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masa de DNA/proteina igual a 15.5, y en presencia de 20 mM de MnCl,; iii) la
actividad de RepB es dependiente de la temperatura; los mejores resultados se han
obtenido incubando la proteina a 60°C; iv) se observd que debido a la presencia de
KClI en el tampén de incubacion, aparecen formas F1I inespecificas, y que la actividad
de cierre de RepB se inhibe a concentraciones de KCl entre 250 y 300 mM; v) la
actividad de RepB no se inhibe en presencia de camptotecina (inhibidor de la
topoisomerasa 1} y tampoco se ve afectada por la presencia del represor
transcripcional, CopG; vi) se comprobd que la proteina RepB es capaz de cerrar
aquellas moléculas de DNA que previamente ha cortado, sin que exista ninguna
actividad DNA ligasa adenilada contaminante; vii) algunos detergentes podrian
favorecer la actividad de corte de RepB, posiblemente debido a la disociacion de
agregados proteicos, pero inhiben la actividad de cicrre; viii) RepB actta rdpido y
parece tencr una vida media muy pequeia; ix) el MnCl, podria modificar la estructura

de la protefna, estabilizando su centro activo.

8. pLS1 PRESENTA UN INCREMENTO EN SU NUMERO DE COPIAS
EN CULTIVOS DE B.subtilis CRECIDOS A 45°C

Como en los experimentos realizados in vitro, se ha observado un aumento de la
actiividad de RepB a temperaturas de incubacion superiores a la fisioldgica (37°C), se
pensé en la posibilidad de realizar un ensayo in vivo a esas temperaturas, con el fin
de obtener informacion sobre la replicacion del pldsmido como consecuencia de la
actividad de RepB, en unas condiciones cercanas a una situacion "natural”. Por ello,
se aprovecho el hecho de que el pldsmido pLS1 replica en la estirpe mesofila B.subtilis
(Espinosa et af, 1982), para comparar el nimero de copias de pLST en esta estirpe
cuando las células se crecen a 37, 45 o 50°C. Cultivos de Busubtilis MBI11 que
contenian el plasmido pLSt se crecieron a las temperaturas de 37, 45, 50 y 55°C.
Cuando la DO, de los cultivos alcanzo el valor de 0.6, se tomaron alicuotas de 1.5
ml para analizar el contenido de DNA total (cromosomico y plasmidico). Distintas
cantidades de las preparaciones de DNA total [10 gl (a), 15 pl (b) v 20 gl (c)] se
analizaron en geles de agarosa al 1% en tampén TAL, que fueron tefidos con 1

pg/ml de EtBr tras la electroforesis (Fig. 30). El cilculo del nimero de copias de
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pLSt se realizé a partir de la densitometria de los negativos obtenidos y tomando
como referencia el nGmero de copias de pLST en B.subtilis a 37°C, valor igual a 4 +
1 que fue previamente determinado (Kramer et af, 1995). Como resultado se obtuvo
un valor de 7.6 copias a 45°C y una disminucion a 2.3 copias a 50°C; el cultivo a 55°C
no crecid y se observd una disminucion en el tiempo de duplicacion de la bacteria,
cuando ésta se crecid a 45 y S0°C. El cultivo de B.subtilis/pLS1 crecido a 45°C se
creci durante 26 generaciones y s¢ tomaron alicuotas a las 6, 16 y 26 generaciones
para analizar ¢l contenido de DNA plasmidico; se comprobd que el incremento en
el niimero de copias de pLS1 se mantiene en las distintas generaciones de
crecimiento. También se pudo observar que, a 50°C, las muestras analizadas que
fueron tomadas a la misma densidad éptica presentaban una menor cantidad de DNA

Cromosomico.

@ MB11/plLS!
w e I 1
23 37°C  45°C  50°C
=0 11 17 al
ab ¢ abc abc

DNA
cromosomico

DNA
plasmidico

Figura 30. Namero de copias de pLS1 cn B.subtilis a temperaturas superiores a 37°C. Cultivos de
B.subtilis MB11/pLS1 se crecieron a 37, 45 y 50°C hasta una DO, =0.6. Sc analizé el contenido de DNA
total, cargando distintas cantidades [10 pl (a), 15 ul (b) y 20 pl (¢)] en geles de agarosa al 1%, en tampon
TAE que {ueron tedidos con 1 gg/ml de EiBr. El valor de N sc calculd a partir de la densitometria de

los negativos obtenidos. Como control s incluye una muestra con DNA de pLS1. MWS: marcador de
peso molecular,
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9. IN_VITRO, LOS ITERONES NO SON NECESARIOS PARA LA
ACTIVIDAD DE CORTE/CIERRE DE RepB SOBRE DNA
SUPERENROLLADO

Para definir las interacciones RepB-dso sobre DNA plasmidico superenrollado,
se utilizaron pldsmidos recombinantes (basados en el vector pC194) que llevan
clonados la region nic (pCGAT/8), bind (pCGA3) o el dso entero (pCGA11/12) de
pLS1. En el Apartado 2 se mostré que solamente pCGA11 y pCGAIZ exhiben una
ligera incompatibilidad hacia pLS1, probablemente debida a utilizacion de RepB. Esto
sugerfa que RepB necesita, in vivo, un dso entero para llevar a cabo su funcién de
proteina iniciadora de la replicacidn. Para saber st los requerimtentos in vifro eran
semejantes a los observados in vivo, se incubd DNA de los plasmidos mencionados
(700 ng) con la proteina RepB (45 ng) en tampdn B y 20 mM MnCl,, durante 30 min
a 37, 45 y 6rC. También se inctuyé DNA del vector pCl194 como cantrol negativo.
La reaceion se pard con 125 pg/ml de proteinasa K, y las muestras se analizaron
mediante electroforesis (Fig. 31). Como se esperaba, RepB no presentd ninguna
actividad sobre pC194 ni sobre pCGA3 (que sélo contigne los lterones). Esto
demuestra la especifiadad de RepB sobre la region nic del dso de pl.S1. Se observd,
ademas, que RepB presentaba actividades similares sobre DNA de pCGA11/12 {con
cl origen entero) y sobre pCGAT/8 (carentes de la region bind del origen). Tampoco
se observd ninguna diferencia de actividad entre las dos orientaciones utilizadas. Por
tanto, se puede concluir que, in vitro, la relajacion de DNA superenrollado por RepB
no reqguiere la unon previa de la proteina iniciadora a los iterones, y gue la actividad
de RepB es dependiente de hebra pero independiente de orientacidn sobre DNA

superenrollado.

Basandonos en los datos de Bowater et «f (1991) sobre las propiedades de las
secuencias ricas en (A+T) para promover la extrusién de estructuras cruciformes a
baja fuerza idnica en pldsmidos superenrollados, se intentd favorecer in vitro la
extrusion de H-1 (que contiene la region nic del dso de pl.S1), ya que la frecuencia
y distribucion de nt alrededor de la regidn nic muestra que la region rica en (G+C)

alrededor del sitio de corte (entre los nt 448 y 449} de RepB se encuentra flanqueada
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Figura 31. Requerimientos estructurales in vitro de la proteina RepB sobre DNA superenrollado. A. Mapa
fisico y funcional de los fragmentos de pLS1 clonados en el sitio Gnico HindIII de pC194cop. Se indican
las posiciones de las Horquillas 1 y II, los iterones (1-2-3, cajas sombreadas), el promotor P_, (») para
la transcripcion de los genes copG y repB, y el gen copG (flecha). Se muestran los sitios de restriccién
relevantes usados para el clonaje (coordenadas de corte en pLS1 entre paréntesis), asi como los nombres
y orientaciones de los recombinantes. B. Geles de agarosa con los productos de reaccion DNA-RepB a
37, 45 y 60°C. Los ensayos se realizaron con 700 ng de DNA plasmidico (pLS1, pCGA30, pC194cop,
pCGA7/8 y pCGA11/12) y 45 ng de RepB; la incubacion fue de 30 min a 60°C. Los signos (+) y (-)
indican la presencia o no de la proteina RepB en la reaccion. FI: forma superenrollada; FII: forma circular
abierta; FI': forma circular relajada.

por secuencias ricas en (A+T) (ver Fig. 75 en Discusion). Se emplearon DNAs de los
plasmidos pCGA7, pCGA11l y pLS1, realizando un precalentamiento del DNA (2.1
pg) en agua durante 15 min a 45 6 60°C (para abrir las zonas del DNA ricas en A+T)
y después se enfri6 rdpidamente a 0°C para intentar "congelar" las estructuras
secundarias extruidas. Los DNAs se mantuvieron a 0°C durante 10 min, antes de

aumentar la concentracién de sal de las muestras por adicién de tamp6n B y 20 mM



Resultados 118

MnCl,, hasta un volumen final de 100 gl. Un tercio de este volumen (700 ng) se
incubé con RepB (45 ng) durante 30 min a 30°C, los otros dos tercios restantes se
incubaron a 37°C en presencia o no de la proteina. Tras la incubacion, las reacciones
se trataron con 125 pg/ml de proteinasa K (10 min a 20°C). Se incluyeron muestras
que fueron incubadas con RepB sin ningin tratamiento previo del DNA (controles
positivos) y como control negativo se utilizé el plasmido pCGA3 (que solo contiene
ta region bind del origen). Los productos de reaccidén se analizaron como de
costumbre. En estas condiciones no se pudo observar ninguna actividad de RepB a
30°C en los plasmidos pCGA7 y pCGAT11, aunque si hubo cierta actividad sobre el
pLS1 a esta temperatura (no mostrado). A 37°C no se observd ningin incremento en
la actividad de RepB sobre los plasmidos ensayados; quizas porque en estos plasmidos
se necesita una temperatura mayor de precalentamiento para poder abrir la zona que

rodea a H-1 y lograr después mantener esta estructura con una bajada mds rdpida de

la temperatura.

Dado que los iterones no son esenciales para la actividad in vitro de RepB, se
disenaron algunos experimentos para intentar definir su papel in vivo. En primer
lugar, intentamos eliminar los iterones de pL.S1 para conocer el efecto de tal delecién
sobre la replicacién del plasmido. Para facilitar la delecion de los iterones, éstos se
flanquearon por dos sitios de restriccion, gencrados por mutagénesis dirigida. Se
utilizd el ptasmido pALT-Pst1b (que lleva clonado el fragmento Pstl B de pLS1 en el
fagémido pALTER-1; Tabla 3) para crear los sitios BamH! (5-G’GATCC-3’; cambios
C—>Ay G-+C en las coordenadas 522 y 525 de pLS1) y Belll (5-A’GATCT-3; cambio
T—C en la coordenada 574 de pLS1) a la izquierda y derecha de los iterones,
respectivamente. Estas dianas no existen en pLSI. Se infectd el cultivo IM109/pALT-
PstIb con el fago R408 para la obtencion de ssDNA, usando una m.o.i. de 10. El DNA
del fago junto con el DNA del fagémido recombinante se coprecipitaron segin las
indicaciones de Maniatis ef @/ (1982). La mutagénesis se llevd a cabo anillando 0.1
pmol de ssDNA con 0.5 pmol del oligo reparador de Ap fostorilado y 2.5 pmol de los
oligos mutagénicos BamHlcomp (34-mer; 5-GTCGCCGAGATTTGAGGATCCTC
AAACCCTTGCA-3) y/o Bglllcomp (31-mer; S-GTATTTTTCCCAAAAGATCTC
TAAAAAGTCG-3) fosforilados en su extremo S'-terminal con la T4 PNK (Fig. 32A).
La reaccion de sintesis se realizd con fa T4 DNA polimerasa y se sello con T4 DNA

ligasa, tras una incubacion de 90 min a 37°C. Con el DNA uasi sintetizado se
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transformd BMH71-18mutS (Hanahan, 1983). Se seleccionaron los transformantes Ap',
de los que se prepard6 DNA plasmidico para transformar la estirpe JM109,
seleccionando para crecimiento en presencia de Ap. Finalmente, se comprobé la
presencia de las mutaciones deseadas mediante digestion con los enzimas adecuados.
De esta forma, se obtuvieron los plasmidos pALT-BamHI (sitio BamHI en la
coordenada 520 del fragmento de pLS1 clonado en pALT-Pstlb), pALT-Bgl (sitio

Gnico Bgllt en la coordenada 570) y pALT-BB (sitios BamHI y Bglll).

51

Figura 32. Sccuencia de nucledtidos de pLS1 desde las coordenadas 400 a 600, que incluyen la region del
dso de pLS1. Se indica la Horquilla I con el sitio de corte de RepB (/) y los tres iterones (11-13; en itdlica
y subrayado). S¢ mucstran los oligos mutagénicos emplcados para crear los sitios de restriceién BamHI
y Bgill, a laizquierda y derecha de los iterones respectivamente; y los cambios de nucledtidos introducidos

400 448
a Horguilla I

TGGGGGATTTTTTCTCCGAAAAAATCTAAAATATGGGGGGGCTACTACG/A

500

ECCCCCCTATAGTGCCGAGTGCCAAAATCAAAAAAAAAACGCCTTTAGCCT

551

BamHT
TAGAGCTGCAAGGGTTTGAGGCTCGTCAAATCTCGGCGACTTTTCGGCGAC
A C Il I2

3'-ACGTTCCCAAACTCCTAGGAGTTTAGAGCCGCTG-5"!
Oligo BamHI comp (34-mer)

600

BglIl
TTTTCGGCGACTTTTTAGAGATTTTTTGGGAAAAATACGAAAAAGATTG-3"!
13 C

3'-GCTGAARAAATCTCTAGAAAACCCTTTTTATG—5"
Oligo BglII comp (21l-mer)

(cn negrita).



Resulados 120

Para intentar construir los derivados de pLS1 con las mutaciones indicadas, se
aisld el fragmento Pstl B (clonado en pALTER-1), y se realizo un intercambio de
fragmentos Pstl con el replicon pLS1: fragmentos Pstl B (1056 pb) de los derivados
de pALTER-1 conteniendo las mutaciones y el fragmento Pstl A (3357 pb) de pLSI,
en una relacion A:B igual a 1.5:1. Los fragmentos se trataron con T4 DNA ligasa en
un volumen de 25 ul, durante 16 h a 16°C. Se transformé S.preumoniae 708 con la
mitad de cada ligacion y se seleccionaron los transformantes por crecimiento en medio
sélido con Te, obteniéndose los siguientes transformantes/mi: 1320 para la
construccion pLS1Bam I, 860 para la construccion pLS1Bg/ll y 1870 para el mutante
doble pLS1BamHI-Bglll. Se seleccionaron varios clones y se comprob6 la existencia
de las mutaciones mediante digestion con los enzimas de restriccion correspondientes.
Se escogid un clon de cada construccion, se obtuvo el DNA correspondiente y se
volvié a transformar S.prewmoniae 708 para eliminar cualquier posible contaminacion
con pLS1 parental. Se analizaron varios clones y de nuevo se comprobd la existencia
de la mutacion deseada. Se obtuvieron as{ los plasmidos pLS1-520 (sitio inico BamHI
en la coordenada 520 de pLS1), pLS1-570 (sitio dnico Bglll en la coordenada 570) y
pLS1BB (doble mutante con los sitios tnicos BamHI y Bg/ll, en las coordenadas 520

y 570, respectivamente).

Para intentar la construccion del derivado de pLS1 sin iterones se utilizdé pLS1BB,
digiriendo DNA de este plasmido con BamHI y con Bglll, lo que genera extremos 5’
compatibles que resultan en un nuevo sitio Sau3Al. El fragmento mayor se purifico
y se procedio a su autoligaciéon en un volumen de 35 ul. La mitad de la ligacion se
utilizd para transformar S.preumoniae 708, seleccioniandose los transformantes por
crecimiento en medio con Te. Se obtuvieron 690 transformantes/mi, de los cuales se
analizaron 48, Todos los clones analizados seguian manteniendo el sitio Bg/ll. Por lo
tanto, se dializ6 el resto de la ligacion frente a TE (10:1) y se digirié con Bg/ll para
reducir los escapes que pudieran existir y bajar asi la eficiencia de transformacion de
los fragmentos que no hayan higado BamHI-Bglll. Nuevamente, se transformd
S.pneumoniae 708 y se seleccionaron los transformantes Ic. En este caso, se
obtuvieron muy pocos transformantes (13 transformantes/ml). Tras ser analizados
todos ellos, se observé que ninguno tenia los sitios BamHI y Bglll, pero cabia la

posibilidad de que se tratara de un pLS1 silvestre. Por cllo, se realizé una digestion
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con Sau3Al (la ligacion BamHI-Bglll genera un sitio nuevo) de los DNAs de todos
los clones seleccionados y de pLS1 silvestre como control. Todos los DNAs carecian
de un nuevo sitio Sau3Al, por lo que suponemos que se tratan de pLS1 silvestre.
Los resultados indican que la deleciéon de los iterones no da lugar a plasmidos
replicativos en S.prewmoniae. Por tanto, pensamos que la region bind (que contiene

los tres iterones [1-12-13) es esencial in vivo para la replicacion de pLS1.

Mediante andlisis por ordenador se observd que los iterones y el sitio de corte
reconocido por RepB se encuentran situados en la misma cara del DNA (Fig. 33). Por
tanto, especulamos que RepB podria, inicialmente, reconocer in vivo los iterones y al
unirse a ellos podria posicionarse adecuadamente para reconocer el sitio de corte en
la regién nmic. La primera aproximacién para analizar esta posibilidad se basd en
cambiar de fase los iterones y el sitio de corte, introduciendo 4 pb entre ambos
(plasmido q4) y produciendo una rotacién de casi media vuelta de hélice entre ellos.
Para ello, se utilizaron los plasmidos pLS1-520 y pl.S1-570 (como control), cuyos
DNAs fueron digeridos con los enzimas BamHl1 y Bg/ll, respectivamente. Los extremos
3’ recesivos se rellenaron con Pol IK y se ligaron en un volumen de 50 xl. La mitad
de cada transformacion se utilizd para transformar S.preumoniae 708, obteniéndose
1.4x10" transformantes/ml para pLS1-52004 y 1.7x10° para pLS1-57004. Se analizaron
varios clones mediante digestion con Clal, ya que tras cortar con BamHIl y Bgill y
rellenar con PollK, se genera un sitio nuevo Clal. La mayoria de los clones de pLS1-
57004 (insercion de 4 pb en el sitio Bglll) analizados poseen un sitio Clal nuevo y
conservan el sitio BamHI1. Por el contrario, ninguno de los clones pLS1-52004
(insercidn de 4 pb en el sitio BamHI) presentaban un sitio Clal nuevo. El resto de la
ligacion de plL51-52004 se cortd con BamHl para linearizar las moléculas que
hubieran escapadoc de PollK. Se volvié a transtormar S.pneumoniae 708 y se
seleccionaron los transformantes T¢'; ninguno de los clones analizados poseia el sitio
Cial. Por tanto, no conseguimos obtener in vivo ningan transformante basado en el
replicon pLLS1, que tuviese los iterones y el sitio de corte en fases distintas del DNA,
En cambio, si se consiguio introducir 4 pb mds en el sitio Bglll, situado "corriente
abajo” de los iterones, mutacion que no influirfa en la localizacion de los iterones

respecto al sitio de corte ni interferiria con la replicacion del plasmido.
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Figura 33. Proyeceidn cilindrica de la region del DNA de pLST (secuencia de ot de pl.S1 desde la
coordenada 440 a 570) que comprende el sitio de corte y los iterones (en negrila y subrayado).

Como en el replicon pl.S1 no se pudo conseguir el cambio de fase entre los
iterones y el sitio de corte, se intentd una nueva estrategia. Para ello, se clond el
fragmento Banl-Apal.l (393 pb) de pl.SIBB en el sitio tnico HindIll de pCl194cop,
compatible con pLS1. Una vez aistado el fragmento Banl-Apalll de pLSIBB, se ligd
a pCl94cop linearizado en Hindlll, cuyos extremos 3’ recesivos habian sido
previamente rellenados con PollK. La reaccion de ligacidn se realizd en un volumen
de 65 pl, manteniendo una relaciéon vector:fragmento en moléculas de 4:1. Esta
relacion no es muy favorable para el clonaje (idealmente seria la inversa), pero la
cantidad de DNA del fragmento con la que contdbamos era escasa. Se uséd la mitad

de la ligacién para transformar S.prneumoniae 708 y se seleccionaron los
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transformantes en presencia de Cm. Se obtuvieron 2780 transformantes/ml a las 48
h de incubacion a 37°C. Se analizaron varios clones mediante mapeo por restriccién
y se escogié un clon recombinante con el fragmento Banl-4pal.l mutado clonado en
la orientaci6n a (segln la direccion del gen car), al que se le dio el nombre de pC3BA
(Fig. 34A). Nuevamente, se procedié a cambiar de fase los iterones respecto al sitio
de corte del dso. Para ello, se linearizé el plasmido pC3BA en los sitios Gnicos BamHI
o BgllI por separado, se rellenaron los extremos 3’ recesivos con Pol IK y se realiz6
una ligacion en un volumen de 50 ul. La mitad de cada ligacién se utilizé para

transformar S.pneumoniae 708, induciendo el gen cat con 0.1 pg/ml de Cm, durante
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Figura 34. A. Representacion esquematica del plasmido recombinante pC3BA. Se representa el fragmento
Banl-Apalll de pLS1BB (con el dso mutado de pLS1), que fue clonado en el sitio Hindlll Gnico de
pC194cop. En la parte inferior s muestran las Horquillas I y I1, los tres iterones (I1-13; caja sombreada),
parte del promotor de los genes copG y repB (P, )y las mutaciones introducidas (x) que generaron dos
sitios de restriccion (BamHI y Bglll) nuevos. B. Gel de agarosa con los productos de actividad de la
proteina RepB sobre los plasmidos pC3BA y pC3BA-520004. Los ensayos se realizaron con 700 ng de
DNA plasmidico y 45 ng de la proteina RepB mediante una incubacién de 30 min a las temperaturas
indicadas. Como control se incluye una muestra de DNA pLS1 (700 ng) con RepB (45 ng) a 60°C. FI:
forma superenrollada; FII: forma circular abierta; FI: forma circular relajada; MWS: marcador de peso
molecular.
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los 0ltimos 20 min de expresion a 37°C. Los transformantes se seleccionaron para Cm'
y los posibles recombinantes fueron analizados mediante mapeo por restriccion,
buscando la presencia, como en el caso anterior, de un sitio Clul nuevo. El vector
pC194cop y el control pC3BA poseen dos sitios Clal, cuya digestion da lugar a dos
fragmentos: uno de 1668 pb y otro de 1237 pb (en el caso de pC194) o de 1630 pb
(si se trata de pC3BA). Los recombinantes presentardn tres sitios Clal, que dan lugar
en el caso de pC3BA-(BamHI4) a tres fragmentos de 1668 pb, 1172 pb y 462 pb.
Para el caso de pC3BA-(Bgllln4), corresponden a 1668 pb, 1122 pb y 512 pb. Se
obtuvieron asi los plismidos pC3BA-52004 (cambio de fase entre los iterones y la
region nic, insertando 4 pb) y pC3BA-57004 (insercion de 4 pb en el sitio Bgl/,
situado a la derecha de los iterones). Una vez conseguido este cambio de fase entre
los iterones y el sitio de corte, se realizdé un ensayo de actividad in vitro de la proteina
RepB sobre los plasmidos pC3BA (dso de pl.S1 con los sitios nuevos BamHI y Bglll
a ambos lados de los iterones) y pC3BA-52004 (insercidn de 4 pb en el sitio BamHI
situado entre los iterones y el sitio de corte). El ensayo se¢ realizé como c¢n otras
ocasiones mezctando 700 ng de DNA plasmidico en tampon B, 20 mM MnCl, y con
223 ng de la proteina RepB (preparacton de la segunda purificacion que resulté con
una menor actividad). Las muestras se incubaron durante 30 min a 37, 45y 60°C, y
se pard la reaccion con 250 ug/ml de proteinasa K. Como control se usé DNA de
pLS1y la misma cantidad de RepB, con una incubacion de 30 min a 60rC. El andlisis
de los productos de reaccién indicé un pequeno porcentaje de actividad a 60°C,
porcentaje que fue ligeramente mayor en el caso de pC3BA-52004 (Fig. 34B). Se
esperaba obtener un resultado diferente en el cual, la proteina RepB reconociese
preferentemente la region dso clonada en pC3BA, que mantendria en la misma cara
del DNA los iterones respecto al sitio de corte. No obstante, RepD tiene actividad
sobre plasmidos que carecen de los iterones y conservan intacta la region nic
(pCGAT/8). Ademds, no se puede descartar que los cambios introducidos en el DNA
al crear el sitio BamHI, influyan en la actividad y el reconocimiento realizado por la

proteina RepB.

Los resultados anteriores no permiten asignar un papel claro a los iterones en el
reconocimiento RepB-dso. Sin embargo, se deben considerar dos hechos: i) no fue

factible construir un replicon pL.St carente de iterones, v i) no se consiguid introducir
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4 pb (cambio de fase) entre los iterones y el sitio de corte usando el replicon pLS1,
situacion que se aproximaria mds a las condiciones in vivo. Ambas observaciones
apuntan a un papel esencial de los iterones, si bien atn queda por descifrar su papel

in vivo en la replicacion de pLS1.

10. CURVATURAS INTRINSECAS PRESENTES EN EL dso DE pLS1.
INFLUENCIA DE RepB

Datos previos de nuestro laboratorio indicaron la presencia de una curvatura muy
compleja en esta zona, habiéndose mapeado el centro de la curvatura principal
alrededor de coordenada 630 (Pérez-Martin ef al, 1988). Predicciones realizadas con
ordenador sobre el dso de pLS1 pusieron de manifiesto que se trataba de una region
potenciaimente curvada (ver Fig. 76 en Discusidn). Para analizar las posibles
curvaturas intrinsecas de esta regién sin interferencias de la curvatura principal, se
cloné el fragmento Banl-Apal.l (coordenadas 214 a 607, respectivamente; 393 pb) de
pMV158 en el vector pBend2 (Kim ez af, 1989). Este plasmido ha sido diseniado para
el andlisis de curvaturas en el DNA, intrinsecas o inducidas por proteinas, sin
necesidad de recurrir a ensayos de permutacion circular de fragmentos de DNA. Se
ha comprobado que fragmentos de DNA curvados muestran una movilidad
electroforética (en geles nativos de PAA) menor que la de fragmentos de igual
tamafio sin curvaturas, migracion que depende de la localizacion del centro de
curvatura en el fragmento. De la misma forma, se ha visto que si el sitio de unién
de una proteina que induce curvaturas se encuentra situado en el punto medio del
fragmento, la movilidad serd menor que st el sitio se encuentra proximo a un extremo
(Wu vy Crothers, 1984). El sitio de multiclonado de pBend2 permite generar diversos
fragmentos de DNA de idéntica longitud, en los que el sitio de unién de la proteina
(0 el centro de curvatura del DNA) se localiza a diversas distancias de los extremos

de los fragmentos.

Para realizar el clonaje, se linearizd6 DNA de pBend2 en su sitio tnico Sa/l. Por

otra parte, se digiri6 DNA de pMV158 (10 ug) con Banl y Apal.l (sitios Gnicos en las
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coordenadas 214 y 607, respectivamente), purificindose el fragmento de 393 pb. Los
DNAs se trataron con Pol IK y se ligaron en un volumen de 55 ul, usando una
relacion vector:fragmento (en moléculas) de 3:1. Una cuarta parte de la ligacion se
utilizé para transformar E.coli JM109. Los transformantes se seleccionaron para Ap’,
obteniéndose s6lo un clon con el pldsmido recombinante. La orientacién del
fragmento clonado se analiz6 por digestién del DNA de pBend2 y del recombinante,
pBend-dso, con el enzima Ddel. La digestion del vector con Ddel origina los
fragmentos de 687, 540, 465, 426, 409 y 166 pb. Si el fragmento Banl-Apall se
hubiese clonado en la orientacién contraria respecto al gen bla, se generarian tres
fragmentos nuevos de 607, 280 y 193 pb, como asi ocurri. Una vez obtenido el
plasmido recombinante pBend2-dso, se procedi6 a analizar la posible curvatura

intrinseca en el fragmento clonado. Para ello, el DNA (0.4 ng) se digirié con los
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Figura 35. A. Andlisis de las curvaturas intrinsecas del fragmento BanI-ApalLl clonado en pBend2. El
DNA recombinante (0.4 pg) se digirié con los enzimas Bg/II (B), Clal (C), Xhol (X), EcoRV (E), Pvull
(P), Smal (Sm), Stul (St), SspI (Ss), Rsal (R) y BamHI (Ba). Tras la digestion, la muestra se repartid en
dos (0.2 pg), se anadi6 directamente el tampon de carga y se analizaron los fragmentos en dos geles 6%
PAA nativos; una de las electroforesis se llevo a cabo a 5°C (panel superior) en una cidmara fria y la otra
se realizé en un incubador a 50°C (panel inferior). MWS: marcador de peso molecular.
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enzimas siguientes: Bglll, Clal, Xhol, EcoRV, Pvull, Sspl, Rsal y BamHIL Tras la
digestion, la muestra de DNA se repartio en dos (0.2 ug), se anadié tampdn de carga
y se analizaron los fragmentos en dos geles 6% PAA nativos. Una de las electroforesis
se realizé a 5°C en una camara fria y la otra en un incubador a 50°C. Dada la
migracion de DNA en acrilamida, fa migracion anémala se acentia a 5°C y se
disminuye a 50°C. Después de la electroforesis, los geles se tineron con 0.5 pg/ml de
EtBr y se fotografiaron (Fig. 35A). Se midieron las movilidades relativas (R, ) de cada
fragmento a 5 y 50°C. La representacion grafica mostrd que no todos los fragmentos
tenian la misma movilidad, siendo los fragmentos digeridos con BamHIl y con Clal,
los que presentaban una mayor diferencia de migracion entre las dos temperaturas,
lo cual indica que en estos fragmentos con las curvaturas estdn mds centradas. Esto
sugiere que: 1) existen dos curvaturas intrinsecas dentro del fragmento Banl-Apal.ly
ii) los centros de éstas curvaturas se localizan alrededor de la coordenada 380-390 y
de la coordenada 460-470 de pMV158 (Fig. 35B).

B

C XEPSmSISsRBa Horquilta I 111213 8 C XE PSmSISs RBa
LINCET == Ty | [T
|
|
|
4.2 | @D
o0 [ o
4.0 \/\ocoo\ ' " Al da g o
[ D0-0 50°C { *,
38l 1 \ i
C ) y 'y I
36 . N m
%} I
=, Ne 1 N @
a 34 - i r
. i L
32 o hY { 41,
New 1
3.0 e seC I
|
L —— ] 3
L | d
e ————— I
L ' )
! — i
T ]
| B J
L 1
L ;
L — 1 ]

Figura 35. B. Sc muestra ¢l sitio de multiclonado de pBend2-dso, donde sc indica la posicion relativa de
la Horquilla I'y los iterones (I1-12-13). A la izquierda s¢ midieron la movilidades relativas (R cn cm) de
cada {ragmento a 5 (@) y 50°C (C). A la derecha se representd ¢l cociente R (- RepB)/ R, (+ RepB)
(4). Sc¢ indica la posicidn relativa de las dos curvaturas intrinsceas (flechas continuas) v el centro de la
curvatura inducida por RepB (flecha discontinua),



Resultados 128

A continuacién se intenté determinar si RepB induce curvaturas en el dso de
pMV158. Para ello, el DNA de pBend2-dso (0.4 pg) se digiri6 con Bglll, EcoRV y
BamHI; la muestra se dividié en dos (0.2 ug) y fue incubada (+) o no (-) con RepB
(110 ng) en tamp6n B, durante 30 min a t.a. Se afiadi6 el colorante de carga y la
muestras se analizaron por electroforesis en un gel de PAA al 6%. En los tres casos
se observé retencion del fragmento clonado por disminucién de la banda
correspondiente (515 pb) en las muestras tratadas con RepB. Tras este resultado se
realiz6 un nuevo ensayo con 0.6 ug de DNA de pBend2-dso, que fue digerido con los
mismos enzimas de restriccién Bglll, EcoRV y BamHI. Cada digestion se reparti6 en
tres muestras, las cuales se incubaron (+) o no (-) con RepB (110ng). Una de las
muestras (+) incluia heparina (0.2 pg/ul) como competidor, la cual se anadi6 en los
tltimos 10 min de incubacién. Las reacciones se incubaron en tamp6n B durante 30
min a t.a., se les afnadi6 el colorante de carga y se analizaron en un gel mixto 0.5%
agarosa-1.8% acrilamida. El resultado (Fig. 35C) mostr6 una retencién especifica por

RepB de la banda de 515 pb en los fragmentos EcoRV y BamH], los cuales sitian el
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Figura 35. C. Influencia de la proteina RepB sobre el fragmento clonado en pBend2. DNA de pBend2-
dso (0.6 pg) fue digerido con los enzimas Bg/ll, EcoRV y BamHI. Cada digeslion se reparti6 en tres
muestras que fueron tratadas (+) o no (-) con RepB (110ng), una de las muestras (+) incluia heparina
(0.2 pg/pl) como competidor, y se aiadi6 en los dltimos 10 min de incubacion. Las reacciones se

incubaron durante 30 min a t.a. y se analizaron en un gel mixto 0.5% agarosa-1.8% acrilamida. MWS:
marcador de peso molecular.



Resultados 129

fragmento clonado en el centro y hacia la derecha. RepB no retuvo el fragmento de
515 pb en presencia de heparina. Para definir mejor la posible curvatura inducida por
RepB, se digirio DNA de pBend2-dso (0.4 pg) con Bglll, Clal, Xhol, EcoRV, Pvull,
Smal, Stul, Sspl, Rsal v BarmHI. La mitad de cada digestion (0.2 ug) se incubd con
RepB en las condiciones anteriores y las muestras se analizaron en un gel mixto 0.5%
agarosa-1.8% acrilamida. La representacion gréafica del cociente de las movilidades
aparentes de los fragmentos en presencia o ausencia de RepB (Fig. 35B), mostraron
que RepB induce curvatura en el dso de pMV158 y que el centro de esta curvatura

se localiza alrededor de la coordenada 410 de pMV158.

11. IDENTIFICACION DE LOS PRODUCTOS FII + FI’ GENERADOS
POR RepB

Como ya se ha mostrado, la actividad de RepB sobre DNA plasmidico
superenrollado (formas FI) se refleja en la aparicién de nuevas bandas con distinta
migracion electroforética: una banda de migracidn lenta correspondiente a formas FII
(circular abierta), que se generan como consecuencida del corte especifico en una de
las hebras, y formas FT” (circular relajada), que son consecuencia de la actividad de
corte/cierre de la proteina. Las formas FI' se agrupan en una tnica banda de
migracion ligeramente mas rapida que las formas FI cuando la electroforesis se realiza
en presencia del agente intercalante EtBr (Fig. 36A), o se detectan como distintas

bandas de migracion mas lenta que [as formas F{ cuando [a electroforesis se realiza

en ausencia de EtBr (Fig. 36B).

Para conocer la distribucion de topoisémeros generados tras la actuacién de
RepB, se realizo un ensayo de actividad usando DNA de pLS1 (700 ng) y 45 ng de
RepB en un volumen final de 30 pl. Las muestras se incubaron durante 30 min a 37,
45 y 60°C, y se trataron del modo habitual. Los productos de reaccion se analizaron
en geles de agarosa conteniendo cloroquina (2 pg/ml), que se trataron como se
describid en Materiales y Métodos. Los resultados mostraron una diferente
distribucion de topoisomeros entre el control no tratado y las muestras incubadas con

RepB (Fig. 37A). Estas muestras acumulaban bandas en la parte inferior del gel, que
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Figura 36. Anilisis de los productos generados por RepB sobre DNA superenrollado de pMV158. Se
realizo una incubacién con 700 ng de DNA plasmidico y 45 ng de proteina, durante 30 min a 37, 45 y
60°C. Los productos de reaccién sc analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1%
conteniendo (A) o no (B) 0.5 ug/ml de EtBr. Se indica la posicion de la formas FI (DNA superenrollado),
FII (forma circular abierta) y FI’ (forma circular relajada).

podrian corresponder a formas superenrolladas positivamente que se generaron al
intercalarse la cloroquina en las formas relajadas producidas por RepB. Para
comprobar esto, el DNA de pLS1 se relaj6 totalmente con topoisomerasa I: 1400 ng
de DNA de pLS1 se trataron con 16 u de topoisomerasa I en el tampén T (50 mM
Tris-HCl pH 7.9, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT) y 20% de glicerol, en un
volumen final de 60 pl. La incubacién se realizdé a 37°C durante 1 h: la reaccién se
traté con 129 pg/ml de proteinasa K. La muestra se analiz6 mediante electroforesis
en geles de agarosa al 1% conteniendo 0.5 6 2 pg/ml de cloroquina. Con la menor
cantidad de cloroquina, las formas relajadas por la topoisomerasa I aparecen como
distintas bandas de migracién lenta (Fig. 37C). Al subir cuatro veces la cantidad de
cloroquina (2 ug/ml), la situacién se invierte: las formas relajadas migran mds répido
en el gel y prédcticamente como una banda dnica (Fig. 37B). De esta forma
comprobamos, que las bandas inferiores del gel en las muestras tratadas con RepB

corresponden a formas relajadas, en las cuales se han ido introduciendo vueltas de
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Figura 37. Separacion de los distintos topoisémeros generados por RepB. Muestras de DNA de pLS1 (700
ng) tratadas con la proteina RepB (45 ng) a 37, 45 y 60°C, se analizaron en geles de agarosa al 1% con
2 pg/ml de cloroquina (A). Se incluye un control de DNA de pLS1 relajado con topoisomerasa I, que fue
analizado en geles de agarosa al 1% con dos cantidades distintas de cloroquina: 0.5 (C) y 2 ug/ml (B).
FI: forma circular superenrollada; FII: forma circular abierta; FI': forma circular relajada.

superenrollamiento positivo al intercalarse la cloroquina. La separacion clara entre
los topoisémeros positivos y negativos se puede obtener analizando las muestras en
geles bidimensionales. Para analizar la distribucién de topoisémeros en muestras de
DNA tratadas con RepB, se incub6 DNA de pLS1 (1400 ng) y 445 ng de proteina
RepB (segunda purificacién, con menor actividad proteica), en un volumen final de
60 ul. Se realiz6 una incubacién de 30 min a 37, 45 y 60°C y la reaccién se par6 con
625 pg/ml de proteinasa K. También se incluyé un control de DNA sin tratar con
RepB para cada una de las temperaturas. Las muestras se analizaron mediante
electroforesis bidimensionales. La primera dimensién se realizo en geles de agarosa
al 0.8%, en tamp6n TBE y 1.5 mg/ml de cloroquina. En la primera mitad del gel se
cargaron las muestras control (DNA no tratado) y las muestras de DNA tratadas con
RepB a 37, 45 y 60°C. En la segunda mitad del gel se realiz6 una primera carga con
las muestras tratadas con RepB a las tres temperaturas y al cabo de 2 h 30 min de

electroforesis se realiz6 una segunda carga (en los mismos pocillos) con los controles
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de DNA de pLS1 no tratado. La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 2.7
V/cm. Se separaron las dos mitades del gel, eliminindose 1a cloroguina de la primera
mitad, tinéndose (1 pg/mi de EtBr) y fotografiandose después (Fig 38A). Cada carril
con fas muestras de la segunda mitad del gel, se cort6é en tiras longitudinales, se
giraron 90%y se colocaron en cubetas de electroforesis que se rellenaron con agarosa
al 1% en tampon TBE v 15 pg/ml de cloroguina. La electroforesis y tratamiento de
los geles de la segunda dimension se realizo en las mismas condiciones que la vez
anterior. Para visualizar mejor los topoisémeros, las muestras de DNA se sometieron
a desnaturalizacion alcalina y se transfirieron a filtros de nitroceluiosa. Tras realizar
una hibridacién de 16 h a 37°C, usando DNA de pl.S1 marcado con [a-*PJdCTP como
sonda, los filtros se lavaron y secaron, antes de exponerlos a peliculas
autorradiograficas con pantallas amplificadoras (Fig. 38B, C y D). La curva que se
origina en este tipo de geles presenta dos puntos de inflexion (I y 1) que
corresponden a las movilidades electroforéticas minimas en la primera y segunda
dimensién, respectivamente. Por tanto, el punto [ representa la posicion de un DNA
relajado bajo las condiciones de la primera dimension. Las bandas situadas a la
derecha de 1 son superenrolladas positivamente durante la electroforesis mientras que
las situadas a la izquierda estan negativamente superenrolladas (Chen et al, 1994).
Estos datos se corresponden con los resuliados obtenidos y nos permiten separar e
identificar Jos productos generados por RepB; los topoisdomeros positivos se
corresponden con las formas relajadas (FI') y los negativos con las formas

superenrolladas (FI).
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Figura 38. Andlisis de los productos de reaccion de RepB mediante geles bidimensionales. Ensayos
realizados con 700 ng de DNA pLS1 y 45 ng de RepB, ¢ incubaciones de 30 min a 37, 45 y 60°C. Primera
dimensién (A): gel de agarosa al 0.8% con 1.5 pug/ml de cloroquina. Segunda dimensién: los carriles de
la primera dimensi6n que llevaban dos cargas en el mismo pocillo [primera carga: muestra con RepB y
segunda carga (2h 30 min més tarde): control sin RepB] se cortaron, se giraron 902 y se incluyeron en
geles de agarosa al 1% con 15 pg/ml de cloroquina. El DNA fue transferido a filtros de nitrocelulosa y
se realiz6 una hibridacién usando DNA de pLS1 como sonda. Se muestran las autorradiografias de las
muestras a 37 (B), 45 (C) y 60°C (D), con la distribucién de los topoisémeros positivos y negativos,
generados tras la electroforesis y a la concentracion de cloroquina utilizada. Se indican la posicién de las
formas circular abiertas (OC): 0 para el control sin proteina y 0,7, 0,5 y O, para las muestras con RepB
a cada una de las temperaturas ensayadas. Asimismo se indican por I y II, la posicion de los dos puntos
de inflexién de cada curva, que corresponden a los puntos de menor movilidad electroforética. En un
esquema adjunto se indica con (+) a los topoisémeros superenrollados positivamente y con (-) a los
negativamente superenrollados durante la electroforesis.
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12. RepB PARECE RECONOCER CON DISTINTA EFICIENCIA A
PLASMIDOS DERIVADOS DE pMV158

la secuencia de reconocimiento y corte de la proteina RepB sobre DNA
superenrollado de pLS1 se determind en el lazo terminal de una potencial estructura
secundaria (H-I, coordenadas 431-459; de la Campa et al, 1990), localizada en pLS!
(AassolU y Aamob de pMV158) mediante andlisis por ordenador y mapeada por
sensibilidad a [a endonucleasa ST sobre DNA superenrollado (del Solar et al, 1987b).
De Ia misma forma se localizaron otras dos posibles estructuras secundarias alrededor
de las coordenadas de pLS1, 100-170 (que resultd ser mayoritaria a 37°C vy
corresponderia a la denominada Horquilla Til) y 4170-4200 (correspondiente al ssoA).
Ademds de estas tres estructuras secundarias mayoritarias, mapeadas en pLS1, el
plasmido parental pMV158 tiene la region ssoU (Priebe y Lacks, 1989), situada a la
derecha del gen mob, y que posee un alto potencial para formar una estructura
secundaria compleja, atin no mapeada. Dado que RepB no actia sobre DNA
bicatenario lineal (como se verd mds adelante), una hipdtesis plausible seria que la
actividad de RepB sobre DNA superenrollado supusiera la extrusion de H-1 y la
consiguiente exposicidn de la region de carte como ssDNA| de modo semejante a4 la
proteina RepC de pT181 (Noirot et al, 1990). Si esto fuese correcto, la efectividad de
RepB podria verse incrementada si todas la moléculas DNA sustrato tuvieran H-1
expuesta, con la region nic como ssDNA fdcilmente reconocida por la proteina. Por
tanto, se pensd gue la actividad de RepB podria ser mayor sobre derivados de
pMV 158 carentes de las regiones con potencial para generar estructuras secundarias
que pudiesen actuar como competidores (en la extrusion de la estructura upo tallo-
lazo) de H-I. Para analizar esta suposicion, se ensay0d la actividad de RepB sobre
pMVi58 (parental de esta serie; Burdett, 1980), y los derivados siguientes: pLSi
(assoU, amob de pMVI158; Lacks et al, 1986), pLSS (delecion in vivo de las
coordenadas 34-365 de pLS1, arnal vy carece de la Horquilla 1II; Lacks et al, 1986),
pLS4 (delecion del fragmento menor HindllI-Ncol de pLSS que corresponde a la
Horquilla IV, AssoA, amal; del Solar et al, 1987b) y plL.S1a24cop?7 (deleciéon por
BAL31 de las coordenadas 4240-401 de pLSIcop7, arnal; Puyet et af, 1988). Para cada
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plasmido se realizaron experimentos a tres temperaturas (37, 45 y 60°C), variando la

concentracion de proteina utilizada o los tiempos de incubacién de la reaccion.

[.os ensayos dependientes de la concentracion de proteina se realizaron con
cantidades de RepB que variaban entre 5.6 y 112,5 ng, correspondientes a una
relacion proteina/DNA en masa de 0.008 y 0.16. La cantidad de DNA sustrato fue
constante e igual a 700 ng y las reacciones se llevaron a cabo en tampon B
suplementado con 20 mM MnCl,, en un volumen final de 30 ul. La incubacidn fue de
30 min a las temperaturas ya indicadas, y se paré la reaccion con 125 pg/ml de
proteinasa K. Tras anadir el tampon de carga BXGE, las muestras se analizaron en
geles de agarosa (1% en TBE) con 1 pg/ml de EtBr. El porcentaje de actividad se
calculd a partir de la densitometria de los negativos de los geles fotografiados. En
cada caso se realizd una representacion grifica del porcentaje de formas FII (circular
abierta) y FI’ (circular relajada) generadas por RepB, respecto a la relacion en masa
proteina/DNA utilizada en la reaccion (Fig. 39A). Como se ha indicado
anteriormente, y aqui se puede corroborar, el porcentaje de los productos de reaccion
(formas FII + FI') generados por RepB depende fundamentalmente de la
temperatura de incubacion, obteniéndose los mayores porcentajes de actividad, en
todos los casos, a 60°C. A concentraciones de proteina superiores a 40 ng, la reaccion
se encuentra practicamente saturada, lo cual se refleja en cambio de la pendiente de
las curvas, con ausencia de incrementos significativos en la cantidad de formas FII +
FI' generadas. Aunque RepB fue capaz de reconocer y actuar sobre todos los
derivados de pMV 158 analizados, se pudo observar que el mejor sustrato, a las tres
temperaturas analizadas, fue el DNA del plismido parental (pMV1358). El menos
sensible fue el DNA de pLS4, donde s6lo se alcanzé un 40% de relajacion a 37°C a
la maxima concentracion de proteina utilizada, condiciones en las que se alcanzé un
80% de relajacion a 60°C. Los resultados obtenidos utilizando distintos DNAs sustrato
mostraron, en general, el mismo patron: valores mis altos para pMV 1358, valores muy
similares para los plasmidos pl.S1, pLS5 y pLS1Aa24cop7, y menores para el plasmido
pLS4.

Las cinéticas de las reacciones se estudiaron mediante ensayos de actividad con

700 ng de DNA plasmidico y 45 ng de proteina RepB, en tampdn B suplementado con
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Figura 39. RepB parece reconocer con distinta eficiencia a plasmidos derivados de pMV158. A.
Representacion grafica de la actividad de RepB (9% FIL + FI'y sobre los distintos derivados de pMV158
cn funcion de la concentracion de la proteina. Ensayos realizados con 700 ng de DNA sustrato y distintas
concentraciones de RepB (entre 5.6 y 112.5 ng), con incubaciones de 30 min a 37 (a), 45 (O) y 60°C (@).

20 mM MnCl,, en un volumen final de 30 pl. Las muestras se incubaron a las

temperaturas de 37, 45 y 60°C, durante los siguicntes ticmpos: 5, 15, 30, 45, 60 y 120

segundos, 5, 10 y 30 min. La reaccion se paré a 4°C, con 4 ] de la solucion STOP,

tras fo cual se mantuvo durante 10 min a ta. Los productos de reaccion y el célculo

de! porcentaje de actividad de RepB se realizaron como antes. Los resultados

obtenidos se representaron graficamente como el porcentaje de formas FII + FY

generadas por RepB frente a los tiempos de incubacion de la reaccion (Fig. 39B). Las

cinéticas mostraron de nuevo que la actividad de corte/cierre de RepB es muy rapida

a 00°C, puesto que tras 1 min de incubacion, el porcentaje de formas [IF + BV
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Figura 39. B. Cinéticas de la reacciones DNA-protcina, usando 700 ng del DNA plasmidico y 45 ng de
RepB. Se realizaron incubaciones a 37 (&), 45 (O) v 60°C (@) durante los tiempos indicados.
Representacion grafica de la actividad de RepB (% FII +FD) {rentc a los tiempos de incubacién,

alcanz6 valores comprendidos entre un 38% (para pLS4) y un 82% (para pMV158).
También se pudo observar que la reaccidn transcurre de forma mas lenta a 37 y 45°C,
y que tras 30 min de incubacién a la mehor temperatura (37°C) no se ha conseguido
todavia saturar la reaccion, alcanzandase el 509 de actividad sobre el DNA de
pMV158. Como las reacciones a 60°C, en las condiciones ensayadas, transcurre en
tiempos tan cortos, se realizé un experimento a 60°C, vsando DNA de pLS1 (700 ng)
y tres concentraciones de RepB: 9, 22.5 v 45 ng, que corresponden a una relacion
DNA:RepB (en moleculas) igual a (1:1.5), (1:3.8) y (1:7.5) respectivamente,
asumiendo que todas las moléculas de nuestra preparacion proteica son activas y

considerando éstas, como mondmeros. Los resultados obtenidos fueron similares,
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aungue se observo una ligera disminucion de actividad a una menor cantidad de

proteina y a tiempos interiores a 5 min (Fig. 40).
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Figura 40, Cinética de la reaccion de corte/cierre de RepB sobre DNA de pLS1 a 60°C. El DNA (700
ng) se incubd en presencia de tres concentraciones distintas de proteina [9 (a), 22.5 (O) y 45 ng (@)] a
60°C durante los ticmpos indicados. Representacion grifica del porcentaje de actividad de RepB (% FII
+ FI') frente a los tiempos de incubacidn.

Podemos concluir, ¢n principio, que la carencia de regiones capaces de generar
estructuras secundarias competidoras de H-I no mejora, sino al contrario, el
reconocimiento de DNA superenrollado por RepB. Aunque a priori, parece 10gico
suponer que pl.S4 (que carece de la Horquilla 111 y de las estructuras secundarias de
las regiones ssod y ssolU) serfa mas sensible a RepB que los otros derivados de
pMV1358, los ensayos realizados mostraron gue el DNA de pL.S4 fue el menos sensible
de todos los sustratos ensayados a la proteina RepB, dado que: i) solo un 20% del
DNA de pLS4 fue relajado por RepB tras 10 min de incubacién a 37°C, frente al 45%
obtenido con el DNA de pMV15§, y ii) a 37°C s6lo se alcanzéd un 409% de actividad
sobre el DNA de pl.S4, con una incubacion de 30 min y a la mayor concentracion de

proteina ensayada (112.5 ng) frente al 72% de actividad obtenido en las mismas
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condiciones con el DNA de pMVI158. Estos resultados podrian indicar que RepB
posee una menor capacidad para reconocer ¢l dso cuando se eliminan algunas
secuencias de pMV 158 que, aparentemente, no son importantes en la replicacion del
plasmido (del Solar er ul, 1987a).

Asimismo, se ensayé la actividad de RepB sobre otros derivados de pLS1 que
presentaban mutaciones y/o deleciones en el gen copG {que codifica el represor
transcripcional que actGa sobre el promotor de los genes copG vy repB) o deleciones
en el gen repB. Como DNA sustrato se utilizaron [os siguientes plasmidos: pLS5copl1
{insercién de 4 pb entre las cajas -35 y -10 del promotor P, Arnal, del Solar y
Espinosa, 1992), pLS1aA4 (AcopG; del Solar y Espinosa, 1992), pLS1aA1S (AcopG,
arepB; del Solar et al, 1993b) y pJS4 (arepB; Ballester et al, 1986). Hay que indicar
que la actividad de RepB sobre pLS1a24cop7 (que carece del RNA [y en cuya
proteina CopG se ha sustituido ¢l residuo Ala30 por un Glu) se ensayd previamente,
obteniéndose unos valores muy similares a los de pLS1. Como control se utiliz6 DNA
de pLS1. Los ensayos se realizaron de la misma forma que en ocasiones anteriores,
utilizando 700 ng de DNA sustrato y 45 ng de proteina, con incubaciones de 30 min
a 37,45 y 60°C (Fig. 41). Los resultados obtenidos con los derivados que carecen 0
poseen el gen copG mutado, fueron en todos los casos muy similares a los obtenidos
con pLS1: valores cercanos al 45% a 37°C (exceptuando el 37% obtenido con
pLS1aA4), al 75% a 45°Cy, entre el 80y 95% a 60°C. En el caso de pJS4 (arepB)
se obtuvieron unos valores ligeramente inferiores a los correspondientes a pLS1, pero
hay que tener en cuenta que este plismido carece de! gen repB, por lo que se
copurifica con su acompafiante pl.S1, de modo que RepB actuaria sobre ambos
plasmidos. Esto mismo ocurriria con pLSTAATS, pero como la diferencia entre este
plasmido y et pl.S1 que lo acompafa no se aprecia en las condiciones de
electroforesis ntilizadas, el valor de actividad calculado es un resultado conjunto para
ambos plasmidos.

Los resultados obtenidos muestran que RepB es capaz de relajar como maximo,
un cierto porcentaje de DNA superenrollado presente en la reaccion, de una forma
que es dependiente de la temperatura. Se podria pensar que a 37°C, s6lo una pequena

fraccién de las moléculas de DNA sustrato presentan expuesta como tal, la Horquilla
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Figura 41. Actividad de la proteina RepB sobre derivados de pLS1 que poseen mutaciones puntuales o
deleciones en los genes copG (pLS1AA4y pLS5copll) yrepB (pLS1AA15 y pJS4). Los DNAs plasmidicos
(700 ng) se incubaron con la proteina RepB (45 ng) durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Los productos de
reaccién se analizaron en geles de agarosa al 1%, en tampén TBE y 0.5 pg/ml de EtBr. FI: forma
superenrollada; FII: forma circular abierta; FI': forma circular relajada; MWS: marcador de peso
molecular.

I'y, en consecuencia, exhiben el sitio de corte en configuracién monocatenaria para
ser sustrato de RepB, mientras que el resto de las moléculas serfan insensibles a la
proteina. Esta fraccién de moléculas que presentan expuesta H-I (y que por tanto, son
potencialmente sensibles a RepB), podria aumentar con la temperatura, ya que se
sabe que la generacién de estructuras secundarias tipo tallo-lazo depende de ella
(Bowater et al, 1991). No obstante, la extrusion de H-I podria verse condicionada
también, por el grado de superenrollamiento del DNA plasmidico. Por ello, se analizé
el nimero y distribucién de topoisémeros entre los distintos DNAs sustrato. El ensayo
se realiz6 con 400 ng de DNA plasmidico superenrollado purificado mediante dos
gradientes consecutivos de CsCI-EtBr; los distintos topoisdmeros se separaron
mediante electroforesis en un gel de agarosa conteniendo 2 ug/ml de cloroquina. Esta
se elimin6 mediante lavados con agua destilada, tras lo cual se realiz6 una tincién con

5 ug/ml de EtBr. Los geles fueron sumergidos en agua destilada para eliminar el
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exceso de EtBr y se fotografiaron bajo luz UV. El nimero y distribucion de
topoisémeros se analizé mediante densitometr{a de los negativos obtenidos (Fig. 42).
En los pldsmidos pMV158 y pLS1 se observd una distribucién practicamente simétrica
de los topoisémeros. En el caso de pL.S4 el niimero de topoisémeros obtenido fue
menor y se localizaban principalmente a la derecha de la gréafica. Estos resultados
sugieren que el peor reconocimiento del DNA de pl.S4 por RepB se deberfa a que
este pldsmido presenta una densidad de superenrollamiento menor que pMV158, con

lo que la probabilidad de una mayor frecuencia de extrusion de H-1 serfa menor en
pl.S4 que en pMV158.

pl-51 pLSBE

pLS1AZ24 copT plL.S4

I
i

Figura 42. Nimero y distribucién de los topoisémeros de distintos derivados de pMV158, separados en

geles de agarosa al 1% conteniendo 2 pg/ml de cloroquina. Junto a los geles se muestran los resultados
del andlisis densitométrico de los negativos oblenidos,
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En resultados anteriores se ha senalado que RepB manifiesta unos valores altos
de actividad cuando se usa como sustrato DNA de pMV158 y pLS1. Sin embargo,
tanto en las cinéticas como en la actividad en funcién de la concentracion de proteina,
los valores mas altos correspondieron al DNA del plasmido parental, pMV158. Para
comprobar si esta diferencia se debfa a que la proteina RepDB presentaba una mayor
afinidad en el reconocimiento del DNA de pMV158 como sustrato, respecto al DNA

de pLS1, se realizaron experimentos de competicion in vitro entre los dos plasmidos.
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Figura 43. Compelicion de la actividad de RepB usando DNA de pMV158 y pLS1 como DNA sustrato,
El DNA sustrato (500 ng) se mezcld con ¢l DNA competidor manteniendo las sipuientes relaciones en
masa: 1:0.25, 1:0.5, 1:1 y 1:2, que correspondian a una relacion en moléeulas de 1:0.2, 1:0.4, 1:0.8 y 1:1.6,
respectivamente. Ambos DNAs se incubaron con la proteina RepB (45.5 ng) durante 2 min a 60°C. Como
control de actividad de RepB sobre ambos plismidos se prepararon dos merzelas con cada uno de los
plasmidas cn ausencia de DNA compelidor. Los productos de reaceidn se analizaron en geles de agarosa,
que se cnantificaron dircctamente. Se representd graficamente ¢l porcentyje de actividad de RepB sobwe
cl DNA sustrato |pMVI1S8 (G) o pLS1 (@}] a cada una de las concentraciones de DNA competidor
ensayadas, corrigicndo los valores para el porcentaje de formas FII inespecificas observadas en el control
sin proteina. Para cada uno de los plasmidos se tomé como valor 100 ¢l porcentaje de actividad de RepB
en ausencia de DNA competidor (que correspondid a un 72% para ¢l pMV158 y 4 un 60% para el pL.S1),
el resto de los porcentajes obienidos se relineron a éste.
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Para ello, se prepararon mezclas de reaccién que contenian uno de los pldsmidos
como DNA sustrato (a una cantidad fija de S00 ng) y el otro DNA plasmidico como
DNA competidor {con cantidades variables entre 125 y 1000 ng). Las relaciones
mantenidas entre ambos DNAs (en masa) fueron las siguientes: 1:0.25, 1:0.5, 1:1y 1:2,
que correspondfan a una relacion en moléculas de 1:0.2, 1:04, 1.0.8 y 1:1.6,
respectivamente. Ambos DNASs se incubaron con RepB (45.5 ng) en tampén B y 20
mM MnCl, en un volumen final de 30 ul. La incubacién se realizé durante 2 min 4
60°C y la reaccion se par6 en hielo con 4 ul de la solucién STOP, tras lo cual se
mantuvoe durante 10 min a t.a. Como control de actividad de RepB sobre ambos
plasmidos se prepararon dos mezclas con cada uno de los plasmidos en ausencia de
DNA competidor. Los productos de reaccién se analizaron en geles de agarosa (1%
en TBE y 0.5 ug/ml de EtBr). En este caso, los geles se cuantificaron directamente,
caleulandose el porcentaje de actividad de RepB sobre el DNA sustrato a cada una
de las concentraciones de DNA competidor ensayadas, corrigiendo los valores para
el porcentaje de formas FII inespecificas observadas en el control sin proteina. Para
cada uno de los plasmidos se tomé como valor 100 el porcentaje de actividad de
RepB en ausencia de DNA competidor (que correspondid a un 72% para el pMV158
y a un 60% para el pL.S1), refiriéndose a este valor los demds porcentajes obtenidos.
Como se puede observar, la proteina RepB no reconocio con mayor afinidad a uno

u otro de los plasmidos analizados (Fig. 43).

13. ACTIVIDAD DE RepB SOBRE OLIGONUCLEOTIDOS
MONOCATENARIOS

RepB introduce un corte especifico en el DNA de pLSt superenrollado entre los
nucle6tidos G (448) y A (449) (de la Campa et al, 1990} localizados en el lazo
monocatenario de H-1, que se encuentra dentro de la region nic del dso de pLSIL.
Dado que: 1) la replicacién in vitro de pLS1 requiere DNA superenrollado como
molde (del Solar et af, 1987b); i1} RepB no digiere DNA lineal (ver mds adelante);
y iii) el grado de superenroliamiento parece influenciar {a efectividad de RepB sobre
su sustrato (vease Fig. 63), es logico suponer que para la iniciacion de la replicacion

es necesaria la extrusion de H-I y la exposicion de la region de corte como ssDNA.
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Dado que el empleo de DNA superenrollado como molde s6lo proporciona una
mformacion parcial sobre los requerimientos de sustrato de RepB, decidimos realizar
ensayos para conocer la actividad in vitro de la proteina RepB sobre oligonucledtidos
monocatenarios. Para ello, se sintetizé un oligonucle6tido de 23-mer ("oligo wt": §'-
GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’) que contiene la secuencia silvestre de la
region que rodea el sitio de corte de RepB (/). Este oligo se marcd en su extremo 5'-
terminal con la T4 PNK y [v-*PIdATP. El "oligo wt" marcado (2.5 pmol) se incubd
con RepB (9.3 pmol; relacion DNA:proteina en moléculas de 1:3.7) en tampén B y
20 mM MnCl, (volumen final de 60 gl), durante 30 min a 37, 45 y 60°C. La reacci6én
se pard con proteinasa K (320 ug/ml, 20 min a 37°C), y los productos de reaccion se
analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea. Si RepB reconoce la secuencia de corte
sobre ssDDNA y es capaz de cortarlo entre los nt G (15) y A (16), se detectard un oligo
marcado de T15-mer, que serda el producto de corte. Los resuitados mostraron la
aparicion de una banda de este tamano en todas las muestras tratadas con RepB (Fig.
44A). En el control no tratado, se observan dos bandas de aproximadamente igual
intensidad que corresponden al “oligo wt", ya que ambas bandas son sustrato de la
proteina. La aparicion de estas dos bandas no se corrigio con la purificacion del oligo
por HPLC. Por otro lado, cuando estas bandas se extrajeron de geles de PAA, no se
obtuvo ninguna actividad de RepB sobre este sustrato. En principio, asumimos que
ambas bandas corresponden a distintas estructuras generadas en el oligo, debido a
posibles apareamientos intracatenarios entre los nt (G), localizados en el extremo 5'-
terminal del "oligo wt" y los (C), situados en su extremo 3°. Los resultados permiten
concluir que RepB es capaz de digerir ssDNA que contenga su secuencia de corte. Sin
embargo, no se puede descartar que sea necesario la generacion de estructuras

secundarias, por apareamientos intracatenarios, para que la proteina corte su sustrato.

Para evitar la formacion de estructuras secundarias, se probd la actividad de
RepB sobre un oligonucledtido de 23-mer que contiene el sitio de corte de la
proteina, pero en el cual, no se pueden formar estructuras secundarias por
apareamientos intracatenarios ("oligo C": - TGCTTCCGTACTACG/ACCCCCCA-
3’). El "oligo " se marcd en su extremo 5'-terminal como en el caso anterior y, 2.5
pmol de este oligo se trataron con dos concentraciones distintas de RepB (18.6 y 27.8

pmol; relaciones DNA:proteina en moléculas de 1:7.4 y 1:11, respectivamente). Las
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Figura 44. Actividad de RepB sobre oligonucleotidos monocatenarios. A. El "oligo wt" (23-mer: 5'-
GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCC-3") que contiene la region nic del dso de pLS1 y el sitio de corte
(/) de la proteina RepB, se marcé en su extremo S’ con la T4 PNK. El oligo marcado (2.5 pmol) se
incubd con RepB (9.3 pmol) durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Las flechas indican las bandas
correspondientes a distintas estructuras formadas por el "oligo wt". Como producto de corte de RepB
sobre el "oligop wt" se obtuvo una banda de 15-mer. B. EI "oligo C" (23-mer: 5-
TGCTTCCGTACTACGACCCCCCA-3’) se marco en su extremo 5’ y se traté con dos concentraciones
distintas de RepB (18.6 y 27.8 pmol) a las temperaturas indicadas. Se observa una tinica banda de 23-
mer y como producto de corte, la banda de 15-mer sefialada. M: marcadores de tamaio molecular.

incubaciones y el andlisis de las muestras se realizaron como en el caso anterior. En
esta ocasion, se pudo observar una tnica banda en el control sin proteina y la
aparicion de una banda de 15-mer en las muestras tratadas con RepB, como resultado
de su actividad de corte sobre el "oligo C" (Fig. 44B). Se comprobé que las bandas
detectadas en la parte inferior del gel del "oligo wt" (tanto en las muestras tratadas
con proteina o no; Fig. 44A) no se debian a una posible contaminacién con una
exonucleasa en la preparacion de RepB. Para ello, se prepar6 una mezcla del "oligo
wt" (1.25 pmol) con RepB (1.8 pmol) en tamp6n B, suplementado esta vez con 5 mM
MgCl, (ya se habia comprobado que la actividad de RepB es dependiente de MndCl,
y no de MgCl,) y se incubé 30 min a 37°C. Como control, se preparé una mezcla

similar sin ninglin catién que fue incubada de la misma forma. Tras la incubacién, las
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muestras se trataron con proteinasa K (125 ug/ml) y se precipitaron con etanol,
analizdndose después en un gel 8% PAA/7 M urea. No se observé ninguna variacién
de las bandas inferiores a 15-mer entre el control y la mezcla con MgCl, (no se
muestra). Concluimos, que dichas bandas no se deben a ninguna actividad
exonucledsica contaminante de la preparacién de RepB, sino que pueden ser formas

truncadas del oligo originadas durante su sintesis.
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Figura 45. Actividad de RepB sobre oligonucle6tidos en funcion de la concentracién de proteina. A. El
"oligo wt" de 23-mer, marcado en su extremo 5 (3.7 pmol) se incub6 durante 30 min con distintas
concentraciones de proteina RepB (3.7, 7.5, 11.2, 15, 18.7 y 28 pmol) a las temperaturas de 37, 45 y 60°C.
Se incluyeron controles no tratados con RepB. Los productos de reaccién se analizaron en geles de PAA
20%/8 M urea y se cuantifico el porcentaje de actividad de la proteina RepB en las distintas muestras,
descontando el valor obtenido para la banda que aparece en el control no tratado y que comigra con la
banda de 15-mer, producto de la actividad de corte de RepB. B. Se muestra la representacion gréfica del
porcentaje de actividad de RepB sobre ssDNA para cada una de las concentraciones ensayadas.

Para definir mejor la actividad in vitro de RepB sobre ssDNA, se realizaron tres
ensayos a 37, 45 y 60°C, con distintas concentraciones de proteina (3715, 11.2. 15
18.5 y 28 pmol) utilizando el "oligo wt" de 23-mer (3.75 pmol). Las relaciones en
moléculas DNA:proteina utilizadas fueron las siguientes: 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 y 127.5.
Las reacciones con RepB se realizaron del modo habitual vy, tras el anélisis de los

productos de reaccién se realiz6 una cuantificacién de las muestras (Fig. 45) para
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calcular el porcentaje de actividad (corte) de RepB. Los calculos se corrigieron para
el valor de la banda de unos 15-mer observable en el control sin proteina. Se
comprobé que la actividad de RepB sobre oligos monocatenarios, al igual que ocurre
con DNA superenrollado, depende de la temperatura. Las reacciones, sin embargo,
parecen ser mds eficientes en el caso de los oligos, ya que se alcanzan porcentajes

de corte mds altos con una menor relacion DNA:proteina.

°c 37c 37c asec 60°C
== r 1 r " r .
Heparina/Oligo o ooc2s08 1 2 002505 | 2 coozOos | 2
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Figura 46. Competicién con heparina de la actividad de RepB sobre oligonucledtidos. El "oligo wt" (1.26
pmol, 9.4 ng) se incub6 con RepB (4.6 pmol) y distintas cantidades de heparina (2.35, 4.70, 9.41 y 18.82
ng). Se mantuvo una relacibn DNA:proteina en moléculas de 1:3.7 y las siguientes relaciones
heparina/oligo (en masa): 0.25, 0.5, 1 y 2. Las muestras se prepararon por Lriplicado y se incubaron
durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Se incluyeron un control negativo [(-)RepB, (-)heparina] y un control
positivo [(+)RepB, (-)heparina] para cada una de las temperaturas de incubacién. Los productos se
analizaron en un gel de 20% PAA/8 M urea.

Por 1ltimo, se realizO un ensayo de competicion para estudiar la actividad de
RepB sobre el "oligo wt" en presencia de heparina como competidor. Se prepararon
cuatro mezclas de reaccién que contenian 1.26 pmol (9.4 ng) del "oligo wt", 4.6 pmol
de RepB y distintas cantidades de heparina (2.35, 4.70, 9.41 y 18.82 ng), en presencia
del tampén B y 20 mM MnCl, (volumen final, 30 pl). Se mantuvo una relacién
DNA:proteina en moléculas igual a 1:3.7 y las siguientes relaciones DNA:heparina (en
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masa): 1:0.25, 1:0.5, 1:1 y 1:2. lLas muestras se prepararon por triplicado y se
incubaron durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Se incluyé un control negativo (sin RepB
ni heparina) y un control positivo {(con RepB, sin heparina) para cada una de las
temperaturas de incubacién. Tras la incubacién, las muestras se tralaron con
proteinasa K y se precipitaron con etanol. Los productos se analizaron en un gel de
20% PAA/8 M urea, observandose cierta disminucién en la actividad de RepB en
presencia de heparina a relaciones superiores 1:0.5, con independencia de la

temperatura de reaccion (Fig. 40).

14. ESPECIFICIDAD DEL SITIO DE CORTE DE RepB

Para determinar la especificidad de RepB sobre su sitio de corte se realizaron
ensayos de actividad, empleando como sustratos distintos oligonucledtidos
monocatenarios de 23-mer, en los que se introdujeron cambios en las bases del sitio
de corte (G15/A16) y en algunas proximas. Todos los oligos fueron marcados en su
extremo 5, incubandose cada uno de ellos (1.3 pmol) con RepB (9.3 pmo!) durante
30 min a 37, 45 y 60°C (relacion en moléculas DNA:proteina igual a 1:7.3). Los
productos de reaccion se analizaron y cuantificaron como antes. Para cada caso, se
calculd el porcentaje de actividad de RepB que fue referido al valor obtenido con el
"oligo wt" (considerado como valor 100). También se incluyé un oligonucledtido con
la secuencia complementaria a la regién de corte (oligo "comp”) para comprobar la
especificidad de secuencia de [a proteina RepB. Los resultados muestran (Tabla 8)
que a 5 del sitio de corte (G15/A16), el tnico cambio de base permitido fue G15-
A, aunque se observé una reduccion en el porcentaje de productos de corte por la
proteina (mds del 50%). A 3’ del sitio de corte se pudo cambiar la A16 por una C
(sin cambio significativo en la actividad de corte) o por una T (con una pequefa
reduccion en la actividad proteica). Sorpredentemente, RepB no tuvo actividad sobre
el oligo que llevaba el cambio de C17— G, ya que se pensaba que el grupo C, a 3’ del
sitio de corte solo estaba implicado en la generacion de la H-1 sobre DNA
superenrollado mediante apareamiento con el grupo G, del extremo 5. Los resultados
mostraron que el nt de la posicion 17 (C17) es importante en el reconocimiento de

la secuencia de corte. RepB tampoco reconocio el "oligo B" (que contiene el cambio
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C17— G aunque si puede generar una estructura secundaria) y si presenté actividad
frente al "oligo C" (que no puede formar estructuras secundarias y mantiene la C17).
Como era de esperar, la proteina RepB no reconoci6 la secuencia complementaria
al sitio de corte (oligo "comp"), lo cual demuestra la especificidad de secuencia de
RepB. A partir de los resultados mostrados en este y en el anterior Apartado,
podemos concluir: i) RepB es capaz de actuar sobre ssDNA; 1) la proteina no
requiere la generacién de estructuras secundarias cuando el sustrato estd en forma
monocatenaria; iii) RepB tiene actividad especifica de secuencia, y iv) RepB reconoce
la siguiente secuencia consenso de 9 nt: - TACTACR/HC-3 (siendo R = base plrica

y H= cualquier base excepto G).

Tabla 8. Especilicidad del sitio de reconocimiento de RepB. Actividad de la proteina RepB sobre un
oligonucledtido de 23-mer que contiene la regidn nic de pLS1 (“oligo wt"), sobre oligos de 23-mer con los
cambios de base indicados (cajas) o sobre un oligo con la secuencia complementaria al oligo wt (“oligo
comp"). El porcentaje de actividad en cada caso se refirid al valor obtenido para ¢l "oligo wi" {ver texto).

Oliga Secuencia (5-3') Porcentaje de corte
37°C  45°C 60°C
wt GGGGGGGCTACTACG / ACCCCCCC 100 100 100
GI15/A GGGGGGGCTACTAJY/ ACCCCCce 41 48 30
G15/C GGGGGGGCTACTACE/ ACCCCCCC <10 <10 <10
G15/T GGGGGGGCTACTACY/ ACCCCCCC <10 <10 <10
A16/T GGGGGGGCTACTACG / [FCCCCCC 100 95 100
A16/C GGGGGGGCTACTACG /[dbccccee 64 62 66
Al6/G GGGGGGGCTACTACG /[drcccece <10 <10 <10
Cl7/G GGGGGGGCTACTACG / Aldecccce <10 <10 <10
CI7C18/GG  GGGGGGGCTACTACG / Addccce <10 <10 <10
comp. elelelelelelaT / CGTAGTAG Heev o olRS 1Y <10 <10
B CECECECHINAPININ G oG oG G I <10 <10
c RIS TACTACG / AcCCced) 140 106 101

consensus TACTACR/HC
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En la replicacion por el mecanismo RC, tras el corte y generaciéon del extremo
3-OH mediado por la proteina iniciadora, se postula que la cadena parental iria
siendo desplazada por una helicasa del huésped mientras que el ssDNA generado
estaria cubierto por la proteina SSB. Dado que las proteinas Rep intervienen también
en la reaccién de cierre entre moléculas de ssDNA en la terminacion de la sintesis
de la hebra lider (Rasooly y Novick, 1993), quisimos saber si RepB serfa capaz de
reconocer y actuar sobre un oligonucle6tido monocatenario cubierto por SSB y que
contenga el sitio de corte de RepB. Para ello, se utilizo el oligonucle6tido de 26-mer
(5-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) marcado en su extremo 5’ y que
contiene el sitio de corte de RepB (/). Se calculé que serian necesarios 42.6 ng de
SSB para cubrir totalmente 1.26 pmol (10.6 ng) del oligo de 26-mer. Se utiliz6 tampoén
B con 10 mM MgCl,, si bien el tamp6n recomendado es algo diferente (50 mM Tris-

SSB + +
RepB - +
e ————
26-mer —
- — |2-mer

Figura 47. Actividad de RepB sobre un oligonucle6tido monocatenario en presencia de SSB. El oligo
de 26-mer (5-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3") marcado en 5 (1.26 pmol; 10.6 ng) se
incub6 con la proteina SSB (42.6 ng), durante 30 min a 20°C. Posteriormente, las muestras se trataron
(+) o no (-) con RepB (137.5 ng), durante 30 min a 37°C, y se par6 la reaccién con 0.6 pg/ul de
proteinasa K. Las muestras se analizaron en un gel 20% PAA nativo. Se indican los tamanos de las bandas
observadas.
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HCI, pH 7.8, 0.1 mM EDTA, 200 mM NaCl y 50% glicerol). Para cubrir el
oligonuciedtido con SSB se prepard una mezcla inicial que contenia 5 pmol (42 ng)
del oligo de 26-mer y 170.6 ng de la proteina SSB, en un volumen de reaccion de 10
pl. La mezcla se incubd durante 30 min a 20°C y se repartié en 4 tubos: ¢l tubo 1 se
incubd directamente durante 30 min a 20°C, al tubo 2 se le anadio 20 mM MnCl, y
se incubd 30 min a 20°C, y a los tubos 3 y 4 se les anadié 20 mM MnCi, y la proteina
RepB (137.5 ng). Las muestras se incubaron durante 30 min a 37°C, y después el tubo
4 fue tratado con 0.6 ugg/ul de proteinasa K (10 min a 37°C). Como controles se
incluyeron muestras tratadas o no con RepB en ausencia de SSB. Tras anadir el
tamp6n de carga BXGE, las muestras se analizaron en un gel 20% PAA nativo. No
observamos ninguna diferencia entre las muestras tratadas o no con SSB, aunque se
pudo comprobar que RepB en presencia de SSB, mantiene su actividad sobre el
oligonucledtido de 26-mer, generando como producto de corte una banda visible de
12-mer (Fig. 47). Se puede concluir que, aunque la actividad de corte de RepB es
competible por heparina, RepB si es capaz de desplazar SSB para actuar

especitficamente sobre su sitio de corte.

15. RepB NO PRESENTA ACTIVIDAD DETECTABLE SOBRE DNA
LINEAL BICATENARIO

Hasta ahora conocemos la actividad de RepB sobre DNA plasmidico
superenrollado y sobre oligonucleétidos monocatenarios, lo cual nos permite apoyar
la hip6tesis de que es necesaria la extrusion de H-I {que comprende la regiéon #nic del
dso de pLS1) para que la secuencia de corte (5-TACTACG/AC-3’) de la proteina
RepB se exponga como ssDNA y pueda ser reconocida por RepB. Si esto fuese cierto,
la proteina RepB no presentarfa actividad sobre DNA lineal bicatenario que contenga
la secuencia de corte, ya que en estas moléculas no se generan estructuras
secundarias. Igualmente, nos interesaba conocer si la proteina RepB actuaba siempre
en el mismo sitio sin que existiese variacién alguna por la temperatura de incubacién
(hay que recordar que RepB presentd su mayor porcentaje de actividad a 60°C,

temperatura muy superior a la fisidlogica).
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En un primer ensayo se utilizd DNA de pMV158 (1 ug) que se mezcld con RepB
(86 ng), en tampdn B y 20 mM MnCl, en un volumen final de 10 ul. Se realizé una
incubacion de 30 min a 45 y 60°C. Las reacciones se pararon con proteinasa K y se
dializaron frente a tamp6n para la digestion con HindIll. Por otro lado, la misma
cantidad de DNA plasmidico {1 pg) se digirié con Hindlll (este enzima presenta un
sitio tnico de corte en pMV158) durante 2 h a 37°C. El enzima se inactivd por calor
y el DNA digerido se dializo frente a tampon B, siendo a continuacion tratado con
RepB (120 ng) durante 30 min a 60°C. Esta reaccidén se pard con proteinasa K
durante 10 min a 20°C. Se incluyeron come controles DNA de pMV 158 digerido con
Hindlll (DNA lineal 5.5 kb) y con Pstl (dos fragmentos de 1y 4.5 kb). Tras la
digestion con RepB y/o con los enzimas de restriccién, las muestras se precipitaron
con etanol y el precipitado se disolvio directamente en 5 gl de una mezcla con 50 mM
NaOH y 1 mM EDTA, a la cual se le anadieron otros 5 ul del colorante para geles
desnaturalizantes. Las muestras se analizaron por electroforesis en geles alcalinos de
agarosa, v el DNA se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa. Los filtros se
hibridaron con DNA de pLS1 linearizado con EcoR1y marcado con [«-*P]dCTP. Las
muestras tratadas con RepB y con Hindlll deberian dar origen a tres bandas de
aproximadamente 1.5, 4 y 5.5 kb. No obstante, ya en el control no tratado con RepB
se observaron mds bandas de las esperadas (Fig. 48A,; calle 1). Estas bandas pueden
deberse a formas FII generadas por la proteina Mob de pMV158 (complejos de
relajacion pre-existentes y que copurificarfan con las formas FI), o quizds a la
existencia de un sitio semejante a la secuencia de corte de RepB alrededor de la
coordenada 3860 de pMV1358 (5-AACTACGAG-3"). Si bien esta secuencia podria
estar en ¢! lazo de una estructura secundaria, presenta una G en posicion 17, la cual
no seria reconocida por RepB (Tabla 8). En cualquiera de los dos casos, se estarian
generando nuevas bandas en las muestras no tratadas con RepB. En las muestras
tratadas con RepB se observd una banda nueva con respecto al control, que
corresponde a la banda esperada de 1.5 kb {Fig. 48A; calles 2 v 3). Ademas, no se
observé actividad de RepB sobre DNA de pMV 58 linearizado con HindlIIl, ya que
las bandas detectadas aparecen en el control (Fig. 48A; calle 4). Para intentar evitar
alguna posible interpretacion artefactual (bandas no esperadas), y como comprobacion
de que RepB no actiia sobre DNA lineal, se repitio el ensayo usando DNA de pLS1

(amob, vy sin la secuencia semejante al sitio de corte), en condiciones similares a las
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Figura 48. Actividad de RepB sobre DNA lineal y anilisis de los productos de reaccién en geles de
agarosa alcalinos. A. Muestras de DNA de pMV158 (1 ug) se incubaron con RepB (86 ng) durante 30
min a 45 (2) y 60°C (3), se dializaron frente a tampén HindIIl y se sometieron a digestién con este
enzima de restriccion. Una de las muestras (4) se linearizé primero con Hindlll, se dializo frente al
tampén B y posteriormente, se traté con RepB (120 ng) durante 30 min a 60°C. Como controles se
utilizaron: pMV158/HindllI (1; DNA lineal 5.5 kb) y pMV158/Pstl (5; fragmentos de 1 y 4.5 kb). Tras
la digestién o el tratamiento con RepB, todas las muestras se precipitaron con etanol y se analizaron en
un gel de agarosa al 0.8% alcalino (panel izquierdo). EI DNA se transfirié a un filtro de nitrocelulosa y
se hibrid6 con DNA de pLS1/EcoRI marcado con [a-**P]dCTP (panel derecho). Tras la digestion con
Hindlll, las muestras tratadas con RepB deberian dar origen a tres bandas (=) de aproximadamente 1.5,
4y 5.5 kb (ver texto). B. DNA de pLS1 (1 pg) se incubé con RepB (86 ng) a 37 (2), 45 (3) y 60°C (4),
se dializo frente al tampén del enzima de restriccion y se sometié a digestion con Hindlll. Una de las
muestras (5) se traté con RepB a 60°C, después de ser linearizada con HindIIl. Las muestras se
precipitaron con etanol y se analizaron mediante electroforesis en un gel de agarosa alcalino a 4°C, con
recircularizacion del tampén (panel izquierdo). El DNA se transfirié a un filtro de nitrocelulosa y se
hibridé con DNA de pCGA7 marcado con [a-"?P]dCTP. Se incluyd DNA pLS1/HindlIll (1; DNA lineal
4.4 kb) y pLS1/PstI (6; fragmentos de 1y 3.4 kb; sélo el fragmento pequenio puede hibridar con el DNA
de pCGA?7). Las muestras tratadas con RepB y digeridas con HindIIl darfan lugar a tres bandas (—) de
1.6, 2.8 y 4.4 kb que pueden hibridar con pCGA7. Se comprueba que RepB no es capaz de actuar sobre
DNA lineal (ver texto).
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de pMV138. En este segundo ensayo se incluyd, ademds, una muestra tratada con
RepB a 37°C. La electroforesis se realiz6 a 4°C y con recircularizacion del tampén,
Tras la transferencia del DNA a una membrana de nitrocelulosa, se realizé una
hibridacion con DNA de pCGA7 marcado con [o-"P]dCTP como sonda (s6lo hibridan
aquellos fragmentos que lleven las Horquillas 1y [T del dso de pLS1). Se incluyé DNA
pLS1 digerido con Hindl1l (fragmento lineal de 4.4 kb) o con Pstl (dos fragmentos de
1 y 3.4 kb, aunque solo el fragmento pequeno puede hibridar con el DNA de
pCGAT). Las muestras tratadas con RepB y digeridas con HindII darfan lugar a tres
bandas de 1.6, 2.8 y 4.4 kb; la banda de 2.8 kb hibridaria con 60 pb del pCGA7 y la
banda de 1.6 kb podria hibridar con 130 pb del pCGA7. Los resultados obtenidos
(Fig. 48B) indican, en primer lugar, que RepB no es capaz de actuar sobre DNA
lineal, ya que no se observa ningdn cambio de la muestra pLS1/HindlIll tratada con
RepB respecto al control no tratado (Fig. 48B; calles 5 y 1, respectivamente). En
segundo lugar, comprobamos que RepB corta en el sitio adecuado a las tres
temperaturas ensayadas, ya que la variacidn que se abserva en la intensidad de la
banda pequena (de aproximadamente 1.6 kb) a las tres temperaturas, se corresponde
con el porcentaje de actividad que presenta RepB a cada una de esas temperaturas

(menor actividad a 37°C y mayor a 60°C).

Aprovechando la capacidad de la proteina RepB para cortar oligonucledtidos
mopocatenarios, se realizdo un ensayo para confirmar que la proteina carece de
actividad sobre un oligo dsDNA que contenga su sitio de corte. El sustrato de RepB
se consiguid hibridando 0.3 nmol del "oligo wt" (23-mer: 5-GGGGGGGCTACTAC
G/ACCCCCCC-3") marcado en su extremo S-terminal con 0.9 nmol de un oligo con
la secuencia complementaria (oligo "comp", 23-mer: 5-GGGGGGGT/CGTAGTAGC
CCCCCC-3%) en presencia de 0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl, pH 8.0 y 1 mM EDTA,
en un volumen final de 20 pl. La mezcla se incubd durante 10 min a 95°C y el
anillamiento se realizd dejando enfriar lentamente hasta t.a. Para comprobar que todo
el "oligo wt" estaba hibridado con el oligo "comp”, se analizaron muestras de los oligos
ssDNA y dsDNA, en un gel de 20% PAA en condiciones no desnaturalizantes. Se
pudo observar (Fig. 49A) que todo el "oligo wt" estaba hibridado con el
oligonucledtido "comp" y que la forma bicatenaria del oligo de 23-mer migra mas

lentamente que la forma monocatenaria. Una vez obtenido el sustrato dsDNA, se
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Figura 49. Actividad de RepB sobre un oligonucle6tido bicatenario que contiene la region nic del dso de
pLS1. A. El "oligo wt" (23-mer: 5"-GGGGGGGCTACTACGACCCCCCC-3) se hibridé con el "oligo
comp"” (23-mer: -GGGGGGGTCGTAGTAGCCCCCCC-3") dando como resultado un oligo bicatenario
de 23 pb ("oligo ds"). Muestras del oligo ssDNA y dsDNA se analizaron en un gel 20% PAA nativo. Se
observa que el "oligo ds" migra més lentamente que el ssDNA. B. Ensayos de actividad de RepB (28
pmol) con 7.5 pmol de los oligos "wt", "comp” y "ds" durante 30 min a 37, 45 y 60°C. La mitad de las
muestras se analiz6 en un gel 20% PAA /8 M urea. Se indica la posicién de la banda de 15-mer, producto
de la actividad de corte de RepB. C. Muestras de la actividad de RepB sobre los oligos "wt", "comp” y "ds"
a 60°C se analizaron en un gel 20% PAA nativo. Se puede observar que la banda que se originé tras el
corte de RepB en el "oligo ds" (y que deberia ser bicatenaria) migra a la misma altura que la banda de
15-mer (monocatenaria) producto de la actividad de corte sobre el "oligo wt".

realizaron ensayos de actividad con RepB, incubando 7.5 pmol de los oligos
"wt","comp" y "ds" (oligo bicatenario) con 28 pmol de RepB, en tampén B con 20 mM
MnCl,, en un volumen final de 90 pl. Las muestras se incubaron durante 30 min a 37,
45 y 60°C, se trataron con proteinasa Ky se precipitaron con etanol. La mitad de las
muestras se analizé en un gel 20% PAA/8 M urea (Fig. 49B), donde se pudo observar

cierta actividad de RepB sobre el "oligo ds" a 60°C y ninguna actividad sobre el oligo
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"comp". Esta actividad residual de RepB sabre el "oligo ds" podria deberse a
desnaturalizacion parcial por incubacion a 60cC. Por ello, la otra mitad de las
muestras tratadas con RepB a 60°C se analizaron en un gel 20% PAA nativo (Fig.
49C), lo que nos permitié comprobar que la banda originada por RepB sobre el "oligo
ds" (y que deberia ser bicatenaria) migraba a la misma altura que la banda de 15-
mer (monocatenaria), producto de la actividad de corte sobre el "oligo wt". Por lo
tanto, se puede concluir: 1) RepB es incapaz de digerir dsDNA en forma lineal, y i1)
Ja actividad residual de RepB sobre el "oligo ds" a 60°C, se debe a desnaturalizacién

parcial del oligo.

16. RepB TIENE ACTIVIDAD NUCLEOTIDIL-TRANSFERASA.
ANALISIS DE LA ACTIVIDAD DE CIERRE DE RepB SOBRE
OLIGONUCLEOTIDOS

En apartados anteriores ya se ha demostrado que RepB es capaz de cortar
(produciendo formas FIT) y luego cerrar (generando formas FI') DNA superenrollado,
lo cual nos sugiere que la proteina debe tener algtin papel en la terminacion de la
replicacion plasmidica. Segiin el vigente modelo (Rasooly y Novick, 1993), la
terminacion se produciria mediante un corte entre la cadena parental(+) y la de
nueva sintesis, el cierre de la cadena nueva y la unidn de los extremos de la cadena
(-) desplazada. Para saber si RepB era capaz de cerrar el corte previamente generado
sobre oligonucleétidos monocatenarios, se mezclaron dos oligos de diferente tamano
(23-mer: 5’-GGGGGGGCTACTACG /ACCCCCCC-3 y 26-mer: 5'-GGGGCTACTAC
G/ACCCCCCCTYATAGT-3"), que contienen e} sitio de corte de la proteina (/)
situado a distintas distancias de sus extremos. Ambos ofigonucleotidos se marcaron
en su extremo 5, y 1.26 pmol de cada oligo marcado se mezcld por separado con una
cantidad doble (2.52 pmol) del otro oligonucledtido sin marcar. Las mezclas se
trataron con dos concentraciones distintas de RepB (1.2 y 2.3 pmol) en tampén B y
20 mM Mn(l,, en un volumen final de 30 «l. Las muestras se incubaron durante 30
min a las temperaturas de 37, 45 y 60°C, se trataron con proteinasa K y se
precipitaron con etanol antes de ser analizadas en un gel 20% PAA/8 M urea. Si
RepB puede realizar una reaccion de corte/cierre sobre los oligonucledtidos, se

detectard una nueva banda, que serd el producto del intercambio de los extremos 57
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y 3 generados tras el corte por RepB. Esta banda serd de 29-mer cuando el oligo

marcado sea el de 23-mer, y de 20-mer, cuando se utilice el oligo de 26-mer marcado,

segin se esquematiza en la Figura 50. Los resultados mostraron que, en ambos casos,

se obtuvieron las bandas esperadas como productos de la actividad de corte/cierre y

de intercambio de hebra de la protefna RepB sobre los oligonucle6tidos (Fig. 50).
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Figura 50, Actividad nucieotidil-transferasa de RepB, Oligonucleétidos de 23-mer y 26-mer, que contienen
el sitio de corte de RepB en distinta posicién, sc marcaron en sus extremos 5’-terminal con la T4 PNK.
Cada uno de los oligos marcados (1.26 pmol) se mezeld por separado con 2,52 pmol del otro olipo sin
marcar, y s¢ trataron con dos concentraciones de RepB (1.2 y 2.3 pmol) durante 30 min a 37,45 y 60°C,
Los productos de reaccién se analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea. Si RepB puede realizar una
reaccién de corte/cierre e intercambio de hebra entre ambos oligos, se debe generar una nueva banda
en cada caso (de 29-mer cuando se usa el oligo de 23-mer marcado, y de 20-mer, si el oligo marcado es.

el de 26-mer),
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Para caracterizar con mas detalle la actividad de cierre de RepB, se realizaron

otros ensayos gue se describen a continuacion:

a} 1.26 pmol del oligp 15-mer marcado en su extremo 5-terminal (§-
“*pGGGGGGGCTACTACG,,-3'; es decir, ta mitad izquierda del sitio de corte de
RepB con su extremo pG-OH), se mezcld con 1.26 pmol del oligo 8-mer fosforilado
(5’-pACCCCCCC,,-3"; la mitad derecha del sitio de corte de RepB con su extremo
pAp). La mezcla se tratd con dos concentraciones de RepB (1.2 y 2.3 pmol),
incubandose durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Los productos se analizaron en un gel
20% PAA/ 8 M urea. Si RepB fuese capaz de unir covalentemente las dos mitades
de su regién de corte, se deberfa generar una banda de 23-mer. No obstante, los
resultados no mostraron la aparicidon de una nueva banda de 23-mer (Fig. 51A). Por
tanto, concluimos que la reaccion de corte del sustrato por RepB debe producirse

previamente & la reaccion de cierre.

b) Se realizd6 un ensayo similar al anterior, en el que se¢ incubd el oligo 8-mer
marcado (1.26 pmol) con el oligo 15-mer fosforitado (1.26 pmol) y tres
concentraciones distintas de RepB (2.3, 4.6 y 9.3 pmol). Como en el caso anterior, si
RepB pudiese unir las dos mitades del sitio de corte, se generaria una banda de 23-
mer (producto de la unidon de ambos oligos). De nuevo, no se observo la aparicion de

una banda nueva tras la incubacién con RepB (resultado no mostrado).

¢) Para comprobar que la reaccién de cierre soio se puede producir si RepB ha
cortado previamente su sustrato especifico, se mezcld el oligo 15-mer marcado (1.26
pmol) con igual cantidad del! oligo 26-mer marcado (5'-
p*GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT,,-3’; que contiene el sitio de corte
completo; p* indica el fosfato marcado radiactivamente) y se tratd con RepB (1.2 y
2.3 pmol) a 37, 45 y 60°C. El andlisis de los resultados mostré que la actividad de
corte de RepB sobre el oligo 26-mer genera una banda de 12-mer. Ademas, se pudo
observar la aparicion de una nueva banda de 29-mer, que seria producto de la unién
covalente del oligo 15-mer con la mitad derecha {14-mer) del oligo 26-mer, liberada

tras el corte de RepB en este oligo (Fig 51B).
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Figura 51. Anilisis de la actividad de cierre de RepB sobre oligonucledtidos. Representaciones
esquematicas de los experimentos realizados y de los resultados esperados. Los extremos 5’-terminales
marcados con la T4 PNK (*) o fosforilados (P) se indican en la gréafica. La mezcla de oligonucledtidos
(2.52 pmol en total) fueron tratados (+) o no (-) con RepB (1.2 pmol) a las temperaturas indicadas. A.
Se mezcl6 el oligo 15-mer marcado en 5’ (que contiene la mitad situada a la izquierda del sitio de corte
y proporciona el extremo pG-OH) con el oligo 8-mer fosforilado (que contiene la mitad situada a la
derecha del sitio de corte) y RepB. No se observé ninguna banda de 23-mer como producto de la
actividad de cierre. B. Se mezclaron los oligos 15-mer y 26-mer marcados en 5° con RepB. La actividad
de corte de RepB sobre el oligo 26-mer genera una banda de 12-mer, y aparece una nueva banda de 29-
mer como producto de la unién covalente del oligo 15-mer con la mitad derecha (14-mer) del oligo 26-
mer. C. La mezcla de los oligos 26-mer y 8-mer marcados en sus extremos 5° se tratd con la cantidad ya
mencionada de RepB. Si la proteina fuese capaz de unir el oligo 8-mer (con la mitad derecha del sitio
de corte) con la mitad izquierda (12-mer) del oligo 26-mer generada tras el corte por RepB, se generaria
una nueva banda de 20-mer. No se detectd ninguna banda de 20-mer.

d) Se repiti6 el ensayo anterior utilizando dos oligos de 15-mer con una secuencia
distinta a la consenso, en los que se conservé o no, el extremo pG-OH situado a 3’
del sitio de corte: "oligo 15-G" (5’-p*TCTGCAATCGTCGTG,,-3’) y "oligo 15-T" (§’-
p*TCTGCAATCGTCGTT,-3’). Las reacciones se realizaron con una cantidad doble
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de oligos y proteina, respecto al apartado anterior, ya que el marcaje en 5 fue muy
poco eficiente. En cualquier caso, se pudo comprobar asi que RepB también es

especifica de secuencia en su actividad de cierre (resultado no mostrado).

e) 1.26 pmol de los oligos 8-mer y 26-mer marcados en sus extremos 5, se trataron
con dos concentraciones de RepB (1.2 y 2.3 pmol). Las mezclas se incubaron a 37, 45
y 60rCy se trataron como en los ensayos anteriores. Si la proteina fuese capaz de unir
el oligo 8-mer (mitad derecha del sitio de corte) con la mitad izquierda (12-mer) del
oligo 26-mer generada tras el corte por RepB, se detectaria una nueva banda de 20-
mer. No obstante, se se puede observar (Fig 51C) que sdlo se originé la banda de 12-

mer (producto del corte del oligo 26-mer).

Los resultados obtenidos en estos ensayos nos permiten concluir: i) RepB sélo
presenta actividad de cierre cuando el 5-fosfato necesario para el cierre ha sido
previamente generado por la proteina, y ii) esta reaccion solo se produce si el extremo
3’-OH conserva la secuencia 5-TACTACG,,-3" reconocida por RepB. Pensamos que
la reaccion de corte mediada por RepB libera un 5’-fosfato "activado” situado a 3’ del

sitio de corte (ver Discusion).

17. LA UNION DE RepB A DNA NO PARECE ESTAR MEDIADA POR
INTERMEDIARIOS COVALENTES ESTABLES

Una vez establecidos los pardmetros necesarios para imitar in vitro las reacciones
de iniciacion de la replicacion de pMV 158, consideramos importante para este trabajo
el analizar la naturaleza del enlace existente entre la proteina RepB y su DNA
sustrato. Las dos Gnicas proteinas Rep de plasmidos que replican por el mecanismo
de replicacion RC, caracterizadas hasta la fecha, RepC (pT181) y RepD (pC221),
generan intermediarios covalentes proteina-DNA. El mismo tipo de enlace se ha
descrito para la proteina GpA del fago ¢X174, y para varias proteinas Tra. Con el fin
de determinar la posible unién covaiente de la proteina RepB al DNA, se realizaron
varios ensayos para aislar ese tipo de intermediarios, que se generarfan durante la

reaccion de corte.
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17.1. Precipitacién de complejos proteina-DNA

Este ensayo se basé en la precipitacion de complejos SDS-proteina y SDS-
proteina-DNA (0 RNA; si fa unién proteina-dcido nucleico es covalente) mediada por
iones K" (Waters et af; 1991). Para realizar este ensayo se incubd DNA de pLS1 (1
ug) con RepB (86 ng), en tampon By 20 mM MnCl,. Se prepararon tres muestras que
se incubaron durante 30 min a 37, 45 y 60°C, respectivamente. Como control se uso
una muestra no tratada con RepB que se incubd durante el mismo tiempo a 45°C (por
elegir una temperatura de actividad intermedia). En cada caso, la reaccion se pard por
adicién de 1% SDS y 10 mM EDTA, incubdndose 10 min a t.a. Después se ajusto la
concentracion de KC] hasta una molaridad final de 100 mM y se realizd una
incubacién de 20 min a (°C. Las muestras se centrifugaron, recogiéndose tanto el
precipitado como el sobrenadante. El precipitado se disolvio en el mismo volumen de
los sobrenadantes (30 pl) con TE (10:1), se separd una alicuota de 4 ul y se tratd con
1 pg/pl de proteinasa K. A los productos de reaccion se les anadié tampén de carga
BXGE, ajustdndose el pH de las muestras correspondientes a los sobrenadantes con
Tris-base. Los productos se analizaron, inmediatamente, en un gel de agarosa (0.9%
en TBE y 0.5 pg/ml de EtBr). No se observd el aumento de formas FIT esperado en
el precipitado de las muestras, donde supuestamente se encontrarian {os compiejos
K'-SDS-proteina-DNA (Fig 52A). Con una modificacion a este método, que consistia
en parar las reacciones con 1.59% SDS y 10 mM EDTA y una incubacion de 10 min
a 75°C, abtuvimos un resultado similar. Sin embargo, se eliming el calentamiento de

las muestras porque se observo la aparicion de formas desnaturalizadas del DNA.

17.2. Captura de complejos proteina-DNA

Uno de los ensayos se baso en la captura de complejos covalentes protefna-DNA
en la interfase agua-fenol y su deteccién como bandas retardadas en un gel tras la
digestion con un enzima de restriccion adecuado (Pansagrau et af, 1990). Para ello,
se incubo DNA de pMV158 (700 ng) con RepB (45 ng), tampon B y 20 mM MnCl,
(volumen final, 30 ul), durante 30 min a 60°C. La reaccion se pard con SDS al 2.5%,
incubdndose 5 min a 37°C. Se anadié tampdén TE (10:1) hasta un volumen final de 100
ul y se realizo una fenolizacién con un volumen de una mezcla fenol:cloroformo (1:1).
Se separaron la fase superior (fase acuosa) y la interfase. La fase superior se llevo a
un volumen de 210 pl con TE (10:1) y se precipitd con etanol. La interfase se llevd

a un volumen final de 300 xl con TE (10:1), se dializé frente a 300 ml de una solucidn
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Figura 52. RepB no parcce generar intermediarios covalentes estables tras su aclividad de corle sobre
DNA supercenrollado. A, DNA de pLS1 tratado con RepB se incub6 con SDS (1%6) y 10 mM EDTA, 10
min a t.a. y se precipité con 100 mM KCl, durante 20 min a 0°C. Los precipitados lueron tratados(+) o
no(-) con proteinasa K (1 pg/ul). Se incluyé un control sin proteina que lue incubado a 45°C. B. DNA
de pMV158 se incubé con RepB durante 30 min a 60°C, se tralé con 2.5% SDS durante 5 min a 37°C
y s¢ fenolizé. Se scpararon la [ase acuosa y la interfase, y sc digiricron con Pst1, Con una (lecha se indica
la posicién del fragmento PstT B de 1056 pb, que conticne el dso eatero del pldsmido. C. DNA de pLSS
se incub6 con RepB a 37, 45 y 60°C; una cuarla parte de las muestras de dializé [rente al tamp6n de
FnudHI (D) y el resto se precipit6 con clano! (P). Las muestras precipitadas se separaron en (res grupos:
el primer grupo sc digiri6 directamente con FnudHI; el segundo grupo sc traté con proteinasa K (12,5
pg/ml) y 0.28% SDS, durante 10 min a t.a., se fenolizd y precipité antes de la digestién con FrudHI; por
tltimo, el tercer grupo se traté con proteinasa K (125 pg/ml) y 0.28% SDS durante 30 min a 0°C, se
fenolizé, precipitd y digirié con FuudHl, MWS: marcador de peso molecular,
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con 20 mM Tris-HC! pH 8.0, | mM EDTA y 250 mM KCl y se precipité como en el
caso anterior. El DNA precipitado se disolvig directamente en el tampdn de digestion
con Pstl y se digirié con este enzima durante 2 h a 37°C. Las muestras se analizaron
en un gel de agarosa (0.8% en TBE y 0.5 upg/mit de EtBr), ajustando las
concentraciones de DNA de las muestras digeridas con Pstl, con respecto a las no
digeridas. Antes de la digestion, se pudo observar que la cantidad de formas F1l y FI’
en la fase acuosa fue aproximadamente cinco veces superior a la encontrada en la
interfase y en el control sin proteina (Fig. 52B). No se observd ningln retraso en la
movilidad electroforética de! fragmento de 1036 pb que contiene el dso de pMV 158,
como era de esperar si la proteina RepB se mantuviese unida covalentemente al
DNA. Se realizaron algunas modificaciones a este método, como por ejemplo: parar
la reaccién con proteinasa K o digiriendo directamente las muestras tratadas con
RepB, realizando didlisis de las interfases en filtro, andlisis electroforético en
presencia de 0.1% SDS o digiriendo con otros enzimas de restriccion (como FnudHl)

para obtener un fragmento maés pequefio. En todos los casos, se obtuvo un resultado

similar.

17.3. Retardo de fragmentos de restriccién

En este caso se siguid el método descrito por Koepsel et af (1985), que consiste
en tratar {as muestras con la proteina en cuestién y parar la reaccidn con proteinasa
K y SDS, digerirlas con el enzima adecuado y observar los intermediarios covalentes
como bandas retardadas en el gel. Para este ensayo se incubd DNA de pLS5
(derivado de pLSI que carece de la Horquilia 111 y del RNA 1) (2 ug) con la proteina
RepB (351 ng) en tampon B y 20 mM MnCl,, durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Se
incluyé un controi no tratado con RepB, que se incubd a 37°C en las mismas
condiciones anteriores. Un cuarta parte de las muestras se dializé trente al tampén
de digestion con FaudHl y el resto se precipitdé directamente. Las muestras
precipitadas se repartieron en tres grupos: el primer grupo se digirié directamente
con FaudH! durante 2 h a 37°C; el segundo grupo se tratd con 125 pg/ml de
proteinasa K v (.2890 de SDS, durante 10 min a t.a., y luego fue sometido a extraccién
con feno! y precipitacion con etanol, antes de llevar a cabo la digestion con FrudHI;
y para el tercer grupo se siguid un tratamiento similar al del segundo, pero

aumentando 10 veces la cantidad de proteinasa K (125 pg/ml) y realizando una
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incubacién de 30 min a (*C, antes de [a extraccion con fenol. El volumen final de
reaccion se repartié en dos tubos y la mitad de las muestras se analizo en un gel 5%
PAA en tampon TAE, en condiciones no desnaturalizantes. Tras la digestién con
FrudHi se obtiene un {ragmento de 172 pb que contiene la region nic del dso de la
familia de pLS1, de modo que los intermediarios covalentes RepB-DNA darian lugar
a un retardo de este fragmento. Tal retardo no se aobservd en las condiciones
ensayadas (Fig. 52C). La otra mitad de las muestras se analizd en un gel de agarosa
alcalino y, tras la clectroforesis, el DNA se transfiri6 a una membrana de
nitrocelulosa y se hibridd con DNA de pCGA7 marcado con [e-*P)dCTP. Usando el
plasmido pCGA7 como sonda sélo podrdn hibridar aquellas bandas de DNA que
contengan la region nic del origen de pLS1. No se observé ninguna banda que pudiese
corresponder a un retraso electroforético de la banda de 172 pb {que contiene la
region nic y tras el corte producido por RepB daria origen a dos fragmentos de 58
y 114 pb) (no mostradoj. Se realizd otro ensayo usando DNA de plS1, donde se
incluy6 una muestra en la que se suprimio la precipitacidn inicial con etanol. Tras la
digestién con FrudHI se obtuvieron los mismos resultados: no se observé ningln
retraso en la migracion electroforética del fragmento que contenfa la regidn nic del

origen {en este caso se trataba de un fragmento de 505 pb que contenia el dso entero)

(no mostrado).

17.4. Retardo de oligonucledtidos

Por altimo, se intentaron visualizar los complejos proteina-DNA covalentes a
través de un ensayo basado en la migracion electroforética retardada de complejos
covalentes proteina-oligonucledtidos (Pansegrau ez al, 1993). Como RepB es capaz de
reconocer v actuar sobre oligos monocatenarios que contienen su sitio de corte, se
disend un experimento para saber si, tras la actividad de RepB, se generan
intermediarios covalentes RepB-DNA. Para ello, se marco el "oligo wt" de 23-mer (5-
GGGGGGGCTACTACGACCCCCCC-3) en su extremo 3-terminal con la
transferasa terminal y [o-*PJddATP. El "oligo wt" marcado (3.75 pmol) se incubéd con
tres concentraciones de RepB (5.5, 13.9y 27.8 pmol; que corresponden a una relacion
DNA:proteina en moléculas de 1:1.5, 1:3.7 y 1:7.4, respectivamente) en tampon By
20 mM Mn(l,, en un volumen de 90 ul. Las muestras se prepararon por triplicado y

se incubaron durante 30 min a 37, 45 y 60°C; los productos de reaccion se trataron
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Figura 53. Interaccion de RepB con un oligonucledtido marcado en su extremo 3. El oligo "wt" [5-
GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3, donde (/) indica el sitio de corte de RepB; 3.75 pmol]
marcado en su extremo 3, se incub6 (+) o no (-) con RepB (13.9 pmol) a 37, 45 y 60°C. Los productos
de reaccién se trataron con proteinasa K y se analizaron en un gel de PAA al 20%/8 M urea. Como
control de tamaiio se utiliz una mezcla de un oligo 8-mer (5-ACCCCCCC-3") marcado en 3, fosforilado
0 no. Los productos de reaccion con RepB migran a la altura del oligo 8-mer fosforilado. En la parte
superior s¢ muestra una representacion del experimento realizado. Si se hubiese generado un
intermediario covalente péptido-DNA, se observaria una banda retardada respecto a la posicién del oligo
8-mer fosforilado libre de proteina.

con 215 ug/ml de proteinasa K durante 20 min a 37°C, con el fin de dejar sélo un
pequeno péptido unido al DNA, en el caso de que se generase un complejo covalente
RepB-DNA. Las muestras se llevaron a un volumen final de 120 ul y se precipitaron

con etanol. El precipitado se disolvié directamente en el tampon de carga BXF y los
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productos se analizaron ea un gel 209 PAA/8 M urea. Como control de tamafio se
utilizo el oligonucledtido 5-ACCCCCCC-3” (8-mer) fosforilado o no en 5" y marcado
en su extremo 3. Tras la exposicion autorradiogrifica del gel, s6lo se detectaron las
bandas correspondientes a los oligos de 8-mer (fosforilado o no) y 23-mer. Los
resultados mostraron que las bandas originadas tras la actividad de RepB migraron
a la altura del oligo de 8-mer fosforilado (Fig. 53). Estos serian los productos

esperados si no hubiese una union covalente péptido-DNA.

17.5 Unién proteina-DNA en filtros

Como todos los ensayos realizados hasta el momento para detectar intermediarios
covalentes RepB-DNA resultaron negativos, se realizaron ensayos de unidn en filtro
(de la Campa et al, 1990) con el fin de conocer la naturaleza y estabilidad de los
complejos proteina-DNA generados por RepB. En estos ensayos se incubaron 3.75
pmol del "oligo wt" marcado en su extremo 3’ con 5.6 pmol de RepB (relacién
DNA:proteina en moléculas de 1:1.5) durante S min a 60°C, en tamp6n B y 20 mM
MnClL, en un volumen final de 90 pl. La reaccion se paré en hielo con 900 ul del
tampon L frio (20 mM Tris-HCL, pH 8.0, I mM EDTA, 20 mM KCi, 5 mM DTT)
suplementado con 50 mM EDTA. Los productos de reaccion se pasaron a través de
filtros de nitrocelulosa de 0.45 pm, previamente lavados con el tampdn L y con un
exceso de un aligonucle6iido inespecifico (asi se consigui6 reducir el nivel de unién
inespecifica de ssDNA al filtro). A continuacidn, se realizaron lavados con el tampdn
L suplementado con distintas concentraciones de KCI (0.02 a 1 M), de NaCl (0.02 a
1.5 M) y de SDS (0.5 a 1.5%), o bien con tampones preparados a distintos pH (7.0
a 9.5). Se calculo el porcentaje de radiactividad retenida en los filtros (Fig. 54A),
tomando con valor 100 las c¢pm retenidas en el filtro lavado con el tampon L
preparado en condiciones normales (pH 8.0y .02 M KCl). Se pudo observar que los
complejos RepB-DNA son muy sensibles a la concentracion de SDS, lo cual indicaria
la existencia de complejos no covalentes. Asimismo, se observd cierta sensibilidad
frente a concentraciones altas de sal, lo que indica la existencia de interacciones
electrostaticas entre la proteina y el DNA. Variaciones del pH en el tampon de
lavado, por encima del punto isoeléctrico de RepB (valor determinado en 8.8; Fig.
54B) también redujeron la cantidad de DNA unido a RepB. Dado que a valores de

pH superiores a su punto isoeléctrico, la proteina presenta carga negativa, este ensayo
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Tampéon de fnvada ssENA retenide”
”(:
KO (mM) 20 10X}
500 98
1{{H} [84]
NaCl (mM) 20 (53]
M) 50
10663 45
150K} 59
SIS (%) 8} ¥
0.5 10
1.0 {
15 1]
pH 7.0 3
80 100
8.5 80
28 065
9.0 55
9.5 40

* Yl valor 1009% se obticne en las condiciones de ensayo normaies (tampdn L sin suplementos
y preparado a pH £0) y cotresponde a un valor de 40K {1 30) cpmfmucsiza.
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Figura 54. A. Ensayos de union proteina-DNA en filtro; electos de las distintas condiciones de lavado
sobre la union de RepB a oligonucledtidos. B, Representacion grafica de la carga de la proteina RepB
a los distintos pH. Determinacion del punto isoeléetrico de RepB a pH 88,
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sugiere que los aa cargados positivamente son importantes en ¢l tipo de interaccion

que se produce entre RepB y el DNA.

Los resultados de este Apartado sugieren fuertemente que la uniéon de RepB al
DNA se produce a través de un enlace fosfodiéster transitorio, como sucede con 1a
proteina gpll del fago fd (Meyer y Geider, 1979) o bien a través de una unioén no-
covalente, en la que son importantes las interacciones electrostéticas y los aa cargados

positivamente.

18. ANALISIS DE LA QUIRALIDAD DEL FOSFATO QUE INTERVIENE
EN LA UNION DE LA PROTEINA RepB AL dso DE pLSi1.

Hasta el momento, todos los ensayos realizados para capturar algin intermediario
covalente RepB-DNA resultaron negativos, lo que nos hacia suponer que [a proteina
se unia a su diana a través de una unidon no-covalente o mediante un enlace covalente
transitorio que impedia capturar los intermediarios proteina-DNA de la reaccion
mediante los. métodos convencionales. Esta cuestidn no es trivial, dado que: i) las
proteinas Rep de pT181 y de pC221 (las Ginicas otras dos proteinas Rep de plésmidos
con replicacién RC purificadas) se unen covalentemente a DNA, y ii) esta unién
covalente justifica una caracteristica esencial de las proteinas Rep de los pldsmidos
y es que, a diferencia de lo que ocurre en colifagos, no deben ser reutilizadas para
evitar sobre-replicaciones (Rasooly y Novick, 1993). Por todo ello, surgid la idea de
estudiar la quiralidad de fosfato que interviene en la unién de la proteina RepB al
dso de pl.S1. La reaccidn de corte del DNA mediada por RepB, que no requiere
cofactores de alta energia, se basa en un mecanismo de transesterificacion del tipo
(cambio del grupo O-alquilo):

RCOOR’ + R”OH H' 0 OR, RCOOR”+ R’'OH

Si la reaccion de transferencia de hebra ocurre via un intermediario covalente
proteina-DNA (como ocurre para la proteina Int del fago A y para las DNA

topoisomerasas), la energia de enlace se conserva durante la transferencia y se
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Figura 55. A. Representacion grafica de la configuracion absoluta (R y 8,) de los diastereoisémeros de
d(Gp°A). B. Gralica que representa la separacion mcdiante cromatografia por HPLC, de los

diastercoisomeros R,y S,
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requieren como minimo 2 pasos de transesterificacién (con 2 pasos de rotura de
enlace y 2 pasos de unién). En cambio, si la reaccion no implica un intermediario
covalente proteina-DNA, la reaccién de transposicién se producird a través de un
inico paso de transesterificacién (como ocurre con la transposicion del fago Mu;
Mizuuchi y Adzuma, 1991). En este caso, los dtomos de oxigeno en 3’ del DNA
donador pre-expuesto a la transposasa, pueden ser usados directamente para el ataque
nucleofitico del fosfato del DNA diana y se produce el corte y la unién
simultAneamente. Para conocer si la transferencia de DNA ocurre en 1 6 2 pasos de
transesterificacién, se debe estudiar la estereoquimica del fosfato implicado en la
reaccion. Para ello, se requiere que este fosfato sea quiral, lo cual se consigue
substituyendo uno de los oxigenos que no forman parte del enlace fosfodiéster, con
un atomo de azufre (derivado fosforotioato). Los dos diasteroisébmeros
(configuraciones R, y S Eckstein, 1985; Fig. 55A) se pueden separar por
cromatografia en HPLC, en dos picos de distinta migracion: el pico de migracidén més
rapido contiene la forma S, mientras que el més lento corresponde al diasteroisémero
R, (Mizuuchi y Adzuma, 1991; Fig. 55B). Una vez separados los dos diasteroisémeros,
la configuracion R, o S, se puede distinguir por digestion con las nucleasas P1 (que
deja 5-P y digiere preferentemente enlaces R -fosforotio} y PDE (que deja 5-P y
digiere enlaces S -fosforotio). Como en cada paso de transesterificacion se invierte la
quiralidad del fosfato, si la reaccién se produce con 2 {0 un nimero par) pasos de
transesterificacion (a través de un intermediario covalente) se mantiene la
configuracion R o §, del fosfato quiral. §i, por el contrario, la reaccién ocurre en un
inico paso de transesterificacion (a través de una unién no covalente), la quiralidad
de} fosfato se invierte (Mizuuchi y Adzuma, 1991; Hanai y Wang, 1993).

El experimento que se diseiid inicialmente (Fig. 50) se basaba en la construccién
de un oligonucledtido con la secuencia de corte de la proteina RepB y que llevase un
fosfato quiral en la posicién del fosfato impiicado en la union proteina-DNA (5'-
TpGpGpGpGpGpGpGpCpTpApCpTpApCp*Gp ApCpCpCpCpCpCpCpA, -3 donde
p* indica un fosfato marcado radiactivamente con [y-*PJdATP y p° representa el
fostato quiral situado entre los nt G/A donde se produce el corte). La sintesis quimica
del oligonucledtido de 9-mer Gp°ApCpCpCpCpCpCpC,,-3° y la separacion de los

dos tio-derivados (configuracidn Ry S,) se llevé a cabo en el laboratorio del Dr.
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Figura 56. Diagrama explicativo para_ la  construccion  del  olige  sustrato (5'-
Tp(;pGpGpGpGpGpGpCprApCprApCp*Gp ApCpCpCpCpCpCpCpA,,-3° mediante la ligacion de
los oligos quirales (9-mer; 5-Gp°ApCpCpCpCpCpCpCe,-37), con ¢l grupo -OH en 3' blogqueado con
ddATP, y cl oligo 15-mer (5-TpGpGpGpGpGpGpGpCpTpApCpTpApC,,-3") con la T4 RNA ligasa.
Se indica la su:ucncna y tamano de los oligos de partida v de los oligos producto, asi como la posicidén del
fosfato quiral {(p°) o marcado radiactivamente {p*).

Ramén Eritja. Hay que senalar que para poder separar los dos diastereoisémeros, la
sintesis del oligo se debe parar tras la adicion del nt con el fosfato quiral. Se
comprobd la configuracién de los dos diastereoisémeros (R o §,) mediante digestion
con las nucleasas P1 o PDE. Ambos tio-derivados se marcaron en sus extremos 5’ ¢on

la T4 PNK y [o-*P]dATP y sc les bloqued el grupo -OH en 3" usando ddATP y la
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transferasa  terminal. Como resultado se obtuvo el oligonucledtido 5~
p*Gp°ApCpCpCpCpCpCpCpA,-3. con cada uno de los tioderivados. Por otro lado,
se sintetizd el oligo de 15-mer: S-TpGpGpGpGpGpGpGplpTpApCpTpApC,.-37 y
se realizd una tigacion de ambos oligonucledtidos usando la T4 RNA ligasa (Brennan
et al, 1983). Para realizar ]a ligacion se prepard una mezcla con 300 pmol de oligo tio-
derivado marcado en su extremo 5 (donador-P, 30 uM de concentracion final), 1.2
nmo! del oligonucledtido 15-mer (aceptor-OH, 120 ¢M de concentracion final), 0.15
nmol de ATP (15 uM), 1 mM fosfocreatina pH 9.0 y 2 mM espermina pH 7.9. Esta
mezcla se llevé a sequedad en una bomba de vacio vy luego se anadio el resto de los
componentes: 50 mM HEPES-NaOH pH, 7.9, 10 yg/ml BSA, 20 mM DTT, 175 u/ml
de creatina-fosfato-quinasa, 170 u/mi de adenilatoquinasa, 100 mM MnCl, y 50 u de
T4 RNA ligasa, en un volumen final de 10 pl. La reaccién se incubd a 8°C durante
5 dias y cada dia se tomaron alicuotas de 2 pl. Las muestras se analizaron en un gel
24% PAA/83 M (50%) urea. No se observd una banda de 24-mer (que seria el
resultado de la ligacion del tio-dertvado de 9-mer y del oligo 15-mer), sino que todas
las muestras {(incluido el control) presentaban numerosas bandas, que se atribuyen a
estructuras complejas adoptadas entre ambos oligos debido al alto porcentaje de G

y C que contienen (resultados no mostrados).

Debido a las bajas eficiencias de ligacion, se diseni6é un segundo experimento (Fig.
57), usando en este caso la secuencia del plasmido pFX2 (con un sitio de corte para
RepB idéntico al de pLS1) para sintetizar los oligonucledtidos quirales de 9-mer (§'-
Gp°ApCpCpCpCpCpCpA,,-3’) v no quirales. Estos Gltimos se denominaron: pFX, de
14-mer (5-TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApC,,-37), pFX, de 9-mer (5-GpApCpCp
CpCpCpCpA,,-3) y pFX, de 24-mer (S-ApApGpCpGpApAp TP TP TpTpGpCpTpTpCp
CpGpTpApCplTpApC, -3"). La construccion del oligonucledtido sustrato de RepB (23-
mer), producto de la unién de los oligos tio-derivados tosforilados (30 pmol) y del
oligo pFX, (15 pmol) se realizé con T4 DNA ligasa y DNA desnaturalizado de pFX2
como molde (15 pmol). La reaccidn se realizd con exceso de los oligos tio-derivados
para aumentar la probabilidad de que el oligo pFX, se hibridase a moléculas de pFX2
que tuviesen ya anillado el oligo quiral. Para comprobar el éxito de la ligacion, se
marco una alicuota (~ 1 pmol) con T4 PNK, [v-*P]dATP y 50% DMSO, y se analizd
en un gel 209% PAA/8 M urea (Fig. 58). Por otro lado, se anillé el oligo pFX, (15
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Figura 57, Diagrama del experimento realizado para oblener el oligo sustrato, resultado de la ligacidn de
los oligos quirales (9-mer; S-Gp°ApCpCpCpCpCpCpAg,-3) al oligo pFX, de 14-mer (5-
TpGpCpTpTpCpCpGETpApCpTpApC,,-3) v para la polimerizacion del olige pFX, de 24-mer (5-
ApApGpCpGpApApTPTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTPAPC,,-3) con [a-"*PJdGTP, mediantc
¢! anillamiento de los oligonucledtidos a DNA de pFX2. Sc indica la seccucncia y tamano de los oligos de
partida y de los oligos producto, asf como fa posicién del fosfato quiral (p®) o marcado radiactivamente

(p*).

pmol) con DNA desnaturalizado de pFX2 (15 pmol) y mediante la T7 DNA
polimerasa se incorporé [o-*P]dGTP (0 dGTP) en su extremo 3, obteniéndose como
resultado un oligo de 25-mer con el nt G del sitio de corte marcado radiactivamente
(pFX,-G*). En este caso, se comprobd la eficiencia de polimerizacién tomando una
alicuota de 0.5 pl vy calculando el porcentaje de cpm incorporadas {rente al valor de

cpm total (ver Materiales y Métodos). El porcentaje de moléculas polimerizadas (que
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Figura 58. Andlisis de los productos de la reaccién de ligacion de los oligos quirales (9-mer; 5'-
GpsApCpCpCpCpCpCpAOH-Z}’) fosforilados y del oligo pEX; (14-mer; 5°-
TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApC,,;-3’) y de la reaccién de polimerizacion del oligonucle6tido pFX,
(24-mer; 5-ApApGpCpGpApApTpTpTpTpG pCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApC,,-3)y [@-**P)dGTP con
la T7 DNA polimerasa, antes y después de la purificacion usando los microconcentradores Microcon 100
y Microcon 3.

habfan incorporado dGTP) fue del 39%. Como existia la posibilidad de que la T7
DNA polimerasa hubiese incorporado varios dGTP al extremo 3’ del oligo, se realiz6
una extraccion con fenol y una precipitacién con etanol, para analizar otra alicuota

en un gel 20% PAA/8 M urea y comprobar asi que se habia incorporado un sélo
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dGTP al oligo de 24-mer (pI'X,), obteniéndose por tanto, una banda de 25-mer
mayoritariamente (Fig. 58). La eliminacion del DNA molde de pFXZ se llevo a cabo
pasando las muestras, previamente diluidas y desnaturalizadas por calor, por un
microconcentrador Microcon 100, donde los oligos o nt no incorporados se
recuperaban en e} filtrado. Este filtrado se paso igualmente por el Microcon 3, para
la eliminacién del nt no incorporado y del oligo quiral (9-mer) no anillado.
Lamentablemente, se comprobd que los oligos de 23-mer (resultado de la ligacion de
los tio-derivados y dei pFX,) y de 25-mer (pFX.,-G*} no eran retenidos en la
membrana y también pasaban al filtrado. Por ello, en repeticiones de este
experimento, se elimind la centrifugacion usando el Microcon 3 y se secd el filtrado
del Microcon 100 en una "Speed-Vac", evaporando el agua a vacio. De todas formas,

las pérdidas de las moléculas sustrato obtenidas superaron el 85%.

Una vez obtenidos los oligonucledtidos sustrato: oligo 23-mer (producto de la
ligacion de los tio-derivados y de pFX,) y oligo de 25-mer (pFX,-G*), se realiz6é una
incubacién con RepB, en condiciones de corte/cierre para permitir el intercambio y
union del oligo pFX;-G* con la mitad quiral del oligo sustrato de 23-mer,
obteniéndose entonces, un oligo de 33-mer marcado con un fosfato interno (8-
ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*Gp°ApCpCp
CpCpCpCpA,,-3"). Para ello, se incubaron aproximadamente 0.62 pmol del oligo
pFX,-G* vy del oligo pFX,-G (polimerizacidn realizada con dGTP no radiactivo) con
el oligo quiral sustrato de 23-mer y dos concentraciones distintas de RepB (0.6 y 1.9
pmol), durante 20 min a 45°C. Las muestras se trataron con proteinasa K (125 ug/ml)
y se precipitaron con etanol. Se analizd una alicuota de cada muestra en un gel 20%
PAA/8 M urea y se pudo observar la aparicion de una handa tenue de unos 33-mer,
producto de la union del oligo pFX,-G* de 25-mer con la mitad de 8-mer, producto
del corte del oligo de 23-mer quiral (Fig. 59B). Como control de actividad se realizé
un ensayo paralelo con el oligo 26-mer marcado (5-p*GGGGCTACTACG/ACCC
CCCCTATAGT-3; 0.62 pmol} y una mezcla del oligonucledtido 15-mer (5'-
GGGGGGGCTACTACG-3) marcado en 5 (0.62 pmol) o no (0.62 pmol), con tres
concentraciones de la proteina RepB (0.37, 0.75 y 1.5 pmol), y una incubacién de 20

min a 45°C, Las muestras también se analizaron en un gel 209% PAA/8 M urea,
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Figura 59. Actividad nucleotidil-transferasa de RepB sobre oligonucledtidos quirales. A. El oligo 26-mer
marcado (5-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’; 0.62 pmol) y una mezcla del oligo 15-mer
(5-GGGGGGGCTACTACG-3;0.62 pmol) marcado o fosforilado, se incubaron con tres concentraciones
de RepB (0.37, 0.75 y 1.5 pmol), durante 20 min a 45°C. Los productos de reaccién se analizaron en un
gel 20% PAA /8 M urea. B. Una mezcla del oligo pFX,-G* (25-mer: 5-ApApGpCpG PApApPTpTpTpTpGp
CpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*Gy,-3'; ~0.62 pmol) y oligo pFX,;-G (~0.62 pmol; polimerizacién
realizada con dGTP no radiactivo) se incubé con el oligo quiral sustrato de 23-mer (5-TpGpCpTpTpCpC
pGprApCprApCpGpsApCpCpCpCpCpCpAOH-3’) y dos concentraciones de RepB (0.6 y 1.9 pmol),
durante 20 min a 45°C. Se analiz6 una alicuota de cada muestra en un gel 209% PAA /8 M urea y se pudo
observar la aparicion de una banda tenue de aproximadamente 33-mer (producto de la unién del oligo
PFX;-G* de 25-mer con la mitad de 8-mer, producto del corte del oligo de 23-mer quiral).

observandose una banda de 29-mer, producto de la unién del oligo de 15-mer a la
mitad derecha (14-mer) del oligo de 26-mer cortado (Fig. 59A).

La banda de 33-mer, producto de la transferencia del oligo pFX,-G* (25-mer) a
la parte derecha (8-mer) del oligo quiral sustrato de 23-mer, se purific de un gel
20% PAA/8 M urea. A continuacién, se analizé la quiralidad del fosfato mediante
digestion con dos nucleasas estereoespecificas: nucleasa P1 y PDE. Si el sustrato
inicial tuviese la configuracién R, (por ejemplo) y el mecanismo de corte/cierre de
RepB ocurre a través de un intermediario covalente, se mantendria la quiralidad del

fosfato (R) y por tanto, al tratar el oligo de 33-mer con la nucleasa P1 reconoceria
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el enlace R -fosforotio y se obtendria como resultado el mononucledtido p*G. Por su
parte, PDE no reconoceria este tipo de enlace (ya que actia preferentemente sobre
el enlace S -fosforotio) y se obtendria el dinucledtido p*Gp°A. Si, por el contrario, no
existe intermediario covalente, habria una inversion de la quiralidad del fosfato,
pasarfa de R, a S,. En este caso, el enlace S -fosforotio no serfa sustrato de la
nucleasa P1 y se obtendria el dinucle6tido marcado, mientras que PDE si podria
actuar sobre este tipo de enlace, dando como resultado el mononucledtido. La
incubacién con la nucleasa P1 (0.0015 u) se realiz6 a 37°C y con PDE (0.15 u) a t.a.
(28°C). En ambos casos, se tomaron alicuotas (7.5 ul) a los 5 y 60 min de incubacién,
se les anadi6 colorante de carga y se evaporaron a vacio hasta un volumen final de
7.5 pl. Como controles se utilizaron los oligos quirales 9-mer R, (0.3 pmol) y S, (0.5
pmol) y se digirieron con las nucleasas P1 (0.0027 u) y PDE (0.27 u), incubando 90

min a 37°Cy t.a., respectivamente (Fig. 60A). Como controles de tamaio se utilizaron

3 E§ a§
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Figura 60. Andlisis de la quiralidad del fosfato implicado en la union de RepB a DNA. Las bandas de 33-
mer, productos de la actividad de corte/cnerre de RepB sobre los oligos quirales sustrato de 23-mer (5'-
TpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCpGp°ApCpCpCpCpCpCpAgy,-3) y el oligo pFX,-G* (25-mer; 5'-
ApApGpCpGpApApTpTpTpTpGpCpTpTpCpCpGpTpApCpTpApCp*Gyy,-3’) se purificaron de PAA y
se digirieron con dos nucleasas estcrcocspecnﬁcas nucleasa P1 y PDE. Como controles se incluyen los
oligos quirales de 9-mer (5-Gp°ApCpCpCpCpCpCpA,,-3’) digeridos o no con las nucleasas indicadas,
los dinucleétidos GpA y ApG marcados en 5’ y los mononucleétidos p*G y p*A (producto de la digestion
de los dinucleétidos con la nucleasa P1). Los productos de reaccion se analizaron en un gel 24% PAA/
8.3 M urea.
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los dinucleotidos GpA y ApG marcados en su extremo 5’y los mononucle6tidos p*G
y p*A, producto de la digestion de los dinucle6tidos p*GpA y p*ApG con la nucleasa
Pl. Los productos de la digestion se analizaron en un gel 24% PAA/83 M (50%)
ured. Pudimos observar (Fig 60B) que la digestion de la banda de 33-mer, procedente
del isomero lento R, con la nucleasa P1 dio como resultado una banda de
dinucledtido junto con el mononucledtido. La digestidon con PDE sélo dio como
resultado mononucledtido, lo cual estaria indicando que se mantiene la quiralidad
inicial del fosfato y por tanto, la actividad de RepB transcurre a través de un enlace
covalente. Por desgracia, con la banda de 33-mer procedente del isdmero rapido S,
no se observa nada claro, debido a la poca radiactividad de la banda extraida de gel
(<500 cpm) y al porcentaje de fondo radiactivo tan intenso observado en las muestras
antes y después de la elucidn de las bandas. Esto también explicaria la presencia de
una banda de mononucledtido mas intensa que la de dinucledtido, en la muestra
procedente de R digerida con nucleasa P1. Por tanto, concluimos, de forma tentativa,
que la union de RepB a DNA se produce a través de la formacion de un
miermediario covalente. Su formacion y rotura se realizaria de forma muy répida, lo
cual explicaria porqué no se han podido capturar o detectar estos intermediarios, por

los métodos mds convencionales.

19. RepB RECONOCE LOS dso DE PLASMIDOS RELACIONADOS

En la Introduccion a esta Tesis se mostrd una relacidn de los miembros de la
familia pL.S1 descritos hasta la fecha (Tabla 1}, pero en nuestro laboratorio sélo
disponemos de los plismidos pE194 (de S.aureus) y pFX2 (de L.lactis). No se ha
podido establecer pE194 en 8. preumoniae, aunque si se ha transferido a B.subtilis; por
el contrario, si se consiguid transferir pFX2 a S.pneumoniae. Los DNAs de ambos
plasmidos fueron purificados mediante dos gradientes consecutivos de CsCl. Para
saber si RepB reconoce las regiones nic de otros ptasmidos de la familia, se realizaron
ensayos de corte/cierre con 700 ng de DNA plasmidico y 45 ng de RepB, en un
volumen final de 30 ul. Las muestras se incubaron durante 30 min a 37, 45y 60°C, y
luego se trataron con proteinasa K (125 pg/ml). Los resultados mostraron que RepB

tue capaz de relajar DNA de pFX2, pero no present6 actividad de corte/cierre frente
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al DNA de pE194 a ninguna de las temperaturas ensayadas (Fig 61). Estos resultados
fueron sorprendentes, puesto que ambos pldsmidos presentan homologias con la
region nic de pLS1, y el supuesto sitio de corte de pE194 estaria localizado en el lazo
terminal de una de las mayores estructuras secundarias del plasmido, mientras que el
sitio de corte de pFX2 se encuentra situado en un lazo interno de la horquilla del
origen. Pensamos que la falta de actividad de RepB sobre DNA de pE194 se pudo
producir porque no se expuso el sitio de corte como ssDNA, bien porque se necesite
la uni6én previa de la proteina iniciadora a la regién bind del origen para que se
produzca la extrusién de la horquilla (los iterones y la distancia entre éstos y el sitio
de corte, son diferentes entre pLS1 y pE194), o bien porque el grado de
superenrollamiento del DNA de pE194 no fue suficiente para la generacion de la
horquilla del origen. Esta segunda posibilidad parecia la més probable, ya que hemos
mostrado que la regién bind de pLS1 no se requiere para la actividad de RepB in

vitro.

pEiI94 pFX2
I NG P
o 37 3745 0 37 3745602
RepB - + 4+ = - +++ =
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Figura 61. Actividad de RepB sobre plismidos de la familia pLS1. DNA superenrollado (700 ng) de
pE194 y pFX2 se incub6 (+) o no (-) con RepB (45 ng), durante 30 min a 37, 45 y 60°C. Los productos
de reacci6n se analizaron en un gel 1% agarosa con 0.5 pg/ml EtBr. MWS: marcador de peso molecular.
FI: DNA superenrollado; FII: forma circular abierta; FI': forma circular relajada.
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Como una primera aproximacion para conocer el grado de superenrollamiento
de estos plasmidos, se analizd la distribucion de topoisdmeros del DNA
superenrollado (400 ng) de pLS1, piX2 y pE194, mediante electroforesis en geles
de agarosa con 2 pg/mi de cloroquina del modo ya descrito. Los geles se fotografiaron
bajo luz UV, realizandose densitometrias de los negativos (Fig 62). Se pudo
comprobar que el nimero de topoisdomeros de pE194 en estas condiciones era
bastante reducido y que su distribucién fue mucho mds asimétrica que en los casos
de pLSt y pFX2. Todo esto favoreceria la hip6tesis de que la extrusion de la
estructura secundaria del dso de pE194, v en consecuencia, la exposicién de la region
nic como ssDNA, depende del grado de superenrollamiento del DNA plasmidico. Para
comprobar esta hipotesis, se disend un experimento en ¢l cual se intentd modular in
vitro el grado de superenrollamiento del DNA de pEiY%4 y de pLS1 (Keller, 1975;
Singleton y Wells, 1982). DNA de pLS1 y pE194 (1.5 ug) se tratd o no con
topoisomerasa I (15 u) en presencia de distintas concentraciones de EtBr (de 1 a 16
M, para el pLST; de 1 a 64 uM, para el pE194). Las reacciones se llevaron a cabo
en 50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT y 20% de
glicerol, en un volumen final de 60 gl y se incubaron durante 2 h a 37°C. Tras la
incubacion a 37°C, se trataron con fenol y fenol:cloroformo (i:1) y se precipitaron con
etanol. El precipitado se disolvié en agua, y la mitad de las muestras se traté con
RepB (55 ng) durante 30 min a 60°C. Después se realizé un tratamiento con
proteinasa K (125 pg/mi). Las muestras se analizaron en geles de agarosa (1% en
TBE), en presencia o no de pequenas concentraciones de EtBr (0.014 y 0.016 pg/ml
para el pLS1; 0.014 y 0.024 pg/ml para el pE194). Los geles se tineron con 0.5 pg/ml
de EtBr durante 1 h y se fotogratiaron bajo luz UV (Fig. 63). Con el tratamiento del
DNA plasmidico con topoisomerasa I sin EtBr, se consigue una total relajacion del
DNA, pero en presencia de aquél, el DNA va adquiriendo vueltas de
superenrollamiento negativo cuyo niimero dependerd de la concentracion de EtBr
utilizada en ia reaccion. Se pudo observar que RepB no tiene actividad sobre DNA
relajado por la topoisomerasa I, pero si presentd actividad sobre DNA de pLS1 a
todas las concentraciones de EtBr ensayadas, siendo menor como es logico suponer
a la menor cantidad de EtBr ensayada (1 uM). En el caso de pE194, se comprobd que
RepB no actta sobre DNA relajado vy no se observd ninguna actividad a las

concentraciones de 1, 2y 4 pM de EtBr; a concentraciones mayores de EtBr, en las
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Figura 62. Namero y distribucion de topoisémeros de los plasmidos pLS1, pFX2 y pE194. DNA
superenrollado (400 ng) de estos plasmidos se analiz6 en un gel 1% agarosa con 2 pg/ml de cloroquina.
Se muestran las densitometrias realizadas a los negativos de estos geles.

que el DNA ha adquirido un mayor grado de superenrollamiento, se pudo observar
una clara actuacion de la proteina RepB sobre el DNA de pE194.

Para completar el estudio de la actividad de RepB sobre el dso de los plasmidos
relacionados, se realizaron nuevos ensayos sobre oligonucle6tidos monocatenarios. Se
sintetizaron tres oligonucle6tidos de 23-mer que contienen la regién nic de pLS],
pFX2 y pE194 (oligos "pL": 5’-GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’; "pF": 5’-
TGCTTCCGTACTACG/ACCCCCCA-3’ y "pE": 5“-TAGGGGGGTACTACG/AC
CTCCCC-3) y se marcaron en su extremo 5’. 1.26 pmol del oligo marcado (2.5 pmol)
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pLSI pE194

EtBr = ] {{_’_7{_7{{__‘4] EtBr

RepB = + =+ — + — + — + — + -+ —+ -4+ — + — + - + RepB

Figura 63. Actividad de RepB sobre DNAs de pLS1 y pE194 con distinto grado de superenrollamiento.
Para modular in vitro el grado de superenrollamiento del DNA plasmidico (1.5 pg), las muestras se
relajaron (+) o no (-) con topoisomerasa I en presencia de distintas concentraciones de EtBr 0,1,2,4,
8y 16 uM, para pLS1y 0, 1, 2, 4, 8, 16, 32 y 64 uM, para pE194). Tras la fenolizacién de las muestras,
Estas se incubaron (+) o (-) con RepB, durante 30 min a 60°C. Los productos de reacci6n se analizaron
en geles de agarosa con EtBr (0.016 pg/ml para pLS1 y 0.024 ug/ml para pE194). Se indica la posicién
de DNA superenrollado (FI), DNA relajado (FT’) y de las formas circular abierta (FII).

para el oligo "pF", con menor eficiencia en el marcaje) se incub6 con la proteina
RepB (9.3 pmol, y 18.6 pmol para el oligo "pF") durante 30 min a 37, 45 y 60°C. La
reaccion se par6 con proteinasa K (300 pg/ml). Las muestras se precipitaron con
etanol y se analizaron en un gel 20% PAA/8 M urea. Si RepB fuese capaz de
reconocer los tres oligos, se obtendrian como productos una banda de 15-mer, ya que
en los tres casos el sitio de corte de RepB (/) se encuentra situado a 15 nt del
extremo 5’ de cada oligo. Como control negativo, se empleé el oligo "comp" (que
posee la secuencia complementaria a la region de corte de pLS1) que, como ya hemos
demostrado, no es reconocido por RepB. Se pudo observar que los tres oligos con la
secuencia de la region nic de pLS1, pFX2 y pE194, fueron reconocidos por RepB,

generando como producto la banda 15-mer indicada (Fig. 64).
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Figura 64. Actividad de corte especifico de RepB sobre oligonucle6tidos que contienen la regién nic de
los plasmidos pLS1, pFX2, pE194, pADB201, pHPK255 y pLB4 (ver Tabla 7). Como control negativo se
utilizé6 el oligo "comp" (5-GGGGGGTCGTAGTAGCCCCCCC-3") que contiene la secuencia
complementaria al oligo "pL" (pLS1). Las mezclas de reaccion contenian 1.26 pmol del oligo marcado (2.5
pmol para el oligo "pF") y se trataron (+) o no (-) con 9.3 pmol de RepB (18.6 pmol para el oligo "pF")
y se realizaron incubaciones de 30 min a 37, 45 y 60°C. Los productos se analizaron en geles 20% PAA /8
M urea. Se indican en la figura los tamanos de cada oligo.

El ensayo anterior se repitié con los oligos que contenian la region nic de otros
plasmidos de la familia, como son pADB201, pHPK255 y pLB4 (Fig. 64). En todos
los casos, se calcul6 el porcentaje de actividad de RepB, cuantificando la banda de
15-mer como producto de la actividad de corte de RepB sobre los oligos (Tabla 9).
Los valores obtenidos se refirieron al porcentaje obtenido para el oligo "pL"
(considerado como valor 100). Todos los oligos fueron reconocidos por RepB, con la

excepcion del oligo correspondiente a pADB201. Esto se puede explicar porque este
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oligo posee una T en la posicion 17y ya hemos demostrado que en esta posicion debe
existir una C para el corte por RepB. Ademas, los resultados nos muestran que RepB
admite el cambio C18- T (pHPK255). Sin embargo, con la substitucion C18— A, se

observa una disminucién en la eficiencia de corte (pL.B4).

Tabla 9. Especificidad de reconocimicnto por RepB de origenes de plasmidos de la familia de pLS1. Se
indican las variaciones de secucncia que existen entre la region de pLS1y los otros micmbros de la familia
(cajas).

Qligo Secuencia (5'- 3 Corte

r°c 45°C 60°C
pLS1 GGGGGEGEGCTACTACG/ACCCCCCC 100 100 100
PEX2 racc/s/accceccla 139 106 106
PE194 [ralcescelglracracesacelrccce 111 105 91
pADB201 [CAjceGGGCTACTACG /A[lMAGlcccocC <10 <10 <10
DHPK255 ACG/AC|TN 132 99 97
pLB4 Ace/acfalccceoce 50 64 81

Consensus: TACTACG /AC

l.os resuttados S0 expresan como poicentajo de los valores obtenidos pasa pLS1, los cuales se calcularcn come cocientes do

DNA digerido/fDNA fotal. Estos valoras fuerorn: 0.682 (375C), 0.902 (45%C) y 0.95 (60°C). Se Indican los camblos da hases,
comparado con la secusncia de pLS1T
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20. DOMINIOS DE LA PROTEINA RepB. HIPEREXPRESION DE
PROTEINAS DELECIONADAS EN SUS EXTREMOS N- Y C-
TERMINAL.

El alineamiento de las secuencias de las proteinas RepB de la familia pLS1 (ver
Fig. 80, Discusion) nos muestra la existencia de un alto porcentaje de homologia en
la region N-terminal de las proteinas Rep y cierta diversidad en la regién C-terminal,
que permite, incluso, establecer subgrupos dentro de esta familia. Previamente, se ha
comentado que esta familia de plasmidos presenta en su dso, una region altamente
conservada (region nic) y cierta diversidad en sus repeticiones directas (regidn bind).
Si establecemos una correspondencia entre estos dos hechos, se podria suponer que
la regién N-terminal estarfa implicada en la actividad de reconocimiento y corte en
la region nic, y por el contrario, ¢l papel de ta regiéon C-terminal seria la unién a los
iterones de la regién bind. Como una aproximacion a grosso modo a este hecho, se
realizaron deleciones en el gen repB que afectarfan, posteriormente, a las regiones N-

y C-terminal de la proteina RepB.

20.1. Delecién del gen repB en la regién 5°

El codén de iniciacion (ATG) del gen repB se localizé en la coordenada 853 de
pLS1, precedido por un sitio atipico de unién a los ribosomas (a.r.b.s.) (de la Campa
et al, 1990). Sin embargo, se encontrd un segundo codén ATG en la coordenada 949
de pl.S1 precedido por una posible secuencia Shine-Dalgarno (GGAGTG, en la
coordenada 940), que podria codificar para una posible RepB* (similar a lo que
ocurre con las proteinas GpA y GpA* de ¢X174; Langeveld et al, 1979). En este caso,
se demostrd que la putativa RepB*, codificada por el plidsmido pLS1AA1S, no es
suficiente para las funciones de replicacion in vivo del plasmido (de la Campa et al,
1990; del Solar ef al, 1993b). Basandonos en la presencia de este segundo codén de
iniciacion, se disefid un experimento para delecionar el extremo 5 del gen repB,
eliminando los primeros 32 codones del gen, y permitiendo que el segundo ATG

funcionase como codon de iniciacion.
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Para construir la deleciéon del gen repB en la region 57 se clond el fragmento
Xmnl-Pvull (1032 pb) de pLS1 en el sitio dnico fcoR]1 del vector pETS (Fig. 65A).
La idea era clonar el gen repB delecionado bajo el promotor ¢10 situado "corriente
arriba" del sitio EcoRl, y utilizar el sistema de clonaje vector pETS/huésped
BL21(DE3) para la hiperproduccién de la proteina delecionada. El DNA de pLS1
{12 pg) se digirid con los enzimas Xmnl y Pvull que originan cuatro fragmentos de
153, 944, 1032 y 2279 pb. Para diferenciar, con claridad, el fragmento de 1032 pb (que
contiene el gen repB delecionado en 5°) de la banda de Y44 pb, se realizd una
digestién con Banl, cuyo sitio tnico estd situado en este fragmento y originard otros
dos nuevos de 256 y 688 pb. La banda de 1032 pb se eluyé de un gel de agarosa al

0.8% y se ligo al vector pETS (linearizado con EcoRl1y tratado con fosfatasa alcalina).

pvull (1934)
Sspl (1323)
Pst1(1058)
xmnl (902)
Sspl (1323)
PSI‘I (nos56)
ApaLI (607}

Frogmento de

Fragmento de
pLS1 {1032 pb)

\\/ pLS1{716 pb)

\

EcORT o

PS!I

Figura 65. A, Diagrama de fa construccion de los plasmidos pLSI9AN y pLS19ANI, que llevan clonado
el pen repB delecionado en su extremo 5. Se clond ¢l fragmento Xewel-Pueldl (1032 pb) de pLSi en el
sitio dnico EcoRl1 del vector pETS. B. Construccion de los plasmidos pLS19AC y pLS19AC], que poscen

una delecion en 3 del gen repB. Se clond el fragmento Apalll-Sspt (716 pb) de pLS1 en ¢l sitio dnico
EcoRI de pETS. S¢ indican la posicidn de algunos sitios de restriccién y sus coordenadas de corte.
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La ligacion se realizd en una relacion fragmento:vector de 10:1 y se redigirié con
EcoRl. La mitad de la ligacién se utilizé para transformar E.cofi BL.21 y los posibles
transformantes se seleccionaron en presencia de Ap (100 pg/ml). Tras 48 h de
incubacion a 37°C, no se obtuvo ningan transformante. Una cuarta parte de la ligacion
inicial se us¢ para transformar E.cofi BL21(DE3), pero no se obtuvo ningin
transformante. Por altimo, se transformo E.cofi MC1061, competente segin el método
de Hanabhan (1983) y los transformantes se seleccionaron en medio con Ap (50
ug/ml). §6lo se obtuvieron 4 transformantes, v al analizar el contenido plasmidico de
estos clones, nos encontramos con tres posibles recombinantes (ya que presentaban
un tamafio mayor que el vector pETS, ~4240 pb). Para comprobar en qué orientacién
se habia insertado el fragmento de 1032 pb, se realizaron dos digestiones con Pstl y
Sspl. Al digerir con Pstl, se obtendr{a un fragmento de 1632 pb si el inserto estuviese
en la posicion correcta (en la direccion del promotor ¢10) o uno de 908 pb si
estuviese en la posicidn incorrecta. Por otro lado, al digerir con Sspl, los fragmentos
serian de 804 pb en la posicién correcta y de 614 pb en la incorrecta. De esta forma,
se comprobh6 que dos de Jos tres recombinantes tenian el inserto en posicién
incorrecta y s6lo uno de ellos, era el clon que buscdbamos, el que tenia el inserto
(con el gen repB delecionado) bajo la direccion del promotor ¢10. Se obtuvieron las
construcciones pLS19AN (inserto en posicién correcta) y pLSI19ANi (posicién
incorrecta). Para obtener el sisiema de expresion que buscdbamos, se transformo
E.coli BL21(DE3) con DNA de los clones obtenidos en MC1061, obteniéndose los

recombinantes deseados.

Para comprobar la funcionalidad del sistema vector pET5/huésped BL21(DE3)
con las construcciones obtenidas, se calculé el porcentaje de células con plasmido
(crecen en medio con Ap) y de células con pldsmido y sistema no funcional (crecen
en medio con Ap e IPTG) (ver Materiales y Métodos) en tres situaciones distintas:
saturacién en medio TY, crecimiento exponencial en TY y en medio minimo M9,
Partiendo de un preindculo en medio con Ap (200 pg/mi), se crecieron las células
hasta alcanzar la saturacién o una DO, = 0.45. Diluciones adecuadas se sembraron
en placas con TY-agar suplementadas o no con Ap (200 pg/ml) y/o IPTG (125 uM).
Se calculé el namero de células viables (crecimiento en TY), de células con plasmido
(crecimiento en TY + Ap), de células con sistema no funcional (crecimiento en TY

+ IPTG) y de células con plasmido y sistema no funcional (crecimiento en TY + Ap
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+ IPTG). Se estudié la curva de crecimiento de estos cultivos en un medio rico
(medio TY; Fig 66A) o medio minimo M9 (Fig 66B). Los resultados obtenidos para

el test de funcionalidad fueron los siguientes:

I) SATURACION EN MEDIO TY

pL19AN pLS19ANiI pETS
Células con plismido 100%, 100% 91.3%
Células con sistema no funcional 0.14% 0.034% 0.10%
Células con plismido y sistema no funcional 0.03% 0.0075% 0.018%

11} CRECIMIENT(Q EXPONENCIAL: DOy = 0.45 EN MEDIO TY

pLSI9AN pLSI9ANI pETS

Células con plismido 6% 87.2% 90.6%
Células con sistema no funcional 4,149, 0.04% 0.096%
Células con plasmido y sistema no funcional 2.41% 0.02% 0.05%

III) CRECIMIENTO EXPONENCIAL DOgy,= 0.45 EN MEDIO MINIMO M9

pLSI19AN pLS19ANi pETS5
Células cou plasmido 100%: 90.9% 91.3%
Células con sistema no funcional 0.359% 0.04% 0.11%

Células con plismido y sistema no funcional 0.37% 0.05% 0.07%
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Figura 66. Curvas dc crecimiento de los cullivos de E.coli BL21(DE3) conteniendo los plasmidos
pLS19AN (), pLSI%AN: (C) y pET5 (@), en los medios TY (A) y M9 (B); o cultivos de Ecoli
BL2I{DE3) con los plasmidos pLSI9AC (a), pl.SI9ACI (O) y pETS (@), en los medios TY (C) y MY (D).
Los cultivos s¢ crecieron en los medios indicados a 37°C con agitacion, y se midid la absorbancia Ay, a
distintos tiempos para calcular ¢l tiempo de duplicacton de estos cultivos en cada uno de los medios.
Representacion grifica del valor de Ag,. frente al ticmpo de incubacién (horas).

20.2. Delecion del gen repB en la region ¥

a delecion del gen repB en la regién 3’ se baso en la eliminacion de los 162 pb
que codifican los 53 aa finales de RepB. Para ello, se diging el DNA de pl.S1 con
Apalll y Sspl, cuyos sitios Gnicos estdn situados en las coordenadas 607 y 1323 de

pLS1, respectivamente. Esta doble digestién da lugar a dos fragmentos de 716 y 3692
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pb. El fragmento de 716 pb se eluyd a partir de un gel 0.8% agarosa y se relleno el
extremo 5 protuberante dejado por el enzima Apall, con la Pol 1K. Este fragmento
se ligd al vector pETS (linearizado con EcoR1 y tratado con fosfatasa alcalina), en una
relaciéon fragmento:vector igual a 10:1 (Fig 65B). Dos tercios de la ligacién se
utilizaron para transformar E.coli MC1061 y los transformantes se seleccionaron en
medio s6lido con Ap (50 pg/ml). Se obtuvieron unos 8 transformantes/ml y en un
primer analisis del DNA (29 clones) se detectaron 24 posibles recombinantes, de los
cuales solo 2 tenian insertado el fragmento en la posicion correcta. Para comprobar
esto, se realizé una digestion de los posibles recombinantes con Pstl. Si el inserto
entra en la posicion correcta (bajo el promotor ¢10 de pETS) se obtiene un fragmento
de 1021 pb, y si por el contrario, estd en la posicion incorrecta, el fragmento es de
1203 pb. Se obtuvieron asi, dos clones con el inserto en la posicidn correcta y 4 con
el inserto en la posicion inversa. Se escogié un clon de cada tipo y se transformo la
estirpe BL21(DE3) con el DNA de estos clones, obteniéndose los plasmidos pLS19aC
(posicién correcta) y pLS19ACH (posicién incorrecta). Se estudiaron las curvas de
crecimiento de estos cultivos en un medio rico (TY; Fig 66C) o en medio minimo M9
(Fig 66D).

20.3. Hiperexpresién de las proteinas RepB delecionadas en sus extremos N- y C-

terminal

Para la expresion de proteinas totales de los cultivos de BL21(DE3) conteniendo
el vector pETS o los plasmidos con el gen repB delecionado (pLL.S19aN, pLS19ANI,
pLS19AC, pLS19ACi), se prepararon preindculos en 10 ml de medio M9 con Ap (200
pg/ml), y se crecieron a 37°C hasta una DOgy, = 0.2-0.3. A esta DO se realizaron dos
diluciones en M9 con Ap (200 pg/ml) dejando los cultivos a una DOgy,= 0.05. Los
cultivos se crecieron a 37°C con agitacién, hasta alcanzar una DOy, = 0.45. En este
momento, se anadié 1 mM IPTG a uno de los matraces y se incubd 30 min a 37°C.
A continuacion, se realizdé un tratamiento con Rif (200 pg/ml), 90 min a 37°C. Las
células se recogieron por centrifugacion y el precipitado proteico se disolvid en 1 ml
del tampdn de ruptura (50 mM Tris-HCI, pH 0.8, 2% SDS, 2 mM EDTA, 19 gME,
1% glicerol). L.as muestras se hirvieron 3 min a 95°C, se concentraron (100 veces)
mediante precipitacion con 5 voliimenes de acetona fria y se analizaron en geles SDS-
PAA al 12%. Se comprobd la expresién de una proteina de unos 20 kDa en los

cultivos inducidos con pLSIY9AN y una fuerte expresion de una proteina de unos 18
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kDa en los cultivos con pLS19AC (Fig. 67). Los cultivos no inducidos o aquellos con
las construcciones en la posicién incorrecta (pLS19aNi y pLS19ACi) no presentan
variacién con respecto al vector. En todos los cultivos inducidos, se observa una mayor

expresion del gen de la g-lactamasa de pETS.

Aunque la hiperexpresion fue aceptable (Fig. 67), los intentos realizados para
purificar las proteinas RepB truncadas, tanto en su extremo N- como C-terminal,
resultaron fallidos. Parece que ambas proteinas truncadas pierden la afinidad por la
heparina presentada por la proteina silvestre. También se realiz6 un ensayo de
transcripcién-traduccion in vitro, utilizando los extractos S30 de Promega, para obtener
las proteinas delecionadas. Para la obtencion del DNA sustrato, se aislaron colonias
de los cultivos BL21(DE3) conteniendo los plasmidos pL.S19, pLS19AN y pLS19AC.
DNA de los clones seleccionados se traté con 100 ug/ml de RNasa A, durante 15 min
a 37°Cyy se digiri6 con Scal, cuyo sitio inico en los recombinantes se encuentra dentro

del gen bla. En la transcripciln in vitro, se recomienda que el DNA recombinante se
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Figura 67. Cultivos de E.coli BL21(DE3) conteniendo los pldsmidos pLS19AN, pLS19ANi, pLS19AC,
pLS19ACi y pETS se crecieron a 37°C, en medio minimo M9 hasta alcanzar una DOgy,= 0.45. Los
cultivos se trataron (I) o no (NI) con 1 mM IPTG (30 min a 37°C) y Rif (200 pg/ml; 90 min a 37°C). Se

preparon extractos de proteina totales de cada cultivo (concentrando las proteinas 100 veces) y se
analizaron en un gel SDS-PAA al 12%.
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digiera con un enzima que corte "corriente abajo” del gen que se quiere transcribir,
La digestion se incubé con 100 pg/ml de proteinasa K y 0.59% SDS, durante 90 min
a 37°C, se fenolizd y precipitd. La reaccion de transcripeion se realizd con DNA
molde digerido (1 gg), los cuatro ribonucledtidos (concentracion tinal de cada uno 1
mM), inhibidor de la RNasa (40 u) y T7 RNA polimerasa (20 u), incubandose 70 min
a 37°C. El DNA de las muestras se elimind mediante tratamiento con DNasa libre de
RNasa (1.8 u), durante 15 min a 37°C. Una vez obtenido el RNA de cada muestra,
se llevd a cabo la traduccidn in vitro del gen repB intacto (pl.S19) y delecionado
(pLS19AN y pL.S§19AC), utilizando 15 xCi de *S-[Met], los extractos $30 de Promega
y 25 pg/ml de Rif. La reaccidon se realizé a 37°C durante 2 h; se separd una alicuota
y se realizé un lavado con acetona para eliminar el PEG de las muestras. El andalisis
de los productos de reaccion se realizéo en un gel SDS-PAA al 16%. S6lo se observé
una banda con el RNA de pLS19AN. Curiosamente, en este pldsmido el gen repB
delecionado se traduciria a partir del segundo ATG, que va precedido por una
secuencia Shine-Dalgarno. En las otras dos construcciones, el gen repB se traduciria
a partir del primer ATG, que se encuentra precedido por la secuencia a.r.b.s. Sin
embargo, sabemos que las tres proteinas se expresan en E.coli. La mayor o menor
eficiencia de traduccion en este sistema podria deberse a variaciones en la vida media
de estas proteinas. Con el producto obtenido en la traduccion del RNA de pl.S19a
N, se realizé un ensayo de retardo en gel usando el fragmento Neol-4pall y DNA

pC19%4cop/Ddel, pero la unién fue totalmente inespecifica (no mostrado).

21. DEFINICION DEL SITIO ACTIVO DE RepB. MUTAGENESIS
DIRIGIDA AL RESIDUO Tyr99

Como ya se ha indicado, existen varios motivos de aa conservados entre las
proteinas Rep de plasmidos que replican por el mecanismo RC, asi como con
proteinas iniciadoras de la replicacion de geminivirus y proteinas Tra/Mob de
plasmidos conjugativos (Ilvina y Koonin, 1992). El motivo 3 (UXXYUXkXXX 0
UXXYUXhXXX; donde U representa un residuo hidrofobico v X, cualguier residuo),
situado hacia la mitad C-terminal de las proteinas Rep, contendria un residuo Tyr

conservado que podria estar implicado en la union covalente al DNA. Realizando
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alineamientos entre las proteinas Rep de la familia de pLS1, hemos identificado ese
residuo en la region R-IV conservada entre todos los miembros de esta familia (ver
Fig. 80 en Discusion). En la proteina RepB de pLS1, ese residuo corresponderia a la
Tyr99. Como objetivo nos planteamos realizar una mutagénesis a dicho residuo y

comprobar si la proteina mantenia o no su actividad nucleotidil-transferasa.

21.1. Mutagénesis dirigida al codén Tyr99 de RepB

La aproximacién mas directa para analizar la funcién de corte y cierre de RepB
fue la de sustituir el residuo Tyr99 por residuos como Ser o Phe que podrian
conservar, al menos en parte, la funcién de RepB. Las mutaciones puntuales
realizadas en repB se llevaron a cabo utilizando un sistema de mutagénesis dirigida
in vitro (ver Materiales y Métodos). Como DNA sustrato se utilizo el plasmido
pALT7:cr-cat (que lleva ligado el fragmento Hgil-Clal mayor de pJS3 al fragmento
mayor Pstl-Clal de pALTER-1, y por tanto, contiene los genes copG y repB de pLS1,
y el cat de pJS3 bajo el promotor de la T7 RNA polimerasa del pALTER-1). Las
mutaciones puntuales a realizar consistieron en el cambio de la A (nt 1148 de pLS1)
por una T o C, con lo que se produce el cambio de triplete TAT (Tyr99) por TTT
(Phe) o TCT (Ser) (Fig. 68). Para ello, se utilizaron los siguientes oligos mutagénicos:
oligo YO9F (8- TGTCGAAAATATGTATTTGTFTTTAACGCACGAGAGC-3; 37-
mer) para el cambio de Tyr a Phe y el oligo Y99S (-TGTCGAAAATATGTATTT
GTCTTTAACGCACGAGAGC-3’; 37-mer) para el cambio de Tyr a Ser; previamente
fosforilados en su estremo 5’ por la T4 PNK. Para la reaccion de mutagénesis se
anilld DNA de pALT7:cr-cat desnaturalizado (0.1 pmol) con el oligo reparador del
gen bla (0.25 pmol) y el oligp mutagénico correspondiente (2.5 pmol), ambos
fosforilados. El DNA sintetizado usando T4 DNA polimerasa y T4 DNA ligasa, se
utilizé6 para electroporar E.coli BMH71-18mutS, incapaz de reparar los
desapareamientos introducidos. Para asegurar la segregacion de los pliasmidos
mutantes, se realizo una segunda ronda de transformacion empleando esta vez E.coli
JM109. Los transformantes se seleccionaron en medio solido con Ap (125 pg/ml) y
se comprobd la presencia de la mutacidn deseada por secuenciacidn del fragmento
de DNA correspondiente. Para la secuenciacion, el DNA (2 ug) se desnaturalizé por
alcali y se amilld al oligonucledtido de 17-mer (5-CCAGTTACTGCAGATAG-3;

situado entre las coordenadas 1045 y 1061 de pLS1), usado como cebador en una
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B26 482
a.r.b.s. RepB ——»

5'-AAACATTTCTTGGGTATATTATACTTTATGGCTAAAGAAAAAGCAAGATACTTCACT -

3'"-TTTGTAAAGAACCCATATAATATGAAATACCGATTTCTTTTTCGTTCTATGAAGTGA -

G542

TTTTTACTTTATCCTGAATCAATTCCAAGCGACTGGGAGCTGAAACTTGAAACGCTTGGA-
AAAAATGAAATAGGACTTAGTTAAGGTTCGCTGACCCTCGACTTTGAACTTTGCGAACCT-

1002

GTGCCGATGGCAATTAGTCCATTGCATGATAAGGATAAGAGTAGTATCAAAGGACAAAAA
CACGGCTACCGTTAATCAGGTAACGTACTATTCCTATTCTCATCATAGTTTCCTGTTTTT-

1062

TATAAGAAAGCTCATTATCATGTGCTTTATATAGCTAAAAATCCAGTTACTGCAGATAGT -
ATATTCTTTCGAGTAATAGTACACGAAATATATCGATTTTTAGGTCAATGACGTCTATCA~

1122

GTACGTAAAAAGATTAAATTATTGCTTGGTGAAAAAAGTCTTGCAATGGTGCAGGTTGTT
CATGCATTTTTCTAATTTAATAACGAACCACTTTTTTCAGAACGTTACCACGTCCAACAA

1180
Y99
CTCAATGTCGAAAATATGTATTTGTATTTAACGCACGAGAGCAAGGACGCTATTGCTA 3!
GAGTTACAGCTTTTATACATAAACATAAATTGCGTGCTCTCGTTCCTGCGATAACGAT-5"!

5'-IGTCGAAAATATGTATTTGTTTTTAACGCACGAGAGC 3!
Oligo Y99F (37-mer)

51" -PGTCGAAAATATGTATTTGTCTTTAACGCACGAGAGC -3
Oligo Y898 (37-mer)

Figura 68. Secuencia de nucledtidos de pLS1 desde la coordenada 826 a 1180, que incluyen parte del
gen repB. Se indican el sitio atipico de unidn a los ribosomas (a.r.b.s.; subrayado) y el codon de iniciacion
(ATG; en negrita) del gen repB. Se mucstran los oligos mutagénicos empleados para introducir
mutaciones en ¢t codon de Y99 (TAT; cn negrita), cambios de Tyr a Phe (TTT) y Ser (TCT).
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relacion cebador:molde (en moléculas) de 10:1. La mutacion Y99F se consiguid
facilmente (1 clon de 4 clones secuenciados), pero para conseguir la mutacién Y998
fue necesario secuenciar 25 candidatos, de los cuales solo dos presentaban la mutacién

deseada. De esta forma, obtuvimos los plasmidos pALT7Y99F y pALT7Y99S.

21.2. Hiperexpresion de RepBY99F y RepBY99S

Una vez obtenidos los pidsmidos pALT7Y99F y pALT7Y99S, se transtormé con
ellos la estirpe BL21(DE3) mediante electroporacién. Como control se realizd una
electroporacion usando DNA del vector pALTER-1. Se seleccionaron los
transformantes por seleccion en placas con Ap o Tec (para pALTER-1). Se analizo €l
contenido en DNA plasmidico de varios clones y se escogi( uno de ellos en cada caso.
Para comprobar que el sistema obtenido era funcional, se procedi a la expresion de
proteinas totales del sistema. Los cultivos de BL21(DE3} conteniendo los plasmidos
pALT7Y99F, pALT7Y99S y pALTER-1, se crecieron en medio minimo M9
suplementado con el antibidtico correspondiente hasta una DOg,= 0.45. En este
punto se indujo con | mM IPTG (30 min a 37°C) seguido de adicion de Rif (90 min
a 37°C). Se incluyeron controles de cada cultivo que no fueren inducidos con IPTG.
Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieran en 1 ml de tampodn
de ruptura. Estos extractos se precipitaron con 5 volimenes de acetona fria y se
analizaron en geles SDS-14% PAA. En estas condiciones se obtuvo una buena

expresion de las proteinas mutantes RepBY9Y9F y RepBY99S (no mostrado).

21.3. Purificacion de las proteinas RepBY99F y RepBY99S.

La purificacion de estas dos proteinas se realizd de forma muy similar a la
purificacion de RepB, aunque encontramos una diferencia clara en la solubilidad de
las proteinas mutantes respecto a la proteina silvestre. Para la purificacién de las
proteinas mutantes se prepar( un preindcuio de E.colfi BL21{1DE3) con los plasmidos
pALT7Y99F o pALT7YY9S en 30 ml de M9 con Ap (125 ug/ml), y se incubd a 37°C
con agitacion hasta alcanzar una DO, = 0.3. Se realizé una dilucion del preinéeulo
para dejarlo aproximadamente a una DOg,= 0.008, en 1 | del mismo medio, y se
incubd a 37°C hasta que el cultivo Hegd a una DO, = 0.45. En este punto, se realizd
una induccion del sistema como en el Apartade anterior. Las etapas de lisis,

precipitacion con sulfato de Sm (25%) v con sulfato amdnico (70% de saturacion)
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se realizaron de igual forma que para la purificacion de RepB (ver Materiales y
Métodos). El precipitado de sulfato aménico se disolvio en 7.5 ml del tampon H
suplementado con 300 mM KCl y se dializo frente a 1 1 del mismo tampdn. Se
separaron las proteinas precipitadas de las solubles por centrifugacion. Ambas
proteinas mutantes se encontraron mayoritariamente en el sobrenadante, por lo que
éste se dializé frente al tampén H sin adicion de KCl. Para la purificacién de RepB
silvestre, esta didlisis fue importante debido a que RepB pierde solubilidad a baja sal
y asi, se obtiene un enriquecimiento de la preparacion en esta proteina. Como no
conociamos el comportamiento de las proteinas mutantes, tras la didlisis sin adicion
de KCI, se separaron por centrifugacion las proteinas solubles de las insolubles en
estas condiciones. El sedimento se disolvio en 10 ml del tampén H con 300 mM KCl
y a su vez, s¢ ajustd la concentracion de sal del sobrenadante a 300 mM KCI
(volumen final, 11 ml). Ambas partes se aplicaron a una columna de heparina-agarosa,
equilibrada en el mismo tampon. Tras aplicar la muestra, se realizé un lavado con el
tampdn H suplementado con 300 mM KCl (de 6 a 10 volimenes de columna) y las
proteinas adsorbidas a la matriz se eluyeron con un gradiente lineal de 300 a 600 mM
de K (60 ml), a un flujo constante de 10 ml/h. Se recogieron fracciones de 1 mi
y se analizaron 100 gl de las fracciones que eluyeron entre 350 y 550 mM de KCl,
precipitdndolas con TCA y cargdndolas en un gel de SDS-PAA al 14%. Las proteinas
mutantes RepBY99F y RepBY99S se encontraron tanto en el sedimento como en el
sobrenadante, aunque el rendimiento obtentdo en este altimo fue muy superior. Se
mezclaron las seis fracciones centrales que eluyeron entre 450y 475 mM de KCl, por
su mayor contenido en la proteina de interés (RepBY99F, fracciones 133 a 138 y
RepBY99S, fracciones 131 a 136). Se repartieron en alicuotas de 100 pl/tubo y se
congelaron directamente a -70°C para su conservacian. El cdlculo aproximado de la
concentracion proteica de las preparaciones obtenidas, se realizd por densitometria
directa de geles de SDS-PAA al 16%, tomando como referencia el valor obtenido
para las bandas de la proteina RepB silvestre, cuya concentracion se calculd
previamente por andlisis de su composicion de aa. Se obtuvieron los valores de 17.3

ng/ul para la proteina RepBY99F v de 45.5 ng/ul para RepBYY9S.
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22. ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS RepB MUTANTES

Para comprobar la actividad de las protefnas mutantes, se realiz6 un ensayo
incubando DNA de pMV158 (700 ng) con las proteinas RepB (4 ul, 223 ng),
RepBY99F (4 y 8 ul, 69.3 y 138.6 ng) y RepBY99S (4 y 8 ul, 182 y 364 ng) durante
30 min a de 37, 45 y 60°C (la mayor concentracién proteica de cada ensayo sélo se
incub6 a 6(rC). Las reacciones se trataron del modo habitual, analizindose los
productos de reacci6n en un gel de agarosa (1% en TBE con 0.5 pg/ml de EtBr). Los
resultados mostraron que ambas protefnas mutantes habfan perdido su capacidad de
corte y de corte/cierre sobre DNA suuperenrollado de pMV158 (Fig.69).

Dado que los ensayos con oligonucleétidos mostraron ser més sensibles que
cuando se usé DNA superenrollado, se ensayd la actividad de las proteinas mutantes
sobre este tipo de sustrato. Para ello, se realizé un ensayo utilizando el oligo de
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Figura 69. Actividad de las protefnas mutantes RepBY99F y RepBY 998 sobre DNA superenrollado, DNA
de pMV158 (700 ng) s¢ incubé con las protefnas RepB (4 pl, 223 ng; carriles 2, 5 y 8), RepBY99F (4
ul, 693 ng, carriles 3, 6 y 9; 8 ph, 138.6 ng, carril 10) y RepBY99S (4 nl, 1821 ng, carriles 4, 7 y 11; 8
g, 364.2 ng, carril 12) durante 30 min a 37, 45 y 60°C (la mayor concentracién proteica de cada ensayo
s6lo se incubd a 60°C). Los productos de reaccion se analizaron en un gel 1% agarosa en TBE con 0.5
ug/mi de EiBr. MWS: marcador de peso molecular,
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26-mer (5-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) que contiene el sitio de
corte de RepB (/). Este oligonucle6tido se marco en su extremo 5’ y se incubd (1.26
pmol) con dos concentraciones distintas de las proteinas RepB (5.75 y 11.5 pmol),
RepBY99F (3.55 y 6.39 pmol) y RepBY99S (4.67 y 9.35 pmol), durante 30 min a 37,
45 y 60°C. La reaccion se par6 por tratamiento con proteinasa K y el DNA se
precipité. Tras ajustar las cpm, los productos se analizaron en un gel de secuencia
20% PAA/8 M urea. Los resultados (Fig. 70A) mostraron la aparicién de una banda
débil de 12-mer (resultado de la actividad de corte sobre el oligo) en las muestras
tratadas con la proteina RepBY99F a 45 y 60°C (17% de actividad de la proteina
silvestre, en ambos casos), pero no se observo ningin tipo de actividad con la proteina
RepBY99S.

A
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Figura 70. Actividad de las proteinas RepBY99F y RepBY99S sobre oligonucleétidos. A. 1.26 pmol del
oligo de 26-mer (5-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3") que contiene el sitio de corte de
RepB (/) se marcé en su extremo 5’ y se incub6 con dos concentraciones distintas de las proteinas RepB
(5.7 y 11.5 pmol), RepBY99F (3.5 y 6.4 pmol) y RepBY99S (4.6 y 9.3 pmol), durante 30 min a 37,45 y
60°C.
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La posible actividad de cierre y nucleotidil-transferasa de las proteinas mutantes
se ensay6é mediante uso de dos oligonucleétidos con diferente tamano y conteniendo
el sitio de corte de RepB (/). Se empleé el oligonucledtido de 26-mer (5-GGGGC
TACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’) marcado en su extremo 5’ y un oligo de 23-
mer (5-GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3’). Para cada reaccién se mezclaron
1.26 pmol del oligo 26-mer marcado con 2.52 pmol del oligo 23-mer, y se incubaron
con dos concentraciones distintas de cada proteina: RepB (2.99 y 5.75 pmol),
RepBY99F (1.85 y 3.55 pmol) y RepBY99S (2.43 y 4.67 pmol), durante 30 min a 37,
45 y 60°C. La reaccioén se par6 de la misma forma que en el ensayo anterior y se
analizaron los productos en un gel de secuencia 20% PAA/8 M urea. Si se produce
el corte y cierre de ambos oligonucle6tidos, por intercambio de las dos mitades
obtenidas en cada caso, ademds de la banda de 12-mer (producto del corte del oligo

de 26-mer marcado), aparecerd una banda nueva de 20-mer, producto de la unién de
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Figura 70. B. Se mezclaron 1.26 pmol del oligo 26-mer marcado con 2.52 pmol del oligo 23-mer (5'-
GGGGGGGCTACTACG/ACCCCCCC-3), y se incubaron con dos concentraciones distintas de cada
proteina: RepB (2.9 y 5.7 pmol), RepBY99F (1.8 y 3.5 pmol) y RepBY99S (2.4 y 4.6 pmol), durante 30
min a 37, 45 y 60°C. Los productos de reaccion se analizaron en un gel de sccuencia 20% PAA /8 M urea.
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la banda de 12-mer con la mitad derecha de 8-mer, ésta producida por el corte al
oligo de 23-mer. Los resultados (Fig. 70B) mostraron la existencia de una banda tenue
de 20-mer en las muestras tratadas con la proteina RepBYY9F, lo que indica cierta
actividad residual en esta proteina (con un valor de .7-0.9% respecto a la proteina

RepB silvestre) v nuevamente, no se observo actividad en la proteina RepBY99S.

Los resultados obtenidos permiten concluir que el residuo Tyr99 parece el
principal responsable de la actividad de corte y corte/cierre de RepB. No obstante,
la proteina mutante RepBY99F mantuvo actividad residual. El cambio de Tyr a Phe
es conservativo ya que se mantiene el mismo grupo hidrofdbico, pero se esperaba que
st alguna proteina presentaba cierta actividad seria RepBYY9S porque conserva el
grupo -OH implicado posiblemente en el ataque nucleofilico. Por otra parte, se puede
argumentar que, en el caso de RepBY9YF, la actividad residual observada se deberia
a que el grupo nucleofilico -OH podria ser proporcionado por el residuo Tyr97 de
RepB. Loégicamente, serd necesario realizar otros cambios en Tyr99 asi como

mutagenizar T'yr97 para apoyar o rechazar esta hipotesis.

23. UNION DE LAS PROTEINAS RepB SILVESTRE Y MUTANTES A
LA REGION bind DEL dso

Quedaba por analizar si las protefnas RepB mutantes tienen afectada su
capacidad de union a DNA. Para ello, se realizaron ensayos de unién a fragmentos
lineales de dsDNA. Los ensayos se realizaron con el fragmento Ncol-Apal .l (227 pb)
de pLS1A24cop7, que contiene las dos regiones (nic y bind) del dso de pLS1. Se
realizé una digestion doble del DNA con Ncol y Apal l, generdndose tres fragmentos
de 227, 1570 y 2040 pb. El fragmento mas pequeno (227 pb) se eluyo de un gel 5%
PAA y se marco con Pol IK y [o-*P]dTTP. El fragmento Ncol-4pall (0.043 pmol, 6.4
ng) marcado sc incubd con distintas concentraciones de las proteinas RepB (5.5, 7.4
y 9.2 pmol; Fig. 71A), RepBY99F (2.8, 3.5, 42, 49 y 6.4 pmol; Fig. 71By D) y
RepBY99S (0.9, 1.8, 3.7, 5.0 y 7.5 pmol; Fig. 71C y D), en el tamp6n B en ausencia

de MnCl, en un volumen de 10 gl, durante 30 min a t.a. Se anadio el tampon de carga
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BXGE y se analizaron las muestras en un gel 5% PAA nativo. Se observo retencion
del fragmento que contiene el dso con las tres proteinas ensayadas (siendo mds
acusada con la proteina RepBY99S), lo que indica que las proteinas mutantes no

habian perdido su capacidad de unién a DNA (Fig.71).

En un segundo ensayo se usé un fragmento de 50 pb, conteniendo Gnicamente
los tres iterones de la region bind del origen. Este fragmento se obtuvo por digestion
del plasmido pC3BA con BamHI y Bglll, cuyos sitios se encuentran a ambos lados de
los iterones. El DNA se purifico de geles nativos de PAA y se marcé (0.2 pg) en su

RepB RepBY99F
Proteinalpmol) 0 "85 74 92 0 28 35 4249 Proteina(pmol)

[
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RepBY99S RepB Y99F Y99S
Proteina(pmol) 0 '09 18 37 56 92'49 64 '37 85 '0 Proteina (pmol)

Figura 71. Unidn de las proteinas mutantes al dso de pLS1. El fragmento Ncol-ApaLl de 227 pb (0.043
pmol, 6.4 ng) marcado se incubé con las siguientes concentraciones proteicas: A. Proteina RepB (5.5, 7.4
y 9.2 pmol), B. Proteina RepBY99F (2.8, 3.5, 4.2 y 4.9 pmol), C. Proteina RepBY99S (0.9, 1.8, 3.7 y 5.6
pmol) y D. Proteina RepB (9.2 pmol), RepBY99F (4.9 y 6.4 pmol) y RepBY99S (3.7 y 8.5 pmol). La
incubacion se realizo en el tampdn B en ausencia de MnCl,, durante 30 min a t.a. Se anadié el tamp6n
de carga BXGE vy se analizaron las muestras en un gel 5% PAA nativo.
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extremo 3’ con Pol IK y [a-*P]dGTP. Los ensayos de union se realizaron incubando
0.092 pmol (3 ng) del fragmento marcado con dos concentraciones distintas de las
proteinas RepB, RepBY99F y RepBY99S, manteniendo una relacién proteina/DNA
(en pmol) igual a 15 y 30. Los ensayos se realizaron como antes y las muestras se
analizaron en un gel 5% PAA nativo. Los resultados (Fig 72A) mostraron la presencia
de bandas de DNA retardadas en las muestras con las proteinas (algo superior con
RepBY99S). Como control negativo se utiliz6 DNA de pC194cop cortado con Ddel
(fragmentos de 38, 609, 613 y 1647 pb) y marcado en sus extremos 3’ con Pol IK y
[-*P]dTTP. El DNA de pCl194cop/Ddel marcado se incub6 con distintas
concentraciones de las proteinas RepB (1.8 pmol), RepBY99F (0.7 y 1.4 pmol) y
RepBY99S (0.5 y 0.9 pmol). Las muestras se analizaron en un gel 5% PAA nativo
(Fig. 72B). Se observo cierta unién inespecifica de la proteina RepBY99S al DNA de
pC194cop y solo el fragmento mayor de 1647 pb presenta tres regiones con un 74%

RepB Y99F Y99S RepB Y99F Y99S
Proteina/DNA 15 30 15 30 15 30 O 0 1B O7 14 0509 Proteina(pmol)
-
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Figura 72. A. Union de las proteinas RepB, RepBY99F y RepBY99S a la region bind del dso de pLS1.
Para realizar los ensayos se incubaron 0.092 pmol (3 ng) del fragmento marcado BamHI-Bgl/II (50 pb)
con dos concentraciones distintas de las proteinas RepB, RepBY99F y RepBY99S, manteniendo una
relacion proteina/DNA en pmol igual a 15 y 30. La incubacién se realizo en el tamp6n B en ausencia de
MnCl,, durante 30 min a t.a., a las muestras se les anadi6 el tampén de carga BXGE y se analizaron
directamente en un gel 5% PAA nativo. B. Unién inespecifica de las proteinas RepB, RepBY99F y
RepBY99S. DNA de pCl194cop/Ddel marcado se incubd con las proteinas RepB (1.8 pmol), RepBY99F
(0.7 y 1.4 pmol) y RepBY99S (0.5 y 0.9 pmol), en el tampdén B en ausencia de MnCl,, durante 30 min a
t.a. Se anadio el tampdn de carga BXGE y se analizaron las muestras en un gel 5% PAA nativo.
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de homologia con los iterones de pLS1. Las proteinas RepB y RepBY99F no
presentaron unién al DNA de pC194cop, sino que su capacidad de unién a DNA es
especifica del dso de pLS1.

Para conocer si RepB era capaz de unirse a un oligonucle6tido con la regién nic
del dso de pLS1, en ausencia de MnCl,, se realizé un ensayo con el oligonucleétido
de 26-mer (5’-GGGGCTACTACGACCCCCCCTATAGT-3"). A partir de una mezcla
inicial del oligonucle6tido marcado (7.56 pmol) y tamp6n B, en un volumen de 45
pl, se prepararon seis muestras (1.26 pmol del oligo) que fueron tratadas o no con
distintas cantidades de RepB (entre 2.78 y 13.91 pmol), en ausencia de MnCl,. Se
realiz6 una incubacion de 15 min a 37°C (con la excepcién de una muestra con 9.28
pmol de RepB que fue incubada a t.a. para ralentizar la reaccién de unién) y tras
afadir el tampoén de carga BXGE, las muestras se analizaron inmediatamente en un
gel 20% PAA nativo. No se observd ninguna banda retardada a ninguna de las

concentraciones de proteina ensayadas (Fig. 73). Si bien el oligo usado tiene el sitio

°C arec r.a.
RepB (pmol) 0l 2:{5 47493;3 iz.ltel siza

Figura 73. Union de RepB a un oligonucledtido que contiene la region nic del origen del pLS1. El oligo
de 26-mer 5’-GGGGCTACTACG/ACCCCCCCTATAGT-3’ que contiene el sitio de corte de RepB (/)
se marcd en su extremo 5. A partir de una mezcla inicial del oligonucledtido marcado (7.56 pmol) y
tamp6n B, en un volumen de 45 pl, se prepararon seis muestras (1.26 pmol del oligo) que fueron tratadas
o no con distintas cantidades de RepB (2.78, 4.64, 9.28 y 13.91 pmol), ¢n ausencia de MnClL,. Se realizd
una incubacién de 15 min a 37°C (con la excepcién de una muestra con 9.28 pmol de RepB que fue
incubada a t.a.) y tras afadir el tamp6n de carga BXGE, las muestras se analizaron inmediatamente en
un gel 20% PAA nativo.
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de corte de RepB, la ausencia de Mn®" deberia permitir solamente la union de la
proteina al DNA sin digerirlo. Por tanto, en las condiciones ensayadas, no hemos
podido observar una uni6n entre este oligo monocatenario y RepB, que se hiciese

patente en un ensayo de retardo en gel.

Concluimos que la proteinas RepB silvestre y RepBY99F poseen la capacidad de
unirse especificamente al dso de pLS1. Para la proteina RepB silvestre hemos
comprobado que se une especificamente a la regién bind del origen y que no se
observa unién a la region nic, en ausencia de Mn’*. Aunque la proteina RepBY99S
se unid al dso de pLS1, de forma mds acusada que las dos proteinas anteriores,
pudimos observar que manifiesta cierta actividad de unidn inespecifica sobre el DNA
de pC194cop. Por tanto, la capacidad de union de la proteina RepB no se ve afectada
por las mutaciones introducidas. Esto era predecible "a priori” por su comportamiento
en la cromatografia de heparina-agarosa. Ademas, suponemaos que el determinante de
especificidad para la union de RepB a los iterones, se encuentra en la region C-

terminal de la proteina {ver Discusion).

24. LAS MUTACIONES Y9F E Y99S EN RepB NO SON
RESCATABLES EN pLS1

Una pregunta bdsica era saber si los genes repB8 mutantes codificaban proteinas
capaces de mantener su actividad de proteina iniciadora de la replicacién de pLS1.
Para responder a esta pregunta, se intentaron clonar en plLS1 las mutaciones
mencionadas arriba y ensayar el posible establecimiento de los mutantes en
S.preumoniae. Los clonajes se realizaron mediante un intercambio de fragmentos
Bgll-Sspl entre los plasmidos pALT7YY9F o pALT7Y99S (gen repB mutado) y pLS1.
Se realizo una digestion doble del DNA de pL.S1 con Bgll y Sspl (sitios finicos en las
coordenadas 1934 y 2453, respectivamente), obteniéndose dos fragmentos de 519 y
3889 pb. Preparaciones de DNA plasmidico de pALT7Y99F y pALT7Y99S se
digirieron con los mismos enzimas, obteniéndose en este caso fragmentos de 2494,
2319, 560, 519, 438,428, 408, 234, 120 y 24 pb. Las tres digestiones se cargaron en un
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gel preparativo 1% agarosa y se realizo la extraccion de los dos fragmentos de plL.S1
y de la banda de 519 pb de los plasmidos mutantes (ya que dentro de este fragmento
se encontraba la mutacion previamente creada). A continuacion, se realiz6 una
ligacion del fragmento grande de pl.S1/Bgll-Sspl (3889 pb) con los fragmentos de 519
pb mutados y no mutados (reconstituyendo en este caso un pLS1 normal como
control). Una vez conseguida la ligacidn de los fragmentos, se transformé un cultivo
competente de S.pneumontae y se seleccionaron los transformantes en medio sélido
con Te. Sélo se obtuvieron transformantes en el caso del pLS1 normal reconstituido
(3.5 x 10’ transformantes/ml). La transformacién con los fragmentos mutados, se

repitié dos veces mds, pero no se obtuvieron transformantes.

Habria que sefialar que, aunque la proteina RepBYY9F presenta cierta actividad
(corte/cierre) residual sobre oligonucleétidos en ensayos in vitro, ninguna de las dos
proteinas mutantes (RepBY99F y RepBY99S) muestra actividad in vitro sobre DNA
superenrollado, ni hemos podido obtener un sistema in vivo en el que estas proteinas
mutantes sean funcionales. El hecho de no haber conseguido pasar las mutaciones
introducidas en Tyr99 al replicon pLS1, nos sugiere que este residuo tiene un papel
esencial en la actividad replicativa de RepB. Y como hemos comentado
anteriormente, este residuo podria estar implicado en la uniéon covalente al DNA, ya
que el grupo -OH de Tyr99 podria realizar el ataque nucleofilico sobre el enlace
fosfodiéster del DNA.



DISCUSION
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1. ORIGEN DE REPLICACION DEL PLASMIDO pLS1

El trabajo realizado en esta Tesis se ha centrado en el estudio de las
interacciones que se producen entre la protefna iniciadora de la replicacion del
plasmido pLS1 (proteina RepB) y su origen de replicacién de doble hebra (dso). Para
pLS1, se ha podido delimitar in vivo, la region minima que contiene un origen
funcional necesario en cis para la replicacion del plasmido, dentro de un fragmento
de 247 pb (coordenadas 402-648), que comprende las Horquillas 1y II, y las tres
repeticiones directas (iterones), localizadas a 84 pb de distancia del sitio de corte de
RepB (situado en el lazo monocatenario de H-1) (Fig. 74A). Asimismo hemos
demostrado que, in vitro, la region minima sensible a RepB puede reducirse a un
fragmento de 181 pb (coordenadas 320-505) que contiene las Horquillas 1 y II. Sin
embargo, esta regién clonada por separado en un vector compatible con pLS1 no fue
suficiente para mostrar incompatibilidad hacia pLS1, al igual que ocurrié cuando se
clond una regién con los tres iterones del plasmido, a los cuales se une in vitro la
proteina RepB. Por tanto, el dso se puede separar fisica y funcionalmente en dos
regiones distintas: la region bind, que incluiria los tres iterones a los cuales se une in
vitro la proteina RepB, y la region nic, donde la proteina introduce un corte en el
DNA entre los nt G (448) y A (449) (de la Campa ef al, 1990). Ambas regiones se
encuentran separadas por 84 pb, y s6lo la presencia de un dso entero de pLS1 en un
replicon compatible, revelé una incompatibilidad débil hacia pLS1, como se espera

para un origen funcional.

Al igual que en el caso de pL.S1, el origen de replicacidn de la hebra(+) {dso u
ori(+)] de los fagos filamentosos (f1, fd y M13) se encuentra situado en una region
intergénica y posee una estructura bifuncional, que en este caso consta de un dominio
A, que constituye el micleo central o "core" del origen y un dominio B, formado por
una secuencia adyacente rica en A+T (Fig. 74B). El dominio A o "core" de
aproximadamente 45 nt estd formado por los palindromes D y E (Dotto et al, 1984)
que contienen cuatro repeticiones de secuencia S-TGGAC-3 (ay 8) 0 - TGGAAC-
3 (vy6) en direcciones alternas. Las repeticiones g, vy § constituyen el sitio de unién

de la proteina gpll (Horiuchi, 1986; Greenstein y Horiuchi, 1987), mientras que la
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Figura 74. A. Secucncia y posibles estructuras secundarias del DNA de pLS1 en las que se localiza el dso
del plismido. Se indican los bordes de las deleciones A24 y AA4 que delimitan ¢l origen, las Horgquillas
Iy I, los tres iterones (11-13), el coddan de miciacidn del gen CopG y el sitio de corte de la proteina RepB
(448/449). En la basce de la Horquilla 1 se muestra la secuencia consenso de orfgences y promotores de
DNAs fagicos (caja; Kornberg y Baker, 1992} B. Panel superior: secuencia de nt de la region del
origen{ +) del fago (1. Se indica el sitio de corte de la proteina gpll (entre los nt 5780 y 5781) con una
flecha y sc define como posicion (. Se dibujaron dos horquillas para indicar las dos sccucncias
palindromicas | D] y | E]. Segin ¢l autor (Horiuchi, 1986), esto no significa que tales estructuras s¢ [ormen,
Entre paréntesis sc indica una substitucion de base encontrada en ¢l fago M13. S¢ muestran las regiones
correspondicntes a los dominios A y B del origen. Panel inferior: sceuencia correspondiente al dominio
A o "core" del origen del bacteridfago f1. Con una {lecha vertical se indica el silio de corte de la proteina
gpll. Dos corchetes muestran la secuencia de DNA protegida de la digestion con DNasa I por gpll en los
complejos 1 y II, Mediante flechas horizontales se han schalado las secuencias repetidas «, 8, 7 y 6. Figura
tomada de Higashitani ef af {1994).
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repeticion « es necesaria para la terminacion de la replicacién aunque no para la
iniciacion (Dotto et al, 1982). El sitio de corte de la proteina gpll se sitia en el lazo
monocatenario del palindrome D y se determiné entre los nt T (5781) y A (5782)
(Meyer et al, 1979). El dominio B de aproximadamente 100 pb contiene tres sitios de
union para el factor de integracién de huésped de E.coli (1HF; Greenstein ef al, 1988)
y constituye un activador o "enhancer” de la replicacién, ya que potencia la replicacion
aproximadamente 100 veces (Dotto ef al, 1984). Dentro de este grupo de fagos, habria
que comentar que ¢l fago filamentoso IKe (Peeters ef af, 1985) que posee la misma
organizacion genética de los fagos Ff y una gran conservacion de secuencia dentro del
dominio A del origen y de la proteina gpll, no presenta una secuencia de nucledtidos
homologa al dominio B, lo que sugiere que la replicacion del DNA de IKe no

requiere un "enhancer" de replicacién (Peeters et af, 1986; Baas y Jansz, 1988).

El origen de replicacion de los fagos isométricos (¢X174, G4) o de los plasmidos
de la familia de pT181 se encuentra situado dentro de la regién que codifica para la
proteina iniciadora de la replicacion (gen A o repC). La region del origen del fago
¢X 174 y relacionados esta constituida por 30 nt conservados situados dentro del gen
que codifica para la proteina GpA. El sitio de corte se localiza entre los nt Gy A en
las posiciones 7 y 8 de la region de origen (Langeveld ef al, 1978) y se encuentra
situado al comienzo de una regién rica en A+ T, con el palindrome TATTAATA (Fig.
74C). Se ha demostrado que GpA es capaz de cortar un oligonucleotido sintético que
contenga los primeros 10 nt de la region del origen (van Mansfeld et al, 1980). Sin
embargo. para el corte de GpA sobre una molécula de DNA superenrollada
(Heidekamp ef «l, 1981; Fluit et a/, 1984) o sobre ssDNA en presencia de SSB (van
Mansfeld et af, 1986) son suficientes y necesarios los primeros 27 nt de la region del
origen. La region del origen de ¢X174 y fagos relacionados se podria dividir en tres
dominios: la secuencia de reconocimiento de la proteina GpA (nt 2-9), una regién
espaciadora rica en A+'T que tolera algunas substituciones de nt (nt 10-17) y la

secuencia clave de union de GpA (nt 18-27) (Baas y Jansz, 1988).

A diferencia de lo que ocurre en pLS1, donde las regiones bind y nic del origen
de replicacion se encuentran separadas por unas docenas de pb, en pT181 o pC221,

la regién que contiene el sitio de corte de RepC o RepD y su sitio de unién son
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Figura 74. C. Origen de replicacion del bacteridfago ¢X174. Secuencia del DNA de ¢X174 entre los nt
4299 y 4328, con sus diferentes dominios funcionales. La flecha indica la secuencia de corte de la proteina
del gen A, El origen completo de 30 pb es necesario y suficiente para la replicactdén del DNA in vivo
mediante circulo rodante y para ¢l empaquetamiento del DNA. La terminacién tiene lugar en los primeros
24 pb de la region del origen. Figura lomada de Baas y Jansz (1988). D. Estructura del dso del plasmido
pT181. La region del origen contiene tres pares de repeticiones invertidas. 1R-11 estd conscrvada cntre los
micmbros de la familia de pT181, y contiene el sitio de corte de la proteina RepC ("nick site™), que se
muestra en fa configuracién cruciforme. [IR-1 contienc el determinante de especificidad que varia entre
los distintos plasmidos. La region protegida por RepC en los estudios de “footprinting” se indica en
negrita. Figura tomada de Rasooly et af (1994a).

contiguas. El dso de ambos plasmidos, situado dentro de la secuencia que codifica
para la proteina iniciadora, consta de tres pares de repeticiones invertidas (IR-1, IR-
IT e IR-I1) (¥Fig. 74D; Gennaro ef al, 1989). El sitio de corte de las proteinas RepC

y RepD se ha localizado en la repeticion [R-11, conservada entre todos los miembros
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de la familia de pT181. Ambas proteinas introducen un corte entre los nt Ty A
(coordenadas 70/71 en pT181 y 1273/1274 en pC221; Koepsel et af, 1985; Thomas et
al, 1990), situados en el lazo monocatenario de la estructura formada por IR-11. Los
otros dos elementos (IR-1 e IR-11I) son diferentes entre los distintos miembros de la
familia. La repeticién IR-1II constituye el determinante de especificidad de
reconocimiento del origen por la proteina iniciadora de replicacion (Wang et al,

1993); la funcién de IR-I es hasta el momento desconocida.

Una de las caracteristicas mas relevantes del dso de pLS1, respecto a otros
plasmidos o bacteriofagos que poseen el mismo mecanismo de replicacion RC, es la
presencia de iterones en la region bind del origen. La presencia de iterones en el
origen de replicacion es tipica de algunos pldsmidos con replicacion tipo theta (P1,
F, RK2, etc). En estos casos, la union de las proteinas Rep a los iterones junto con
la unién de la proteina DnaA a sitios especificos del DNA, van a favorecer la
apertura de la doble hélice en la region rica en A+T. La mayoria de las proteinas
Rep de estos plasmidos, que presentan iterones tanto en la region del origen como
en otras zonas mas alejadas de éste, reprimen transcripcionalmente su propia sintesis
mediante la union a iterones e interacciones proteina-proteina, que al interaccionar
entre si pueden causar un impedimento estérico ("looping”, Pal y Chattoraj, 1988;
"handcuffing”, McEachern ef al, 1989) que bloquee la iniciacidén de la replicacién. En
el caso de pLS1, los iterones son el sitio de unién de RepB in vitro aunque, in vitro,
la relajacion de DNA superenrollado por RepB no requiere la unidn previa de la
proteina a esta regién (Fig. 31). Hasta el momento, el papel de los iterones in vivo
no estd muy claro: se sabe que son esenciales para la replicacion del pldsmido, ya que
tras la delecion de los iterones no se obtuvo ningan transformante en S.pneumoniae.
Sin embargo, se demostré que esta region clonada por separado en un replicén
compatible no fue suficiente para mostrar incompatibilidad hacia pLS1. Nosotros
pensamos que aquellas molécufas de RepB que se encuentren unidas a los iterones
tendrdn mds ventajas para localizar y reconocer su sitio de corte en la Horquilla I,
que la moléculas que no se hayan unido previamente (vedse mdas adelante). Por otro
lado, la uniéon de RepB a los iterones podria ser un requisito para la generacién de
H-I, de un modo similar a lo que ocurre en pT181, donde se ha demostrado que

RepC promueve la extrusion del elemento cruciforme IR-1I (Noirot er al, 1990).
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El hecho de que hasta el momento no se haya podido conducir replicacion de
plasmidos recombinantes que lleven clonado el dso de pLS1, suministrando RepB en
trans, sugiere la posibilidad de que existan otras secuencias de DNA alejadas del
origen, que puedan influir en cis en la funciéon normal del dso en el proceso
replicativo. A diferencia de lo que ocurre en los fagos filamentosos (Dotto et al, 1984)
y en el plasmido pKYM (Yasukawa er al, 1994), que poseen un “"enhancer" de
replicacion dentro de la regién del origen, en pT181 se ha determinado un elemento
de secuencia llamado cmp que actiia en cis y se encuentra situado aproximadamente
a 1 kpb del origen (Gennaro y Novick, 1986). Los autores (Gennaro y Novick, 1988)
proponen qgue el elemento cmp actia en el paso de iniciacion, estimulando
directamente la funcién del origen y afectando exclusivamente a la eficiencia de unién
iniciador-origen, sin modular la expresion de la proteina iniciadora RepC. Otra
explicacién para el hecho de no poder conducir replicacion de plasmidos
recombinantes que contengan el dso de pLS1, podria ser que en estos plasmidos no
se extruya la Horquilla I. Otros intentos realizados para conducir replicacion de pFFX2,
suministrando en trans la proteina RepB de pLS1 o en la situacion inversa, conducir
replicacién de pLS1 suministrando en trans la proteina RepX de pFX2, también
resultaron fallidos. Esto nos dirige otra vez a la hip6tesis de la existencia de algln
"enhancer” de replicacién o de un requerimiento especifico de la proteina Rep de
cada plasmido que estimule la replicacién. Por supuesto, no se puede descartar que
las pequenas diferencias entre los iterones de pLS1 (5-TCGGCGACTTT-3") y pFX2
(-TCGCCAACGTTT-3) no sean la causa del fallo en la conduccién de la
replicacion de ambos plasmidos. En los ensayos de incompatibidad in vivo, cuando
ambos plasmidos se encontraban en una misma célula, el plasmido menos favorecido
(en términos de reduccion del nimero de copias o pérdida plasmidica) siempre
resulté ser pLS1. Una explicacion, aunque meramente especulativa, seria pensar que
pLS1 carece de un locus cmp (empleando el término de pT181) y por tanto estaria
en desventaja frente a un plasmido cmp’. Aunque la delecién del fragmento EcoRI
B que existe en pLS1 no influye en sus caracteristicas replicativas (del Solar er al,
1987a), si suponemos que en este fragmento se encuentra el etlemento "cmp" (por
ejemplo, dentro del gen mob), serfa interesante conocer qué ocurre cuando se
encuentran en una misma célula el plasmido pL.S1 y su parental, pMV158. También

habria que considerar que la estabilidad y frecuencia en la generacién de la estructura
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cruciforme del dso, podria estar favoreciendo especialmente a pIFX2 en la utilizacién
de ambas proteinas de replicacion. Un dato seria que el valor calculado para la
energia libre de la estructura del dso de pFX2 es més negativo (AG =-37.8 kcal), y
por tanto, mds favorable a su formacién, que el obtenido para H-1 de pL.S1 (AG=

-29.8 kcal) (los cilculos se realizaron para RNAs de secuencia equivalente al dso

segiun Tinoco et al, 1973).

La distribucion y frecuencia de nucledtidos que rodean la regién nic del dso de
pLS1 (Fig. 75) nos muestra la presencia de una secuencia rica en G+ C alrededor del
sitio de corte por RepB (nt 448/449), flanqueada por secuencias ricas en A+'T. Se ha
considerado que este tipo de distribucién es importante en la generacién de
estructuras cruciformes (Bowater et al, 1991}, y sobre DNA superenrollado de pLS1
se ha mapeado una estructura cruciforme en esta zona, la Horquilla 1, mediante
sensibilidad a nucleasa S1 (Puyet et al, 1988). La presencia de este tipo de estructuras
cruciformes en el origen de replicacién se ha determinado in vivo e in vitro para
pT1&81 (Noirot et al, 1990) y en base a datos genéticos, se ha propuesto su existencia
en la region mic de pC194 (Michel y Ehrlich, 1986). Sin embargo, este tipo de
estructuras cruciformes no parecen requerirse para la iniciacion de la replicacion de
pUB110 (Alonso et al, 1988). Como ya se ha indicado, el sitio de corte de la proteina
GpA del fago ¢X174 se encuentra situado junto a una region rica en A+T, pero no
forma parte de ninguna estructura secundaria. Se ha demostrado que el DNA
superenroliado contiene regiones de desnaturalizacién local, particularmente en zonas
ricas en A+T (Jacob er al, 1974), lo cual facilitaria la entrada de GpA al origen de
¢#X174. En el caso de los fagos filamentosos Ff, existen dos posibles estructuras
secundarias, palindromes D y E, dentro del dominio A del origen, aunque esto no
significa que se formen necesariamente. El hecho de que la repeticidn o, que se
encuentra en el posible tallo del palindrome D, no sea necesaria para la iniciacién de
la replicacion aunque si en la terminacion (Dotto ef al, 1982) podria indicar que la
generacion del palindrome D no es necesaria para la iniciacion de la replicacion de

los fagos Ff.
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Figura 75. Distribucidn de la frecuencia de nucledtidos en el dso de pLS1 entre las coordenadas 400 y 500.
Se observa que el sitio de corte de la proteina RepB (flecha) se encuentra situado dentro de una region
central rica en G +C, que esta flanqueada por secuencias con un alto contenido en A y T,

En la secuencia que constituye el dso de pLS1, predicciones por ordenador,
muestran la presencia de dos centros de curvatura en esta region hacia las
coordenadas 415-420 y 565 (Fig. 76), localizadas "corriente arriba" de H-1y "corriente
abajo" de los iterones. Mediante ensayos de retardo en gel y de permutacién circular
{(Pérez-Martin er al, 1988), se ha determinado la existencia de una curvatura intrinseca
compleja en el DNA de esta region que podria acercar ambas regiones del origen,
facilitando la actuacion de RepB, unida a los iterones, sobre su sitto de corte. lLa
existencia de dos curvaturas intrinsecas, cuyos centros de curvatura se localizarian
alrededor de las coordenadas 380 y 460-470 ("corriente arriba" de H-1 y en la
secuencia comprendida entre H-I1 y los iterones, respectivamente; Fig. 35), se
encuentra avalada por la presencia de series {A-T), con una periocidad aproximada
de 10 pb y la caracteristica distribucion de bandas de hipersensibilidad a DNasa 1y
el patron de "footprinting” con el radical hidroxilo (de la Campa ef al, 1990). Las

curvaturas en el DNA pueden constituir sitios de reconocimiento para ias proteinas
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de replicacion en el origen, como ocurre en el fago Ay el virus §V40 (Zahn y Battner,
1985a; Ryder er al, 1986); o pueden ser inducidas o incrementadas por la union de las
proteinas de replicacion al origen, como ocurre en el pldsmido R6K (Mukherjee ef
al, 1985) o en el fago » (Zahn y Blattner, 1985b). Para pT181 se mostrd la existencia
de una curvatura intrinseca en el origen de replicacion, que se veia incrementada tras
la unién la proteina RepC al origen (Koepsel y Khan, 1986). Debido a que esta
curvatura se presenta de forma inusual dentro de un segmento rico en G+C, los
mismos autores indican que otra posible explicacion seria la formacion de una
estructura cruciforme dentro del origen, ya que se ha comprobado que este tipo de
estructuras manifiesta una movilidad electroforética anémala similar a una curvatura
(Gough y Lilley, 1985). Sin embargo, estructuras cruciformes no se forman en DNA
lineal. Posteriormente, se ha comprobado la existencia, tanto in vivo como in vitro, de
estructuras cruciformes en el dso de pT181, cuya extrusidn se ve favorecida por la

union de la proteina RepC (Noirot ef al, 1990).

El estudio de la organizacion genémica de plasmidos que replican mediante RC,
ha puesto de manifiesto que la mayoria de los origenes de replicacion de estos
plasmidos se encuentra situado entre unidades de transcripcién divergentes y en algin
caso entre unidades paralelas, pero nunca entre unidades convergentes (Novick, 1989).
Como se ha sugerido (Liu y Wang, 1987) que entre unidades de transcripcion
divergentes s¢ acumulan vueltas de superenrollamiento negativo, un exceso de tension
superhelicoidal negativa podria incrementar la funcién de un origen situado entre
promotores divergentes y por el contrario, un exceso de tension superhelicoidal
positiva serfa inhibitorio (Novick, 1989). En el caso de pLS1, el dso se encuentra
situado entre dos promaotores divergentes: P, a partir del cual se transcribe el operén
cop-rep vy P, localizado "corriente arriba” del dso y a partir del cual se transcribe el
RNA 1. Pensamos que las ondas de transcripcion podrian producir una tension

torsional suficiente sobre el dso para facilitar la generacién de la Horquilla L.

Una 1ltima caracteristica que podemos senalar sobre el dso de plS1, es la
presencia de [a secuencia consenso de origenes y promotores de DNAs fagicos (5'-
ATAGTG-3; Kornberg y Baker, 1992) en la base de la estructura tallo-lazo que

forma H-1 (Fig. 74A). No se conoce si este hecho posee alguna importancia evolutiva
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Figura 76. Prediccion por ordenador de las curvaturas intrinsecas presentes en la region del dso de plSl,
entre las coordenadas 350 y 607, La caja pequeiia indica la posicion de la coordenada 350.

que pueda relacionar al pLS1 con los colifagos de ssDNA, o corresponde simplemente
a una similitud producida al azar. Hay que sefialar ademas, que no se han encontrado
homologias significativas entre el dso de pl.S1 y los bacteridfagos M13 0 X174, o con

otras familias de plasmidos RC.

2. RepB, PROTEINA INICIADORA DE LA REPLICACION DE pLS1

Previamente, se habia demostrado que RepB poseia actividades de topoisomerasa
tipo I-5’ vy de endonucleasa especitica de sitio (de la Campa er af, 1990). En el
presente trabajo sc ha realizado un estudio mas detallado de los requerimientos de

la proteina RepB en sus actividades de corte/cierre y de transferencia de hebra.



Discusidn 217

RepB, como corresponderia l6gicamente a una proteina iniciadora de la
replicacién por el mecanismo RC, es capaz de actuar en frans, como se comprobo6 en
ensayos de complementacion in vive con dos derivados de pLS1 que carecen de un
gen repB funcional, pJS4 (del Solar et al, 1993b) y pLS1AA15. Existen otras proteinas
Rep que, in vivo, parecen actuar primariamente en cis, como ocurre con las proteinas
RepA del plasmido R1 (Kollek ef al, 1980) y GpA de ¢X174 (Tessman, 1966). Sin
embargo, se ha demostrado que las proteinas RepC y RepF de los plasmidos pT18]
y pE1Y4, respectivamente, son activas en trans (Gennaro et al, 1989; Sozhamannan et
al, 1990).

Mediante ensayos de equilibrio de sedimentacion se pudo determinar la masa
molecular de RepB, que se corresponde aproximadamente a la de un hexdmero. Sin
embargo, las proteinas Rep de los pldsmidos de la familia de pT181 son homodimeros
en solucion (Thomas er al, 1990; Rasooly et al, 1994b). Las dos proteinas Rep de los
plasmidos de la familia de pC194 que han sido purificadas son monémeros en
solucion; a proteina RepK codificada por el pldsmido pKYM también se une al dso
como monomero (Ozaki et al, 1994), pero en el caso de pUB110 se requieren
aproximadamente seis protomeros del heterodimero RepU-RepU* (donde RepU* es

la subunidad inactiva) para la unién al dso (Miiller er af, 1995).

Una caracteristica diferencial del gen repB de plS1, es que no se encuentra
precedido por una secuencia Shine-Dalgarno, sino por un sitio atipico de unién a los
ribosomas (secuencia a.r.b.s., 5-ATTTCT-4 6 5 nt-TATA-9 6 10 nt-ATG-3"; Lacks et
al, 1986), que también se ha encontrado entre otros, en el gen estructural de la DNA
metilasa Dpnll de S.pneumoniae (Mannarelli ef af, 1985). Sin embargo, los pldsmidos
de la familia de pT181 (Projan y Novick, 1988) y la mayoria de los plasmidos
pertenecientes a la familia de pLS1, con la excepcion de pE194 y pADB201 (Villafane
et al, 1987, Bergemann er al, 1989), presentan una secuencia Shine-Dalgarno
precediendo al gen rep. Hay que sefialar que en el gen repB existe un segundo coddn
ATG en la coordenada 949 de pLS1, precedida en este caso por una posible secuencia
Shine-Dalgarno (-GGAGTG-3’; de la Campa ef af, 1990). A partir de este segundo
coddn ATG se podria sintetizar un polipéptido RepB*, de forma similar a lo que

ocurre con la proteina GpA* de ¢X174 (Colasanti y Denhardt, 1987). La proteina
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RepB* se pudo expresar en E.coli, empleando el plasmido pl.S19aAN, como una
proteina de aproximadamente 20 kDa, resultado de la delecién de los primeros 32
codones del gen repB de pL.S1. La expresion se realizé utilizando la putativa secuencia
Shine-Dalgarno de pLS1, ya que el clonaje se hizo en en un vector que no contenia
ninguna posible secuencia Shine-Dalgarno precediendo la secuencia de pLSI1. Sin
embargo, pudimos comprobar que, por lo menos en S.pneumoniae, esta putativa
RepB* no fue suficiente para conducir in vivo la replicacion del plasmido pLS1aA15,
que carecia del primer codén ATG del gen repB (del Solar et al, 1993b). Como ya
hemos demostrado, este plasmido sélo se pudo establecer en S.pneumoniae cuando
se le suministrd en trans la proteina RepB codificada por el plismido pLS1 (de la
Campa et al, 1990; del Solar et af, 1993b). En el caso de ¢X174, la proteina GpA*
corta el ssDNA de ¢X174 preferentemente en el origen de replicacion (Langeveld et
al, 1979), y al igual que GpA, se une covalentemente al extremo 5 del DNA en el
sitio de corte (van Mansfeld er al, 1980) y posee actividad de cierre (Eisenberg y
Finer, 1980). Sin embargo, GpA* no puede producir una desnaturalizacion parcial del
origen en la iniciacion de la replicacion (van Mansfeld et af, 1980), y no es esencial
para la reproduccién de ¢X174 (Baas et al, 1987). Ademads, inhibe la replicacion del
DNA de E.cofi, con lo cual moviliza los factores de replicacion del huésped para la
replicacion del fago y puede estar implicada en un cambio eficiente del estadio de
replicacion I (reproduccion del DNA viral) al 11l (encapsidacion y liberacion de las
particulas virales) (Baas et af, 1987; Colasanti y Denhardt, 1987). En el gen repU del
plasmido pUBI10 también se han descrito dos residuos de Met precedidos de
secuencias Shine-Dalgarno, pero se ha comprobado que la proteina RepU se traduce

s6lo a partir de la primera Met del gen repl/ (Maciag et al, 1988).

Entre las proteinas Rep de los plismidos RC no se han encontrado motivos
tipicos de union a DNA, aunque en la proteina RepB de pLS1 si se ha descrito un
putativo motivo de cremallera de leucinas (LLZ)) (Fig. 77; de la Campa et al, 1990):

S;:;VRKKIKL,,LLGEKSL, ,AMVQVVL, NVENMYL, YLTHES
El motivo LZ se ha descrito como un motivo de dimerizacién de varios factores de
transcripcion eucarioticos (Landschultz ef af, 1988) y se caracteriza por una repeticion
de 4-5 leucinas cada 7 residuos, de tal forma que las Leu se alinean en una cara

comln cada segunda vuelta de 4/3 de a-hélice. Por lo general, este motivo lleva
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asociado en posicién amino, un dominio de union a DNA que es rico en aa basicos
(Landschultz er alf, 1988), aunque existen casos en los que la regidn basica se
encuentra alejada del motivo LZ o ausente (Busch y Sassonc-Corsi, 1990; Ron y
Habener, 1992). El motivo 1.Z de la proteina RepB de pLS1 presenta 4 Leu cada 7
residuos y no se encuentran residuos de Pro o Gly, que desestabilicen la a-hélice, con
la excepcion de una Gly situada a tres residuos de la primera Leu. En posicién amino
del motivo LZ se encuentran algunos aa bdsicos (Arg y Lys), aunque no parecen
constituir una regién bésica significativa de union al DNA. Predicciones estructurales
sobre la proteina RepB (programa PEPPLOT) atribuyen la formacion de una a-hélice
o hélice extendida en esta zona. Algunas de las proteinas Rep de plasmidos con
replicacidn tipo theta presentan motivos LZ, que afectan a la activacidn del origen de
replicacién (como ocurre en el plasmido ROK; Miron e af, 1992), al nimero de copias
del plasmido (como en pSC101; Ingmer y Cohen, 1993) o a la eficiencia de uniéon de

la proteina a su operador y al rango de huésped (como en pPS10; Garcia de Viedma,
1994).

Figura 77. Posible motivo de Leu-zipper presente en la proteina RepB de pLS1. Proyeccion del motivo
LZ a lo largo del ¢je de la -hélice, se indica la posicion de los residuos de Leu en la estructura, tomando
como posicién 1 a la primera Leu del motivo LZ.
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Comparando la secuencia completa de aa de RepB con secuencias de proteinas
presentes en el Banco de Datos P.LR., sélo se encontrdé una homologia baja,
aproximadamente un 20% de identidad, con la proteina P3 del fago 429, la proteina
de replicacion del DNA del fago T4, la DNA polimerasa del fago SPO2 y la DNA
primasa de Salmonella typhimurium. Tampoco se observé una homologia significativa
con las proteinas Rep de otras familias de plasmidos RC o con las proteinas
iniciadoras de ¢X174 o M13. Como se ha comentado previamente, Ilyina y Koonin
(1992) han establecido la existencia de tres motivos conservados entre las proteinas
Rep iniciadoras de la replicacion y las proteinas Mob, implicadas en la transferencia
conjugativa del DNA. Las proteinas Rep de los plasmidos de la familia de pT181
presentan una regién central conservada, donde se ha localizado la Tyr implicada en
la unién covalente al DNA (Thomas et al, 1990) y una regién divergente en el
extremo C-terminal, donde se ha localizado el determinante de especificidad de unién
al dso (Wang et al, 1992; Dempsey et af, 1992; Thomas et «f, 1995). En la familia de
pLS1, como se discutird mas adelante, se han encontrado motivos de aa conservados
en las regiones N-terminal y central, y un mayor grado de divergencia en la region C-
terminal, lo cual nos hace suponer que la regién N-terminal estaria implicada en las
actividades de corte/cierre y el extremo C-terminal en el reconocimiento de los

iterones (del Solar et al, 1993c).

Tanto en este trabajo como en estudios previos (de la Campa et al, 1990) se ha
demostrado que la actividad de corte/cierre o topoisomerasa tipo 1-5’ de RepB,
aunque no la de union a la region bind, es dependiente de la presencia de Mn™ en
la reaccion. La concentracion ptima de Mn se estableci6é en 20 mM y no se obtuvo
ninguna actividad detectable de la proteina en presencia de otros cationes. Pudimos
comprobar que la actividad de cierre de RepB se inhibe en presencia de 250-300 mM
KCl en el tampon de reaccion. Nosotros pensamos que el Mn™ contribuye a la
estabilidad de la proteina {rente al calor, facilitando una disgregacitn proteica o
produciendo un cambio conformacional en la proteina, al unirse a su centro activo.
Para la proteina RepD de pC221, se ha postulado que los iones Mg” podrian
estabilizar la forma dimérica de la proteina, modulando su interaccién con el origen
y por tanto, la eficiencia de replicacion (Thomas et af, 1995). Conviene recordar que

el motivo 2 de las proteinas Rep (XpHUHuUUX, donde U representa un residuo



Discusion 221

hidrofébico y X, cualquier residuo) descrito por Ilyina y Koonin (1992), que se
corresponde con el motivo KKAHYHVLY de la regién R-1II de RepB, podria estar
implicado en la coordinacién de iones metélicos. No obstante, conviene considerar la
existencia del motivo "DKD" en la region R-11 de RepB, que podria ser similar al
motivo "DTD" (dos Asp juntos o separados por un residuo) presente en la regién 11
de la proteina Tral y que supuestamente estaria implicado en la coordinacion de iones
metélicos, concretamente, se ha descrito como motivo de unién a Mg*' (Argos, 1988;
Pansegrau et al, 1994). Las proteinas Rep de los plasmidos pT181 y pC221 requieren
Mg para su actividad y se ha comprobado que en estas proteinas, el Ba®™ permite el
corte, pero no el mantenimiento de un enlace covalente estable ni la religacién
(Koepsel et al, 1985; Thomas ef al, 1990). En el caso de la proteina gpll del fago fd,
los cationes divalentes Ca® y Ba®* inhiben la actividad de cierre de moléculas FI
previamente cortadas por la proteina, y curiosamente, el Mn®" extiende la reaccién de
corte de gpll a las dos hebras del DNA fagico, obteniéndose como producto DNA
lineal (Meyer y Geider, 1979).

Es un hecho comprobado que para la replicacion RC del DNA plasmidico o
tagico se requiere preferentemente un sustrato de DNA negativamente superenrollado
(Marians et al, 1977; Meyer y Geider, 1979; Noirot et al, 1990), lo cual también se ha
demostrado para pLS1 en ensayos de replicacion in vitro (del Solar et al, 1987a). Sin
embargo, los requerimientos de sustrato para las actividades de unidén y corte/cierre
varian entre las distintas proteinas Rep. Segin hemos comprobado, RepB actia sobre
DNA plasmidico superenrollado (formas Fl, donde como veremos mds adelante, es
importante el grado de superenrollamiento) y es capaz de cortar, unir e intercambiar
entre sf, oligonucledtidos monocatenarios. Sin embargo, RepB no presenta actividad
endonucledsica detectable sobre dsDNA lineal y DNA circular relajado (formas FT’).
Mediante ensayos de retardo en gel, hemos comprobado la unidn de RepB a los tres
iterones del origen sobre dsDNA lineal, observando la apariciéon de varios complejos
proteina-DNA (Fig. 71), cuya significacién no se ha analizado con detalle. Sin
embargo, no hemos observado unién de RepB a un oligonucledtido monocatenario
que contenga la region nic, aunque en presencia de SSB, RepB si mantiene su
actividad de corte (Fig. 47). La proteina RepC de pT181 posee actividad de corte, in
vitro, sobre dsDNA (superenrollado o lineal) o sobre ssDNA (Koepsel y Khan, 1987).
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En este dltimo caso, RepC introduce cortes en otros $itios secundarios pero, en
presencia de SSB, los sitios secundarios (y no el sitio especifico en el dso) son
protegidos del corte por RepC (Koepsel y Khan, 1987). Aunque se sugirié que las
formas relajadas del DNA de pT181 podrian ser sustrato de replicacién en ensayos
in vitro (Khan et al, 1981), posteriormente se ha postulado que la unidn de 1a proteina
RepC al origen favorece la formacion de una estructura cruciforme sobre DNA

superenrollado, esencial para la replicacion del DNA de pT181 (Noirot et al, 1990).

Hemos comprobado que la proteina RepB, in vitro, puede relajar DNA
superenrollado o cortar oligonucleétidos monocatenarios que no contienen la region
bind del origen de pLS1. Por tanto, la actividad de corte de RepB in vifro no requiere
una unién previa a los iterones del origen. Sin embargo, usando oligonucledtidos
sintéticos como sustrato, se ha comprobado que la proteina gpll del fago f1 requiere
la presencia de su region de unién en forma bicatenaria y su sitio de corte como
ssDNA, para que se lleve a cabo una reaccién eficiente de corte (Higashitani et al,
1994). Nosotros hemos comprobado que la actividad de corte de RepB es dependiente
de hebra y sitio, pero es independiente de orientacion sobre DNA superenrollado
(Fig. 31). Sin embargo, hemos demostrado que la posicion relativa de los iterones y
el sitio de corte de RepB en una misma cara de la hélice del DNA, es importante

para la iniciacién de la replicacion in vivo.

Realizando ensayos de actividad sobre oligonucledtidos monocatenarios que
contenian la regién nic de pLS1, comprobamos la especificidad de secuencia y que no
se necesita la formacion de apareamientos intracatenarios. Estos datos, sumados al
requerimiento de DNA especifico superenrollado para la replicacion de pLS1 (del
Solar ef al, 1987a) y a la dependencia del grado de superenrollamiento en la actividad
de RepB (Fig. 61; Moscoso et af, 1995b), nos indican que la generacion de estructuras
secundarias en ¢l origen de pl.S1 (o sea, la extrusién de la Horquilla I) tiene como
objetivo la exposicion del sitio de corte en configuracion monocatenaria, esencial para

la actividad de corte de RepB (Moscoso ef al, 1995a).

La actividad de RepB sobre DNA superenrollado y ssDNA es dependiente de la

concentracion de proteina y de la temperatura de reaccion. RepB no presenta
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actividad a temperaturas inferiores a 30°C y, aunque a temperaturas superiores y
cantidades crecientes de proteina, hemos observado un aumento progresivo de los
productos FII + FI' generados por RepB, la reaccién tendia a saturarse a
concentraciones de proteina alrededor de 40 ng. La mdxima actividad de RepB,
medida como porcentaje de formas FII+ FI' obtenidas, se obtuvo a los 60°C, aunque
se observé que los mayores porcentajes de formas FI' (productos de corte/cierre)
respecto a las formas FII (productos de corte) se obtuvieron a 45°C (Moscoso et al,
1995b). Como la generacién de estructuras cruciformes depende en gran medida de
la temperatura (Bowater ef al, 1991), las diferencias de actividad observadas podrian
deberse al hecho de que a una temperatura dada sélo una fraccién determinada de
las moléculas de DNA plasmidico tienen expuesta la Horquilla I y esta fraccién se
incrementa con la temperatura de reaccion, con lo cual el porcentaje de moléculas
potencialmente sensibles a RepB es mayor (Moscoso et al, 1995b). Ademas, debemos
considerar el hecho de que RepB presenta una actividad de corte, ligeramente mayor
a 60°C que a 37°C, sobre oligos monocatenarios que carecen de posibles
apareamientos intracatenarios. Esto nos podria indicar que la mayor actividad de
RepB a 60°C, se debe a una resolucion de agregados proteicos a esta temperatura,
que puede condicionar el porcentaje de moléculas de RepB potencialmente activas.
En pT181 se ha observado un incremento de extrusion cruciforme en el origen y un
aumento de la eficiencia en el uso del origen in vivo, al eliminar las estructuras
secundarias del plasmido que pudiesen competir con la formacion de la estructura
cruciforme en el origen (Notrot ef al, 1990). Mediante ensayos de sensibilidad a
nucleasa S1, en el plasmido pl.S1 se han jocalizado cuatro estructuras secundarias
(Puyet et af, 1988): las Horquillas T y II dentro de la regiéon nic del origen, la
Horquilla 111, mayoritaria a 37°C y que se encuentra en la regién que corresponde al
putativo terminador del RNA I, y la Horquilla 1V, que estd localizada dentro del
origen de replicacion de la hebra complementaria (ssod). La eliminacién de la
Horquilla III (posible competidor de la Horquilla 1) en los plasmidos pLSS y
plLS1Aa24cop7, o de las Horquillas Il y 1V en el plasmido plLS4, no reflejé un
incremento en la actividad de la proteina iniciadora. Las diferencias observadas en
la actividad de RepB sobre los derivados de pMV 158 podrian deberse a diferencias
en la distribucion de topoisémeros y en el grado de superenrollamiento de los

distintos derivados (Fig. 42), ya que se sabe que las formaciones cruciformes son
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estructuras dindmicas y transitorias que dependen fundamentalmente del nivel de
superhelicidad negativa del DNA plasmidico (Lilley, 1985). Modulando, in vitro, el
grado de superenrollamiento de! DNA plasmidico de pLSt y pEI194, pudimos
comprobar que la actividad de RepB sobre DNA superenrollado, depende del grado
de superhelicidad negativa del sustrato (Fig. 61), probablemente por la generacion o
no de la estructura cruciforme del origen (Moscoso et al, 1995b). Para la proteina gpll
de los fagos filamentosos (f1,M13 y fd) se ha demostrado que la substitucién de un
tinico aa de la proteina (Gly73-+ Ala) reduce sensiblemente el requerimiento de
superhelicidad del DNA sustrato (Higashitani et al, 1992).

Mediante el uso de oligonucle6tidos sintéticos hemos determinado la diana de
RepB dentro de la secuencia consenso de 9 nt: S-TACTACR/HC-3’, donde R es una
base purica y H, cualquier residuo y (/) indica en sitio de corte de la proteina. En el
caso de la proteina RepD de pC221, que introduce un corte entre los nt T (1273) y
A (1274) (Thomas et al, 1990), se ha comprobado que la substitucion de la T situada
a 5" del sitio de corte reduce considerablemente la eficiencia de corte. Aunque el sitio
de corte de RepB de pLS1 se determind entre los nt G (448) y A (449) (de la Campa
et al, 1990) como ocurre en GpA del bacteritfago ¢X174 {sitio de corte entre G
(4305) y A (4306); Langeveld et al, 1978], no existe una homologia significativa entre
sus origenes 0 en las proteinas de replicacion. Sin embargo, entre ¢X174 y pC194 si
se ha establecido una relacidn entre sus proteinas Rep y la secuencia que rodea su
sitios de corte (van Mansfeld ef al, 1986; Gruss y Ehrlich, 1989). La secuencia situada
a 5 del sitio de corte de RepB (5-TACTACG-3') es necesaria para la actividad de
cierre y nucleotidiltransferasa de la protefna, lo cual podria ser un primer indicio
sobre el papel de la protefna RepB y la secuencia del origen de pLS1 en la
terminacién de la replicacidn. Asimismo pudimos comprobar que RepB era capaz de
unir el extremo S-fosfato, generado como producto de la reaccidén de corte, con un
extremo 3’-OH nuevo, aunque fallaba en la situacién inversa. Esto nos indica que el
extremo 5’-fosfato es "activado” de alguna forma por la proteina, activacién que puede
suponer un cambio conformacional de la proteina para conservar la energia para

cerrar el corte (Moscoso ef af, 1995a).
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3. INICIACION Y TERMINACION DE LA REPLICACION MEDIANTE
CIRCULO RODANTE

Una de las diferencias mds relevantes entre el mecanismo de replicacion tipo
theta y la replicacion RC, consiste en la necesidad por parte del primer grupo de
sintetizar un RNA cebador o "primer” que proporcione el grupo 3’-OH libre para que
comience la sintesis del DNA. En la replicaciéon RC la situacion es mas simple, ya que -
la encargada de proporcionar un extremo 3’-OH libre va a ser una proteina codificada
por el plasmido o colifago, capaz de introducir un corte especifico dentro del origen
de replicacion en la forma superenrollada del DNA. Una vez que se ha generado el
extremo 3’-OH libre, una helicasa codificada por el huésped podria ir desplazando la
cadena(+) parental, que seria protegida por moléculas de la proteina SSB, y
posiblemente la DNA polimerasa III seria la encargada de ir extendiendo el 3°-OH,
usando como molde la hebra(-) del plismido (Novick, 1989). Por tanto, la hebra
parental desplazada y la cadena nueva que esta siendo sintetizada quedarian unidas
covalentemente como una tnica molécula de DNA en las primeras etapas de la

replicacion, como ocurre en el fago fd (Meyer y Geider, 1982).

El paso clave en la iniciacion de la replicacion es el reconocimiento del drigen
por parte de la proteina iniciadora y la apertura de las hebras del DNA en esta zona.
Como hemos visto anteriormente, la generacion de estructuras cruciformes en el
origen es uno de los mecanismos adoptados por los plasmidos RC para exponer el
sitio de corte de la proteina Rep en configuracion monocatenaria. Sin embargo, en
el ori(+) del bacteriofago ¢X174 no se encuentran estructuras secundarias y, la
proteina GpA participa junto con la rep-helicasa de E.coli en el desenrollamiento de
la hélice del DNA al inicio de la horguilla de replicacion (Baas y Jansz, 1988). Por
otro lado, en el fago fl se ha comprobado que la formacion de una hipotética
estructura cruciforme entre las repeticiones invertidas o y g no es un pre-requisito
para la iniciacién de la replicacion (Higashitani ef al, 1994). La unién de la proteina
gpll a las repeticiones g, v y § (Greenstein y Horiuchi, 1987) induce una curvatura
de la region del origen, seguida de la fusion del diplex de DNA (Higashitani et al,
1994), con lo cual el sitio de corte queda en configuraciéon monocatenaria y la

proteina gpll puede introducir un corte especifico en el origen de replicacion (Meyer
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et al, 1979). En pT181 si se ha comprobado que la estructura cruciforme IR-II del
origen se forma tanto in vivo como in vitro, y que la union de la proteina RepC al
origen incrementa su extrusion (Noirot et af, 1990). La unién se realiza de forma
asimétrica (Fig. 4), uno de los dimeros de RepC se une al brazo derecho de IR-I1I;
el otro dimero cubre ¢l brazo izquierdo y 1a region central de IR-111 y el lado derecho
de IR-II, introduciendo un corte en la hebra del DNA y uniéndose covalentemente
al extremo 5-fosfato (Wang ef al, 1992, 1993). L.os autores sugieren que el segmento
central de IR-III podria servir para posicionar adecuadamente la region IR-Il respecto
al brazo izquierdo de IR-III para conseguir una interaccién Optima con la proteina
(Wang et al, 1992). Ademads, proponen la existencia de dos dominios separados de
union al DNA, el determinante de especificidad constituido por seis residuos de la
regidn C-terminal y un segundo dominio de unidn, localizado presumiblemente en una
regién adyacente al residuo Tyr del sitio activo (Wang et af, 1993); ambos dominios
podrian plegarse para generar el centro catalitico de la proteina. Basdndonos en los
datos que hemos obtenido para pL.S1, pensamos que la iniciacion de la replicacion in
vivo podria seguir la siguiente serie de acontecimientos: la unién de RepB a los
iterones podria ser un requisito previo para la generacion de la Horquilla Iy para que
el DNA adopte la configuracion espacial adecuada para facilitar la accesibilidad de
RepB al sitio de corte en la regién monocatenaria de H-1. Hemos comprobado que
RepB requiere un sustrato superenrollado y la exposicion del sitio de corte en
conformacion ssDNA, y que los iterones y el sitio de corte de RepB deben localizarse
en fase, en la misma cara de la hélice del DNA. Se ha estimado que existe un dimero
de RepC de pT181 por evento replicativo (Bargonetti et al, 1993); con lo cual si la
cantidad intracelular de RepB fuese, asimismo, tan baja, aquellas moléculas de
proteina que se hayan unido previamente a los iterones tendrin mds ventajas que las
moléculas que no se hayan unido, para reconocer y actuar sobre el sitio de corte (del
Solar et al, 1993b; Moscoso et al, 1995b). La curvatura intrinseca existente entre los
iterones y el sitio de corte (Fig. 35), podria proporcionar un brazo flexible que
facilitase el acercamiento de la proteina unida a los iterones hacia el sitio de corte
(Fig. 78A) y cuya fiexibilidad se veria incrementada en presencia de Mn™ (Laundon
y Griffith, 1987). Alternativamente, se podria generar un plegamiento del DNA en
esta region curvada del dso, que localizase el sitio de corte muy cerca de los iterones

(de la Campa er al, 1990) (Fig. 78B). En cualquiera de los dos casos, se podria pensar
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en la tormacién de un complejo proteina-DNA tipo nucleosoma, cuestién que vendria
avalada por el patron de hipersensibilidad a DNasa | observado tras la uni6n de la

proteina al DNA (de la Campa et al, 1990) y por el papel esencial de los iterones en
la replicacién in vivo.
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Figura 78. A. Modclo propucsto para la unidn de RepB a los iterones y la introduccion de un corte
especifico en la Horquilla 1. B. Dibujo por ordenador basado en los programas de PCFOLD vy
MOLECULE quc mucstra ¢l plegamicnto del DNA mas probable en la region del dse. De esta forma

¢l sitio de corte de la proteina RepB (indicado con una flecha) y los tres iterones (linca gruesa) sc
encuentran juntos (de la Campa ef af, 1990).
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La iniciacion de la replicacion RC comparte caracteristicas con la transferencia
conjugativa del DNA (Waters y Guiney, 1993): proteinas codificas por el plasmido a
partir de genes de transferencia o movilizacion (proteinas Tra o Mob) introducen un
corte especifico en el origen de transferencia (oriT), se unen covalentemente al
extremo 5 de la hebra cortada y la transfieren a la célula receptora, donde sera
copiada y ligada para formar una molécula de DNA plasmidico superenrollada. Sin
embargo, hay que senalar que existen otros modelos alternativos de conjugacién que
implican la formacién de un RNA cebador (Kingsman y Willets, 1978). La mayorfa
de la proteinas Rep y Mob (o Tra), tras introducir un corte en la molécula de DNA
sustrato, quedan unidas covalentemente al extremo 5-fosfato del sitio de corte
(Langeveld et al, 1978; Thomas et al, 1990; Pansegrau et af, 1990; Scherzinger et al,
1992). Sin embargo, para la proteina gpll del fago fd no se ha demostrado la
existencia de un complejo covalente estable con el extremo 5 del DNA (Meyer y
Geider, 1979) y se desconoce cudl es el mecanismo para conservar la energia del corte
para la reaccion de ligaciéon (Kornberg y Baker, 1992). Debido a que en los ensayos
realizados con pLS1 y derivados, no se pudieron detectar y capturar intermediarios
proteina-DNA covalentes estables, se pensé que la actividad de RepB podria ser
semejante a la de la proteina gpll, bien a través de un enlace fosfodiéster transitorio
0 de una unién no-covalente, en la que son importantes las interacciones
electrostaticas y los aa cargados positivamente (Moscoso ef al, 1995a). En general, las
proteinas Rep (o Tra) se unen al extremo 5 del sitio de corte, a través de la
formacion de un enlace tirosil-fostodiéster. Este residuo Tyr ha sido identificado para
las proteinas Rep de pC221 y pT181 (Tyr-188 y Tyr-191, respectivamente). En la
proteina RepD de pC221 se ha comprobado que al substituir la Tyr activa por Phe
0 Ser, la proteina mutante mantiene la actividad de unién al DNA| pero es incapaz
de unirse covalentemente al dso o de participar ¢n la reaccion de corte/cierre in vitro
sobre DNA superenrollado (Thomas et al, 1990; Dempsey ef al, 1992). En la proteina
Tral del pidsmido RP4 se han identificado dos motivos (designados como 'y III) que
estan implicados en la catdlisis de la reaccion de corte/cierre; dentro del motivo I se
ha identificado el residuo de Tyr (Tyr-22) implicado en la unién covalente de Tral al
extremo 5 del DNA cortado, y en el motivo 111 se encuentra un residuo de His (His-
116) esencial para la actividad de relajacion de la proteina y que podria activar el

grupo hidroxilo de la Tyr por medio de la abstraccion de un protdn (Pansegrau et al,
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1994). Un andlisis mutacional reveld que tras la substitucion de la Tyr-22 por Phe, la
protefna mutante conserva cierta actividad residual para el corte y la union covalente
al DNA, pero tras el cambio de la His-116 por Ser, la proteina no presenta actividad
detectable de corte sobre la forma I del DNA (Pansegrau et al, 1994). Un anélisis
mutacional del gen que codifica para la proteina RepA de pC194 muestra que el sitio
activo de la proteina contiene como minimo tres aa (Tyr214, Glu142 y Glu210) que
constituyen dos centros cataliticos no equivalentes. La iniciacion de la replicacion de
pC194 se produciria tras el ataque nucleofilico sobre el enlace fosfodiéster por el
grupo hidroxilo de la Tyr214; y el Glu142 facilitaria el ataque uniendo y posicionando
un i6n metdlico que neutralizaria las cargas del sustrato fosfodiéster. El otro residuo
(Glu210) participaria al final de una ronda de replicacién mediante una reaccion de
hidrélisis (Noirot-Gros et al, 1994). En la proteina GpA de $X174 se han identificado
dos residuos de Tyr separados por tres aa (dentro de la secuencia YVAKYVNK) que
pueden funcionar de modo equivalente como aceptores de la cadena de DNA durante
la reaccion de corte (van Mansfeld ef af, 1986). En un principio se propuso un modelo
en el cual ambas Tyr podrian alternar entre si las reacciones de corte y ligacién, y
transferirse la molécula de DNA de una Tyr a otra (van Mansfeld er af, 1986). Sin
embargo, en un andlisis posterior se comprobd que no se produce una transferencia
del DNA unido a la Tyr-343 hacia la Tyr-347 (o viceversa) sobre la misma molécula
de proteina (Hanai y Wang, 1993), sino que las dos Tyr de una dnica molécula
participan en las reacciones de corte y ligacion, alterndndose en la catélisis de la
transferencia de hebra, sin que la actividad de una Tyr dependa de la presencia de
la otra. En la protefna gpll del fago fd también se han encontrado dos residuos de
Tyr separados por tres aa en la secuencia RYFGFYR (Beck et af, 1978) que podrian
estar implicados en la reaccion de corte/cierre del DNA, aunque como ya hemos
indicado no se han encontrado complejos covalentes proteina gpll-DNA (Meyer y
Geider, 1979). En la proteina RepB de pLS1 existen cuatro residuos de Tyr (en las
posiciones 14, 97, 99 y 115) que podrian ser posibles candidatos para realizar el
ataque nucleofilico sobre el enlace fosfodiéster existente entre los nt Gy A del origen.
Por homologias de secuencia entre las proteinas Rep de los plasmidos de la familia
(ver mas adelante) y comparacién con el motivo UXXYUXhXXX, conservado entre
proteinas Rep y Mob (llyina y Koonin, 1992), postulamos que el residuo de Tyr activo

de RepB estaria localizado en la posicion 99 dentro de la region R-IV
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(NVENMYLYLTHESKD). Tras la substitucion de este residuo de Tyr99 por Phe o
Ser, se pudo comprobar que las proteinas mutantes conservan la capacidad de union
a los iterones del origen, y sélo ia proteina RepBY99F (cambio de la Tyr99 por Phe)
mantiene cierta actividad residual de corte/cierre y de transferasa de hebra sobre
oligonucleé6tidos. Esta actividad residual podria deberse al residuo de Tyr localizado
en la posicion 97 de RepB o a la Tyr115 de la R-V, region que podria formar parte
del centro activo de la proteina. Aunque el residuo de Ser podria proporcionar un
grupo hidroxilo capaz de realizar el ataque nucleofilico sobre el DNA, el cambio
introducido en la estructura del centro activo de la proteina podria ser mayor que el
producido con la substitucién por Phe, ya que el volumen especitico parcial de este
residuo (Phe, 0.77 ml/g) se acerca mds al valor de la Tyr (0.71 ml/g) que el de la Ser
(0.63 ml/g) (Laue er @/, 1992). Aunque no se han aislado intermediarios covalentes
RepB-DNA, se identificd el residuo Tyr99 como el responsable de realizar el ataque

nucleofilico sobre el enlace fosfodiéster del DNA.,

Se ha propuesto la existencia de dos mecanismos de transesterificacion enzimdtica
de los enlaces fosfodiéster (Mizuuchi, 1992): 1} transesterificacién directa (un solo
paso) entre dos moléculas sustrato, como ocurre en las transferencias de nucle6tidos
catalizadas por las DNA y RNA polimerasas (Knowles, 1980; Eckstein, 1985) y ii) a
través de la formacién de un intermediario covalente mediante dos pasos de
transesterificacién, uno para formar y otro para resolver el intermediario, como
sucede en la recombinacidén especifica de sitio y la relajacién por las DNA
topoisomerasas (Wang, 1985). El mecanismo de transesterificacion se puede conocer
a través del estudio de la estereoquimica del fosfato implicado en la reaccién de
transferencia; para ello, el fosfato debe ser quiral y esto se consigue substituvendo uno
de los oxigenos que no forma parte del enlace, por un dtomo de azuire. Tras separar
los dos isémeros (configuraciéon Ry S)), se realiza la transferencia de DNA y se
analiza la quiralidad del producto obtenido utilizando dos nucleasas con
estereoespecificidad por los enlaces fosforotioato en el DNA. En cada paso de
transferencia la quiralidad del fosfato se invierte. Si la existencia de un intermediario
covalente requiere un minimo de dos pasos de transferencia, la quiralidad del fosfato
se mantiene, como se ha demostrado en la reaccién de integracion del fago i

(Mizuuchi y Adzuma, 1991) o en la transferencia def DNA de ¢X174 por la proteina
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GpA* (Hanai y Wang, 1993). Sin embargo, cuando la reacciéon de transferencia se
realiza en un solo paso, la quiralidad del fosfato reactivo se invierte como ocurre con
la reaccion de transferencia del fago Mu (Mizuuchi y Adzuma, 1991). En este caso,
la proteina MuA, mediante su actividad endonucledsica, corta el DNA donador para
exponer los extremos 3’-OH de la secuencia de Mu; y mediante la abstraccion de un
proton, activa los extremos 3’-oxigeno del DNA donador para que puedan actuar
como nucledfilos sobre el DNA receptor. El corte del DNA receptor y su union al
DNA donador son sucesos mecanistica y temporalmente inseparables (Mizuuchi y
Adzuma, 1991). Posiblemente, la proteina gpll del fago fd actta mediante un
mecanismo similar a la transterencia de! fago Mu, ya que no se han detectado
intermediarios covalentes. Sin embargo, no se ha analizado la quiralidad del fosfato
que podria estar implicado en la unién proteina gpll-DNA. Dado que RepB podria
actuar como gpll, se disenaron experimentos para analizar la estereoquimica del
fosfato implicado en la reaccion de corte. Aunque salvando las dificultades técnicas
que se nos presentaron al realizar los experimentos, podemos decir que nuestros
resultados apuntan a la existencia de un intermediario covalente entre RepB-DNA,
que se produce de forma muy rapida, por lo que no hemos podido capturar o detectar

estos intermediarios empleando métodos mds convencionales.

Al final de la ronda replicativa, una vez que se ha sintetizado la cadena(+ ) nueva
del plasmido, las proteinas Rep van 4 intervenir de nuevo en el proceso replicativo,
participando en la terminacién de la replicacién como se ha demostrado en los fagos
¢X174 y {d (van der Ende et al, 1978; Meyer et al, 1981), y mds recientemente en los
plasmidos de la familia de pT181 (Murray er «f, 1989; Rasooly y Novick, 1993;
Rasooly ef af, 1994a). Al final del ciclo replicativo, la proteina Rep debe reconocer
el dso regenerado e introducir un corte para separar la cadena(+) parental y la
cadena nueva. Este reconocimiento del dso no parece ser tan estricto como ocurre en
la iniciacion, ya que se han observado terminaciones abortivas en secuencias similares,
pero no idénticas, al origen (Michel y Ehrlich, 1986; Ballester ef a/, 1989). En algunos
casos, la terminacion solo requiere una parte de la secuencia del dso como ocurre en
los fagos Ff (Dotto ef al, 1984) o en el plasmido pC194 (Gros er af, 1987). En los
plasmidos de la familia de pT181, asi como en pUBILI0, la terminacién de la

replicacion implica la inactivacién de la proteina Rep después de su uso, mediante
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una modificacion covalente que conduce a la aparicion de una molécula inactiva
Rep*, de menor movilidad electroforética que la Rep activa (Rasooly y Novick, 1993,
Rasooly et al, 19944, 1994b; Miiller et af, 1995). Desafortunadamente, los autores han
senalado esta molécula inactiva como Rep*, denominacion que se ha usado
previamente, para nombrar las protefnas Rep (GpA* de ¢X174 o RepB* de pLSt)
que se traducen a partir de un segundo ATG. El grupo hidroxilo de la Tyr activa de
una de las subunidades del homodimero de RepC realiza el ataque nucleofilico sobre
el enlace fosfodiéster de los nt Ty A del dso, para iniciar la replicacion; con lo cual
esta subunidad queda unida covalentemente al extremo 5 de la hebra desplazada.
Cuando se completa la ronda replicativa (Fig. 6), la sintesis continia unos 12 nt mas
alla del origen. La subunidad de RepC que no se ha usado introduce un corte en el
nuevo dso reconstituido, y a través de una serie de ataques nucleofilicos mediados por
los grupos 3’-OH del DNA vy de la Tyr, se generan tres productos: un intermediario
ssDNA, una molécula dsDNA y un heterodimero de RepC, que contiene una de las
subunidades (RepC*) unida covalentemente a un oligonucledtido (Rasooly y Novick,
1993; Rasooly et al, 1994b). A diferencia de lo que ocurre en pT181, donde se obtiene
un heterodimero de RepC inactivo, la proteina ReplU de pUB110 podria ser
convertida durante la replicacion en un hetero-oligbmero inactivo RepU-RepU*
(Miiller et al, 1995). Sin embargo, el heterodimero RepD-RepD* de pC221 conserva
actividad, si bien reducida (C.D. Thomas, comunicacién personal). Para el pldsmido
pC194 se ha propuesto un mecanismo de terminacion alternativo basado en una
reaccién de hidrdlisis, en la cual el residuo Glu210 activaria una molécula de agua,
directamente o a través de la quelacién de un 16n metdlico, para que se produzca un
ataque nucleofilico sobre el enlace fosfodiéster de la nueva hebra sintetizada (Noirot-
Gros et al, 1994). Se ha comprobado que los intermediarios covalentes topoisomerasa
I-DNA son capaces de catalizar una reaccion de hidrélisis del enlace 3’-fosfotirosil
(Christiansen et al, 1994). A través del estudio de la actividad de cierre o ligacion de
RepB sobre oligonucleotidos, tenemos datos para suponer que la terminacion de la
replicacion de pl.S| requiere especificamente la secuencia 5-TACTACG-3’ localizada
a 5 del sitio de corte. Hasta el momento se desconoce si la terminacién de la
replicacion de pLS1 se produce a través del mecanismo de inactivacion de la proteina
Rep, como sucede en pT181 o si el mecanismo de transesterificacion se produce a

través de una reaccion de hidrolisis, como se ha sugerido para pC194, En la proteina
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RepB existen dos residuos Glu, presentes en la mayorfa de los miembros de la
familia: Glu103, separado por tres aa del residuo activo de Tyr99, y Glul6 localizado
dentro de la region R-I de funcién desconocida; por tanto, ain no se puede descartar

la existencia de un mecanismo similar al que se ha sugerido en pC194.

4. FAMILIA DE pLS1

Como hemos comentado al inicio de este trabajo, los pldsmidos con replicacion
tipo RC se pueden agrupar en cuatro familias principales (Novick, 1989), tomando
como base homologias a nivel de la secuencia de DNA y de la organizaci6n genética
de la regién LIC. La familia representada por pLS1 incluye, hasta el momento, a once
plasmidos de bacterias tanto gram(+) como gram(-) (ver Tabla 1), y alguno de sus
miembros puede replicar en los dos tipos de bacterias (Lacks ef al, 1986; Leenhouts
et al, 1991). Las caracterfsticas mds generales de esta familia podrian ser: i) la
localizacion del dso en una regidn intergénica; ii) la presencia de secuencias
directamente repetidas en el origen, y iii) la existencia de dos elementos reguladores

de la replicacion.

El dso de los plasmidos de la familia de pLS1 podria dividirse en dos regiones
separadas fisicamente y que, por similitud con el dso de pLSI, podrian ser
funcionalmente distintas. La region nic, que estd formada por una o dos posibles
estructuras cruciformes, contendria el sitio de corte de la proteina Rep. La regién
bind, que consta de dos o tres repeticiones directas, seria el sitio de unién de la
proteina Rep. El alineamiento de las secuencias de DNA del dso nos muestra que en
casl todos los plasmidos se conserva la secuencia de 9 pb (5-TACTACGAC-3’) que
contiene el sitio de corte de RepD (de la Campa et al, 1990; Moscoso et af, 1995a) y
un pequeno grupo de nt situados "corriente abajo” del sitio de corte (Fig. 79). En
todos los casos (con la excepcion de pKMK1), la secuencia conservada se podria
localizar en un lazo terminal o interno de una posible estrutura cruciforme. Esto nos
sugiere gue, al igual que ocurre en pLS1, se necesitaria la generacion de estructuras
cruciformes en el dso para exponer el sitio de corte en forma monocatenaria y

ademas, el sustrato replicativo deberia ser la forma superenrollada del plasmido. En
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Sitio de corte

v
pFX2 TTGCTTCCGT I GACH -OCCCCAT-TRA
pWvVO01 TTGCTTCCGTEEYGACH--QCCCCAT~-TAL

pLS1 TGGGGGGG {GAC-~QCCCCCTAT-A

pLCZ2 TTGCGACCHE GAC-—-QCCCCTTTTAR

pADBZ201 CCAGGGGGC

E AG—CCCCCAMTGA

pKMK1 TECGGGGCATE: =¥\ CGARAT-ARAGTAANG

pLB4 acarceeear R cacheckecet-ateE cearre
pAl GACA-CCCCC —AGGA@ECAATG
pE194 caccrcecccpTaceTE ccATTG
pHPK255 GACTATATLCCCCCCAT TAARGC
pCI41ll L;l};ﬁh-ucgggﬂc'r—-yr TCAT
CONSENSUS tACTACgac  cccc GTg

Figura 79. Alineamiento de la regién nic del dso dc los plasmidos de la familia de pLS1. En la parte
inferior s¢ muestran en letras mayisculas, las bases conservadas en todos los plasmidos y en letras
minfsculas, las bases conservadas en la mayoria de los miembros. Las coordenadas del alineamiento
PILEUP realizado, son: pFX2 (1082 y 1176), pWVO01 (322 y 418), pLS1 (400 y 495), pLC2 (807 y 902),
pADB201 (31 y 127), pKMK1 (1737 y 1831), pLB4 (1972 y 2068), pAl (742 y 837), pE194 (843 y 930),
pHPK255 (231'y 324), pCI411 {1170 y 1265).

el plismido pKMKI, el posible sitio de corte G/A se encontraria en la regién
apareada de la estructura cruciforme (King y Dybvig, 1992), aunque estd localizado
al inicio de una regién A-T que facilitaria su exposicién en forma monocatenaria.
Como ya hemos indicado, todos los plasmidos de esta familia contienen secuencias
directamente repetidas (iterones) que varfan en su secuencia, tamano (de 5 a 21 nt)
y en la distancia que les separa del posible sitio de corte de la proteina Rep (desde
13 a 91 pb) (Tabla 10). La proteina RepB de plSl se une, in virro, a las tres
repeticiones del origen (de la Campa et al, 1990). Sin embargo, en algunos de los
plasmidos no se ha indicado su existencia 0 no se les ha asignado funcién alguna.

Como veremos mds adelante, aquellos plasmidos con iterones parecidos (como por
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Tabla 10. Sitios de corle de las proteinas Rep ¢ ilerones propuestos para los plasmidos de la [amilia de
pLSL Se indica el posible sitio de corte (/), el namero de iterones presentes en ¢l dse, su secuencia y la
distancia (en pb) que les separa del sitio de corte de la proteina Rep.

Plasmido Sitio de corte Distancia Iterdn Namero
pLS1 TACTACG/AC 84 TCGGCGACTTT 3
pWVO1 TACTACG/AC 83 TCGCCAACGTTT 3
pFX2 TACTACG/AC 83 TCGCCAACGTTT 3
pE194 TACTACG/AC 15 GTCCATT 3
pLB4 TACTACG/AC 14 GTCCATT 2
pAl CACTACG/AC 13 GTGCAAT 3
plLC? TACTACG/AC 35 ACARACCC 2
pHPKZ255 TACTACG/AC 19 AAGCTAC 2
pADBZ201 TACTACG/AT 55 TGTTTTGCTAGCATTTGTTAA 3
pKMK1 TACTACCG/AA 91 GTTTT 3
pCI4ll TACTACA/AA 13 TGGTCATT 3

ejemplo, pLS1 con pFX2/pWVO01 o pE194 con pl.B4) presentan también un mayor
porcentaje de homologia en sus proteinas Rep. Otra caracteristica de la region del
dso, que también estd presente en la familia de pTI181 (Novick, 1989), es el
relativamente alto contenido en G+C del dso, que contrasta con el bajo porcentaje
existente en la secuencia total del plasmido (Tabla 11). El sitio de corte de la proteina
Rep se ha determinado para pLS!| entre los nt G y A de la secuencia consenso de 9
nt (5-TACTACG/AC-3") y, en base a datos genéticos, se ha postulado para pE194
(Sozhamannan ef af, 1990). Como la proteina RepB presento actividad de corte/cierre
sobre el DNA superenrollado de los plasmidos pFX2 y pE194, y actividad de corte
sobre oligonucledtidos de 23-mer con la region nic de la mayorfa de los plasmidos de
la familia, nosotros proponemos que las proteinas Rep de estos plasmidos (con la
excepcion de pADB201) introducen el corte entre los nt G y A de la secuencia
consenso (Moscoso et af, 1995b). RepB no presentd actividad sobre el oligonucledtido
con la secuencia de pADB201, posiblemente por la ausencia de la C a 2 nt del sitio
de corte, que es esencial para su actividad; por tanto, quedaria por determinar, de

forma no ambigua, el sitio de corte en este plismido.
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Plasmido G+C (%)
pFX2 33.79
nFXz2 (1080, 1160) 45.68
PWVC1 33.47
pW¥0l (320, 400) 48.1%
pLS} 37.23
plS1 (410, 49G) 43,21
pLC2 33.66
ptCz {810, 8%0) 56.79
pADBZO1 29.41
pADB201 (30, 110) 49,38
DKM 29.01
pKMKL (1740, 1820} 41.98
pLB4 37.95
plB4 (1980, 2060) 45.68
pAl 34.93
pAl (760, 840) 45.68
ptl9a 31.71
pEl194 {850, 930} 49 38
pHPK255 36.77
pHPK255 (240, 320) 41.97
pCI4li 35.14
pCI411 (1180, 1260) 44 44

Tabla 11. Contenido en G+C de los plasmidos de la familia de pL81. Se indica el porcentaje G+C en
la secuencia total del plasmido y en la region del dso.

El alineamiento de las secuencias de las proteinas Rep de la familia de pLSi
(Fig. 80) nos muestra la existencia de bloques de aa conservados en la regién N-
terminal y central, y una mayor divergencia hacia la regién C-terminal. Si pensamos
que en el dso se encuentra también una regién altamente conservada (la region nic)
y otra de mayor divergencia (la regién bind), podremos proponer que la regiéon N-
terminal de las proteinas Rep estarfa implicada en la actividad nucleotidiltransferasa
sobre la region nic y que el dominio C-terminal participaria en el reconocimiento de
los iterones de fa region bind. Las proteinas Rep de la familia de pT181 presentan el
determinante de especifidad en la region C-terminal, y el sitio activo se encuentra en
la region central (Novick, 1989; Dempsey ef al, 1992). La comparacién de las regiones

conservadas (R-1 a R-V) con los motivos 1, 2 v 3 propuestos por llyina y Koonin
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Figura 80. Alincamicnto de la sccucncia de aa de las proteinas Rep de los plasmidos de la lamilia de
pLSL. Se indican mediante recuadros gruesos, las regiones conservadas R-1 a R-V entre todos fos
micmbros de la familia. En recuadros finos se indican otras homologias que podrian definir tres
subfamilias. Las flechas indican los residuos Tyr (regiones R-1V y R-V) ¢ His (region R-111) conservados.
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(1992), nos conduce a postular la existencia de un motivo 3 mas amplio y de dos
motivos extra en la familia de pLS1. El motivo 1 (cuya secuencia consenso es
FUurypXXX, donde U representa un residuo hidrofobico y X, cualquier residuo) se
corresponde con la regién R-I de las proteinas Rep. Si bien no se le ha asignado
ninguna funcién todavia, parece ser esencial para la actividad funcional de estas
proteinas Rep, ya que hemos comprobado que un derivado de pLS1 que carece de
esta region (pLS1AA1S con RepB*) no se puede establecer en 8. preumoniae, a menos
que se le suministre en frans la proteina RepB completa (del Solar et al, 1993b). Una
posible funcion para la region R-1 seria que el residuo Glu o Asp, presente en todos
los miembros, facilitase el ataque nucleofilico de la Tyr activa, mediante la union y
posicionamiento de un i6n metdlico que neutralizase las cargas negativas del sustrato
fosfodiéster, como se ha propuesto en pC194 (Noirot-Gros et al, 1994). El motivo 2
(cuya secuencia consenso es XpHUHuUUX) que se corresponde con la region R-II1,
se caracteriza por la presencia de dos His conservadas en un entorno hidrofébico y
se ha propuesto que estarfa implicado en la coordinacién de iones metalicos (Ilyina
y Koonin, 1992). Finalmente, el motive 3 (de secuencia UXXYUXhXXX) contendria
el putativo residuo de Tyr implicado en la union al DNA, y se corresponde con la
region R-1V de las proteina Rep. En esta region de RepB hemos identificado la
Tyr99 como parte de sitio activo de la proteina. En las proteinas Rep de la familia
de pLS1 se han identificado dos motivos nuevos, R-Il y R-V, que podrian ser
especificos de la familia. El motivo R-V contiene una Tyr conservada entre los
miembros de la familia y pensamos que quizds forme parte del centro activo de la
proteina. El motivo R-II, al cual no se le ha asignado ninguna funcion todavia,
contiene otro posible motivo de unién a cationes ("DKD"; Argos, 1988; Pansegrau ef
al, 1994) y un residuo de His conservado, que podria actuar como intermediario en
la activacion de una molécula de agua promovida por un grupo carboxilo (por
ejemplo, de algin Asp presente en esa region) como ocurre en la DNasa I (Lahm et
al, 1991) o podria activar el grupo hidroxilo del residuo Tyr mediante la abstraccién
de un proton, como sucede en la proteina Tral del plasmido RP4 (Pansegrau er al,
1994).

Junto con las homologias existentes en la region del dso y en las proteinas Rep,

los plasmidos de la familia de pLS1 presentan una organizacidn genética similar y
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analogfas a nivel de los elementos reguladores de la replicacion del pldsmido: un
represor transcripcional (la proteina Cop) y un RNA antisense. Todos los plasmidos,
con la excepcion de pHPK255 (Kleanthous et af, 1991), podrian codificar proteinas
Cop pequenas (entre 45 y 55 aa) con el putativo motivo HTH de unién a DNA,
Probablemente en todos los casos, los genes cop y rep se transcriben a partir de un
tinico promotor (P_), como ocurre en pLS1. Aunque no se ha demostrado todavia, en
todos los plasmidos se podria transcribir un pequeno ctRNA que solaparia con las

sefnales de iniciacion de la traduccion del gen rep (del Solar et al, 1993¢, 1995a).
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Figura 81. Comparacion entre algunas protcinas Rep de la familia de pLS1 (programa DOTFLOT). Los
puntos indican los residuos homélogos entre las proteinas. Las proteinas comparadas son: RepB de pLS1,

RepF de pE194, RepB de pl.B4, RepB de pFX2 (que ha sido renombrada en el texto como RepX) y
RepB de pl.C2.
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Basdndonos en las homologias existentes entre los iterones de algunos plasmidos
de la familia, en las diferentes distancias entre los iterones y el sitio de corte, y en los
distintos grados de homologias de la region C-terminal de las proteinas Rep, podemos
considerar la existencia de tres subfamilias diferentes. Una de ellas incluiria a los
plésmidos pk194 de S.aureus (Horinouchi y Weisblum, 1982a; Villafane et af, 1987),
pl.B4 y pAl de L.plantarum (Bates y Gilbert, 1989; Vujcic y Topoisirovic, 1993);
pE194 y pLLB4 poseen iterones idénticos y sus proteinas Rep presentan una gran
homologia tanto a nivel de su region N-terminal como C-terminal (Fig. 81). El
subgrupo de pLS1 estarfa formado por el plasmido pLC2 de L.curvatus (Klein et al,
1993) y dos plasmidos de L.lactis, pFX2 y pWVO01 (Xu et al, 1991; Leenthous e al,
1991), que son practicamente idénticos. Aunque respecto a los otros miembros de su
grupo, pLC2 presenta una clara diferencia en los iterones y en la distancia que los

separa del sitio de corte, su proteina Rep es la que presenta un mayor porcentaje de

pHPK255¢
pKMKI
pADB201
pLS1
{34 ——
P pFX2
pWV 01
pLE194
pLC2
pAl
Figura 82. Diagrama filogendético de los miembros de la familia de plLS1, basado en las homologias de

sccuencia en las proteinas Rep,
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identidad (59.4%) con la proteina RepB de pLS1, tanto en la region N- como C-
terminal (Fig. 81). Un tercer subgrupo estaria formado por los plasmidos pHPK255
de H.pylori (Kleanthous et af, 1991), pADB2O1 y pKMK1 de M.pylori (Bergemann et
af, 1989; King v Dybvig, 1992) y pCl411 de Leuconostoc lactis (Coffey ef af, 1994). El
grado de homologia existente entre la proteina RepB de pL.S1 y las proteinas Rep de
los plasmidos pE1%4, pFX2 y pLC2 se muestra en la Figura 81. Un diagrama
filogenético de los miembros de la familia de pL.S1 basado en las similitudes entre las
proteinas Rep (Fig. 82), nos indica las posibles relaciones existentes y nos sugiere la
posibilidad de que todos deriven de un ancestro comian. El plasmido pHPK255 de
H.pylori (Kleanthous er @/, 1991), una bacteria gram(-), es el que se encuentra mas
alejado filogenéticamente del resto de los miembros. No debemos olvidar que aunque
los plasmidos con replicacion tipo RC, estdn construidos por moédulos genéticos
intercambiables (Projan y Novick, 1988) y la region LIC (regién de iniciacién y
control) presenta un alto grado de homologia entre los distintos miembros de la
familia, otros médulos como la region DET vy el sso, presentan un mayor grado de
divergencia, lo que nos hace suponer que en cada huésped la molécula plasmidica ha
adoptado las condiciones mds eficientes para su proceso replicativo y su

mantenimiento en la célula huésped correspondiente.
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

La realizacion de esta Tesis Doctoral se ha basado principalmente en el estudio
de las interacciones existentes entre la proteina iniciadora de la replicacién, RepB y

el origen de doble cadena (dso) del plasmido pLS1.

Basandonos en andlisis de delecién realizados previamente a este trabajo, se pudo
delimitar el origen funcional in vivo de pl.S1, dentro de un fragmento de 247 pb
(entre las coordenadas 402 y 648 de pLS1). Se comprobé que este origen puede ser
dividido fisica y funcionalmente en dos regiones separadas: la region nic, donde la
proteina produce el corte en el DNA y la region bind, que incluye los tres iterones
a los cuales se une in vitro la proteina RepB. El andlisis in vivo de ambas regiones
reveld que s6lo cuando se clona el dso entero de pLS1 en un replicon compatible se
observa cierta incompatibilidad frente al pLS1, lo cual sugiere la necesidad de las dos
regiones del origen (region bind y nic) para la funcionalidad in vivo de RepB y que
ninguna de las dos regiones por separado son suficientes para secuestrar RepB vy

reducir e] niimero de copias de pLS1.

Se comprobd que la proteina RepB actiia en trans, como corresponde l6gicamente

a una proteina iniciadora de la replicacion RC plasmidica.

Tras purificar la proteina RepB a partir del sistema de clonaje vector
pETS5/huésped E.coli BL21{DE3), se determint la masa molecular de RepB mediante
equilibrio de sedimentacion y se vio que la preparacion de RepB corresponde

aproximadamente a la de un hexidmero.

Se pusieron a punto las condiciones para el andlisis de la actividad tipo
topoisomerasa { de la proteina RepB sobre DNA superenrollado. Se estudié la

influencia de la temperatura y de la concentracion de sustrato sobre la actividad de
RepB.

La actividad de RepB sobre DNA plasmidico superenrollado (FI} genera dos
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tipos de moléculas: formas circular abiertas (FII; producto de la actividad de corte)

y formas circular relajadas (FT’; producto de la actividad de corte/cierre).

Se comprobé que in vitrro, la relajacion de DNA superenrollado por RepB no
requiere la unién previa de la proteina iniciadora a la region bind, y se ha demostrado
que la actividad de RepB es dependiente de hebra pero independiente de orientacién
sobre DNA superenroliado. Por el contrario, se sabe que el papel de los iterones in
vivo es fundamental para la replicacion del pldsmido, y el hecho de no haber obtenido
un replicén que tuviese los iterones y el sitio de corte situados en fases distintas,
favorece la siguiente hipétesis: RepB reconoceria in vivo los iterones y al unirse a
ellos adoptaria la posicién adecuada para reconocer el sitio de corte en la regién nic,

situado 84 bp hacia la izquierda.

Se demostro que la proteina RepB es capaz de reconocer y actuar sobre
derivados de pL.S1 (carentes de potenciales estructuras secundarias o que poseen
mutaciones puntuales o deleciones en los genes copG y repB). Las diferencias
observadas en la actividad de RepB sobre los distintos derivados podria ser debido
al mayor o menor grado de superenrollamiento del DNA plasmidico, que favoreceria
una mayor o menor extrusion de la Horquilla I y en consecuencia la exposicion del

sitio de corte de RepB como ssDNA.

La actividad de RepB es dependiente de la temperatura y se sabe que la reaccion
transcurre de torma muy rapida a 60°C. Probablemente a esta temperatura, la fraccion
de moléculas potencialmente sensibles a RepB (que presentan la Horquilla 1 extruida

y el sitio de corte como ssDNA) es sustancialmente mayor.

La proteina RepB presenta actividad sobre oligonucledtidos monocatenarios que
contengan la region nic del dso de pl.S1. Su actividad de corte es especifica de
secuencia y no requiere la generacidon de una estructura secundaria en un oligo

monocatenario que contenga el sitio de corte.

La proteina reconoce la siguiente secuencia consenso de 9 nt: S-"TACTACR /HC-

3" (siendo R= base piirica y H= cualquier base excepto G). La C situada a 2 bases
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del sitio de corte es importante en el reconocimiento de la secuencia.

La proteina RepB no presenta actividad detectable sobre DNA lineal, ya se trate
de DNA plasmidico linearizado o de un oligonucledtido bicatenario que contenga la

region de corte.

La proteina RepB es capaz de cortar y unir los dos extremos de un
oligonucle6tido que contenga la region nic del origen de pLSI1. Pero RepB sélo
presenta actividad de cierre cuando el 5’-fosfato necesario para la reaccion de cierre
ha sido previamente generado por ella y si el extremo 3’-OH conserva la secuencia
TACTACG,, reconocida por la proteina. Parece que la reaccion de corte mediada
por RepB libera un 5-fosfato "activado" situado a 3’ del sitio de corte. La proteina
puede asimismo intercambiar los extremos generados tras el corte de dos oligos que

contengan la region nic.

A través de los métodos tradicionales (andlisis de la interfase agua-fenol,
precipitaciéon con K'-SDS o retardo en gel) no se han podido detectar intermediarios
covalentes proteina-DNA. En los ensayos con oligonucledtidos marcados en su
extremo 3’, tampoco se detectaron complejos proteina-oligo covalentes, como bandas

retardadas en el gel de secuencia.

Gracias a los ensayos de unién en filtro se sabe que los complejos RepB-DNA
son muy sensibles a la concentracion de SDS, y presentan cierta sensibilidad frente
a las concentractones altas de sal y valores de pH por encima de su punto isoeléctrico
(pH 8.8). Esto nos indica la existencia de ciertas interacciones electrostdticas entre
la proteina y el DNA, y que los aa cargados positivamente son importantes en el tipo
de interaccion que se produce entre RepB y el DNA. La unién de RepB al DNA se
podria producir a través de un enlace fosfodiéster transitorio, como sucede con la
proteina gpll del fago fd (Meyer y Geider, 1979) o bien a través de una unién no-
covalente, en la que son importantes las interacciones electrostaticas y los aa cargados
positivamente. Sin embargo, tras analizar la actividad de corte/cierre de RepB sobre
un sustrato con un fosfato quiral (sitvado en la posicién del fosfato que interviene en

el enlace proteina-DNA), parece ser que la quiralidad del fosfato se conserva, lo cual
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serfa indicativo de la existencia de un posible intermediario covalente.

RepB es capaz de reconocer dso de plasmidos relacionados tanto sobre DNA
superenroliado como en oligonucledtidos ssDNA. Para la actividad de RepB sobre
DNA superenroliado, es necesario que exista cierto grado de superenrollamiento para
que se produzca la extrusion de la estructura secundaria de la region nic, y quede

expuesto el sitio de corte como ssDNA.

Mediante mutagénesis dirigida se ha cambiado la Tyr99 de RepB por una Phe
y una Ser. Tras la purificacién de las dos proteinas mutantes, se pudo comprobar que
estas proteinas carecen de actividad replicativa y de corte/cierre sobre DNA
superenrollado, aunque se unen normalmente a DNA. Sélo la proteina RepBY99F
presenta un porcentaje muy residual de actividad de corte y nucleotidiltransferasa
sobre oligonucledtidos. La actividad de unién a la region bind del origen, no se ve

afectada por el cambio de Tyr99 a Phe o Ser.

Mediante homologias de secuencia de los genes rep de la familia de pL.S1, se ha
propuesto que la regién N-terminal de la proteina RepB estaria implicada en la
actividad nucleotidiltransferasa de la proteina y la region C-terminal participaria en

el reconocimiento de los iterones.
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