(TEMED), y el reactivo empleado para la cuantificacion de las proteinas por el método de
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Bradford fueron suministrados por Bio-Rad.

El DNA fue recuperado de los geles utilizando el sistema Gene Clean 1l Kit (Bio 101,
La Jolla, CA, Estados Unidos) y columnas Microcon® PCR de Millipore. Para eliminar los
oligonucle6tidos de los productos de PCR se emplearon columnas MicroSpin S400 HR de
Pharmacia.

Millipore suministré también las membranas para transferencia Immobilon™-Y e
Immobilon™ NY*y los filtros de nitrocelulosa de 0,45, 0,22 y 0,025 pm.

Para la cromatografia en capa fina se utilizaron las capas Silica-gel 60 proporcionadas
por Merck.

Para revelar los “Southern blot” se utilizaron pantallas Fujibas que se visualizaron en
un equipo FujiBas mediante el programa BasReader 2-9 (Raytest Isotopenme pgerate Gmbh)
y se analizaron con el programa Tina 2.09 de la misma casa. Los “Southern blot” también
fueron expuestos con peliculas Kodak X-Omat UVfilm, que se revelaron con productos de
Eastman Kodak. Cuando fue necesario se emplearon pantallas amplificadoras de sefal

radiografica (Dupont).

3.3.2.3. Productos radiactivos

El DNA fue marcado con [a-**P]dATP y [a-*?P]dCTP de actividad especifica 300
Ci/mmol. En las reacciones de secuenciacion se utilizé [a-*>S]JdATP con actividad especifica
de 1.000 Ci/mmol. Estos is6topos fueron suministrados por Amershan-Pharmacia-Biotech. En
el ensayo de actividad CAT (Cloramfenicol-acetil-transferasa) en capa fina se utiliz6 Cm-**C

de actividad especifica de 55 mCi/mmol y fue suministrado por Itisa Biomedica.

3.3.2.4. Oligonucledtidos
Los oligonucleotidos empleados como cebadores en reacciones de secuenciacion 6 de
PCR fueron proporcionados por el Servicio de Biopolimeros del Instituto de Salud Carlos |11

0 por Pharmacia. En la Tabla VII se relacionan dichos oligonucleotidos.
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Tabla VII. Oligonucle6tidos utilizados en este trabajo

Material y Métodos

Oligonucle6tidos

Secuencia 5" —»3"®

Utilidad

-10gyrA 57-gcgcgtcGACGGGAATTTATGGTATAAT-3’ Construccion de pGYAC59
512 5-AGTAAATTTTAAATAAAAGGAGAATTC Construccion de pGYANG
ATC-3
cat2 5-AACTTTAATAAAATTGATTTAGAC-3’ Amplificacion de cat
NFNKIDLD
cat-end 5°-gcgcgagc TCTCATATTATAAAAGCCAGTC-3 Amplificacion de cat
cat-end2 57-gcgcaagctTCTCATATTATAAAAGCCAGTC-3 Construccion pGYAC59 y
amplificacion de fusiones
transcripcionales (gyrA/gyrB/cat)
directo 5-GTTTTCCCAGTCACGAC-3 Amplificacion, construccion y
secuenciacion de diferentes plasmidos
reverso 5-CAGGAAACAGCTATG-3 Como para el oligo directo
gyrAl 5-CATTAATAAATGCCTCATTTCAC-3 Construccion de pGYAC3/pGYAC9
gyrAl-Xbal 5-gcgctctagaCATTAATAAATGCCTCATTTCAC- Construccion de pPBEND126
3
gyrA9 5°-gcgcgagcTCAATCTGACAAAGGAGATG-3 Construccion de pGYAC3/pGYAC9
VNLTKEM
gyrAl6 57-gcgegaattcTTCATCTCCTTTGTCAGATTG-3” Amplificacion de la region promotora
NLTKEMK de gyrA
gyrA20 5-CACTCATGGCGTAGTCG-3" DYAMS “Primer extension” de gyrA
gyrA46 57-gcgctctaGA(C/T)GGT(C/T)TNAAACCNGT Construccion de pGYAN31
NCA-3" DGLKPVH
gyrA172 5-gcgcaagc TTTGTAGCCATACCNACNGCAA Construccion de pGYANG6
TNCC-3" GIAVGMATN
gyrA435 57-gcgcgtcgACNGATCA(A/G)GATGA(A/G)G Construccion de pPGYAN1/pGYANS3
TT-3" DKIQSEYDD
gyrA607 57-gcgegtcgacGA(T/C)GCNTA(T/C)CTNTT Construccion de pGYAN11
(C/IT)TT(T/C)ACNAC-3" DDAYLFFTT
gyrA717 5 -GGATATGGTAAGCGTACAGTCGC-3’ Secuenciacion de gyrA
gyrA730 5-AAGGTCGTGGTGGTAAGGG-3’ Secuenciacion de gyrA
gyrB1 5-CATCTTATTCCTTTTTCTTATATG-3" Amplificacion de la region promotora
de gyrB. Construccion de pGYBC1/
pGYBC5
gyrB22 5-CGCATACGAACAGCCTCTAAGCCC-3 “Primer extension” de gyrB
GLEAVRMR
gyrB555 5-CCAGCCGGGTGCAGATCAAG-3" QPGADQ Como para gyrB1
parC50 5-cgcgaagcttGTTGGTTCTTTCTCCGTATCG-3” Amplificacion de la QRDR de parC
KDSNTF
parC152 5-gcgctctagAAGGATAGCAATAC Amplificacion de la QRDR de parC
TTTT-3" DTEKEPY
Spnga-1 5-GTTTGTCTGGGGTCACACCC-3 Secuenciacion de gyrA
Spnga-4 5-GTCAAGCGCGACGCCTCAGCC-3 Secuenciacion de gyrA
Spnga-5 5-CGCTCATATCTTAGAAG-3 Secuenciacion de gyrA
Spnga-6 5-GGCTGAGGCGTCGCGCTTGA-3’ Secuenciacion de gyrA
Spnga-7 5-CCTGTTTCATAAGCCTTATG-3 Secuenciacion de gyrA
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Oligonuclettidos Secuencia 5’ —»3? Utilidad
Spnga-8 5-GGTGCTCTTGTCATGGGAAAT-3’ Secuenciacion de gyrA
Spnga-9 5-GAAGAGCAGATGATCATGGG-3" Secuenciacion de gyrA
Spnga-10 5-GAACCAGTGTTAAGGAGTT-3’ Secuenciacion de gyrA
Spnga-11 5-GGCAAACTCCTTAACACTGG-3 Secuenciacion de gyrA
Spnga-67 5-CGTAAATTTTCTGATAAACGCC-3’ Secuenciacion de gyrA

% Los aminoécidos codificados se representan en negrita. Las dianas de restriccion en el extremo 5  presentes en
algunos de los oligonucle6tidos se indican en minGscula, estas son EcoRI (gyrAl16), Hindlll (gyrAl72, cat-end2 y
parC50), Pstl (gyrA435), Sacl (gyrA9 y cat-end), Sall (gyrA607 y -10gyrA) o Xbal (gyrA46, parC152 y gyrAl-
Xbal).

3.4. CULTIVO DE BACTERIAS Y PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD A
ANTIBIOTICOS

E. coli se crecio a 37°C y con agitacion en medio liquido. Los cultivos se almacenaron
congelados a -80°C en medio LB liquido, con su antibidtico correspondiente y un 25% de
glicerol (Sambrook et al., 1989). La transformacion de E. coli se realizd segun el método de
Hanahan (Hanahan, 1985). Los transformantes fueron seleccionados en medio LB con 100
ug/ml de ampicilina, 10 pug/ml de tetraciclina o distintas concentraciones de cloramfenicol,
segun el plasmido considerado. EI muestreo de colonias de E. coli XL1-Blue transformadas
con plasmidos recombinantes se hizo en medio LB con X-GAL, IPTG y ampicilina, que
permitio la identificacion de los recombinantes por mostrar color blanco en dichas placas
(Sambrook et al., 1989).

Para el aislamiento de S. pneumoniae, los cultivos fueron crecidos en medios liquidos
a 37°C sin agitacion o en medios sdlidos a 37°C en un 5% de CO,. Los cultivos se
conservaron a —80°C en el medio liquido con el antibiotico correspondiente y glicerol al 25%.
La transformacién de S. pneumoniae fue realizada segin un procedimiento descrito
previamente (Lacks, 1966). Los transformantes se seleccionaron en AGCH solido con 1
ug/ml de tetraciclina y distintas concentraciones de cloramfenicol.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada por el método de dilucion
en agar. El inoculo se prepard resuspendiendo algunas colonias de un cultivo fresco en placa,
en suero salino estéril al 0,9% v ajustando la turbidez al 0,5 del estandar de McFarland (10°
UFC/ml). Esta suspension fue diluida para conseguir una concentracion final de 10* UFC/ml

y dispensada con un replicador. Para las cepas de E. coli se utilizaron placas de agar Mueller-
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Hinton (Difco) y para S. pneumoniae placas de agar Mueller-Hinton suplementadas con un
5% de sangre de carnero desfibrinada y con concentraciones crecientes de antibidtico. Las
placas se incubaron a 37°C durante 18-24 h. Las cepas de neumococo se incubaron a 37°C en
presencia de 5% de CO,. La realizacion de la técnica, definicion de CMI, uso de cepas control
e interpretacion de los resultados de sensibilidad se llevd a cabo siguiendo las instrucciones y
criterios del “National Committe for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS., 1993).

3.5. AISLAMIENTO Y MANIPULACION DEL DNA
3.5.1. Extraccion de DNA cromosomico
El DNA cromosdmico de S. pneumoniae fue obtenido como se ha descrito

previamente (Fenoll et al., 1994).

3.5.2. Aislamiento y purificacion de plasmidos

Los plasmidos de E. coli fueron obtenidos por el método de lisis alcalina (Birnboim
and Doly, 1979). Para la extraccion a gran escala se utilizd el sistema comercial QIlAfilter
Plasmid Maxi Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) y para el aislamiento a pequefia escala el High
Pure™ Plasmid Isolation Kit (Boehringer Mannhein).

La extraccion de los plasmidos de S. pneumoniae se hizo segun un método
previamente publicado (Stassi et al., 1981) y para el anélisis del nivel de superenrollamiento
por métodos publicados (Clewell and Helinski, 1970; 1972).

La purificacion de los plasmidos se llevo a cabo por centrifugacion en gradiente de

densidad cloruro de cesio/bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989).

3.5.3. Electroforesis

La separacion preparativa y analitica de los plasmidos, fragmentos de restriccion, y
productos de PCR se realizo en geles de agarosa o poliacrilamida (Sambrook et al., 1989).

Los ensayos de curvatura de fragmentos de DNA se realizaron en geles no
desnaturalizantes de 3,5% de poliacrilamida, a tres temperaturas diferentes, 6, 20 y 60°C y se
corrieron a 8 V/cm en tampon TBE (45 mM Tris-borato, 1ImM EDTA). Los fragmentos de

DNA fueron visualizados por tincion con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. EI DNA del
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pBR322, digerido con Hphl, fue utilizado como un marcador de peso molecular sin curvatura.
El trazado semilogaritmico de la movilidad relativa de los fragmentos del marcador fue
calibrado utilizando el ajuste de minimos cuadrados. La movilidad aparente de cada
fragmento de DNA fue extrapolada a partir del trazado calibrado de los minimos cuadrados y
se calculd el cociente entre el tamafio aparente a 6 y 60°C, factor R¥® (Poljak and Gralla,
1987).

Para los ensayos de permutacion circular, los fragmentos de DNA se analizaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida al 5%, se corrieron a 2 V/cm en TBE durante 18 h a
4°C, y se visualizaron por tincion con 0,5 ug/ml de bromuro de etidio.

Para el andlisis de la curvatura se utilizé el programa DNASTAR (DNASTAR, Inc.,
London, United Kingdom).

Para analizar el nivel de superenrollamiento de plasmidos, se realizaron electroforesis
en geles al 1% de agarosa con 5 ug/ml de cloroquina que se corrieron a 2,5 VV/cm en tampon
TBE, con la misma concentracion de cloroquina, durante 16 h. Para la visualizacion de los
plasmidos, se lavaron los geles con agua durante 2 h y se tifieron 1 h con 5 pug/ml de bromuro
de etidio. EI DNA plasmidico fue transferido a membranas Immobilon™ NY* y se hibridaron
con una sonda del inserto cat del plasmido pLGYAC126. La sonda se marco con 20 uCi de
[a-*2P]dCTP (300 Ci/mmol) que se incluyeron en la mezcla de una reaccién de PCR con los
oligonucleotidos cat2 y cat-end2. Las membranas fueron expuestas en pantallas Fujibas o en
peliculas Kodak X-Omat a —80°C de 1 a 7 dias.

3.5.4. Hibridacion de DNA

Los “Southerns blots” y la hibridacion de colonia in situ (método de Griinstein and
Hognes) fueron realizados segun métodos publicados (Sambrook et al., 1989). EI DNA fue
marcado con 50 uCi de [o-*2P]JdCTP (300 Ci/mmol) utilizando el sistema Multiprime DNA
Labelling (Amersham). El is6topo no incorporado se elimind utilizando las columnas
MicrospinTM S-300 HR (Resina Sephacril S-300 HR) o columnas MicroSpin S400 HR de
Amershan-Pharmacia.

Las sondas de DNA especificas derivadas de regiones previamente clonadas se

obtuvieron por amplificacion por PCR con los oligonucleétidos adecuados. Los productos de
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PCR se aislaron de geles de agarosa y se marcaron radiactivamente utilizando el sistema

indicado.

3.5.5. Construccion de plasmidos con deleciones en 5” de la fusion transcripcional PgyrA-
cat

Las deleciones se realizaron siguiendo el protocolo y utilizando los reactivos del
sistema comercial double-stranded Nested Deletion (Pharmacia). EI método para construir
deleciones unidireccionales en DNA de doble cadena se basa en la digestion controlada del
DNA con la exonucleasa Il de E. coli (Exo IlI). Esta enzima es una 3"-exonucleasa que es
activa solo sobre DNA de doble cadena: los extremos romos y 5 -protuberantes son
susceptibles a la digestion, mientras que los extremos 3 -protuberantes son resistentes. El
resultado del tratamiento con Exo Il es DNA de doble cadena con una region de cadena
sencilla que posteriormente se digiere con la nucleasa S1. El plasmido pGYAC1 fue digerido
con Hindlll y Pstl generando un extremo sensible, adyacente a la secuencia promotora del
gen gyrA, y un extremo resistente a la Exo Ill, respectivamente. El plasmido linearizado fue
incubado a 30°C con la enzima, tomandose muestras cada 1 min que fueron tratadas con la
nucleasa S1 y analizadas en geles de agarosa para determinar el tamafio de la delecién. Las
muestras con deleciones se recircularizaron con T4 DNA ligasa y se transformaron en E. coli
XL1-Blue. Los plasmidos que llevan deleciones de la fusion transcripcional fueron
numerados asignando el valor 1 a la base A del codon de iniciacion ATG de gyrA y en todos

ellos se comprobo la extension de la delecion por secuenciacion.

3.6. AMPLIFICACION POR PCR, DETERMINACION Y ANALISIS DE LA
SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

La amplificacion especifica del DNA por PCR se realizé utilizando 2 unidades de Taq
polimerasa, 1 ng de DNA cromosémico, 1 uM de cada oligonucledétido sintético, 200 uM de
cada dNTP y 3,5 mM de MgCl, en el tampdn recomendado por el fabricante. La
amplificacion se llevd a cabo con un ciclo inicial de 5 min de desnaturalizacion a 95°C, 15
min de hibridacién a 55°C (7 min antes y 8 min después de afiadir la enzima), y 6 min de

extension a 72°C. Después, 20 ciclos de 1 min a 95°C, 2 min a 55°C y 2,5 min de extension a
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72°C, con un ciclo final de extension de 20 min a 72°C y enfriamiento lento a 4°C.

Para las reacciones de PCR con los oligonucledtidos gyrA46 y gyrA435, las
condiciones, menos especificas, fueron las siguientes: un ciclo inicial de 5 min de
desnaturalizacion a 95°C y 60 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 40°C y 2,5 min a 72°C.

La secuenciacion del DNA se llevé a cabo utilizando los protocolos y el material del
sistema comercial “Sequenase System” (U.S. Biochemical). Todas las secuencias fueron
determinadas en ambas hebras del DNA. Las reacciones de secuencia se analizaron mediante
electroforesis en geles de acrilamida al 6% con 42% de urea. Las comparaciones de
secuencias de DNA vy proteinas se realizaron utilizando el programa informatico de
Intelligenetics PCGENE 6.0.

A la secuencia correspondiente al gen gyrA se le ha asignado en GenBank el numero
de acceso AF053121.

3.7. PURIFICACION Y ANALISIS DE RNA

Células de cultivos de E. coli XL1-Blue llevando los plasmidos pGYANG (gyrA) y
pPGYRNS5 (gyrB), se recogieron en fase exponencial (ODgoonm = 0,50), se resuspendieron en
2,5 ml de solucion de lisis (20 mM de acetato sédico pH 5.5, 1 mM de EDTA y 1 mg/ml de
lisozima) y se lisaron por congelacion (-70°C) y calentamiento rapido (37°C) durante varias
veces. La solucion se llevé a 0,5% de duodecil sulfato sédico (SDS), y los RNAs se
extrajeron tres veces con fenol saturado con 20 mM de acetato sédico pH 5,5 a 70°C y se
precipitaron dos veces. La pureza y concentracion del RNA fueron determinadas por
electroforesis y espectrofotometria.

En el ensayo de “primer extension”, el RNA celular (3-15 pg) fue hibridado con 1
pmol del oligonucle6tido gyrA20 para gyrA y gyrB22 para gyrB, mediante enfriamiento lento
de 65 a 20°C, en 14 ul de 50 mM de Tris pH 8.3, 75 mM de KCl y 3 mM de MgCl,. La
muestra se llevo a un volumen final de 20,5 ul, y se incub6 durante 30 min a 37°C con 8
unidades de transcriptasa reversa M-MLV en presencia de 100 uM de dNTPs (excepto
dATP), 10 mM de DTT, 9.75 uM de dATP frio y 15 uCi de [a-**P]JdATP (300 Ci/mmol). El
producto fue extraido con fenol, precipitado y resuspendido en 4 ul de solucién de tincion de

formamida para su conservacion a -20°C.
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3.8. ENSAYO ESPECTROFOTOMETRICO DE ACTIVIDAD CLORAMFENICOL
ACETIL TRANSFERASA (CAT)

La determinacion de la actividad CAT se realizo por el método espectrofotométrico de
Shaw (Shaw, 1979), que mide el grado de acetilacién del cloramfenicol en una reaccion
acoplada. La transferencia de un grupo acetilo desde acetil-coenzima A al cloramfenicol
produce la reduccion de la coenzima A (CoA-SH). La reaccion de CoA-SH con el acido 5,5"-
ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB), genera disulfuro de CoA, é&cido tionitrobenzoico y un
equivalente molar de 5-tio-2-nitrobenzoato. Este ultimo es el compuesto que produce la
reaccion coloreada y absorbe a 412nm. Una unidad de actividad CAT es equivalente a 1 umol

de cloramfenicol acetilado por minuto.

3.8.1. Preparacion de extractos celulares

Para la preparacion de extractos de S. pneumoniae, se inocularon 100 ul de cultivos
glicerolados de la cepa T4 con los plasmidos pLGYAC126, -69, -59, -31 y pMJSPNL1, en 100
ml de medio fresco AGCH (suplementado con 0,3% de sacarosa y 0,2% de extracto de
levadura) y 1 ug/ml de tetraciclina o 2,5 ug/ml de cloramfenicol para el plasmido pMJSPN1.
Los cultivos se crecieron a 37°C hasta una ODgsonm de 0,2 a 0,4. En este momento se tomaron
2 ml del cultivo (t = 0) y el resto se fracciond en dos cultivos de 40 ml. A uno de ellos, se le
afiadio novobiocina o ciprofloxacina a una concentracion previamente determinada, y al otro,
agua destilada en el mismo volumen que el antimicrobiano correspondiente. Se continud el
crecimiento, que se monitorizd por medida de la ODgsonm, tomandose muestras de 2 ml a
diferentes tiempos tras la adicion del antimicrobiano. Las células se centrifugaron a 5.000
r.p.m. durante 5 min a 4°C, se lavaron con 1,33 ml de 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 50 uM B-
mercaptoetanol, y se lisaron por incubacion a 30°C durante 10 min en el mismo tampdn con
0,1% de deoxicolato sddico. Los lisados se pasaron dos veces por una jeringa de insulina y se
almacenaron congelados a —80°C hasta su utilizacion.

Para la obtencién de extractos de E. coli, se inocularon 100 ul de cultivos de C-600
con los plasmidos pLGYAC126, -69, -59 y —31, crecidos toda la noche en medio LB con el
antibiotico adecuado, en el mismo medio sin antibiotico, reanudando el crecimiento hasta una

ODgsonm de 0,2 a 0,4. Como solucidn de lisis se utilizo el mismo tampon que para neumococo,
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pero con 25 ug/ml de lisozima.

3.8.2. Medida de ACTIVIDAD CAT

La mezcla de reaccién se prepard a partir de los componentes disolviendo 4 mg de
DTNB en 1 ml de 1 M Tris-HCI pH 7.8, a la que se afiadieron 200 ul de 5mM acetil-CoA
ajustando el volumen a 10 ml con agua destilada. En una cubeta de espectrofotdmetro, se
mezclaron 0,9 ml de esta mezcla de reaccién (0.4 mg/ml DTNB, 100 mM Tris-HCI pH 7,8 y
0.1 mM Acetil-CoA) y 50 ul de cada extracto. La mezcla se incub0 a temperatura ambiente
durante 2 min y se midi6 el incremento de Asionm Cada 10 seg durante 2 min (AA,). Se
afiadieron entonces, 50 pl de 2 mM cloramfenicol y se midi6 el incremento de Asi2nm durante
el mismo intervalo de tiempo (AA).

La actividad especifica CAT se determind segun la formula:

AAc — AAo

—— x nmoles/ml = Unidades de actividad CAT en
0,0136 x mg/ml proteina

nmoles de Cm acetilado/mg de proteina

Donde:
AA: incremento de Ayionmentre 60 y 120 seg después de afadir cloramfenicol.
AA,: incremento de As12nm entre 60 y 120 seg antes de afiadir cloramfenicol.

0,0136: coeficiente de extincién molar del DTNB.

La concentracion de proteina fue determinada por el método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando el sistema comercial de Bio-Rad. Como patron de concentracion se utilizo

una solucion definida de albimina sérica bovina.

3.9. ENSAYO DE ACTIVIDAD CAT EN CAPA FINA
Este ensayo se basa en la deteccion de las formas acetiladas y no acetiladas de

cloramfenicol marcado con *C en cromatografia en capa fina.
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Los extractos celulares se prepararon como se describe en el apartado 3.8.1.

Para la medida de la actividad CAT, se afiadieron 100 ul de la mezcla de reaccion
(0,25 M Tris-HCI pH 7.5, 0,5 mM Acetil-CoA y 0,1 uCi **C-Cloramfenicol) a los extractos
celulares (30 ul de cada extracto + 20 ul de 0,25 M Tris-HCI pH7,5) y se incubaron durante 2
h a 37°C. Se afiadio a las muestras 1 ml de acetato de etilo, se centrifugaron a 12.000 r.p.m.
durante 1 min a temperatura ambiente, recuperando la fase superior organica que fue secada a
vacio. Las muestras fueron resuspendidas en 20 ul de acetato de etilo y cargadas en capas de
silica-gel. La cromatografia fue desarrollada en cloroformo:metanol (19:1). Las capas fueron
reveladas por exposicion en pantallas Fujibas. Para determinar la correlacion entre unidades
PSL, uCi y nmoles, se depositan en la capa fina volimenes variables (5, 2.5, 2y 1 ul) de la
mezcla de reaccion. En cada experimento, el volumen final de las muestras es de 150 ul, por
lo que de Cm-**C tendremos 0,1 pCi/150 pl (= 0,00066 pCi). Como la actividad especifica
del Cm-'"C es de 55 mCi/mmol, en cada muestra de reaccién 1 pCi equivale a 18 nmoles. El
resultado en unidades PSL de cada volumen de la mezcla de reaccién depositada en la capa
fina se correlaciona matematicamente con esta equivalencia, teniendo en cuenta que 100 ul de
la mezcla de reaccion tienen 0,1 pCi de Cm-**C. En los experimentos de induccién con
novobiocina la correlacion aplicada fue de 1 uCi = 18 nmoles = 37033 PSL, y en los

experimentos de induccidn con ciprofloxacina de 1 nCi = 18 nmoles = 36375 PSL.
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4.1. CARACTERIZACION GENETICA DEL GEN gyrA DE S. pneumoniae
4.1.1. Clonacion del gen gyrA de S. pneumoniae

En nuestro laboratorio se habia clonado previamente, en el pladsmido pQRDR26
(Mufoz and de la Campa, 1996), una region del genoma de S. pneumoniae R6 que codifica
los aminoacidos 44-170 de GyrA (Fig. 5) que incluye la QRDR.

En esta tesis se ha diseflado una estrategia de clonacién mediante reacciones
solapantes de PCR (“PCR-walking”) para clonar el gen gyrA completo. Esta estrategia
requirio la construccién de una serie de oligonucleétidos degenerados, basados en la
secuencia de aminoacidos de proteinas GyrA conocidas, que se disefiaron segun el uso de
codones en S. pneumoniae. Estos oligonucleétidos se utilizaron en amplificaciones de PCR,
bien solos, o en combinacién con un oligonucleétido rico en A-T, 512 (Fenoll et al., 1994),
que tedricamente podria anillar en cualquier region del cromosoma de neumococo, que €s rico
en A-T. Entre los productos de PCR resultantes, se identificaron los correspondientes a gyrA,
tanto por hibridacion con sondas de DNA especificas derivadas de las regiones previamente
clonadas, como por la presencia de dianas de restriccién que estuvieran asimismo presentes
en el DNA cromosomico del gen gyrA, y que habian sido localizadas mediante experimentos
de hibridacion del DNA cromosémico (“Southern-blot”) (Fig. 5). Posteriormente, los
fragmentos que cumplian estas caracteristicas (hibridacion positiva, tamafio apropiado y
dianas de restriccion adecuadas) se aislaron de geles de agarosa, se digerieron con
endonucleasas de restriccion cuyas dianas estaban presentes en los oligonucle6tidos utilizados
en las reacciones de PCR y/o en el gen gyrA, y se clonaron en vectores de E. coli. Los clones
recombinantes se verificaron una vez mas mediante hibridacion in situ con la misma sonda de
DNA que habia sido utilizada para la identificacion inicial de los productos de PCR.

La regién N-terminal de gyrA fue amplificada utilizando los oligonucle6tidos gyrA172
(degenerado) y 512 (rico en A-T) (Figs 5y 6). Los productos de PCR que hibridaron con la
sonda gyrA44-170, obtenida a partir del plasmido pQRDR26 por medio de una amplificacion
por PCR con los oligonucledtidos gyrA46 y gyrAl72, se aislaron de geles de agarosa, se
cortaron con Hindlll (diana incluida en gyrAl72 y en la regién N-terminal de gyrA) y se
clonaron en pEMBL18" cortado con la misma enzima de restriccion. Se seleccion6 uno de los

plasmidos (pGYANSG) por hibridacion de colonia in situ utilizando la sonda gyrA44-170. La
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secuencia de nucle6tidos de su inserto se correspondid con la secuencia N-terminal de GyrA,
y se detect6 en uno de sus extremos el oligonucleétido gyrA172 (Fig. 5).

Para clonar la region C-terminal de gyrA se realizaron experimentos de PCR
utilizando uno de los tres oligonucleétidos degenerados siguientes: gyrA46, gyrA435, y
gyrA607 (Figs 5 y 6). Para la obtencion del plasmido pGYAN3L1 (Fig. 5), se amplific el
DNA cromosoémico de R6 utilizando gyrA46. Los productos de PCR que hibridaron con la
sonda gyrA44-170, se aislaron de geles de agarosa, se cortaron con ECORV (diana localizada
en gyrA) (Fig. 5) y Xbal (diana incluida en el oligonucleotido), y se ligaron a pUC18 cortado
con Xbal+Smal. Finalmente, pGYAN31 fue seleccionado por hibridacion de colonia in situ,
con la misma sonda de DNA, gyrA44-170. Para la construccion de los plasmidos pGYAN1 y
pPGYANS3, se utilizé el oligonuclettido gyrA435 en la amplificacion por PCR, y la sonda
gyrA136-485 correspondiente al inserto del plasmido pGYAN31, que se obtuvo por
amplificacion con los oligonucledétidos directo y reverso, para la hibridacion. Los fragmentos
de PCR con hibridacion positiva fueron aislados de geles de agarosa, cortados con Pstl (una
diana incluida en el oligonucledtido gyrA435) y clonados en pEMBL18" digerido con la
misma enzima. El aislamiento del plasmido pGYAN11 se realiz6 mediante la amplificacion
por PCR del DNA de R6 con el oligonucleotido gyrA607. Los productos de PCR se cortaron
con Kpnl+Pstl (dianas incluidas en gyrA, Fig. 5), y los fragmentos de tamafo adecuado que
hibridaron con la sonda gyrA435-729, correspondiente al inserto del plasmido pGYANL, se

aislaron y clonaron en el vector pEMBL18" cortado con las mismas enzimas.
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Figura 5. Mapa de restricciéon de la regiéon gyrA de S. pneumoniae (A) y estructura genética deducida de la
secuencia de nucledtidos (B). P indica el promotor. El mapa fisico de los insertos de cada plasmido se indica como
barras rayadas. Bg, Bglll; D, Dral; E, EcoRI; EV, EcoRV; H, Hindlll; K, Kpnl; P, Pstl; S, Sacl. Las sondas de DNA
utilizadas en los experimentos de hibridacién se indican como barras marcadas como gyrA44-170 (inserto del
plasmido pQRDR26), gyrA136-485 (inserto de pGYAN31l) y gyrA435-729 (inserto de pGYANL1). Los
oligonuclettidos utilizados en los experimentos de PCR se indican con flechas negras (no estan dibujados a escala).

4.1.2. Secuenciacion del gen gyrA de S. pneumoniae

La estrategia de clonacion por PCR permitio la caracterizacion genética de gyrA de S.
pneumoniae (Fig. 6). El andlisis de la secuencia de nucle6tidos reveld la presencia de un
posible promotor de transcripcién, con una region —35 y una region —10 extendida separadas
por 17 pb. Se observd asimismo un posible sitio de unién al ribosoma (Shine and Dalgarno,
1975).

La proteina deducida de la secuencia de nucledtidos de gyrA tiene un tamafio de 822

aminoacidos.
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ACTTACTAATTGTGAAATGAGGCATTTATTAATGCAGGATAAAAATTTAGTGAATGTCAATCTGACAAAGGAGATGAAGGCAAGTTTTATCGACTACGCC
+1 RBS gyrA46 _, « QgyrA20
M s Vv l1®HVARAL®PDVARDGLIKPVHRRIULYGMNETLTGUVT
ATGAGTGTTATCGTAGCGCGAGCTCTTCCTGATGTTCGAGATGGCTTAAAACCTGTTCACCGTCGCATTCTCTACGGAATGAATGAATTGGGTGTGACCC
Sacl
P DKPHKIKSARI TGDVMGI KYHWPHG GD S ST YEAMVRM
CAGACAAACCCCATAAAAAATCTGCTCGTATTACAGGGGATGTCATGGGTAAATACCACCCACACGGGGATTCCTCTATTTATGAAGCCATGGTCCGTAT
A QWWSYRYMULVDG GHT GNZFG G SMDTGDSAAAQRYTEA
GGCTCAATGGTGGAGCTACCGTTACATGCTTGTAGATGGTCATGGGAATTTTGGTTCCATGGATGGAGATAGTGCTGCCGCTCAACGTTATACCGAGGCA
R M S K 1 AL EMULIRDTINIKNTVDZFVDNYDANERTEUPTLYV
CGTATGAGCAAGATTGCTCTGGAAATGCTTCGTGATATCAACAAAAATACAGTTGATTTCGTTGATAACTATGATGCCAATGAACGGGAACCCTTGGTCT
EcoRV « gyrAlv2
L PARFPNLILVNSGATSGIAVGMATNILELPPHNLTGTETTIHID
TGCCAGCGCGTTTTCCAAACCTTTTGGTTAATGGAGCAACTGGTATCGCGGTTGGGATGGCAACCAATATTCCACCTCATAATCTGGGTGAAACCATTGA
AV KLV MDNWPEVTTIKDILMEV L PGPDFPTGA ALV MG
TGCAGTGAAGTTGGTCATGGATAATCCTGAAGTGACTACCAAGGACTTGATGGAAGTCTTGCCTGGACCAGATTTTCCAACTGGTGCTCTTGTCATGGGG
K S GG 1 HKAYETSG KSGS 1T VLRSRTETIL ETTIKTGRE R I
AAATCAGGTATCCATAAGGCTTATGAAACAGGTAAAGGTTCGATTGTCCTACGTTCTCGTACAGAGATTGAAACGACTAAGACTGGTCGTGAGCGTATCG
v VvV.T EFPYMVNIKTIKVHEWHIVRLVQEIKI RTI1ESGITAVR
TTGTAACAGAATTTCCTTACATGGTCAATAAAACCAAGGTGCATGAGCATATTGTTCGCTTGGTTCAGGAAAAACGCATTGAGGGTATCACAGCAGTACG
DESNIREGVRFVI1IEV KRIDASANUVILNNILFIKMMTAQM
TGATGAGTCAAACCGTGAAGGTGTTCGATTTGTTATTGAAGTCAAGCGCGACGCCTCAGCCAATGTTATTCTCAATAACCTCTTCAAAATGACCCAAATG
Q T NF GFNMLAIQNG GTIPIK 1T L SLRQT1T LDAY 1 EWHAQK
CAAACCAATTTTGGTTTCAATATGCTCGCTATCCAAAATGGTATACCGAAAATTTTGTCTCTTCGTCAGATTTTGGATGCTTATATTGAGCACCAAAAAG
E VVVRRTREFDI KEIKAEARAHI LEGLULTIALUDUHTIDEYV
AAGTGGTTGTTCGTCGTACACGTTTTGATAAGGAAAAAGCGGAAGCGCGCGCTCATATCTTAGAAGGTCTCTTGATTGCGCTAGACCATATCGACGAAGT
Il R1 1 RASETWDAEAQAELMMSI KU FIKULSEWRI QSQATILI LD
GATTCGTATCATCCGTGCTAGTGAAACGGATGCGGAAGCTCAAGCTGAGTTGATGAGCAAGTTTAAGCTTTCTGAACGTCAAAGTCAAGCTATCCTTGAT
gyrA 435 _, Hindl11
M R LRRULTSGULERDIK 11 QS EYDDULULALTITADTULADTILA
ATGCGTCTTCGCCGTTTGACAGGTTTGGAACGCGATAAGATTCAATCTGAGTATGATGACCTCTTGGCTCTGATTGCGGATTTAGCAGATATTCTTGCTA
K P ERV S Q1 1 KDELDUEVI KIRI K FSDIKIRRTIETLMYVG Q V L
AGCCTGAACGTGTTTCTCAAATTATCAAAGACGAATTGGATGAAGTTAAACGTAAATTTTCTGATAAACGCCGTACAGAGTTGATGGTTGGACAGGTCTT
s L EDETDWL1 EESDVL 1T TLSNIRGY 1T KRULDIGQDTETFTA
GAGTCTCGAGGATGAGGACTTGATTGAAGAATCGGATGTCTTGATTACCCTTTCTAACAGAGGCTACATTAAGCGTTTGGATCAGGACGAGTTCACTGCT
K R 66GGRGVQGTSGV ED DU D FVRETULVSTSTHTDMHILTLF
CAAAAACGTGGGGGTCGTGGTGTCCAAGGAACGGGAGTAGAAGATGATGACTTTGTTCGTGAGTTAGTGTCAACTAGTACCCATGATCATCTGCTCTTCT
F T NK GR VY RLIKSGYEIl PEYGRTAKSGLU®PVVNLILIKLD
TCACAAACAAGGGACGTGTCTATCGTCTTAAAGGTTATGAAATTCCTGAGTATGGTCGGACTGCCAAAGGGCTACCAGTAGTCAATCTCTTGAAATTGGA
gyrA607 _,

EDESITQTV I NV ESDRSUDDAYTLEFFTTRHVYVLLIKR RT
TGAAGACGAAAGTATTCAGACGGTTATCAATGTTGAGTCTGATCGCAGTGATGATGCTTATCTCTTCTTTACAACCCGTCACGTATTGTTGAAGAGAACC
S VKEFANIRU QNG GLI KALNLWGQDEDTETLTINVLTLAETGTSD
AGTGTTAAGGAGTTTGCCAATATTCGTCAAAATGGTCTCAAAGCGCTGAATTTAAAGGATGAAGATGAGTTAATCAATGTCTTGTTGGCAGAAGGAGATA

Dral

Mm D1 1 1 6 T KF GY AVRFNIQSAVRGMSURI ATSG GV KG VN

TGGATATTATCATTGGTACCAAGTTTGGTTATGCAGTTCGCTTTAATCAATCAGCCGTTCGTGGTATGAGCCGTATCGCCACTGGTGTGAAAGGTGTTAA
Kpnl

L REGDTVVGASTULITDO QDT EWVLIITEI KG GY G KR RTVA
CCTTCGTGAAGGAGACACAGTTGTTGGTGCCAGCTTGATTACTGATCAAGATGAGGTTCTTATTATCACAGAAAAAGGATATGGTAAGCGTACAGTCGCT

T EYPTIKGRGGIKGMQTAIKTI1TTEI KNG GLLAGLWMTVQG
ACTGAATACCCAACAAAAGGTCGTGGTGGTAAGGGAATGCAGACAGCTAAAATTACCGAAAAAAATGGCTTGCTGGCCGGTCTTATGACTGTTCAAGGGG
pbeDbLMI1T 1 TDTG GVWMIRTNILANISOQT GRATMGV K VM
ATGAGGATTTGATGATTATCACTGATACAGGTGTCATGATTCGAACCAATCTTGCCAATATTTCACAAACAGGACGTGCAACTATGGGAGTTAAAGTAAT
R L DQQDAQ1I1 VTFTTVAVAEIKEEV GTENIETEGTE A *
GCGCCTGGATCAAGATGCTCAGATAGTGACTTTCACAACGGTTGCGGTGGCAGAAAAAGAAGAAGTTGGGACAGAAAACGAAACAGAAGGTGAAGCATAA

TGTCTCAAAAAAATAATAAAAAGAAAAACAAGCGAAAAAATCTGCTGACAAATATCCTAGCAGGATTTCTGATATTACTGTCAC

Figura 6. Secuencia de nucleétidos de un fragmento de 2685 pb de S. pneumoniae R6 que contiene el gen gyrA.
Se muestra la hebra correspondiente al mMRNA. Los nucle6tidos y aminoécidos estdn numerados tomando el primer
nucleétido de gyrA como nt 1 y el primer residuo de GyrA como residuo 1. Se indican subrayados y en negrita las
regiones promotoras -35 y -10 extendida y el sitio de union al ribosoma (RBS). El primer nucleétido del mRNA se
indica como +1. Se representan oligonucleétidos y endonucleasas de restriccion importantes. Los residuos
aminoacidicos codificados por los oligonucledtidos utilizados en los experimentos de PCR estan subrayados y en
nearita.
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4.2. CARACTERIZACION DEL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION DEL
GEN gyrA

Para localizar el sitio de iniciacion de la transcripcion de gyrA, se realizo un ensayo de
“primer extension” con un oligonucledtido de 17 pb (gyrA20) y con RNA extraido de la cepa
XL1-Blue de E. coli portadora del plasmido pGYANBS. Se utilizd RNA de la misma cepa pero
con el vector pPEMBL18" como control negativo. El resultado de “primer extension” fue un
producto de 89 nucle6tidos (Fig. 7), que localizo el inicio de la transcripcién en la A, situada
en la posicion -31 de la secuencia de la figura 6. Este nucleétido se encuentra a 6 pb del

extremo 3" de la secuencia -10 extendida y a 30 pb del codon de iniciacion ATG (Fig. 7).

-10 Extendida +1 RBS M Q

5 AATTTATGGTATAATIGTTGTTACTTACTAATTGTIGAAATGAGGCATTTATTAATGCAG 3~
3°TT. TACCATATTACAACAATGAATGATTAACTICTTTACTCOGTAAATAATTACGTC 57

3 )

2 ]

1

SE B INI B Y It I (I [
T# I 10 My
A 19 Mmoo 9 mn
G 9 9 44 ‘ P

Figura 7. Secuencia de DNA de la region 5 de gyrA y localizacién del sitio de inicio de la transcripcion. Las
reacciones de secuencia utilizando el plasmido pGYANG6 como molde y gyrA20 como cebador proporcionaron la
secuencia de referencia: G, A, T, y C indican los dideoxinucle6tidos utilizados. Para los experimentos de “primer
extension”, se utilizaron RNAs obtenidos de la cepa XL1-Blue de E. coli que lleva el plasmido pEMBL18" (carril 1,
15 g de RNA) o el plasmido pGYANG (carril 2, 3 ug de RNA; carril 3, 15 g de RNA). La flecha indica la
direccion de la electroforesis. La region —10 extendida, el primer nucledtido del mRNA (+1) y el sitio putativo de
union al ribosoma (RBS) estan encuadrados. También se muestran las secuencias de la doble cadena de DNA de la
region 5” de gyrA v los aminodcidos deducidos de la secuencia.
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4.3. CARACTERIZACION DE UNA CURVATURA INTRINSECA DEL DNA EN LA
REGION PROMOTORA DE gyrA

Previamente se habia observado en nuestro laboratorio una movilidad andmala de
algunos fragmentos de restriccion que incluian la region promotora de gyrA. Debido a que
este fendmeno esta normalmente asociado con la existencia de curvaturas intrinsecas en el
DNA, se realizé un modelo por ordenador de la region que incluye los nucle6tidos -128 a -8
de la secuencia representada en la figura 6. El modelo (Fig. 8A) predecia una regién curvada
localizada en la posicion —-67, es decir, en la region -35 del promotor. Se realizaron
electroforesis bidimensionales en geles de poliacrilamida, corriendo la primera dimension a
60°C y la segunda a 4°C. Se observo que el fragmento de 403 pb HindllI-Sacl que contenia la
region promotora (Fig. 5) se separaba de la diagonal de los fragmentos de DNA no curvados
(no se muestra), indicando la presencia de una curvatura en el DNA.

Para localizar de forma precisa el centro de la curvatura, se utilizd el método de
permutacion circular (Wu and Crothers, 1984). Este método consiste en clonar un inserto de
DNA, sospechoso de presentar curvatura, en un plasmido cuyo sitio de multiclonado deja a
ambos lados una serie de dianas de restriccion Gnicas en tandem. Al digerir con estas enzimas,
se genera una serie de fragmentos permutados circularmente, es decir, de idéntico tamafio,
pero con los extremos localizados en distintas posiciones del fragmento original. A igual
longitud, las moléculas curvadas migran mas lentamente que las moléculas no curvadas y, si
el centro de la curvatura esta localizado en el centro de un fragmento de restriccion, afectara
mas a la forma del DNA que si estd en uno de los extremos del fragmento. Por tanto, la
movilidad electroforética, en geles no desnaturalizantes de poliacrilamida, de los fragmentos
de DNA curvados disminuird tanto mas cuanto mas centrada esté la curvatura. Para realizar
este analisis se construyd el plasmido pBEND-11 (Fig. 5), llevando a cabo las siguientes
manipulaciones. En primer lugar, el inserto Dral-EcoRV de 533 pb del pldsmido pGYANG6
(Fig. 5) fue clonado en el sitio Smal del plasmido pCY?7 (Prentki et al., 1987), un derivado del
pBR322 en el cual un fragmento de 375 pb EcoRI-BamHI esta presente como un tandem
repetido y separado por el sitio de multiclonado Sacl-Smal-Xbal-Bglll. Puesto que este
método esta disefiado para clonar insertos de DNA de 150 a 300 pb, el plasmido resultante fue

digerido con Sacl para acortar el tamafio del inserto. El inserto, que comprende los
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nucleotidos —128 a 94 de la secuencia de la figura 6, se clond de nuevo en el sitio Sacl del
plasmido pCY7 y su orientacion fue determinada por secuencia. El pldsmido resultante,
pBEND-11, fue digerido con enzimas de restriccion para producir una serie de fragmentos de
igual tamario, 609 pb (inserto de 234 pb y fragmento EcoRI-BamHI de 375 pb) (Fig. 8B), que
se diferencian en la posiciéon del centro de la curvatura y que se analizaron en geles de
poliacrilamida a 4°C. Las movilidades relativas se representaron frente a la distancia entre el
extremo 5 (del sitio EcoRI del fragmento duplicado en el vector) y el punto medio del
fragmento generado por cada enzima de restriccion (Fig. 8C). En la gréfica, el punto mas bajo
de la curva que mejor aproxima se corresponde con el centro de la curvatura (Wu and
Crothers, 1984). En este caso, la posicion del centro de la curvatura se localizd a 74 pb del
extremo 5 del fragmento (nt —128), es decir, alrededor del nucleétido —55 de la secuencia de
la figura 6, entre las regiones —35 y —10 extendida del posible promotor de transcripcion de
gyrA.

Para conocer el angulo de curvatura, se ha deducido empiricamente una relacion entre
el grado de curvatura y la movilidad electroforética en geles de acrilamida (Thompson and
Landy, 1988):

Hm=[COS(0t/2)pe,
donde o es el angulo de la curvatura estimado, pm la movilidad del fragmento en cuyo punto
medio se encuentra el centro de la curvaturay pe la movilidad del fragmento en cuyo extremo
se encuentra el centro de la curvatura. Para el fragmento de 609 pb, el angulo de la curvatura

estimado por esta ecuacion fue de 82°.
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Figura 8. Localizacion del centro de la curvatura en el plasmido pBEND-11 por el ensayo de permutacién
circular. A. Estructura disefiada por ordenador de la region de DNA desde el nucle6tido —128 a —8 de la secuencia
de la figura 6. El gréafico se representa en el plano YZ para mostrar la region curvada que predice el programa. B. El
plasmido pBEND-11 fue digerido con cada una de las enzimas indicadas (E, EcoRI; H, Hindlll; EV, EcoRV; N,
Nhel; B, BamHI) para generar fragmentos de 609 pb que llevan el inserto en diferentes posiciones relativas a su
extremo 5°. Estos fragmentos fueron aislados de un gel de agarosa y su movilidad analizada por electroforesis en gel
de poliacrilamida al 5% y a 4°C. El plasmido pBR322 digerido con Hpall, fue utilizado como marcador de peso
molecular (carril M). C. Estructura fisica del plasmido pBEND-11. Se indican los sitios de restriccion que se generan
una sola vez en cada fragmento duplicado que flanquea el inserto (cuadros grises). Las puntas de flecha (en negro)
indican la orientacion del inserto. La movilidad de cada fragmento se representd frente a la distancia entre el extremo
5 (sitio EcoRl) del fragmento duplicado en el vector y el punto medio del fragmento generado por cada enzima de
restriccion. La linea representa la mejor aproximacion de los datos experimentales, y la flecha indica su minimo, que
se corresponde con el centro de la curvatura.

54



Resultados

4.4. SECUENCIAS IMPLICADAS EN LA TRANSCRIPCION DEL GEN gyrA

Se construy6 una fusién transcripcional de la regién promotora de gyrA y el gen cat
(cloramfenicol acetil transferasa) de actividad enzimatica cuantificable. Para ello, en primer
lugar se amplificd por PCR la region promotora de gyrA, que comprende los nucleétidos —311
hasta el 47 (considerando el primer nucleétido de gyrA como posicion 1) (Figs 9 y 10), y se
clond en el vector pUC18 de E. coli. El plasmido recombinante (pPGYANL1) fue linearizado
por digestion con EcoRI, amplificandose, posteriormente, por PCR todo el plasmido (region
promotora de gyrA y vector pUC18) (Fig. 9). Por otra parte, se amplificd por PCR el gen cat
del plasmido pJS3. Los productos resultantes de ambas amplificaciones se digerieron con
Sacl, se ligaron y se transformaron en la cepa XL1-Blue de E. coli, seleccionando los clones
que llevaban la fusion transcripcional PgyrA-cat en 5 pug/ml de cloramfenicol. Se selecciond
uno de los plasmidos, pGYAC3 (Fig. 9). La fusién PgyrA-cat fue clonada posteriormente en
el vector pUC19 con el objeto de eliminar la duplicacion del sitio de multiclonado que se
habia producido en la clonacion (Fig. 9). De los plasmidos que presentaban la fusidén deseada,
se utilizé uno, denominado pGYAC1, para construir una serie de deleciones desde el extremo
5" de la fusion transcripcional. La seleccion de los clones con deleciones 5 se hizo tanto por
sus CMIs a cloramfenicol (Tabla VII1I) como por el tamafio del inserto. Con estos métodos de
seleccidn no se obtuvo ningan plasmido que llevara s6lo la region promotora —10 extendida
de gyrA. Este plasmido (pGYAC59), se construyd a partir de pGYACL1 por amplificacion por
PCR con los oligonucleétidos —10gyrA y cat-end2. El producto de PCR fue digerido con
Sall+Hindlll (dianas incluidas en los oligos) y clonado en pUC19 cortado con las mismas
enzimas. En la figura 10 se presenta un resumen de las deleciones de la region promotora de
gyrA presentes en diferentes plasmidos.

Las fusiones PgyrA-cat presentes en los plasmidos pGYAC126, -69, -59 y -31, fueron
clonadas en el plasmido interespecifico pLS1, capaz de replicar en S. pneumoniae (Lacks et
al., 1986) y transformadas en E. coli C-600 y S. pneumoniae T4. Para ello, se realizaron
reacciones de PCR con los oligonucle6tidos directo y cat-end2, utilizando como molde los
diferentes plasmidos. Los productos de PCR se cortaron con EcoRlI (diana incluida en el sitio

de multiclonado del vector) y Hindlll (diana de cat-end?2), se ligaron a pLS1 cortado con las
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Figura 9. Construccion de una fusion transcripcional de la region promotora de gyrA y el gen cat (PgyrA-
cat). El plasmido pGYANG que lleva la region N-terminal de gyrA se utilizé para amplificar la region promotora
de gyrA con los oligonucleétidos gyrA16 y reverso. El producto de PCR se cort6 con E y Ky se clon6 en
pUC18 dando lugar a pPGYANL. Este plasmido se linearizé con E y todo el plasmido se amplificé por PCR con
los oligonucleoétidos gyrAl fosforilado y gyrA9. Por otra parte, el gen cat se amplificoé por PCR a partir de pJS3
con cat2 fosforilado y cat-end. Los productos de PCR resultantes de ambas amplificaciones fueron digeridos con
Sc y se ligaron, dando lugar a pGYACS3. Posteriormente, la fusion PgyrA-cat se clond en pUC19 para eliminar
la duplicacion del sitio de multiclonado: pGYACS3 fue digerido con Sc + S, para liberar el fragmento que lleva la
fusion transcripcional, tratado con T4 DNA polimerasa y clonado en pUC19, digerido con B + H y tratado con
Klenow. El plasmido pGYAC1, que lleva la fusion PgyrA-cat, fue utilizado para la construccion de una serie de
deleciones desde el extremo 5° de la fusion transcripcional. Las fusiones PgyrA-cat que llevan los plasmidos
delecionados pGYAC126, -69, -59, y —31 fueron clonadas en pLS1. Dianas de restriccion: E, EcoRlI; Sc, Sacl;
K, Kpnl; S, Smal; B, BamHI; X, Xbal; Sl, Sall; P, Pstl; Sp, Sphl; H, Hindlll. SMC, sitio de multiclonado
(dianas de restriccién, H, Sp, P, SI, X, B, S, K, S, B, X, SI, P, Sp, H).
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mismas enzimas y se establecieron en E. coli C-600, haciendo la seleccion en 10 pg/ml de
tetraciclina y cloramfenicol para pLGYA126 y pLGYACG69 6 en 10 pug/ml de tetraciclina para
pLGYAC31 (Fig. 9). Posteriormente, estos plasmidos fueron establecidos en S. pneumoniae
T4, seleccionando los clones recombinantes en 1 ug/ml de tetraciclina. El plasmido
pLGYACS59 no pudo purificarse a partir de E. coli por los métodos habituales, incluso con
volumenes elevados, por lo que se transformo directamente a S. pneumoniae con la mezcla de

ligacion, seleccionando los recombinantes en 1 ug/ml de tetraciclina.

Tabla VIII. CMI a cloramfenicol de las cepas de E. coli que llevan plasmidos con deleciones en la regién
promotora de gyrA

Estirpe (XL1-Blue E. coli) CMI a Cm (ug/ml)
pGYAC283 80
pGYAC281 80
pGYAC269 80
pGYAC249 40
pGYAC233 80
pGYAC182 80
pGYAC149 80
pGYAC126 40-80
pGYAC69 40-80

pGYAC67 20-40
pGYAC59 80
pGYAC31 <25
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-283 -281 -269 -249
HlndIII

-233 -182

CACCGACAAGGATAACTTTTTTGTGTTGTTTAGTTGAAGTCATTGTTTTAAACATCTCCTTAATTTTATTAGGGGA

-149 -126
Dral
TTTTCCCTAGACAACTTCATTCTATCACTTITTAAAAAACTTTGTCACGAATATGCCTTATAGTTCTCGATGTAAAC

-69 -67
GTTTTAGTGGTTTAGAZG%TGAANTAXACGGGAAT TATGGTATAA GTTGTTAgTTACTAATTGT AAATGAGG
+3 (DCAT) -35 -10gyrA— -10 extendido ~ RBS
gyrA9 —
CATTTATTAATG=:=::CAGGATAAAAATTTAGTGAATGTCAATCTGACAAAGGAGATGAAGGCAAGTTTT
<gyrAl «—QyrAl6
cat2— II
«cat-end
«—Ccat-end 2

Figura 10. Secuencia de la regién promotora de gyrA fusionada a cat y localizacién de los extremos 5 de
las deleciones. Se indica con flechas la posicion del extremo 5 del plasmido delecionado correspondiente, que
ha sido numerado asignando el valor 1 a la base A del codon de iniciacion ATG. Se indican subrayados los
oligonucledtidos utilizados en los experimentos de PCR para la construccion de la fusion transcripcional PgyrA-
cat y las dianas para enzimas de restriccion. Las regiones promotoras —35 y —10 extendida y el sitio de unién al
ribosoma (RBS) se muestran con recuadros. El primer nt del mRNA se indica como +1. La secuencia encuadrada
en linea discontinua se deriva de los experimentos de clonacién (oligonucledtido gyrA172) y no esta presente en
el cromosoma de S. pneumoniae.

En la Tabla IX se describen las caracteristicas de los plasmidos que llevan las
diferentes fusiones transcripcionales con el gen cat. De los datos de esta Tabla se deduce que
las deleciones deben extenderse mas alld de la region —10 extendida del promotor para
eliminar la expresion del gen cat. Sélo la secuencia que incluye la regién promotora —10
extendida, el sitio de inicio de la transcripcion y las primeras bases del transcrito (inserto del

plasmido pLGYAC59) (Fig. 10), son necesarias para la funcion del promotor de gyrA.
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Tabla IX. Caracteristicas de los plasmidos que llevan diferentes fusiones transcripcionales PgyrA-cat
A

Estirpe CMI a Cloramfenicol ~ Actividad especifica CAT R®/%0
(ug/ml) (nmoles/mg)
T4 (pLGYAC126) 5 645+25 12
T4 (PLGYAC69) 10 229,5+35 1,0
T4 (PLGYAC59) 10 191454 1
T4 (PLGYAC31) 1 <1 1
T4 (pJS3) 20 3155+5 -
T4 (PMISPN1) - 13914125 -

-, no determinado.

B
Estirpe CMI a Cloramfenicol Actividad especifica CAT
(ng/ml) (nmoles/mg)
C-600 (pLGYAC126) 40-80 82+6
C-600 (pPLGYACE9) 40-80 104+ 6
C-600 (pLGYACK9) 80 280 £ 36
C-600 (pLGYAC31) <25 <1

4.5. CORRELACION ENTRE CURVATURA DEL PROMOTOR DE gyrAY FUERZA
DEL PROMOTOR

Se ha propuesto que las curvaturas del DNA presentes en la region 5° del promotor
aumentan la capacidad transcripcional de dichos promotores (Bossi and Smith, 1984; Plaskon
and Wartell, 1987; McAllister and Achberger, 1989). Por ello se estudié la movilidad
electroforética de los fragmentos de DNA de diferentes zonas de la region promotora de gyrA
y se correlacion6 con la actividad CAT de sus fusiones transcripcionales. Para determinar si
un fragmento de DNA presenta movilidad anémala, indicativa de la existencia de curvatura,
se determiné el factor R¥®° (Poljak and Gralla, 1987), que es el cociente entre el tamafio
aparente de los fragmentos a 6°C y el tamafio aparente a 60°C. Los fragmentos de DNA
curvado experimentan un aumento de la movilidad al aumentar la temperatura, mientras que
los fragmentos rectos migran siempre igual independientemente de la temperatura. Por tanto,
en los fragmentos rectos el valor R¥*° es préximo a 1, mientras que en los curvados este valor
es superior a 1.
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Figura 11. A. Movilidad electroforética de fragmentos de DNA que llevan diferentes zonas de las regiones
promotoras de gyrA y gyrB. Se utilizaron geles de 3,5% poliacrilamida a tres temperaturas, 6, 20 y 60°C. Los
fragmentos fueron visualizados por tincion con 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Como un marcador de peso
molecular sin curvatura, se utilizé pBR322 digerido con Hphl (M). Se indican con puntas de flecha los
fragmentos de DNA cuya movilidad aparente es andmala. B. Se representa la movilidad aparente de cada inserto
de DNA a tres temperaturas y los cocientes entre el tamafio aparente a 6 y 60°C, factor R%% (Poljak and Gralla,

1987).
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Los insertos de los diferentes plasmidos (pGYAC269, -182, -149, pLGYAC126, -69, -
59 y -31) (Fig. 10) se aislaron de geles de agarosa tras su digestion con EcoRI (enzima de
restriccion del sitio de multiclonado de los plasmidos) y Ncol (enzima localizada en la
secuencia del gen cat), dando lugar a fragmentos de tamafio 729, 624, 591, 569, 529, 512 y
490 pb, respectivamente. Las deleciones a partir del extremo 5 de la fusion transcripcional
PgyrA-cat eliminaron de forma progresiva la curvatura (Fig. 11A). Todos los fragmentos de
DNA que incluyen la secuencia que lleva el plasmido pLGYAC126 (Fig. 10) presentaron

R%%Y superiores a 1, por lo que se consideraron como fragmentos curvados,

valores de
mientras que los que no llevan la secuencia comprendida entre los nucledtidos —126 a —69 no
presentaron curvatura (Fig. 11B).

La influencia “in vivo” de las secuencias localizadas en posicion 5° del promotor fue
determinada mediante la medida de la actividad CAT de las fusiones PgyrA-cat que llevan los
plasmidos pLGYAC126, -69, -59, -31. Se observo una correlacién inversa entre la actividad
transcripcional (CAT) y la curvatura (Tabla IX, Fig. 12). Los plasmidos pLGYACE9 y

R%%0 = 1), pero tuvieron una actividad CAT

pLGYACS59 no presentaron curvatura (factores
superior (3,5 veces para pLGYAC69 y 2,9 veces para pLGYAC59) a la del plasmido
pLGYAC126, que se caracterizd por presentar curvatura (factor R%®° = 1,2). Por lo tanto, en
el caso del promotor de gyrA de S. pneumoniae, la presencia de una curvatura intrinseca en el

DNA implica una menor fuerza del promotor y eficiencia de transcripcion.
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Figura 12. Efecto de las deleciones de la fusién PgyrA-cat en la actividad in vivo del promotor de gyrA. La
actividad CAT de cultivos de T4 con los plasmidos indicados se muestra como barras, que representan los valores de
al menos tres experimentos. La movilidad electroforética de los insertos plasmidicos se indica por el valor del factor

R6/60 (‘)
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4.5.1. Ensayo de permutacion circular del plasmido pLGYAC126

Para comprobar si el centro de la curvatura en la fusion PgyrA-cat del plasmido
PLGYAC126 se localizaba en la misma posicion que en el plasmido pBEND-11 (Fig. 8) se
realizé un ensayo de permutacion circular. Se construyé el plasmido pPBEND126 a partir de
pLGYAC126, amplificando por PCR un fragmento de 156 pb con los oligonucledtidos
directo y gyrAl-Xbal (como gyrAl con una diana Xbal en su extremo 5, Fig. 10). El
producto de PCR fue digerido con Sacl (diana localizada en el sitio de multiclonado de
pLGYAC126) y Xbal y clonado en pCY7 cortado con las mismas enzimas. La orientacion del
inserto en el plasmido pBEND126 fue determinada por analisis de restriccion. El plasmido
pBEND126, que lleva un inserto de 159 pb (nt -126 a 3 de pLGYAC126, Fig. 10) fue
digerido con una serie de enzimas de restriccion, cuyos sitios de corte estan presentes sélo
una vez en el fragmento duplicado EcoRI-BamHI, generando una familia de fragmentos de
igual tamafio (534 pb) (Fig. 13A) que se analizaron en geles de poliacrilamida a 4°C. Las
movilidades relativas fueron representadas frente a la distancia entre el extremo 5  (sitio
EcoRl) del fragmento duplicado en el vector y el punto medio del fragmento generado por
cada enzima de restriccion (Fig. 13B). El centro de la curvatura se localizé a 94 pb del
extremo 5° terminal del fragmento y en el nt -55 de la secuencia de la figura 10. Este
resultado indica que el centro de la curvatura en el plasmido pLGYAC126 esté localizado en

la misma posicidn que en el plasmido pBEND-11.
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Movilidad de los fragmentos de DNA
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Figura 13. Localizacion del centro de la curvatura en el plasmido pBEND126 por el método de
permutacion circular. A. El pldsmido pBEND126 fue digerido con cada una de las enzimas indicadas (E,
EcoRl; H, Hindlll; EV, EcoRV; N, Nhel; B, BamHI) para generar fragmentos de 534 pb que llevan el inserto en
diferentes posiciones relativas a su extremo 5°. Estos fragmentos fueron analizados por electroforesis en gel de
5% poliacrilamida a 4°C. El plasmido pBR322 digerido con Hpall, fue utilizado como marcador de peso
molecular (M). B. Estructura fisica del plasmido pBEND126. Se indican los sitios de restriccién que se generan
una sola vez en cada fragmento duplicado que flanquea el inserto (cuadros grises). Las puntas de flecha (en
negro) indican la orientacién del inserto. Se determiné la movilidad de cada fragmento y se represento frente a la
distancia entre el extremo 5° (del sitio EcoRIl) del fragmento duplicado en el vector y el punto medio del
fragmento generado por cada enzima de restriccion. La linea representa la mejor aproximacion de los datos
experimentales, v la flecha indica su minimo, que se corresponde con el centro de la curvatura.
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4.6. ESTIMULACION DE LA TRANSCRIPCION DE gyrA POR RELAJACION DEL
DNA (RESPUESTA RST)

Como se ha comentado en la introduccién (apartado 1.3.5.), la sintesis de la girasa,
codificada por los genes gyrA y gyrB, parece estar controlada por el nivel de
superenrollamiento del DNA. En E. coli la transcripcion de gyrA y gyrB aumenta en respuesta
a la relajacion del DNA mediada por inhibidores de la girasa (Menzel and Gellert, 1983;
Menzel and Gellert, 1987a). Para determinar si la respuesta RST se producia en S.
pneumoniae y cual era la regién promotora de gyrA implicada en la misma, se utilizaron los
plasmidos descritos en la Tabla IX y se midi6 el grado de induccién de actividad CAT por
novobiocina y ciprofloxacina, tanto en S. pneumoniae (estirpe T4) como en E. coli (estirpe C-
600). Como control de no-induccion, se utilizo el plasmido pMJSPNL1 que lleva una fusion
del promotor atp (nt -186 a 1 de atpC, asignando el valor 1 a la base A del codon de

iniciacion ATG) con el gen cat.

4.6.1. Respuesta RST en S. pneumoniae T4

En primer lugar se determinaron las concentraciones éptimas de novobiocina
(inhibidor de GyrB) y ciprofloxacina (inhibidor de GyrA), en ensayos con los plasmidos
pLGYAC126 y pMJSPN1 (como control de no-induccion) a distintas concentraciones de
antibidtico y a varios tiempos después del tratamiento (Fig. 14). Mientras que a 10 ug/ml de
novobiocina no se produjo induccion de la expresion, a concentraciones > 20 pg/ml se
observo un aumento mayor o igual a 2 veces en la expresion de cat a los 120 min después del
tratamiento (Fig. 14A). Se seleccion6 como concentracion éptima de novobiocina 40 ug/ml,
concentracion 40 veces superior a la CMI que es de 1 pg/ml (Fig. 14A). Para la
ciprofloxacina, las concentraciones de 40 y 80 pg/ml (80 y 160 veces superiores,
respectivamente, a la CMI que es 0,5 pg/ml) detuvieron el crecimiento de la bacteria. Se
eligié como concentracion optima de induccion 10 ug/ml (20 veces la CMI), puesto que
produce un mayor grado de induccién en todos los tiempos estudiados y permite un mejor

crecimiento de la bacteria que a 20 ug/ml (Fig. 14B).
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Figura 14. Induccion en S. pneumoniae T4 de la actividad CAT de fusiones transcripcionales PgyrA-cat
con diferentes concentraciones de novobiocina (A) y ciprofloxacina (B). Cultivos de S. pneumoniae T4, que
llevan los plasmidos pLGYAC126 (lineas continuas) o pMJSPN1 (linea discontinua), fueron crecidos hasta
ODegso = 0,2-0,4. En este momento se afiadid novobiocina (A), o ciprofloxacina (B) a las concentraciones
indicadas, se continué el crecimiento y se determiné la actividad CAT. Los resultados son la media de dos
experimentos.
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En la figura 15 se muestra la induccion por novobiocina a varios tiempos después del
tratamiento de cepas de S. pneumoniae T4 con los plasmidos pLGYAC126, -69, -59, -31 0
pPMJSPN1. La adicion de novobiocina incrementd la expresion de la actividad CAT
aproximadamente 2 veces en la fusién PgyrA-cat del plasmido pLGYAC126. Esta se produjo
a los 40 minutos y se mantuvo practicamente constante hasta 4 horas después. No se observé
respuesta RST en los plasmidos pLGYAC69 y pLGYACS9, indicando que dicha respuesta
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depende de la secuencia situada en el extremo 5°de la region —35 del promotor de gyrA

(nucleotidos -126 a -69 presentes en pLGYAC126 y no en los otros plasmidos).
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1,4+ 0,08
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Figura 15. Induccion en S. pneumoniae T4 de la actividad CAT de fusiones transcripcionales PgyrA-cat
con novobiocina. A. Cultivos de S. pneumoniae T4 que llevan los plasmidos indicados fueron crecidos hasta una
ODsso= 0,2-0,4. En este momento se afiadieron 40 ug/ml de novobiocina, se tomaron muestras a los tiempos
indicados y se determind la actividad CAT. La actividad especifica CAT se expresa como el cociente de la
actividad CAT del cultivo inducido por novobiocina y la actividad CAT del cultivo sin inducir. Los resultados
son la media de al menos tres experimentos. B. Esquema de las fusiones transcripcionales PgyrA-cat y la fusion
Patp-cat. C. Valores medios de tres experimentos independientes de actividad CAT especifica, en presencia
(inducido) y en ausencia (basal) de novobiocina a los 120 min. El grado de induccion es el cociente de la
actividad CAT del cultivo inducido por novobiocina y la actividad CAT basal.
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En la figura 16 se muestran los resultados de experimentos de induccion con
ciprofloxacina. Al igual que en el caso de la novobiocina, sélo la actividad CAT del plasmido

pLGYAC126 fue inducida por ciprofloxacina en aproximadamente 1,9 veces. A diferencia de
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Figura 16. Induccién en S. pneumoniae T4 de la actividad CAT de fusiones transcripcionales PgyrA-cat con
ciprofloxacina. A. Cultivos de S. pneumoniae T4 que llevan los pldsmidos indicados fueron crecidos hasta una
ODsso= 0,2-0,4. En este momento se afiadieron 10 pg/ml de ciprofloxacina, se tomaron muestras a los tiempos
indicados y se determind la actividad CAT. La actividad especifica CAT relativa, es el cociente entre la actividad
del cultivo tratado con ciprofloxacina y la del cultivo sin tratar. B. Esquema de las fusiones transcripcionales
PgyrA-cat y la fusion Patp-cat. C. Valores medios de tres experimentos independientes de actividad CAT
especifica, en presencia (inducido) y en ausencia (basal) de ciprofloxacina a los 140 min. El grado de induccién
es el cociente de la actividad CAT del cultivo inducido por ciprofloxacina v la actividad CAT basal.
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la novobiocina, la ciprofloxacina indujo la expresion de cat a partir de los 90 min, con un pico

de induccion a los 140 min y una disminucion progresiva hasta las 4 h.

4.6.2. Respuesta RST en E. coli C600

La concentracion de novobiocina utilizada fue de 1.000 pug/ml (10 veces la CMI de E.
coli, que es 100 pg/ml), como se describe en estudios previos de otros autores (Menzel and
Gellert, 1983). Para la ciprofloxacina, se utiliz6 una concentracién de 0,26 pug/ml (20 veces
superior a la CMI, que es 0,013 pg/ml), siguiendo la misma relacion con respecto a la CMI
que en el caso de neumococo. En la figura 17 se observa que tanto en el plasmido

pPLGYAC126 como en pLGYACGE9, la actividad especifica CAT aumentd méas de 3 veces con
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E S 25- —&— pLGYAC126
;-’_ = —e— pLGYAC6E9
o 2 —+— pLGYAC59
3 1.5+
=
3]
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0.51
T T T T
0 60 120 180 240
Tiempo (min) después de la adicién de
novobiocina
B

E. coli C-600 Actividad CAT Grado de

(nmoles/mg) induccién + SD
Inducido/Basal

PLGYAC126 262/ 82 32+0,1
pLGYAC69 295/ 95 3.1+0,08
PLGYAC59 674/ 506 1.3+0,05
pLGYAC31 <1 -

Figura 17. Induccién en E. coli C-600 de la actividad CAT de fusiones transcripcionales PgyrA-cat con
novobiocina. A. Cultivos de E. coli C-600 que llevan los pldsmidos indicados fueron crecidos hasta una ODsso=
0,2-0,4. En este momento se afiadieron 1000 ;,g/ml de novobiocina, se tomaron muestras a los tiempos indicados
y se determind la actividad CAT. B. Actividad CAT especifica de los plasmidos indicados en presencia
(inducido) y en ausencia (basal) de novobiocina a los tiempos de maxima induccion: 140 min para pLGYAC126,
40 min para pLGYAC69 y 120 min para pLGYACHS9. Se indican los valores medios de tres experimentos. El
arado de induccion fue calculado como se describe en el pie de figura 15.
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respecto a la mostrada por las cepas que llevan los mismos plasmidos y que no fueron tratadas

con novobiocina, mientras que la actividad CAT de pLGYACS59 no vario.

En la figura 18 se representan los resultados de los experimentos de induccion con

ciprofloxacina. De forma similar a la induccidn con novobiocina, la actividad CAT aumento

unas 2,5 veces en el plasmido pLGYAC126 y 3,2 veces en pLGYAC69, mientras que no

aumento significativamente en pLGYACH59.

Por tanto, en E. coli, la induccién de gyrA depende de la secuencia de nucleotidos

presente en el plasmido pLGYACG9, es decir, de las regiones —35 y —10 del promotor, el sitio

de inicio de la transcripcion y las primeras bases del transcrito.
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experimentos.

Actividad especifica CAT
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—=— pLGYAC126
—e— pLGYAC69
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E. coli C-600 Actividad CAT Grado de
(nmoles/mg) induccién + SD
Inducido/Basal
pLGYAC126 320/130 25+0,3
pLGYACE9 339/105 3.2+0,15
pLGYAC59 840/ 607 1.4 + 0,05
pLGYAC31 <1 -

Figura 18. Induccion en E. coli C-600 de la actividad CAT de fusiones transcripcionales PgyrA-cat con
ciprofloxacina. A. Cultivos de E. coli C-600 que llevan los plasmidos indicados fueron crecidos hasta una
ODeso= 0,2-0,4. En este momento se afiadieron 0,26 g/ml de ciprofloxacina, se tomaron muestras a los tiempos
indicados y se determind la actividad CAT. B. Actividad CAT especifica de los plasmidos indicados en
presencia (inducido) y en ausencia (basal) de ciprofloxacina a los tiempos de méxima induccion: 120 min para
pPLGYAC126, 160 min para pLGYACG69 y 140 min para pLGYACS59. Se indican los valores medios de tres
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4.6.3. Respuesta RST en S. pneumoniae T4GyrB~®

Se construy6 una cepa isogénica a T4 resistente a novobiocina (CMI = 128 ug/ml) que
se denomind T4GyrBR. Esta cepa lleva el cambio S127L (TTG—TCG) en GyrB y se
construy6 por transformacion cromosémica de T4 con el plasmido pGYRN5 (Mufioz et al.,
1995) que no replica en S. pneumoniae. La cepa T4GyrBF fue transformada con los plasmidos
pLGYAC126, -69, -59 y -31. Los resultados del experimento de induccion con novobiocina
se representan en la figura 19. En ninguno de los plasmidos se observo induccidn significativa
de la actividad CAT.
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pLGYAC126 135/87 1.5+0,28
pLGYAC69 398 /245 1,6 +0,12
pLGYAC59 2341226 1,0+0,12
pLGYAC31 <1 -

Figura 19. Induccion en S. pneumoniae T4GyrBR de la actividad CAT de fusiones transcripcionales
PgyrA-cat con novobiocina. A. Cultivos de S. pneumoniae T4GyrBR que llevan los plasmidos indicados fueron
crecidos hasta una ODsso= 0,2-0,4. En este momento se afiadieron 40 pg/ml de novobiocina, se tomaron
muestras a los tiempos indicados y se determind la actividad CAT. La actividad especifica CAT se expresa como
el cociente de la actividad CAT del cultivo inducido por novobiocina y la actividad CAT del cultivo sin inducir.
B. Valores medios de tres experimentos independientes de actividad CAT especifica, de los plasmidos indicados
en presencia (inducido) y en ausencia (basal) de novobiocina a los 120 min (pico de induccion de pLGYAC126
en la cepa silvestre). EI grado de induccién es el cociente de la actividad CAT del cultivo inducido por
novobiocina y la actividad CAT basal.
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4.6.4. Respuesta RST en S. pneumoniae T4ParCR®

Debido a que la girasa es un blanco secundario para las quinolonas en neumococo, los
experimentos de induccion se realizaron en una cepa modificada genéticamente que lleva una
mutacion en parC y que fue construida en nuestro laboratorio. El producto de la amplificacion

por PCR de la regién QRDR del gen parC de la cepa de R,****¢

, que lleva el cambio S79Y en
ParC que confiere resistencia a ciprofloxacina (CMI = 4 ug/ml) (Mufioz and de la Campa,

1996), fue utilizado para transformar T4. Posteriormente, las células T4ParC® fueron
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pLGYAC126 112 /51 2,2+0,22
pLGYAC69 278 /188 1,4+0,15
pLGYAC59 225/ 177 1,3+0,05
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Figura 20. Induccion en S. pneumoniae T4ParC® de la actividad CAT de fusiones transcripcionales PgyrA-
cat con ciprofloxacina. A. Cultivos de S. pneumoniae T4parc® que llevan los plasmidos indicados fueron
crecidos hasta una ODgso= 0,2-0,4. En este momento se afiadieron 10 pg/ml de ciprofloxacina, se tomaron
muestras a los tiempos indicados y se determiné la actividad CAT. La actividad especifica CAT relativa, se
expresa como el cociente de la actividad CAT del cultivo inducido con ciprofloxacina y la actividad CAT del
cultivo sin inducir. B. Valores medios de tres experimentos independientes de actividad CAT especifica, de los
plasmidos indicados en presencia (inducido) y en ausencia (basal) de ciprofloxacina a los 140 min (pico de
induccion de pLGYAC126 en la cepa silvestre). El grado de induccidn es el cociente de la actividad CAT del
cultivo inducido por ciprofloxacina y la actividad CAT basal.
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transformadas con los plasmidos pLGYAC126, -69, -59 y -31. En la figura 20 se muestran los
resultados de los experimentos de induccion con ciprofloxacina. Se observé un aumento en el
nivel de expresion de cat de 2,2 veces en el plasmido pLGYAC126, pero el aumento no fue
significativo en los plasmidos pLGYAC69 y pLGYACH9.

4.7. ANALISIS DEL SUPERENROLLAMIENTO DEL DNA PLASMIDICO

Los resultados de los experimentos de induccién indican que en respuesta a la
relajacion del DNA, por inhibidores de la girasa, se produce un aumento de la transcripcion
de gyrA de S. pneumoniae. El siguiente paso era conocer como la inhibicion de la girasa con
novobiocina y ciprofloxacina afectaba el nivel de superenrollamiento del DNA. Para ello, el
plasmido pLGYAC126 fue purificado a partir de cultivos de S. pneumoniae T4, TAGyrB® y
T4ParCR, sin tratamiento (t = 0) y a diferentes tiempos después del tratamiento con 40 pg/ml
de novobiocina 6 10 ug/ml de ciprofloxacina, y analizado por electroforesis en geles de
agarosa con cloroquina, que permite la separacion de los topoisomeros superenrollados. El
DNA fue transferido a membranas de nylon e hibridado con una sonda especifica del gen cat
con objeto de detectar y cuantificar formas plasmidicas. Los cambios en el nivel de
superenrollamiento se midieron por la relacion entre la cantidad de radiactividad de la forma
CCC del plésmido y la radiactividad total en cada tiempo (Figs 21C y 21D).

Los efectos en el superenrollamiento del plasmido pLGYAC126 por inhibicion de la
girasa con novobiocina (cepa T4) y ciprofloxacina (cepa T4ParCR) se muestran en la figura
21A. En T4, la novobiocina inhibe la girasa y en T4ParC®, la mutacién en parC de la topo IV
confiere a la cepa resistencia a ciprofloxacina, por lo que la enzima inhibida es también la
girasa. En ambos casos, la relajacién del DNA, por inhibicion de la girasa con novobiocina y
ciprofloxacina, produce un aumento de la transcripcion de la misma. Como consecuencia, la
girasa cambia el plasmido a un nivel de superenrollamiento méas negativo.

Por otro lado, se estudiaron los cambios en el superenrollamiento del plasmido
pLGYAC126 por inhibicién con novobiocina de la cepa T4GyrBR y con ciprofloxacina de la
cepa T4 (Fig. 21B). La mutacioén en gyrB de la girasa confiere a la cepa T4GyrBF resistencia
a novobiocina, por lo que la girasa no es inhibida por esta droga y no se producen cambios en

el superenrollamiento del plasmido. En T4, tanto la topo IV (blanco primario a Fgs en
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neumococo), como la girasa (blanco secundario) van a ser inhibidas por la ciprofloxacina, lo

que se refleja en el plasmido por un aumento en el nivel de superenrollamiento negativo.
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Figura 21. Cambios en el superenrollamiento de pLGYAC126 por inhibicién de (A) la girasa y (B) Topo
IV y girasa, y Representacion gréafica del superenrollamlento en pLGYAC126 por inhibicion con (C)
novobiocina o (D) ciprofloxacina. Cultivos de T4 y T4Parc® Ay T4GyrB" y T4 (B) que llevan el plasmido
pLGYACI126, fueron crecidos hasta ODesonm=0,2-0,4. En este momento se afiadio novobiocina (40 ug/ml) o
ciprofloxacina (10 pg/ml) y se tomaron muestras a los tiempos indicados. C indica el plasmido purificado por el
método de lisis alcalina. Los plasmidos fueron purificados y analizados por electroforesis en geles de 1% agarosa
con 5 pg/ml de cloroquma El DNA fue transferido a membranas Immobilon NY e hibridado con una sonda del
gen cat marcada con [a- P1dCTP. Se muestra la autorradiografia de los “Southern blots”. OC, DNA circular
abierto; L, lineal y CCC, DNA circular cerrado covalente. Se representa el cociente entre las unidades arbitrarias
de radiactividad, PSL, de la forma CCC y la radiactividad total del plasmido en funcién del tiempo tras la
inhibicion de la girasa y la Topo IV con novobiocina (C) o ciprofloxacina (D). Las barras de error indican la
desviacion estandar de dos experimentos.
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Estos resultados se representaron graficamente en las figuras 21C y 21D. En la figura
21C se representan los cambios en el nivel de superenrollamiento del plasmido pLGYAC126
en la cepa T4 y T4GyrBR, por inhibicién de la girasa con novobiocina. En T4, se observa un
aumento en el nivel de superenrollamiento negativo por la girasa, mientras que, en T4GyrB¥,
el superenrollamiento plasmidico se mantiene practicamente sin cambios debido a la
resistencia de la girasa a la novobiocina. Cuando se comparan ambas cepas se observa,
ademas, que la mutacion de resistencia a novobiocina en gyrB (T4GyrBF) hace que el nivel de
superenrollamiento de la célula sea menos negativo que el de T4.

En la figura 21D se representan los cambios en el superenrollamiento del plasmido
pLGYAC126 en la cepa T4 y T4ParCR por inhibicién con ciprofloxacina. La mutacion en
parC de la topo IV no parece afectar al nivel de superenrollamiento celular, ya que es el
mismo que en la cepa silvestre. En ambos casos, la estimulacion de la transcripcion de la
girasa en respuesta a la relajacién del DNA, produce un aumento en el superenrollamiento

negativo del plasmido. Este es mas pronunciado en la cepa T4ParCR que en T4.

74



Resultados

4.8. CARACTERISTICAS DE LA TRANSCRIPCION DEL GEN gyrB DE S.
pneumoniae
4.8.1. Caracterizacion del inicio de la transcripcion

El gen gyrB de S. pneumoniae habia sido clonado y caracterizado previamente en
nuestro laboratorio (Mufioz et al., 1995). Para localizar el inicio de la transcripcion de este
gen, se realizo el ensayo de “primer extension” con un oligonucleétido de 24 pb (gyrB22)
(Fig. 23) y con RNA extraido de la cepa XL1-Blue de E. coli que lleva el plasmido pGYRN5
(Mufioz et al., 1995), y RNA de la misma cepa con el plasmido pEMBL18" como control
negativo. Este rindié un producto de 90 nucleétidos (Fig. 22), situando el inicio de la
transcripcion en la C, localizada en la posicién -70 de la secuencia de la figura 23. Este

nucleotido se encuentra a 23 pb del extremo 3" terminal de la region -35 y a 70 pb del codon

-35 +1

5 GATTGATATCGAAGCAGGTCAAGCTGCAGGACITGATACCCACTTGTTTACCAGTATCGTGAATTTAAGACA 3~
3 CTAACTATAGCTTCGTCCAGTTCGACGTCCTGRACTATGGGTGAACAAATGGTCATAGCACTTARAATTCTGT 5°

RBS M T
5 AGTATTAGACATATAAGAAAAAGGAATAAGATGACA 3°
3 TCATAATCTGTATATTCTTTTTCCTTATTCTACTGT 5°

) . ;
R e
|

giumre s [
>

Figura 22. Secuencia de DNA de la regién 5 de gyrB y localizacion del inicio de la transcripcion. Las
reacciones de secuencia utilizando el plasmido pGYRN5 como molde y gyrB22 como oligonuclettido
proporcionaron la secuencia de referencia: G, A, T, y C indican los dideoxinucledtidos utilizados. Para los
experimentos de primer extension, se utilizaron los RNAs obtenidos de la cepa XL1-Blue de E. coli que lleva el
plasmido pGYRNS (carril 1, 15 ug de RNA) o el plasmido pEMBL18" (carril 2, 15 ug de RNA). La flecha indica la
direccion de la electroforesis. La region -35, el primer nucleétido del mMRNA (+1) y el sitio de unién al ribosoma
(RBS) estan encuadrados. También se muestran las secuencias de la doble cadena de DNA de la region 5 de gyrB y
los aminoé&cidos deducidos de la secuencia.

eI R
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de iniciacion ATG (Fig. 22).

orfl

A?KVSTPFAIETFAPNLENFLEKYKENEARELE
AGCTTTAAAGGTTTCTACTCC GCGATTGAGACATTGCGTCCCAATTTAGAGAA AGAAAAGTACAAGGAAAATGAAGCCAGAGAGCTTGA  -352
Hindl11

HPI1LFEGVSDLULEDILNQGGRHFLYVYSHRNDO QUVL
ACACCCGATTTTATTTGAAGGAGTTTCTGACCTATTGGAAGACATTTTAAATCAAGGTGGCCGTCATTTTTTGGTCTCTCATCGAAATGATCAGGTTTTG —252
E1 LEKTSIAAYFTEVVTSSSGFIKRIKPNPESWMMLY
GAAATTTTAGAAAAAACCTCTATAGCAGCTTATTTTACAGAAGTGGTGACTTCTAGCTCAGGCTTTAAGAGAAAGCCAAATCCCGAATCCATGCTTTATT -152
LREKYQI SSGLVIGDRPIDIEAGQAAGLDTHLET
TAAGAGAAAAGTATCAGATTAGCTCTGGTCTTGTCATTGGTGATCGGCCGATTGATATCGAAGCAGGTCAAGCTGCAGGACTTGATACCCACTTGTTTAC -52

-35 Pstl +1
gyrB=
S 1 VNLRQVLDTI* M TEETI KNLQAQDYDAS
CAGTATCGTGAATTTAAGACAAGTATTAGACATATAAGAAAA AGGAATAAGATGACAGAAGAAATCAAAAAT CTGCAGGCACAGGATTATGATGCCAGTC 49
«—qgyrBl Pstl

Q1 QVL.LEGLEAVRMRPGMY 11T GSTSIKEG GL HHLVWE.'I
AAATTCAAG AGAGGGCTTAGAGGCTGTTCGTATGCG TCCAGGGATGTACATTGGATCAACCTCAAAAGAAGGTCTTCACCATCTAGTCTGGGAAAT 149

<«QgyrB22

Figura 23. Secuencia de la region promotora de gyrB. Se muestra la hebra correspondiente al mMRNA. Los
nucleétidos y aminoacidos estdn numerados tomando el primer nucledtido de gyrB como nt 1y el primer residuo
de GyrB como residuo 1. La regién promotora -35 y el sitio putativo de union al ribosoma estan subrayados y en
negrita. EI primer nucledtido del mRNA se indica como +1. Los oligonucledtidos utilizados en los experimentos
de PCR estan subrayados.

4.8.2. Secuencias implicadas en la transcripcion

Al igual que para el gen gyrA, se construyd una fusion transcripcional de la region
promotora de gyrB y el gen cat. Para ello, el inserto del plasmido pGYRN5 (Mufioz et al.,
1995), que comprende los nucledtidos —452 a 1704 del gen gyrB, fue aislado de geles de
agarosa tras digestion con EcoRI+Hindlll, clonado en pUC18 cortado con las mismas
enzimas y transformado a XL1-Blue de E. coli. El plasmido resultante, pPGYRN8.1 (Fig. 24),
fue linearizado por digestion con la enzima interna Bglll, amplificAndose por PCR, con los
oligonucledtidos gyrB1 fosforilado y gyrB555, la mayor parte del plasmido: regién promotora
del gen gyrB, que comprende los nucleétidos —452 hasta el +3 (considerando el primer
nucleotido de gyrB como la posicion 1) (Fig. 23), y vector pUC18. El gen cat se amplifico por
PCR a partir del plasmido pJS3. Los productos resultantes de ambas amplificaciones se
digerieron con Sacl, se ligaron y se transformaron en la cepa XL1-Blue de E. coli,
seleccionando los clones que llevaban la fusion PgyrB-cat en 5 pg/ml de cloramfenicol (Fig.
24). Se selecciond uno de los plasmidos, pGYBCL y se secuenci6 su inserto. Posteriormente,

la fusion PgyrB-cat de pGYBCL, fue clonada en pLS1. Para ello, el plasmido fue digerido con
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EcoRI y Hindlll (dianas incluidas en el sitio de multiclonado de pGYBC1), clonado en pLS1
cortado con las mismas enzimas y establecido en la cepa T4 de S. pneumoniae, realizando la
seleccion de los pldsmidos recombinantes en 1 ug/ml de tetraciclina y 2,5 ug/ml de

cloramfenicol (Fig. 24).

P EV Bg P PEV
E Sc¢ K [ ] I~ Jac | ] H HH+E
Pies N 2)pUCISMH+E |
gyrB
pGYRNS
1) Bg
2) PCR
PgyrB-cat
gyrB1—>
; H E S¢ K
A 1
1)Sc gk < gyrBss5
¢ 2)Ligacion.
cat-2— cat
pJS3
«cat-endsc
DH+E
2)pLS1/H+E

pLGYBC452

Figura 24. Construccion de la fusién transcripcional de la regién promotora de gyrB y el gen cat (PgyrB-
cat). La region promotora de gyrB fue amplificada por PCR a partir del plasmido pGYRNS5 (Mufioz, et al, 1995),
y el gen cat a partir del plasmido pJS3. El plasmido pGYBC1 que lleva la fusién transcripcional PgyrB-cat, fue
utilizado para la construccion del plasmido pGYBC452. Dianas de restriccion: E, EcoRl; Sc, Sacl; K, Kpnl; P,

Pstl; EV, EcoRV; Ba, Balll; B, BamHlI; H, HindlIl.
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4.8.3. ¢ Existe curvatura en la region promotora de gyrB?

Se estudié la movilidad electroforética, en geles de acrilamida a tres temperaturas (6,
20y 60°C), del inserto de DNA que lleva la region promotora de gyrB presente en el plasmido
pLGYBC452 (Fig. 11). La fusion PgyrB-cat del plasmido pLGYBC452 (Fig. 24) fue cortada
con las enzimas de restriccion Hindlll (diana localizada en el extremo 5 de la fusion) y Ncol
(enzima localizada en la secuencia del gen cat), generando un fragmento de 884 pb. Se

R6/60

determind el factor (Poljak and Gralla, 1987), cuyo valor fue de 1, por lo que se

consideré como un fragmento recto.

4.8.4. Respuesta RST en la fusion PgyrB-cat

Para determinar si la transcripcion del gen gyrB de S. pneumoniae era estimulada por
la relajacion del DNA como en el caso de gyrA, se midié el grado de induccion de la actividad
CAT por novobiocina y ciprofloxacina en la fusion PgyrB-cat presente en el plasmido
pLGYBC452. El método espectrofotométrico no fue suficientemente sensible para detectar la
actividad de la fusion PgyrB-cat, indicando que el promotor de gyrB era mas debil que el
promotor de gyrA, por lo que se utiliz el ensayo de actividad CAT en capa fina con Cm-*C.
La determinacion de la actividad CAT en capa fina se realiz6 como se describe en el apartado
3.9 de Material y Métodos, utilizando concentraciones de novobiocina y ciprofloxacina, de 40
ug/ml y 10 pg/ml, respectivamente. Como control de la reaccion se incluy6 el extracto del
plasmido pLGYAC126 sin tratamiento con inhibidores (t=0), a los 120 min del tratamiento
con novobiocina y a los 140 min del tratamiento con ciprofloxacina. Para poder medir la
actividad CAT de los extractos control en el rango lineal del método, éstos fueron diluidos
500 veces en 0,25 M Tris-HCI pH 7.5, lo que parece indicar que la fuerza del promotor de
gyrA es al menos 500 veces superior a la del promotor de gyrB. La cantidad de radiactividad
(unidades arbitrarias PSL) en cada tiempo fue determinada por analisis con un aparato

Fujibas.
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En la figura 25 se muestra la induccion por novobiocina a varios tiempos después del
tratamiento de la cepa de S. pneumoniae T4 con el plasmido pLGYB452. La adicion de
novobiocina indujo la expresion de cat en aproximadamente siete veces. El nivel de induccion

se duplicé a los 40 min, alcanzé el maximo a los 120 min y se mantuvo constante hasta 4

horas después.
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Figura 25. Induccion en S. pneumoniae T4 de la actividad CAT de la fusion transcripcional PgyrB-cat con
novobiocina. A. El cultivo de S. pneumoniae T4 que lleva el plasmido pLGYBC452 fue crecido hasta una
ODgso= 0,2-0,4. En este momento, a la mitad del cultivo se afiadieron 40 g/ml de novobiocina (Nov) y a la otra
mitad agua destilada (AD), y se tomaron muestras a los tiempos indicados. Se afiadieron 5, 2 y 1 pl de la mezcla
de reaccion para establecer la correlacion entre unidades PSL y nmoles de cm-"C como se indica en el aEJartado
3.9 de Material y Métodos. Se determiné la actividad CAT mediante el ensayo en capa fina con Cm- *C. Se
muestra la autorradiografia de las capas reveladas por exposicion en pantallas Fijibas, con la posiciéon del Cm-
“C y del 3-acetil-Cm-"*C indicada con pentigonos negro y blanco, respectivamente. La cantidad de
radiactividad (unidades arbitrarias PSL) en cada tiempo fue determinada por andlisis con un aparato Fuji. B. En
el gréfico se representa la actividad especifica CAT (nmoles/mg) del cultivo inducido por novobiocina y del
cultivo sin inducir. Las barras de error indican la desviacion estandar de dos experimentos.
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En la figura 26 se muestran los resultados de los experimentos de induccion con
ciprofloxacina. La actividad CAT del plasmido pLGYBC452 fue inducida por ciprofloxacina
en aproximadamente 5 veces. A diferencia de la novobiocina, la ciprofloxacina produjo un

aumento progresivo de la actividad CAT a lo largo del tiempo.
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Figura 26. Induccién en S. pneumoniae T4 de la actividad CAT de la fusién transcripcional PgyrB-cat con
ciprofloxacina. A. El cultivo de S. pneumoniae T4 que lleva el pldsmido pLGYBCA452 fue crecido hasta una
ODeso= 0,2-0,4. En este momento, a la mitad del cultivo se afiadieron 10 g/ml de ciprofloxacina y a la otra
mitad agua destilada, y se tomaron muestras a los tiempos indicados. Se afiadieron 5, 2.5y 1 ;I de la mezcla de
reaccion para establecer la correlacion entre unidades PSL y nmoles de cm-"C como se indica en el aE)artado
3.9 de Material y Métodos. Se determind la actividad CAT mediante el ensayo en capa fina con Cm-"'C. Se
muestra la autorradiografia de las capas reveladas por exposicién en pantallas Fijibas, con la posicién del Cm-
“C y del 3-acetil-Cm-"'C indicada con pentagonos negro y blanco, respectivamente. La cantidad de
radiactividad (unidades arbitrarias PSL) en cada tiempo fue determinada por anélisis con un aparato Fuji. B. En
el gréfico se representa la actividad especifica CAT (nmoles/mg) del cultivo inducido por ciprofloxacina y del
cultivo sin inducir. Las barras de error indican la desviacion estandar de dos experimentos.
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5.1. CARACTERISTICAS DE LA SUBUNIDAD GyrA DE S. pneumoniae

La region que codifica los aminoacidos GyrA 44-170 de S. pneumoniae R6 (Fig. 5)
habia sido clonada previamente en nuestro laboratorio (Mufioz and de la Campa, 1996). Para
realizar esta clonacion se disefiaron oligonucleétidos degenerados que codificaban secuencias
de aminoacidos de la QRDR conservados en otras proteinas GyrA (Belland et al., 1994;
Ferrero et al., 1994). Sin embargo, no se habia conseguido la clonacion del gen gyrA
completo, a pesar de que se habia utilizado una libreria comercial de DNA de neumococo en
el fago Agtll (Mufioz and de la Campa, 1996).

En esta tesis se ha logrado la clonacién de gyrA mediante el disefio de una estrategia
basada en reacciones solapantes de PCR con oligonucle6tidos degenerados y analisis fisico de
la region cromosomica de gyrA (Fig. 5). Esto ha permitido la determinacion de la secuencia
de nucledtidos de un fragmento de 2685 pb del cromosoma de R6 de S. pneumoniae que
incluye el gen gyrA (Fig. 6). La proteina codificada por gyrA tendria un tamafio de 822
aminoacidos y un peso molecular de 92,096 kDa, valor que coincide con el tamafio de 92 kDa
de la proteina expresada en E. coli (Fernandez-Moreira et al., 2000).

La comparacién de la secuencia de aminoacidos de GyrA de neumococo con la de
otras especies bacterianas mostro una identidad de un 60% con GyrA de B. subtilis y S.
aureus, y cerca de un 50% con GyrA de E. coli (Fig. 27). La secuencia comprendida entre los
aminoacidos 414 y 447 de GyrA de E. coli es unica cuando se compara con la secuencia de
otras topoisomerasas (Fig. 27). Esta region de 34 aminoacidos comparte un alto grado de
identidad con las secuencias correspondientes de Klebsiella pneumoniae (Dimri and Das,
1990), Aeromonas salmonicida (Oppegaard and Sorum, 1996) y P. aeruginosa (Kureishi et
al., 1994), sin embargo esta ausente en otras bacterias Gram-negativas como Campylobacter
jejuni (Wang et al., 1993) y Helicobacter pylori (Moore et al., 1995) asi como en bacterias
Gram-positivas tales como B. subtilis y S. aureus (Fig. 27). Esta secuencia tampoco existe en
ParC de E. coli, ni en otras topoisomerasas de tipo Il (Kato et al., 1990) y hasta el momento se

desconoce su significado bioldgico.
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Figura 27. Comparacién de la secuencia de aminoacidos de la subunidad A de la DNA girasa de S. pneumoniae
(Spn), B. subtilis (Bsu) (Moriya et al., 1985), S. aureus (Sau) (Magerrison et al., 1992), y E. coli (Eco) (Swanberg
and Wang, 1987). Los aminoacidos idénticos se muestran encuadrados. Las flechas indican los residuos de GyrA en
E. coli que forman el sitio activo de la reaccion de rotura-reunion, incluyendo el residuo activo de Tyr-122 que se
une al DNA. Las regiones QRDR se muestran en negrita y los aminoacidos implicados en la resistencia a quinolonas
en S. pneumoniae se indican por circulos (Janoir et al., 1996), (Mufioz and de la Campa, 1996), (Pan et al., 1996),
(Tankovic et al., 1996).
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El mecanismo de accion de la girasa implica la introduccion de una rotura de doble
cadena en el DNA que se estabiliza mediante enlace covalente entre el extremo 5 -fosfato y
un residuo Y de GyrA. Los residuos que forman el sitio activo de la reaccion de rotura y
reunion del DNA estan conservados en la proteina GyrA de neumococo (Fig. 27), si se
compara con la estructura cristalina de este dominio (residuos 2 a 523) de GyrA de E. coli
(Morais Cabral et al., 1997). Las Y activas se encuentran en los extremos de la interfase del
dimero. La regidn localizada alrededor del residuo activo Y122 de GyrA de E. coli, entre las
proteinas de la figura 27 muestra elevada homologia. Los residuos Y123 de B. subtilis y S.
aureus y el Y120 de S. pneumoniae, serian los residuos activos en estas enzimas. Por otra
parte, también se observa similitud entre las secuencias de las topo Il de eucariotas y
procariotas (Wang, 1987), deduciéndose que el residuo Y783 de la topo Il de S. cerevisiae es
el residuo activo. Los residuos Y122 y R121 de un monémero y H80, R32 y K42 del otro
monomero, junto con otros residuos de carga positiva (R46 y R47), interaccionan mediante
enlaces no covalentes con el extremo 3" terminal de la doble cadena de DNA rota (Morais
Cabral et al., 1997).

La localizacion de mutaciones de resistencia a quinolonas en la estructura cristalina
del dominio N-terminal de GyrA de E. coli, apoya la idea de que estos farmacos interaccionan
con la proteina y el DNA en las bases adyacentes al sitio activo. Algunas de estas mutaciones
se han localizado también en GyrA de S. pneumoniae, como responsables del alto nivel de
resistencia a quinolonas (Fukuda and Hiramatsu, 1999; Janoir et al., 1996; Mufioz and de la
Campa, 1996; Pan et al., 1996; Tankovic et al., 1996).

La mayor homologia, entre las distintas especies, se encuentra en la region N-terminal
de GyrA (residuos 1 a 485 de GyrA de S. pneumoniae). Cuando se comparan las secuencias
de las regiones QRDR (correspondiente a las posiciones 67-106 de GyrA de E. coli) de ParC
y GyrA de neumococo con la de bacterias gram-positivas (S. aureus, B. subtilis) y gram-
negativas (E. coli y N. gonorrhoeae), la mayor identidad, 65 y 87,5% respectivamente, se
encuentra entre S. pneumoniae y S. aureus; mientras que el nivel de identidad entre las
QRDRs de ParC y GyrA para los otros microorganismos es menor de 53 y 70%,
respectivamente (Mufioz and de la Campa, 1996). Este alto grado de identidad entre la

secuencia de aminoacidos de S. pneumoniae y S. aureus se corresponde con la resistencia
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intrinseca que presentan a la ciprofloxacina y al hecho de que ParC es mas sensible a la
ciprofloxacina que GyrA, en estas especies. Dado que las QRDRs son las regiones de
interaccion de GyrA y ParC con el DNA vy las fluoroquinolonas (Gellert et al., 1977; Sugino
et al., 1977; Kato et al., 1992), el resultado de estas comparaciones apoya que el blanco
primario para las Fgs en las bacterias Gram-positivas es ParC (como ocurre en S. aureus y S.
pneumoniae), mientras que GyrA es el blanco primario en las bacterias Gram-negativas.

La mayor divergencia entre las subunidades GyrA de S. pneumoniae, B. subtilis, S.
aureus y E. coli (Fig. 27), se encuentra en el extremo C-terminal. En S. pneumoniae, este
dominio C-terminal de GyrA comparte poca homologia con el de la subunidad ParC de la
topo IV (Fig. 28). Esto podria explicar las diferencias en el mecanismo de accion entre la
girasa y la topo IV. Cuando se elimina el dominio C-terminal, la girasa “se convierte” en una
topoisomerasa de tipo Il, incapaz de catalizar el superenrollamiento del DNA, pero si de
relajarlo en una reaccion dependiente de ATP (Kampranis and Maxwell, 1996), lo que sugiere
que las propiedades de la girasa son atribuibles al modo de union del DNA alrededor del
dominio C-terminal de GyrA. La girasa enrolla el DNA alrededor de si misma, mientras que

otras topoisomerasas de tipo Il no (Reece and Maxwell, 1991a; Peng and Marians, 1995).
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Figura 28. Estructura de las subunidades GyrA de la girasa y ParC de la topo IV de S. pneumoniae. Se
indica la localizacion de las regiones QRDR y en rojo los residuos implicados en resistencia a quinolonas. Las
proteinas codificadas por gyrA y parC tienen un tamafio de 822 y 823 aminodcidos, respectivamente. El
fragmento N-terminal de GyrA comprende los aminoacidos 1-485 y el fragmento C-terminal los aminoacidos
486-822. En ParC, el dominio N-terminal comprende los aminodcidos 1-526 y el dominio C-terminal los
aminodacidos 527-823. Se muestra la homologia entre los dominios N-terminal y C-terminal de GyrA v ParC.




Discusion

La busqueda mediante el programa FASTA en la base de datos de secuencias Swiss-
Protein permitio la seleccidn de secuencias de aminoacidos para la construcciéon de un arbol
filogenético (Fig. 29). Se utilizaron sélo las 25 secuencias proteicas completas mas similares

que se correspondieron a las subunidades GyrA de la girasa y ParC de la topo V. Estas

S. pneumoniae
B. subtilis

S. aureus

E. carotovora
E. coli
’_,—’—E K. pneumoniae
A. salmonicida
| H. influenzae
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[ ——— S.thyphimurium
L E coli

N. gonorrhoeae

Figura 29. Arbol proteico de las subunidades GyrA y ParC de distintas bacterias. El arbol fue generado por el
programa de alineacion de secuencias CLUSTAL del PCGENE.

secuencias formaron grupos separados en el arbol. La identidad entre GyrA de S. pneumoniae
y las otras proteinas GyrA varid entre un 43 y un 60%, mientras que para ParC fue de 31 a
39%. Las secuencias de GyrA 'y ParC de S. pneumoniae mostraron una identidad de un 39%.
El dominio N-terminal de GyrA y ParC de S. pneumoniae muestra una identidad de un 53% y
el dominio C-terminal, una identidad de 30% (Fig. 28). Las secuencias de GyrA y ParC, al
igual que las de GyrB y ParE (de la Campa et al., 1999) de bacterias gram-positivas con bajo
contenido en G+C, forman grupos diferenciados. Estos datos coinciden con otras
comparaciones filogenéticas de las topoisomerasas de tipo Il (Huang, 1996) y apoyan, al igual
que las comparaciones de las QRDRs, las diferentes caracteristicas de inhibicion por las Fgs

en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
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En cuanto a la organizacion génica de gyrA y gyrB, en E. coli (Hane and Wood, 1969),
K. pneumoniae (Dimri and Das, 1990), C. jejuni (Wang et al., 1993), H. pylori (Moore et al.,
1995), Rickettsia prowazekii (Wood and Waite, 1994) y S. pneumoniae (Mufioz and de la
Campa, 1996) gyrA estd localizado en una regiéon del cromosoma diferente a la de gyrB
mientras que en Mycoplasma pneumoniae (Colman et al., 1990), Chlamydia trachomatis
(Dessusbabus et al., 1998), Mycobacterium smegmatis (Revel-Viravau et al., 1996),
Mycobacterium tuberculosis (Takiff et al., 1994), B. subtilis (Moriya et al., 1985) y S. aureus
(Magerrison et al., 1992), ambos genes estan adyacentes (Fig. 30). Sin embargo, en todos los
casos anteriores, la transcripcién de gyrA es independiente de la de gyrB, aunque se ha
propuesto que en S. aureus los dos genes pueden ser co-transcritos (Magerrison et al., 1992).
Los resultados de esta tesis indican que, en S. pneumoniae, la transcripcién de gyrA 'y gyrB se
produce a partir de promotores independientes (Figs 6 y 22). Sin embargo, ambos genes
deben de estar regulados conjuntamente, ya que la girasa sélo es activa como un tetrdmero
(GyrA,GyrB,). Esta regulacién conjunta se lleva a cabo por el nivel de superenrollamiento

del DNA, segln se demuestra en este trabajo.
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A. Genes gyrA y gyrB no adyacentes
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Figura 30. Organizacion genética de los genes que codifican las subunidades de la DNA girasa. P sobre
recuadros negros indica promotor no comprobado y sobre recuadros grises promotor comprobado. t indica
terminador de transcripcion. Los rectangulos abiertos representan genes cuya secuencia completa no es conocida.
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5.2. CARACTERISTICAS DEL PROMOTOR DE gyrA

El promotor de gyrA de S. pneumoniae muestra dos caracteristicas singulares: una
region —10 extendida (-10Ext) y una curvatura intrinseca en el DNA. Ademas, el promotor
consta de una regién —35 similar a la secuencia consenso en E. coli para la subunidad ¢™ de
la RNA polimerasa (RNAP) (Hawley and McClure, 1983). La transcripcion de gyrA se inicia
en el nt A (posicion —31 de la secuencia de la Fig. 6), localizado a 6 pb del extremo 3
terminal de la region —10 extendida y a 30 pb del codon de iniciacion. Asociado al sitio de
inicio de la transcripcion del gen, se encuentra un posible sitio de union al ribosoma (Fig. 6)
similar a la secuencia Shine-Dalgarno de E. coli (Shine and Dalgarno, 1975). En el espaciador
entre las regiones —35 y —10 del promotor se localiza el centro de una curvatura intrinseca en
el DNA (Fig. 8).

5.2.1. Region -10 extendida

Aunque los promotores con regiones —10Ext funcionan en E. coli, la frecuencia de
este tipo de promotor es baja en esta especie bacteriana. Estudios con el promotor del gen pre
del fago A (Keilty and Rosenberg, 1987) y con el promotor P1 del gen gal (Ponnambalan et
al., 1986), mostraron que dichos promotores funcionaban en ausencia de region —=35 y que
ambos presentaban una extension TnTG (donde n indica cualquier nucleétido) en la region —
10, lo que permitié definir la secuencia —10 extendida: TNTGNnTATAAT. En el factor 6" de
la RNAP de E. coli existe una region de reconocimiento de la region —35 de los promotores
(region 4.2), una para el reconocimiento de la regién —10 (regién 2.4) y otra para el
reconocimiento del motivo TG de los promotores —10Ext (region 2.5) (Barne et al., 1997). Es
posible que la region —10Ext sea utilizada por E. coli como una via para aumentar la fuerza de
algunos promotores dependientes de la secuencia —35 (Grafa et al., 1985; Kumar et al., 1993).
En una revision de 263 promotores reconocidos por la RNAP de E. coli, no se encontraron
ejemplos claros de promotor —10EXxt “puro”, es decir, sin la secuencia —35 o0 un sitio de union
para una proteina reguladora (Harley and Reynolds, 1987). Kumar y colaboradores (Kumar et
al., 1993) investigaron la presencia en E. coli de promotores similares a la secuencia consenso
para el motivo —10Ext, TGnTATAAT, encontrando s6lo ocho ejemplos, entre ellos el

promotor del gen gyrA. Los ocho genes presentaban también una secuencia —35, de manera
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que, ninguno podia considerarse como un ejemplo de promotor —10Ext “puro”. Sin embargo,
el promotor de cysG de E. coli tiene una region —10Ext que no requiere la regién —-35
(Belyaeva et al., 1993). En un estudio de 36 promotores de S. pneumoniae (Sabelnikov et al.,
1995) en los que en 12 se habia determinado experimentalmente el sitio de inicio de la
transcripcion, se observo lo siguiente. Entre los promotores reales, el 67% tenian la extension
TnTGn, y el 75% el motivo TG. El promotor de gyrA de S. pneumoniae podria incluirse en el
grupo del 67% puesto que tiene la secuencia extendida completa y una region =35 similar a la
consenso (Fig. 6). Entre los promotores no probados como tales, el 58% presentaban la
extension completa y el 71% el motivo TG (Sabelnikov et al., 1995). Sélo el promotor —10EXxt
del gen dpnM de S. pneumoniae funciona sin el sitio —35 (Sabelnikov et al., 1995), lo que no
ocurre para otros promotores de neumococo (Sabelnikov et al., 1995), entre los que podemos
incluir al promotor del gen gyrA, puesto que tiene una region —35 y el espaciado entre las
regiones —35 y —10 se encuentra en un rango de 15 a 20 nt.

Este tipo de secuencias extendidas se ha encontrado cuando se han estudiado las
secuencias de DNA de neumococo que actian como promotores en E. coli (Morrison and
Jaurin, 1990). En 17 promotores se encontré semejanza con las secuencias consenso —35 'y —
10 para el factor ¢’° de la RNAP de E. coli. Aunque cinco de los promotores presentaban el
motivo TG, sélo dos tenian la extension TnTG completa (Morrison and Jaurin, 1990). Sin
embargo, estas secuencias fueron seleccionadas en E. coli, donde la extension puede ser
menos critica para la transcripcion, y estos promotores pueden no funcionar como tales en S.
pneumoniae.

El anélisis de la secuencia de 236 promotores reconocidos por la subunidad ¢* de la
RNAP de B. subtilis (equivalente a ™ de E. coli) reveld la existencia de estas regiones —
10Ext, siendo la frecuencia del motivo TG de 40% y de la extension completa (TnTG) de
20% (Helmann, 1995). Un estudio de 29 promotores de varias especies de bacterias Gram-
positivas, entre las que no se encontraba S. pneumoniae, indicaba la importancia de la
extension —10 para el reconocimiento o unién de la RNAP en estas especies (Graves and
Rabonowitz, 1986). EI motivo TG estuvo presente en el 59% de los promotores, pero la
extension completa (TnTG) solo fue encontrada en el 24% de los casos. Entre los promotores

de B. subtilis, la frecuencia del motivo TG fue de 45%, y de la extension completa de 20%
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(Graves and Rabonowitz, 1986). De estos estudios se deduce que la frecuencia de regiones —
10Ext, tanto en B. subtilis como en otras bacterias Gram-positivas, es considerablemente
menor al 61% encontrado en los 36 promotores de S. pneumoniae estudiados (Sabelnikov et
al., 1995). Por tanto, la extensién TnTG es mas frecuente en bacterias gram-positivas (Graves
and Rabonowitz, 1986) y una caracteristica comdn en los genes de S. pneumoniae
(Sabelnikov et al., 1995).

La funcionalidad de la secuencia —10Ext se ha estudiado en la transcripcién mediada
por la o”-RNAP. In vitro, el cambio del motivo TG por AC en tres promotores del
bacteriéfago ¢$29 de B. subtilis, disminuyd la unién de la RNAP a los tres promotores,
reduciendo la formacion de los complejos cerrado y abierto (Camacho and Salas, 1999). La
mutacion elimind asimismo la transcripcion in vitro del promotor que no presenta secuencia —
35, pero no la de los otros dos promotores con secuencias —35. Estos resultados indican que la
secuencia —10Ext interacciona con o”*-RNAP durante la formacion de los complejos cerrado y
abierto, no siendo esencial en etapas posteriores de la transcripcion (Camacho and Salas,
1999).

Debido a que la secuencia —10 extendida es una caracteristica conservada en los
promotores de S. pneumoniae, como el promotor del gen gyrA, y que en los promotores de E.
coli esta débilmente conservada, seria posible que el factor ¢’ de la RNAP de S. pneumoniae
tuviese un requerimiento mas estricto de los sitios —10Ext que la ¢° de E. coli y esto podria
hacerse extensivo, aunque en menor grado, a otras bacterias Gram-positivas. Se ha sugerido
que este requerimiento podria producir un fallo en la expresion de genes de bacterias Gram-
negativas en especies Gram-positivas (Graves and Rabonowitz, 1986). Por el contrario, la
presencia de secuencias —10Ext en los promotores de S. pneumoniae, muchos de los cuales
también tienen regiones —35, podria resultar en una expresion excesiva en E. coli. Esto podria
explicar, en parte, las dificultades encontradas para clonar fragmentos de DNA de neumococo
en E. coli, bien por la produccion de niveles toxicos de proteina o por la interferencia con la
replicacion del vector (Stassi and Lacks, 1982; Chen and Morrison, 1987). Es posible que ésta
sea una de las causas por las que no pudo encontrarse ningun clon recombinante que llevase
el gen gyrA de S. pneumoniae cuando éste fue investigado en la libreria del DNA de

neumococo en el fago A (Mufioz and de la Campa, 1996) y tambien de que el plasmido
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pLGYACS9, que lleva la region —10Ext del promotor de gyrA de S. pneumoniae, quizas
debido a un bajo numero de copias, no pudiera ser purificado a partir de cultivos de E. coli.
La eficiencia de transcripciéon de este plasmido en E. coli fue 3,4 veces superior a la del
plasmido pLGYAC126 y 2,6 veces superior a la de pLGYAC69 (Tabla IX), lo que indica que
la presencia de la region —10Ext produce una elevada expresion en E. coli y es posible que sea
responsable, al interferir con la replicacion del vector (pLS1), de una bajada del nimero de
copias de pLGYACH9.

5.2.2. Curvaturay fuerza del promotor de gyrA

Un factor que condiciona la fuerza del promotor de gyrA es la presencia de una
curvatura cuyo centro se localiza en el espaciador entre las regiones —35 y —10 (Fig. 8). El
andlisis de las deleciones de las fusiones PgyrA-cat indica una correlacion inversa entre
presencia de curvatura y eficiencia de transcripcion, puesto que la pérdida de la curvatura
conduce a un aumento de la actividad transcripcional in vivo (Fig. 12, Tabla IX). Por lo tanto,
en el caso del promotor de gyrA de S. pneumoniae, la curvatura parece actuar como un
represor per se. Una forma sencilla de explicar la represion ejercida por una curvatura se basa
en la necesidad de la RNAP de doblar el DNA para iniciar la transcripcion. Si existe una
curvatura de sentido opuesto al necesario para iniciar la transcripcion, la unién de la RNAP al
promotor se veria afectada, asi como la iniciacion de la transcripcion, quizas por dificultades
en el paso de la RNAP de complejo cerrado a complejo abierto. En la figura 31 se presenta un
modelo para la regulacion de la transcripcion de gyrA mediada por cambios en la curvatura a

consecuencia de cambios en el superenrollamiento del DNA.
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RINAP+P

Figura 31. Modelo de regulacién de la transcripcion de gyrA de S. pneumoniae. A. Un posible factor
inhibidor (represor), de mayor afinidad por DNA superenrollado, induciria una curvatura en direccion opuesta a
la curvatura asociada a la unién de la RNAP. B. La relajacion del DNA favoreceria el cambio en la orientacion
de la curvatura, permitiendo el contacto de la RNAP con las secuencias de reconocimiento del promotor (P). La
RNAP se une inicialmente a la region -35 formando el primer complejo cerrado (RNAP-Pcl). C. A
continuacion, la RNAP interacciona con la region —10 formando el segundo complejo cerrado (RNAP-Pc2) y
favoreciendo el alineamiento de las secuencias =35 y —10 por distorsion en el espaciador. La formacion de este
complejo produce una curvatura en el DNA debido a la union simultanea de la RNAP con las regiones =35y —
10. D. Por ultimo, el paso del complejo RNAP-Pc2 a complejo abierto (RNAP-Po), produce la separacion de las
hebras del DNA como consecuencia de la tension inducida por la curvatura y la distorsiéon producida por el
alineamiento de las secuencias consenso, con el consiguiente inicio de la transcripcion.
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La iniciacion de la transcripcion ocurre en diferentes etapas que se resumen en el

siguiente esquema:

Kb Kf
RNAP + P& RNAP-Pc = RNAP-Po —>—>> RNA

El proceso implica la unién inicial de la RNAP al promotor (P), con una constante de
unién Kb, para formar un complejo cerrado intermedio inactivo (RNAP-Pc). Este complejo es
convertido, con una constante de velocidad Kf, en complejo abierto activo
transcripcionalmente (RNAP-Po), en el cual las dos hebras son separadas en una regién de 10
pb alrededor del sitio de inicio de la transcripcién (Siebenlist, 1979). Sin embargo, datos
obtenidos con promotores dependientes de o™ (Kovacic, 1987; Schickor et al., 1990; Rivetti
et al., 1999) sugieren un mecanismo mas complejo que incluye una union inicial de la RNAP
a la region =35 para formar el primer complejo cerrado, RNAP-Pcl. Este complejo RNAP-
Pcl produce un patron de proteccion a radical hidroxilo y a DNAasal que se extiende desde
las posiciones —60 a —1 con relacion al sitio de inicio de la transcripcion. Posteriormente se
forma el segundo complejo cerrado, RNAP-Pc2, en el cual la RNAP interacciona con la
region —10 y protege las posiciones —60 a +20. Los cambios mas significativos en los patrones
de proteccidn entre los complejos RNAP-Pc1 y RNAP-Pc2 ocurren en el espaciador entre las
regiones —35 y —10, donde se detectan varias bandas de hipersensibilidad a DNAasal como
resultado de una curvatura inducida por la interaccion simultanea de la RNAP con las
secuencias —35 y —10 (Mecsas et al., 1991). Estas bandas de hipersensibilidad a DNAasal se
localizan en el DNA en la cara opuesta a la de la unién de la RNAP, lo que indica que el
DNA se enrolla alrededor de la enzima produciéndose simultaneamente un nuevo
alineamiento de las secuencias —35 y —10 por distorsion en el espaciador (Ayers et al., 1989).
Por ultimo, el paso del complejo RNAP-Pc2 a complejo abierto, RNAP-Po, provoca la
separacion de las hebras del DNA como consecuencia de la tension inducida por la curvatura
y la distorsion producida por el alineamiento de las dos secuencias consenso, con el
consiguiente inicio de la transcripcién (Siebenlist, 1979; Chan et al., 1990).

Ademas de la similitud de las regiones —35 y —10 con las secuencias consenso, la

distribucion espacial de dichas regiones puede predeterminar las transiciones entre los
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diferentes tipos de complejos. Si el DNA debe envolver a la RNAP para el inicio de la
transcripcion, la actividad del promotor puede estar limitada por la orientacion de una
curvatura presente en la secuencia. Asimismo, la estructura del espaciador entre las
secuencias —35 y —10 es determinante en la fuerza del promotor. Aunque la interaccién de la
RNAP con el espaciador es inespecifica, (Schickor et al., 1990), la presencia de una curvatura
intrinseca en el espaciador, en la orientacion adecuada, puede determinar la energia de
activacion necesaria para la actividad del promotor. Efectivamente, la presencia de una
curvatura que localiza las secuencias promotoras en la parte convexa de la curva, produce una
caida de la fuerza del promotor (Lozinski et al., 1991). Un modelo de este tipo podria explicar
los resultados obtenidos con el promotor de gyrA de neumococo, en el cual la presencia de
una curvatura en el espaciador disminuye unas 3 veces (Fig. 12, Tabla IX) la eficacia de la
transcripcion, quizas por una disminucion de los contactos entre la RNAP y el promotor y una
menor capacidad para pasar de complejo cerrado a abierto.

Existen otros ejemplos en los que se ha observado la influencia de la curvatura
presente en el espaciador, tanto aumentando (Busby et al., 1987; Collis et al., 1989) como

disminuyendo la actividad del promotor (Lozinski et al., 1991).

53. ESTIMULACION DE LA TRANSCRIPCION DE gyrA Y gyrB POR
RELAJACION DEL DNA (RESPUESTA RST)

El superenrollamiento del DNA es un factor importante en el control de la expresion
génica en bacterias (Pruss and Drlica, 1989). Entre los genes controlados por
superenrollamiento se encuentran los que codifican las DNA topoisomerasas, implicadas a su
vez en el mantenimiento del nivel de superenrollamiento. EI mantenimiento de este nivel es
importante para procesos tales como la iniciacién de la replicacion que requiere un DNA
molde con superenrollamiento negativo (Funnell et al., 1987). Ademas, la separacion de las
cadenas y el desenrollamiento del DNA para la progresion de la maquinaria de replicacion,
produce la acumulacién de superenrollamientos positivos que deberan ser eliminados por las
topoisomerasas para completar la replicacion (Wang, 1996).

La transcripcion de algunos genes es favorecida por el aumento del

superenrollamiento negativo del DNA. Se han descrito mutaciones en topA (el gen que
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codifica la topo I) que suprimen el efecto de mutaciones en el promotor inactivo leu-500 de
Salmonella typhimurium (Gemmill et al., 1984; Trucksis et al., 1981). Estas mutaciones en
topA producen un aumento del nivel de superenrollamiento negativo en la célula (Pruss and
Drlica, 1985) y, por tanto, en el promotor, permitiendo su funcionalidad. Ademas, el
tratamiento con inhibidores de la girasa disminuye tanto el nivel de superenrollamiento del
DNA intracelular como la actividad del promotor leu-500, corroborando que este promotor es
sensible a cambios en el superenrollamiento (Pruss and Drlica, 1985). La activacion de leu-
500 por superenrollamiento negativo se produce en el cromosoma pero no en un plasmido, lo
que sugiere que los cambios locales mas que los globales en la topologia del DNA, estan
implicados en la activacion de este promotor (Richardson et al., 1988). En el caso de los
operones his de E. coli y S. typhimurium, dos loci hisW e hisU, que han sido identificados
como alelos de gyrA y gyrB, respectivamente, son regulados por superenrollamiento (Rudd
and Menzel, 1987). Hay también algunos genes que no son regulados por cambios en el
superenrollamiento del DNA, entre ellos el promotor del operdn trp de E. coli (Yang et al.,
1979).

Por otro lado, la transcripcién de algunos genes es activada por relajacion del DNA, lo
que se ha denominado como estimulacion de la transcripcién por relajacion (respuesta RST,
“relaxation stimulation of transcription”), y ha sido observada en los promotores de gyrA y
gyrB de E.coli (Menzel and Gellert, 1983; Menzel and Gellert, 1987a; Menzel and Gellert,
1987b) y para el promotor de la topoisomerasa de tipo 11 del cloroplasto de Chlamydomonas
(Thompson and Mosig, 1987). Este promotor del cloroplasto es activado por relajacion del
DNA y depende de secuencias localizadas por delante del promotor (Thompson and Mosig,
1987). En E.coli, la transcripcion de los genes gyrA, gyrB y topA responde al
superenrollamiento, de manera que un incremento activa la transcripcion topA y una
disminucion favorece la expresion de gyrA 'y gyrB (Menzel and Gellert, 1987a). El control es
homeostéatico; los inhibidores de la DNA girasa producen la relajacion del DNA (Drlica and
Snyder, 1978), y ésta aumenta la expresion de gyrA y gyrB que produce un incremento de la
cantidad de girasa, que, a su vez, debido a su actividad enzimatica, incrementa el nivel de
superenrollamiento.

Los resultados de esta tesis indican que la expresion de los genes gyrA y gyrB de S.
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pneumoniae es estimulada por la relajacion del DNA, producida por la inhibicion de la DNA
girasa con novobiocina y ciprofloxacina. Esta regulacion se ejerce a nivel de transcripcion.
Para gyrA, la induccion de la actividad CAT en una fusion PgyrA-cat por la adicién de
novobiocina o ciprofloxacina fue de aproximadamente 2 veces para el plasmido pLGYAC126
mientras que los plasmidos pLGYAC69 y pLGYAC59 no mostraron induccion (Figs. 15y
16). Esto indica que la activacion depende de la secuencia situada en el extremo 5" de la
region =35 (secuencia de nucle6tidos -126 a -69 presente en el plasmido pLGYAC126 y no en
los otros plasmidos) (Fig. 10). Del analisis de las deleciones (Tabla IX) de las fusiones
transcripcionales PgyrA-cat, se deduce que la secuencia minima necesaria para la funcion del
promotor de gyrA incluye la region —10Ext, el sitio de inicio de la transcripcion y las primeras
bases del transcrito, sin embargo, la secuencia requerida para la respuesta RST incluye la
region —126 a —69. Por tanto, la respuesta RST de gyrA de S. pneumoniae depende de la
curvatura intrinseca (presente en el plasmido pLGYAC126) y esta regulada por el
superenrollamiento del DNA.

En E. coli se ha observado un aumento de 2-3 veces en la actividad galactokinasa de
las fusiones transcripcionales PgyrA y PgyrB por tratamiento con cumermicina (Menzel and
Gellert, 1987a). A diferencia de gyrA de S. pneumoniae, el analisis de las deleciones de la
regién promotora de gyrA de E. coli indica que sélo 20 pb, que incluyen la regién consenso —
10, el inicio de la transcripcion y las primeras bases que son transcritas, son necesarias para la
respuesta RST (Menzel and Gellert, 1987b).

Para el gen gyrB, la induccion de la actividad CAT en una fusion PgyrB-cat por
novobiocina fue de unas 7 veces (Fig. 25), es decir, al menos 3 veces superior a la del PgyrA,
y de 5 veces con ciprofloxacina (Fig. 26), es decir, alrededor de 2 veces superior a la de
PgyrA. Estas diferencias en la activacion de los promotores de gyrA y gyrB podrian deberse a
modificaciones postranscripcionales. El hecho de que el promotor de gyrB lleve una region —
35 con excelente homologia a la secuencia consenso, que no presente region —10 y que el sitio
de inicio de la transcripcion se encuentre a 46 pb del codon de iniciacion (Fig. 22) apoyaria
esta hipdtesis. Estas diferencias en la expresion de los genes gyrA y gyrB de E. coli han sido
observadas por otros autores (Neumann and Quinones, 1997). Estos estudiaron la influencia

in vivo de las quinolonas y las cumarinas en la expresion de gyrA y gyrB y en el nivel de
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superenrollamiento intracelular, utilizando dos fusiones gyrA-lacZ y gyrB-lacZ en el
cromosoma. La expresion de gyrA aumentd en respuesta a ambos tipos de compuestos pero la
expresion de gyrB solo fue inducida por las cumarinas. Estos resultados indican que la
expresion de gyrA parece ser mas sensible a los cambios en el superenrollamiento del DNA
que la expresion de gyrB y sugieren que algin mecanismo de regulacion postranscripcional
podria estar implicado en la regulacion del superenrollamiento celular y en la expresién de los
genes de la girasa (Neumann and Quinones, 1997).

Por otro lado, la diferencia en el grado de induccién entre la novobiocina y la
ciprofloxacina puede ser debida a los blancos de accidn de estos antibidticos: la novobiocina
tiene como blanco la girasa y la ciprofloxacina tiene como blanco primario la topo IV y la
girasa como blanco secundario en S. pneumoniae. Con la novobiocina se inhiben sélo las
reacciones catalizadas por la girasa en las que se requiere ATP (decatenacion,
superenrollamiento), ya que su blanco de accion es la subunidad B. Con la ciprofloxacina se
inhiben las reacciones catalizadas tanto por la topo IV como por la girasa. La topo IV actua,
en conjunto con la girasa y la topo I, en el mantenimiento del nivel de superenrollamiento del
DNA en la célula (Zechiedrich et al., 2000). Puesto que la actividad de relajacion por la topo
IV es més sensible a las Fgs que la decatenacion (Zechiedrich et al., 2000), al utilizar
ciprofloxacina se estaria inhibiendo asimismo la relajacion del DNA.

Los resultados de esta tesis indican que la novobiocina y la ciprofloxacina inducen la
expresion de la girasa de S. pneumoniae al inhibir la actividad enziméatica. En el mutante
resistente a novobiocina, T4GyrB® (CMI = 128 pg/ml), a las concentraciones de novobiocina
utilizadas (40 pg/ml) la girasa no es inhibida y, por tanto, no hay induccién de CAT en la
fusién PgyrA-cat (Fig. 19). Este resultado indica que la expresion de gyrA esta regulada por
cambios en el superenrollamiento y es debida a la inhibicion de gyrB. En la cepa resistente a
ciprofloxacina (T4ParC®) por una mutacién en parC de la topo 1V, se observa un aumento en
el nivel de CAT de 2,2 veces para el plasmido pLGYAC126 (Fig. 20). Con la concentracion
de ciprofloxacina utilizada (10 ug/ml), se produce la inhibicién de la girasa pero no de la topo
IV, que es 10 veces mas sensible a ciprofloxacina que la girasa (Fernandez-Moreira et al.,
2000). Este resultado indica que la expresion de gyrA es debida a la inhibicion de la girasa y

excluye los efectos de inhibicion de la topo IV.
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El cambio en el nivel del superenrollamiento del plasmido pLGYAC126 por
inhibicién de la girasa con novobiocina o ciprofloxacina, fue estudiado en las cepas T4,
T4ParC® y T4GyrB® (Fig. 21). En T4, la novobiocina inhibe la girasa y en T4ParC®, la
mutacion en parC de la topo IV confiere a la cepa resistencia a ciprofloxacina, por lo que la
enzima inhibida es asimismo la girasa. Los resultados de los experimentos de induccion
demuestran que la relajacion del DNA, por inhibicion de la girasa con novobiocina y
ciprofloxacina, produce un aumento de la transcripcion de la misma. Como consecuencia, la
girasa incrementa el nivel de superenrollamiento del plasmido (Fig. 21A). La mutacion en
gyrB confiere a la cepa T4GyrBR resistencia a novobiocina, por lo que la girasa no es inhibida
por esta droga y no se producen cambios en el superenrollamiento del plasmido. En T4, tanto
la topo 1V (blanco primario de Fgs en neumococo), como la girasa (blanco secundario), van a
ser inhibidas por la ciprofloxacina, lo que se refleja en el plasmido por un aumento en el nivel
de superenrollamiento negativo (Fig. 21B). Es interesante resaltar que la presencia de una
mutacion en gyrB de la cepa T4GyrB" hace que el nivel de superenrollamiento de la célula
sea menos negativo que el de T4 (Fig. 21C), un hecho que ha sido descrito asimismo en E.
coli (Lewis et al., 1996). Sin embargo, la mutacién en parC de la cepa T4ParC® no parece
afectar el nivel de superenrollamiento celular, ya que es el mismo que en la cepa silvestre.
Tanto en T4 como en T4ParCF, la estimulacion de la transcripcion de PgyrA en respuesta a
relajacion del DNA por ciprofloxacina, produce un aumento en el superenrollamiento
negativo del plasmido, siendo mas pronunciado en T4ParC® que en T4 (Fig. 21D). Una
posible explicacion es que, mientras que en T4ParC" la Gnica enzima inhibida es la girasa, en
la cepa T4 silvestre, los efectos en el superenrollamiento del DNA son el resultado de la
inhibicidn de las actividades opuestas en el mantenimiento del superenrollamiento celular de

la topo IV y de la girasa (Zechiedrich et al., 2000).

5.4. POSIBLES FACTORES REGULADORES DE LA RESPUESTA RST

El superenrollamiento del DNA puede regular la influencia de la curvatura en la
actividad del promotor (Pérez-Martin et al., 1994). En el caso del gen gyrA de S. pneumoniae,
la presencia de una curvatura en la region promotora podria hacer al promotor muy sensible a

los cambios en el superenrollamiento. La relajacion del DNA estimula la transcripcion del
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gen posiblemente por una modificacion de la curvatura. Sin embargo, los mecanismos que
relacionan el superenrollamiento del DNA, la curvatura y la transcripcién no son bien
conocidos. Se ha descrito que la activacion de la transcripcion del promotor lac esta mediada
por un incremento en el nivel de superenrollamiento del DNA (Borowiec, 1985). Puesto que
el superenrollamiento negativo favorece la apertura de la doble cadena de DNA necesaria
para la formacién del complejo abierto RNAP-DNA, se podria esperar que éste incrementase
el nivel de transcripcion, al menos para aquellos promotores en los que la formacion del
complejo abierto es el paso limitante (Borowiec, 1985). Sin embargo, no se conoce ningun
mecanismo que explique la estimulacion de un promotor cuya actividad estd aumentada por
una disminucién en el superenrollamiento negativo del DNA. No se sabe si otros factores,
ademas de la RNAP, son necesarios, y si la secuencia de DNA requerida incluye otras zonas
ademas del promotor.

En esta tesis se ha estudiado la respuesta RST en el promotor de gyrA de S.
pneumoniae, tanto en S. pneumoniae como en E. coli, con resultados diferentes. Mientras que
en S. pneumoniae, la secuencia requerida comprende los nucle6tidos —126 a —69, en E. coli
solo son necesarias las regiones -35 y —10 (Fig. 10). La transcripcion del PgyrA de
neumococo en E. coli no depende de la curvatura, sino de la secuencia de nucleo6tidos
presente en el plasmido pLGYACE9, es decir, de las regiones —35 y —10 del promotor, el sitio
de inicio de la transcripcidn y las primeras bases del transcrito (Figs 17 y 18). En E. coli, estas
regiones serian las responsables de la respuesta RST, aunque para la funcién del promotor de
gyrA de neumococo, tanto en E. coli como en S. pneumoniae, s6lo se requiere la region —
10Ext, el inicio de la transcripcion y las primeras bases que son transcritas (Tabla 1X). En E.
coli, el plasmido pLGYAC59 que lleva la region —10Ext, tiene una actividad transcripcional
superior a la de los otros plasmidos (3,4 veces con relacién a pLGYAC126 y 2,6 veces con
relacion a pLGYACG69), lo que parece indicar que la secuencia —10Ext de PgyrA de
neumococo es utilizada muy eficientemente en E. coli (Tabla 1X). EIl gen gyrA de E. coli
también tiene una regién —10Ext (Hussain et al., 1987) y la secuencia que incluye, la region —
10Ext, el sitio de inicio de la transcripcion y las primeras bases que son transcritas, es la
responsable de la respuesta RST (Menzel and Gellert, 1987b). Por tanto, los promotores de

gyrA de E. coli y de S. pneumoniae dependen de regiones diferentes del promotor para la
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respuesta RST cuando ambos estan en E. coli. La dependencia, tanto de la region —35 como
de la -10, para la expresion del PgyrA de S. pneumoniae en E. coli, estd de acuerdo con el
siguiente modelo. En este modelo (Stefano and Gralla, 1982) la variable importante es el
desplazamiento angular (que depende de la longitud del espaciador) alrededor de la hélice
entre las regiones =35 y =10 y que permiten la union de la RNAP.

Una posibilidad para explicar la diferente respuesta RST del PgyrA de neumococo en E.
coli y S. pneumoniae, seria suponer que la RNAP tiene que competir en su unién al promotor con
otra proteina. Esta proteina podria ser un factor inhibidor que tuviera mayor afinidad por DNA
superenrollado que relajado. Este factor inhibidor (represor) podria modificar la curvatura
intrinseca, segun el modelo propuesto en la figura 31, orientdndola en la direccion opuesta a la
necesaria para iniciar la transcripcion, siendo el factor limitante para la iniciacion de la
transcripcion. De acuerdo con esta hipotesis se ha descrito que en el promotor PA2B del fago ¢$29
de B. subtilis, la represion por la proteina p4 se debe a que induce curvatura en direccion opuesta
a la curvatura asociada a la union de la RNAP (Rojo and Salas, 1991). La explicacion de la
diferente respuesta RST del PgyrA de neumococo en E. coli y S. pneumoniae, podria ser la no
existencia en E. coli de este posible represor que seria caracteristico de S. pneumoniae. En este
sentido se ha observado que la estimulacion de la transcripcion del gen gyrA de E.coli en
respuesta a la relajacion del DNA, depende de la concentracién de DNA en un sistema in vitro de
transcripcidn-traduccion, lo que sugiere la existencia de un factor represor que se titula (Carty
and Menzel, 1990). La curvatura podria ser modificada por proteinas de tipo histona, muy
abundantes en bacterias (Drlica and Rouviere-Yaniv, 1987), como una proteina homologa a la
proteina HU de E. coli. Esta proteina tiene la capacidad de envolver y curvar el DNA in vitro sin
especificidad de secuencia (Rouviere-Yaniv et al., 1979), se une preferentemente al DNA
superenrollado (Shindo et al., 1992) y es capaz de modificar el reconocimiento del DNA por
proteinas de union especifica dependiendo de si estas proteinas necesitan para su unién alguna
estructura previa. Este efecto se atribuye a un cambio en la flexibilidad del DNA en presencia de
la proteina HU (Flashner and Gralla, 1988). En ausencia de HU, E. coli forma colonias pequefias,
acumula mutaciones supresoras y es hipersensible a novobiocina (Malik et al., 1996). Hay tres
hechos que implican a la girasa en la supresion de una deficiencia de HU. Primero, mutaciones

supresoras en gyrB restablecen el crecimiento y reducen la sensibilidad a novobiocina. Segundo,
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dos mutaciones definidas en gyrB (gyrB-203 sensible a la temperatura y gyrB-221 resistente a
novobiocina) suprimen el defecto en HU, restableciendo el nivel de superenrollamiento. Tercero,
la introduccion de un plasmido que lleva gyrB restablece el tamafio normal de las colonias (Malik
et al., 1996). Estos datos sugieren que HU tiene un papel, hasta ahora no identificado, en la
topologia del DNA, probablemente por facilitar la actividad de la girasa. En S. pneumoniae, una
proteina homologa a HU de E. coli, actuaria como un represor, uniéndose a DNA superenrollado
y favoreciendo la curvatura en el promotor de gyrA en el sentido opuesto al necesario para iniciar
la transcripcion.

Otro ejemplo de posible represor transcripcional que podria existir en S. pneumoniae seria
un homologo de la proteina FIS. Recientemente se ha descrito que esta proteina FIS en E. coli
disminuye la transcripcion tanto de gyrA como de gyrB (Schneider et al., 1999). Esta proteina es
sintetizada en cantidades elevadas durante el comienzo de la fase exponencial de crecimiento y
esta implicada en la adaptacion del metabolismo celular a este crecimiento (Ninnemann et al.,
1992). FIS modula el nivel de superenrollamiento del DNA plasmidico in vivo, y regula las
actividades de relajacion y superenrollamiento por las topoisomerasas in vitro (Schneider et al.,
1997). Se ha demostrado que in vivo, la expresion de fis se correlaciona con una disminucion de
los niveles de mRNA de gyrA y gyrB y de las correspondientes proteinas, lo que produce una
reduccion de la actividad de superenrollamiento celular. In vitro, FIS se une a los promotores de
ambos genes interfiriendo directamente con la iniciacion de la transcripcion por la RNAP, lo que
indica que en estos promotores FIS actia como un represor transcripcional (Schneider et al.,
1999). Los sitios de union de FIS son diversos pero se han propuesto algunas secuencias
consenso, GNNYRNNA/TNNYRNNC, donde Y=C/T; R=A o G y N=cualquier nucleétido
(Finkel and Johnson, 1992; Lazarus and Travers, 1993). Los experimentos de proteccion a
digestion con DNAasal indican que la union de FIS protege una region de gyrA que incluye el
promotor y se extiende desde las posiciones —68 hasta —16. Este patron sugiere que la union de
FIS en esta regién podria inhibir la transcripcién por un impedimento estérico. FIS protege una
region de gyrB que se extiende desde la posicion —122 hasta —55 (Schneider et al., 1999). En este
caso FIS no interfiere ni con la union de la polimerasa ni con la formacion del complejo abierto y
se ha propuesto que la represion se produce en el paso limitante de la transcripciéon desde el

promotor de gyrB (Schneider et al., 1999), que es la eliminacion de la polimerasa del promotor
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(Menzel and Gellert, 1987b). Asimismo, fis esta implicado en el control homeostatico del
superenrollamiento del DNA en E. coli. La actividad del promotor fis varia en respuesta a
cambios en la topologia del DNA in vivo e in vitro (Schneider et al., 2000). La disminucién del
superenrollamiento celular, disminuye la expresion de fis y en consecuencia no se produce la
represion de gyrA 'y gyrB por FIS (Schneider et al., 1999). EI aumento de la expresion de gyrA'y
gyrB aumenta el nivel de girasa que introduce superenrollamiento negativo en el DNA. Debido a
que la actividad maxima del promotor fis se alcanza a una densidad helicoidal superior a la
fisioldgica, el incremento inicial del superenrollamiento negativo va a producir la activacion del
promotor fis y la represion de gyrA'y gyrB por FIS (Schneider et al., 2000). FIS es un regulador y
las topoisomerasas son los efectores del mantenimiento de los niveles &ptimos de
superenrollamiento negativo del DNA.

Debido a que la regulacién en E. coli y S. pneumoniae es diferente, la proteina homologa
a FIS podria reconocer secuencias diferentes y la proteina HU homologa reconoceria estructura.
En la figura 32 se indica una posible secuencia de union de una proteina homoéloga a FIS. La
union de estas proteinas, cuya sintesis se activa con DNA superenrollado negativamente,
favoreceria la curvatura en el PgyrA de neumococo en direccion opuesta a la necesaria para la
transcripcion por la RNAP. La disminucion de la sintesis de girasa disminuira el nivel de
superenrollamiento celular y, por tanto, la represion ejercida por las proteinas homdlogas,

favoreciéndose la expresion de la girasa.

Centrogurvatura
GAGGCTGAAATAGACG GGTATAATIGTTGTTACTTACTAATTGTGAAATGA AATG
-35 -10 Extendida +1 RBS Met

Figura 32. Posible secuencia de unién de una proteina reguladora. Se indica en rosa una posible secuencia de
unioén separada dos vueltas de hélice en la misma cara del DNA.
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El gen gyrA que codifica la subunidad A de la DNA girasa de S. pneumoniae ha sido clonado
mediante una estrategia basada en reacciones solapantes de PCR y andlisis fisico de la region
cromosomica, habiéndose determinado la secuencia de nucledtidos de un fragmento de 2685
pb del cromosoma de la cepa R6 que incluye este gen.

Un analisis filogenético ha demostrado identidades del 43 al 60% entre GyrA de S.
pneumoniae y otras proteinas GyrA y del 31 al 39% con otras proteinas ParC. Las
secuencias de GyrA y ParC de S. pneumoniae mostraron un 39% de identidad. Las
secuencias de GyrA y ParC de bacterias gram-positivas con bajo contenido en G+C,
formaron grupos diferenciados. Estos datos apoyan las diferentes caracteristicas de
inhibicion por Fgs de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.

El promotor de gyrA consta de una region —35, similar a la secuencia consenso en E.
coli para la subunidad ™ de la RNAP y de una regién —10 extendida. La transcripcién
del gen se inicia a 6 pb del extremo 3" terminal de la region —10 extendida y a 30 pb del
codon de iniciacion de traduccion.

La region que contiene el promotor de gyrA tiene una curvatura intrinseca cuyo centro
se localiza en el espaciador entre las regiones —35 y —10 del promotor. La curvatura
parece actuar como un represor per se puesto que su presencia disminuye la eficiencia de
transcripcion.

El promotor de gyrB tiene una region —35 homologa a la secuencia consenso, no
presenta region —10 y el sitio de inicio de la transcripcion se encuentra a 46 pb del codon
de iniciacion de traduccion.

La transcripcion de gyrA y gyrB se produce a partir de promotores independientes, y
es estimulada por la relajacion del DNA, lo que se denomina respuesta RST
(estimulacion de la transcripcion mediada por relajacion).

La respuesta RST del promotor de gyrA en S. pneumoniae depende de la curvatura
intrinseca, segun se deduce de experimentos de inhibicion de la actividad de la girasa con
novobiocina y ciprofloxacina y de la determinacion de la actividad promotora en fusiones
del promotor de gyrA'y el gen cat.

La respuesta RST del promotor de gyrA en E. coli no depende de la curvatura, sino de

las regiones —35 y —10 del promotor, del sitio de inicio de la transcripcion y de las
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primeras bases del transcrito, aunque para la funcion del promotor, tanto en E. coli como
en S. pneumoniae, sélo se requiere la region —10EXxt y la secuencia posterior. La diferente
respuesta RST del promotor de gyrA de neumococo en estas bacterias, podria deberse a la
ausencia en E. coli de un posible represor caracteristico de neumococo. Este represor, con
mayor afinidad por DNA superenrollado que relajado, modificaria la curvatura intrinseca
inhibiendo la transcripcion.

La respuesta RST del promotor de gyrB en S. pneumoniae, segin se deduce de
experimentos de inhibicién con novobiocina y ciprofloxacina y de la determinacion de la
actividad promotora en fusiones del promotor de gyrB y el gen cat fue de 3 veces
superior a la del promotor de gyrA con novobiocina, y de 2 veces superior con
ciprofloxacina.

La estimulacion del promotor de gyrA con ciprofloxacina produjo efectivamente un
aumento en el superenrollamiento negativo. Este efecto fue mas pronunciado en un
mutante para parC, que en la cepa silvestre, debido a la inhibicion en la cepa silvestre de
la actividad de relajacion de la topo 1V.

La estimulacién del promotor de gyrA con novobiocina produjo asimismo un aumento
en el superenrollamiento negativo. Este efecto no se observé en un mutante para gyrB

resistente a esta droga.
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