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RESUMEN

Los rizobios son bacterias del suelo capaces de fijar nitrégeno
atmosférico en simbiosis con leguminosas. En particular,
Sinorhizobium meliloti es una a-Proteobacteria simbionte especifico
de plantas de alfalfa. Metales como el hierro y manganeso son
esenciales para la sobrevivencia de estas bacterias en el suelo y/o
en simbiosis. Debido a los cambios adaptativos necesarios para
afrontar los diferentes nichos ecolégicos, la homeostasis de estos
dos metales estd finamente regulada a nivel génico en estas
bacterias. La proteina FUR (Ferric Uptake Regulator) reprime la
expresion de genes involucrados en la adquisicion de hierro en la
mayoria de las Proteobacterias. Sin embargo, en S. meliloti se
demostré que la proteina homodloga reprime los genes de
adquisicion de manganeso (mntABCD) y no los de hierro, por lo que
se nombré como Mur (Manganese Uptake Regulator).

Previamente nuestro grupo demostrd por ensayos de retardo de la
movilidad electroforética en gel (EMSA) y de footprinting, que la
proteina recombinante Mur de S. meliloti 1021 se une a una regién
de ADN (denominada caja Mur) la cual es similar a las secuencias
(cajas Fur) reconocidas por otras proteinas Fur estudiadas. En
presencia de Mn?", la proteina Mur se une a la caja Mur presente
en la regidn operadora del operén mntABCD y en estas condiciones

la expresiodn del sistema se reprime.

A partir de estos resultados nos propusimos caracterizar las bases
moleculares de la unién establecida entre ambas macromoléculas
en presencia de manganeso. Utilizando una sonda de ADN de 30 pb
conteniendo la caja Mur, se intentd obtener cristales del complejo
Mur-Mn?*-ADN. Luego de una primera y exhaustiva seleccion de
solventes para la cristalizacion se seleccioné uno para reproducir en
mayor escala y optimizar su composicidén. Los cristales obtenidos
fueron analizados mediante difraccion de rayos X.
Lamentablemente, la resolucion obtenida fue muy baja (4 ,&)
impidiendo un correcto andlisis estructural.

Con el fin de obtener cristales de mejor calidad se disefié una nueva
sonda de ADN agregandose tres pares de bases en ambos extremos
de la sonda de 30 pb utilizada anteriormente



(5’GCCCTAGTTGCAAATGCTTCTCATTTGCATTGACCC3'). Dicha
modificacidn garantiza una mayor estabilidad térmica del oligo. Por
ensayos de EMSA demostramos que Mur se une con alta afinidad a
esta nueva sonda de 36 pb. Una vez purificado el complejo Mur-
sonda de 36 pb en presencia de Mn?*, se intentara obtener cristales
empleando el mismo solvente utilizado en el ensayo anterior. En el
caso de resolver la estructura cristalografica del co-cristal, ésta serd
la primera estructura conocida formada entre un miembro de la
superfamilia Fur de reguladores transcripcionales y su ADN blanco
lo cual aportara informacién valiosa para comprender las bases
moleculares y funcionales de esta familia de reguladores.
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1_INTRODUCCION

1.1_REGULACION GENICA EN LOS PROCARIOTAS:

En los microorganismos, al igual que en otras células vivas, la
expresion de genes es altamente regulada con el fin de ajustar la
maquinaria enzimatica de las células y los componentes
estructurales a los cambios en el entorno nutricional y fisico. De
esta manera, una célula bacteriana sintetiza normalmente sdlo las
proteinas necesarias para la supervivencia en las condiciones en las

gue se encuentre en un momento dado.

La expresidn génica tanto en procariotas como en eucariotas esta
regulada principalmente a nivel transcripcional, mediante Ia
interaccion entre la ARN polimerasa o secuencias particulares
presentes en los promotores y proteinas activadoras o represoras.
Con el fin de iniciar la transcripcién, la ARN polimerasa debe estar
asociada al factor o, que reconoce el sitio de inicio de la
transcripcion. En las células bacterianas el factor c mas comun es el
factor 0670 que interactia con la mayoria de los promotores
procariontes. Las proteinas activadoras o represoras pueden unirse
a sitios presentes en la regién promotora cercanos al sitio de unién
del factor o, reconociendo secuencias definidas de la doble hélice
de ADN, facilitando la unidn de la RNA polimerasa o impidiendo su
union, respectivamente, y determinar asi cudles de los genes van a
ser transcriptos en la célula. A pesar de que cada una de estas
proteinas tiene caracteristicas Unicas la mayoria se une al ADN
como homodimero o heterodimero y generalmente reconocen al

ADN por un pequefio numero de motivos comunes que incluyen



hélice-vuela-hélice, los homeodominios, cremallera de leucina y

dedos de zinc.

El mecanismo principal de accién de los represores consiste en
unirse a la regiéon promotora de un gen u operdn, bloqueando la
iniciacion de la transcripciéon. Una o varias pequefias moléculas
sefiales (inductores), interactian con el represor, controlando su
actividad de unién al ADN y por lo tanto la tasa de transcripcidon

apropiada para las necesidades de la célula.

Los activadores estimulan la transcripcidén uniéndose a un promotor
especifico, mediante diferentes mecanismos (reclutamiento de ARN
polimerasa, apertura de la doble hebra, curvamiento del ADN, etc.).
La actividad de unién al ADN de un activador también se modula en
respuesta a las necesidades celulares por la uniéon de inductores

especificos (1).

El operdn lac es requerido para el transporte y metabolismo de la
lactosa en la bacteria Escherichia coli, asi como en algunas otras
bacterias entéricas. Presenta tres genes estructurales adyacentes,
un promotor, un terminador y un operador. Este operdn es
regulado por represores y activadores que responden a la
disponibilidad de glucosa y de lactosa. La regulacion génica del
operén fue el primer mecanismo regulatorio de la expresidon

genética en ser elucidado (2).

La proteina represora Lac | se expresa constitutivamente vy
permanece unida en forma de tetrdmero a la zona operadora (ver
Figura 1), impidiendo la transcripcién de los genes estructurales. La
lactosa es capaz de unirse a la proteina represora Lac |, generando
un cambio conformacional que disminuye su afinidad por la regidn
operadora. Sin embargo para que la ARN polimerasa puede
transcribir libremente los genes estructurales necesita de la accidn

de la proteina activadora CAP. Esta proteina se puede unir al ADN


http://es.wikipedia.org/wiki/Metabolismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
http://es.wikipedia.org/wiki/Enterococcus
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Gen_estructural&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Promotor_del_ADN
http://es.wikipedia.org/wiki/Terminador
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Operador_%28biologia%29&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Glucosa
http://es.wikipedia.org/wiki/Lactosa

Figura 1_El
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operon Lac.
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iniciacion de la
transcripcion del
operdn Lac por
su efecto en CAP
y de la proteina
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en presencia de AMPc. Las concentraciones de AMPc intracelulares
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1.2 _TEcNICAS PARA EL ESTUDIO EE REGULADORES

TRANSCRIPCIONALES:

Existen muchas técnicas para identificar y aislar proteinas
reguladoras, los genes que regulan y las secuencias de ADN que

reconocen.

1.2_a) Ensayo de retardo en gel:

Una de las técnicas mas cominmente usada para el estudio de la
union de una proteina al ADN es el ensayo de retardo de la
movilidad electroforética o EMSA (Electrophoretic Mobility Shift
Asay). Basicamente consiste en determinar cémo la unién de la

proteina en estudio a un oligonucleétido que contenga la secuencia



Figura 2_ Representacion
grafica del método de la
gota colgante.

de reconocimiento especifica, retarda la migracién de dicha sonda

en un gel de poliacrilamida (1).

1.2_ b) Cromatografia de afinidad al ADN:

Otro método es la cromatografia de afinidad al ADN. La doble
hebra de oligonucledtidos es sintetizada por métodos quimicos y es
inmovilizada en una matriz de agarosa. La aplicacién de un extracto
celular en este tipo de columna, permite identificar las proteinas

que se unan especificamente a esta sonda (1).

1.2_c) ADN footprinting:

El ADN footprinting es una técnica que permite determinar en
detalle la secuencia de ADN que es reconocida por una proteina
reguladora. Luego de una reacciéon de uniéon del ADN con la
proteina en cuestion, se somete a una digestién con ADNasas. De
esta forma, la regidén especifica reconocida por la proteina serd

protegida de la digestidon que luego se visualiza en una corrida en

gel (1).

1.2_d) Cristalografia de rayos X:

La técnica que nos permite obtener la estructura tridimensional de
las moléculas es la cristalografia de rayos X. La cristalizacidon es el
proceso mediante el cual las moléculas se ordenan de un modo

natural formando un reticulo repetitivo que denominamos cristal.

En el caso de las proteinas, el experimento de cristalizacién
comienza con una solucion de proteina relativamente concentrada
(entre 2 y 50 mg/ml) a la que, se le afiade lentamente un solvente,
con la intencién de reducir la solubilidad de la proteina y generar
una precipitacion controlada de la misma. Si posteriormente se
fuerza un incremento paulatino de concentracién y se controlan las
condiciones normalmente se generan diminutos nucleos cristalinos

cuyo ulterior crecimiento puede dar lugar a cristales de tamafio



Figura 3_ Robot Art
Robbins Instruments
Crystal Phoenix

adecuado para los experimentos de difraccion (entre 0.1 y 0.5 mm)

(3).

Para maximizar la posibilidad de éxito de un intento de
cristalizacién, es necesario disefiar distintos experimentos,

partiendo de diferentes concentraciones de proteina y precipitante.

El método mds comun para estos experimentos es el basado en la

técnica de la gota colgante (Ver Figura 2).

Se colocan unos pocos microlitros (1-2 ul) de la solucién de
proteina en el centro de un cubre-objetos de vidrio y se le afladen
1-2 pl de la solucidn del precipitante. El cubre-objetos que contiene
a la gota de mezcla se invierte y con él se tapa el pocillo que
contiene el agente precipitante. Este sistema cerrado evolucionard
por equilibrio de vapor. Como la mezcla de proteina y precipitante
en la gota estd menos concentrada que la solucién de precipitante
en el pocillo, el agua de ésta se evaporara, uniéndose a la solucién
del pocillo. Como resultado de este proceso, las concentraciones de
la proteina y del precipitante aumentaran lentamente en la gota, y

si las condiciones son las adecuadas, se formaran cristales (4).

Los cristales crecen en la gota, segun la proteina es la forma del

cristal, como por ejemplo pueden tener formas romboides.

Para obtener las condiciones ideales de cristalizacién en tiempo
reducido se han desarrollado robots de cristalizacion (Figura 3) que
simplifican mucho el proceso manual, pudiéndose obtener 96

condiciones de cristalizacién diferentes en segundos.

Existen otras técnicas de cristalizacion de proteinas, tales como el
de la gota sentada (similar al de la gota colgante), botones de

dialisis, microbatch, difusion (3, 4).
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Figura 4_ Diagrama de cinta
para un mondmero de FurB de
M. tuberculosis con elementos
estructurales secundarios
marcados.

La Figura 4 muestra la estructura cristalografica de la proteina FurB
reguladora del transporte de Zinc (Zinc Uptake Regulator) de

Mycobacterium tuberculosis.

1.3 _ REGULACION DE LA HOMEOSTASIS DE METALES DE

TRANSICION EN BACTERIAS:

En todos los seres vivos, los metales de transiciéon como Fe, Mn, Zn,
Co, Ni y Cu son esenciales para la vida de la célula. Son requeridos
para importantes funciones, como cofactores estructurales vy
cataliticos de muchas y variadas enzimas. Pero de encontrarse en
exceso suelen ser muy téxicos para la célula, por lo que la

concentracion intracelular de los metales es finamente controlada.

La regulacion de los sistemas de adquisicion de metales se da a
nivel de la transcripcién por reguladores transcripcionales Ilamados
metaloreguladores. Existen dos tipos principales de
metaloreguladores, los que regulan la adquisicion de metales
(pertenecientes a las familias DtxR, Fur y NikR) y los que regulan
sistemas de exportacion y detoxificacion de metales

(pertenecientes a las familias de ArsR y MerR) (5).

En bacterias, muchos genes implicados en la adquisicién de metales
son reprimidos por metaloreguladores que utilizan al propio metal
como co-represor. Este mecanismo le permite a la bacteria
coordinar la disponibilidad del metal en cuestion segiun las
necesidades. En altas concentraciones del metal, el represor impide
la expresion de los genes de adquisicidon, manteniendo asi la

homeostasis del organismo (6).
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El sistema mejor conocido de homeostasis de hierro en bacterias es
el mediado por Fur (Ferric Uptake Regulator) un regulador
transcripcional, que ha sido muy estudiado en diversos grupos
taxondmicos como vy y B-Proteobacteria, bacilli, y cyanobacteria (7,
8). Fur fue la primera proteina de su grupo de reguladores en ser
caracterizada tanto genética como bioquimicamente (9, 10). La
superfamilia de proteinas Fur se compone de reguladores de
metales, dentro de los cuales encontramos los que regulan el
metabolismo de hierro (Fur), zinc (Zur), manganeso (Mur), niquel
(Nur) o controlan la respuesta al estrés oxidativo (Per) o responden
a la presencia de hemo (Irr). Como es de esperarse, en la mayoria
de las bacterias encontramos varios de estos reguladores, ya que
son indispensables para mantener la homeostasis celular. Por
ejemplo en el genoma de Bacillus subtilis existen tres miembros de

la familia Fur (Fur, Zur y Per) (9, 11).

Cuando la bacteria se encuentra en condiciones de riqueza de
hierro, Fur interactua con el ion ferroso, y el complejo se torna muy
avido por una secuencia conservada palindréomica de 19 pb que se
conoce como caja FUR (12), y unido a ésta reprime la iniciacién de
la transcripcion de los genes consecuentes. El andlisis de expresion
global en E. coli ha mostrado que Fur puede reprimir mds de cien
genes en medios ricos en hierro, muchos de ellos involucrados en la
re captacion de hierro y otros en el metabolismo del mismo (13).
Por otro lado, otros genes son positivamente regulados por Fur por
medio de la represién de un ARN pequefio, por ejemplo
bacterioferritina y de otras enzimas que contienen hierro, como

fumarasa y superoxido dismutasa (13).

Se han hallado genes ortdlogos a Fur en varias bacterias gram
negativas y gram positivas con bajo contenido en GC (13). También

se han encontrado cajas Fur delante de los genes implicados en la

12



adquisicion de hierro en un amplio rango de bacterias,

demostrando la gran dispersién que existe de este sistema (14, 15).

La interaccion del complejo (Fur-Fe®*) con la caja Fur es un tema en
estudio aun (16, 17). El primer modelo propuesto es de un dimero
de Fur unido a la secuencia palindromica de 19 pb, en el que cada

mondmero reconoceria un lado del palindrome.

ﬁ[FP—z‘] u [Fe¥]

Represién de genes implicados Activacion de genes implicados
en la adquisicion de hierro en la adauisicion de hierro

Fur OFF CD CEO ON

A __p oN

' . =
Caja Fur

——> Genes de adquisicion
Caja Fur de hierro de hierro

Genes de adquisicion

Figura 5_ Representacidn esquemadtica de la regulacién mediada por Fur.

Distintos modos de interpretacion de la caja Fur:

— > <

GAIAAIGATAATCATTATC
> —=> <

GATAATGATMTCATTATC b) tres hexdmeros repetidos y

—_— < ] )
EGATAATGATAATCATTAT@ c) dos repetidos inversos solapados 7-1-7.
% &

a) dos secuencias palindrémica enfrentadas, 9-1-9,

Figura 6_ Distintas interpretaciones de Fur con la caja Fur consenso.

Como se muestra en la Figura 5y 6, aun no se ha llegado a revelar
cdmo es que realmente interacciona Fur con la caja Fur, y menos

aun como interacciona Mur con la caja Mur.

Se han descripto las estructuras cristalograficas de Fur en

Pseudomonas aeruginosa, y el dominio N-terminal de E. coli K 12,
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sin embargo no se ha determinado estructuralmente como el

complejo Fur-Fe** interacciona con la caja fur (5).

Dado el papel clave del hierro en procesos que van desde centros
de reaccion fotosintética en Rhodobacter y la fijaciéon de N, en
rizobios hasta los cristales de magnetita en Magnetospirillum, es
sorprendente lo poco que se conoce sobre la regulacién génica

mediada por hierro en a-Proteobacterias.

En las a-Protobacterias Rhizobium legquminosarum vy Sinorhizobium
meliloti se ha identificado un homologo a Fur sin embargo se ha
encontrado que esta proteina no estd involucrada en la regulacién
con la captacién de hierro. En dichos rizobios, esta proteina
homologa a Fur, reprime en forma dependiente de manganeso el
operdn sitABCD que codifica para un sistema de transporte de Mn,
y por eso fue llamada “Mur” (Manganese Uptake Regulator) (18,
19). Sorprendentemente, en estudios previos realizados en E. coli
K12 se habia propuesto que el manganeso en exceso era capaz de
funcionar como un co-represor de Fur, reprimiendo los genes

necesarios para la adquisicion del hierro (20).

1.4_MUR: EL REGULADOR DEL TRANSPORTE DE MANGANESO

EN RiZOBIOS:

Al igual que otros metales de transicion, el manganeso también es
esencial para la actividad de muchas enzimas. Por lo cual, tanto su
transporte como regulacién son criticos en la vida de los
organismos. La mayoria de las bacterias expresan al menos uno de
los sistemas principales para el transporte de Mn?*'; el
transportador de iones divalente MntH de tipo NRAMP o el

transportador de Mn?" MntABC de tipo ABC. Un nimero menor de
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microorganismos utiliza un tercer sistema conocido como ATPasa

tipo P para el transporte de este cation.

En bacterias los transportadores de tipo NRAMP caracterizados
hasta ahora tienen afinidades mucho mayores por el Mn2+que por
otros metales divalentes por lo que fueron designados MntH (por

Mn transport, H dependent) (21, 22, 23).

En base a homologias entre las proteinas de unién a metal, a las
mediciones de transporte de iones marcados y al fenotipo de
mutantes en estos sistemas, Claverys et al, (24), propusieron la
existencia de una familia de transportadores de tipo ABC

exclusivamente dedicada al transporte de manganeso y zinc.

Cada transportador estd compuesto por una lipoproteina anclada a
la cara extracelular de la membrana citopldsmica, proteinas de
union a ATP citopldsmicas y proteinas integrales de membrana que
median el transporte del idn. En bacterias Gram-negativas la
lipoproteina es remplazada por una proteina peripldsmica de unién

al cation (1) (Ver Anexo 5.6).

Como ya mencionamos se han renombrado las proteinas
homologas a Fur presentes en S. meliloti (25), en R. leguminosarum
y Agrobacterium tumefaciens (26, 27, 28) como Mur, porque
regulan el operdn sitABCD (también denominado como mntABCD),
reprimiendo su transcripcion en condiciones de suficiencia de
manganeso. Sin embargo, cuando esta proteina se expresa en E.coli
puede responder a la presencia de Fe. La observacion de que Mur
es una proteina que puede responder a Fe’" en E. coli ya Mn?* en
R. leguminosarum resalta la importancia del medio intracelular en
el control de la respuesta a metales de cada célula (29). En
Neisseria gonorrhoeae se ha observado que un homdlogo a Fur
regula la expresién del transportador MntABCD en respuesta a

Mn?*. Aunque se ha nombrado PerR (Peroxide response regulator)
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a esta proteina debido a que la mutante es mas resistente a la
muerte por H,0, que la cepa salvaje y que otros miembros de esta
familia, ningln gen implicado directamente en la respuesta a estrés
oxidativo se ve afectado. El fenotipo de mayor resistencia al H,0,
podria deberse a que la mutante acumula mayores niveles
intracelulares de Mn?*. Por lo tanto se ha sugerido que este

regulador también deberia ser llamado Mur (6).

Algunos autores como Horsburgh et al 2002, postulan que las
bacterias utilizan al Mn** en complejos con ligandos celulares como
un mecanismo basal de defensa frente al estrés oxidativo. Este
mecanismo permitiria a las bacterias hacer un uso mas eficiente de
sus recursos, minimizando el gasto energético que significa la

sintesis de un reguldn de defensa.

1.5_MUREN S. MELILOTI:

Mediante una mutagénesis con transposdn se obtuvieron dos
mutantes de S. meliloti 242 incapaces de crecer en un medio rico
suplementado con el quelante EDDHA. Este fenotipo no pudo ser
revertido por el agregado de distintas fuentes de hierro tales como
compuestos heminicos o siderdforos. Los genes interrumpidos
fueron identificados como sitB y sitD los cuales forman parte de un
operdn que codifica para un transportador tipo ABC para metales
en varias bacterias Gram-negativas. En este trabajo se compararon
los fenotipos de estas mutantes con las de otras mutantes
defectuosas en la adquisicién de hierro mediada por siderdforos.
Los resultados obtenidos muestran que en S. meliloti el operén
SitABCD es importante para la adquisicion de manganeso cuando

este metal es escaso (30).
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Platero et al 2004 (28), analizaron el fenotipo de una mutante fur
de S. meliloti. Demostraron que la expresidén de algunas funciones
implicadas en el transporte de alta afinidad de hierro tales como la
produccién de sideréforos y de algunas proteinas de membrana
externa, responden a hierro pero de forma independiente de Fur.
También hallaron que en el mutante fur, el control por manganeso
de la expresién del transportador MntABCD se pierde. Los datos
gue presentan muestran una nueva funcién para un miembro de la
familia Fur en bacterias que es la de regular la expresién génica en

respuesta a manganeso.

En trabajos posteriores se analizd la unidon de Mur a la regién
promotora del gen mntA de S. meliloti. Se demostré que en
presencia de manganeso, Mur se une con alta afinidad a esta regién
promotora. Los resultados indican que la estequeometria de unién
es de dos mondmeros o un dimero de proteina por molécula de
ADN. La secuencia a la cual se une Mur fue identificada por ensayos
de proteccidon frente a la ADNasal (DNasa | footprintinganalysis).
Esta region cubre unos 30 pares de bases y contiene la secuencia
palindrémica identificada previamente como una posible caja Fur.
Sin embargo Mur reconoce con baja afinidad una caja Fur clasica.
Los datos obtenidos indican que Mur es capaz de responder a

concentraciones fisioldgicas de manganeso (31).

dicroismo circular (DC) De 60
una solucion  de Mur
10uM en buffer Tris-HCI 40 \

=
10mM pH 8,5 NaCl 10mM, || -8 20 :
= \

buffer solo, en naranja,
espectro obtenido para
Mur y en celeste el
espectro de Mur corregido
por el blanco.

Espectro de Espectro DC Mur 10uM en TrisNaCIMn
e o
del (&) \ /
-20 W
-40 T T U
190 210 230 250

Longitud de onda (nm)

—— Experimental blanco Corregido
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Estudios estructurales de la proteina Mur de S. melioti mediante
dicroismo circular demuestran que Mur tiene un alto contenido en
alfa hélices (Figura 7). El contenido de alfa hélices tedrico hallados,
es similar al calculado para la proteina Furps (Fur de Pseudomonas
aeruginosa) de acuerdo a los datos cristalograficos (32). El
contenido, tamafio y posicidon relativa de las hélices y hojas estan
conservados entre Mur y Furpy lo que les permitid construir un
modelo tridimensional para la proteina Mur que abarca una regién
comprendida entre los aminoacidos 15 al 141 de los 142

aminoadcidos que forman la proteina Mur.

En otros estudios se ha propuesto un modelo en el cual la
formacién de una alfa hélice en el extremo N-terminal de Furgc (Fur
en E. coli), seria fundamental para su actividad (33). Segun este
modelo la unién del metal al sitio regulatorio provocaria cambios
conformacionales que estabilizarian la formacién de esta hélice,
optimizando el reconocimiento e interaccién de la proteina con el
ADN. Los primeros 17 aminoacidos de la proteina Murgy (Mur en S.
meliloti) podrian formar una hélice alfa, aunque de mayor tamaio
qgue las hélices observadas en Furpa y Furgc. Estas diferencias
podrian explicar la selectividad de las proteinas por el ADN.
Adicionalmente entre estos 17 aminoacidos hay 4 que podrian
tener la capacidad de interactuar con el ADN (R7, L11, L15 y R16),
apoyando la hipotesis de que esta hélice alfa podria estar implicada

en el reconocimiento del ADN.

En la busqueda de condiciones apropiadas para la cristalizacién, se
estudié el efecto del agregado de metales divalentes y agentes
reductores a la solucién proteica (5). Mediante ensayos de DLS
(dynamic ligth scattering) se determind que tanto el agregado de
Mn®" como DTT estimulan la formacién de una Unica especie
molecular. El estado de oligomerizacion de la proteina en solucidn

se analizdé por cromatografia de exclusién molecular y SDS-PAGE,
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encontrandose que en condiciones no reductoras, Mur se
encuentra como mondmero y como dimero; el agregado de [3-
mercaptoetanol a la muestra lleva a toda la proteina a su formacién
monomeérica. Por ensayos de gel filtracién y determinacién del peso
molecular encontraron que la especie mayoritaria en las
condiciones del ensayo tiene un peso molecular de 50kDa, que

corresponde a un trimero de Mur (5).

Los ensayos realizados por Platero (5) no permiten comprobar si la
formacién de puentes disulfuro ocurre in vivo, siendo éste un
posible mecanismo para regular la actividad de Mur o si es un
efecto de la oxidacién espontdanea de su Unica cisteina posterior a
la purificacion. Aunque en trabajos previos demuestran que en
presencia de DTT y Mn?", la proteina Mur se une al ADN, por lo que
no precisaria del dimero formado por puentes disulfuro para

interaccionar con él.

19



HIPOTESIS DE TRABAJO: En éste trabajo se busca comprobar que
nuestra proteina problema, Mur, tenga una buena afinidad por
una nueva sonda (ADN blanco), con mayor termoestabilidad que
la utilizada en trabajos previos (5). Y de ser de esa forma producir
una concentracion elevada de la proteina, que permita realizar

ensayos de co-cristalizacion del complejo en cuestidn.

EL OBJETIVO de este trabajo de investigacion es poner a punto un
método de produccidn y purificacion de la proteina Mur, con el fin
de realizar ensayos de cristalizacion del complejo Mur-ADN. La
obtencion de esta estructura cristalografica aportara informacion
valiosa para comprender las bases moleculares del mecanismo de

accion de esta familia de reguladores.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1_BACTERIAS Y PLASMIDOS:

T7_term (375, S07)]
tet(o gaps)(86, 1584)

pET-14b
47kb

Pyull(2374) RopP

Figura 8_ Mapa del plasmido de expresion pET-14b.
La secuencia codificante de la proteina Mur de S.
meliloti se clond entre los cortes de las enzimas de
restriccion Ndel y BamH1.

En este trabajo se utilizd el pldsmido pET-MUR
gue posee clonado en el vector de expresion
pET14b una copia del gen mur de S. meliloti
1021 (Figura 8). La cepa E. coli DH5a se utilizé
como reservorio del pldsmido y para técnicas
de biologia molecular generales. La cepa E. coli
BL21 (DE3) (pLysS) conteniendo el pET-MUR se
utilizd para la sobreexpresion de la proteina.
Ambas cepas se crecieron en medio LB (Anexo

5.1) y se incubaron a 372C durante 16 horas. El

medio 2xYT (Anexo 5.1) se utilizd6 para los
ensayos de expresion de proteina. Los
antibiodticos utilizados fueron ampicilina (Amp)

50 pg/ml y cloramfenicol (Chm) 25 ug/ml.

Ambas cepas fueron conservadas en glicerol 25% (v/v) a -80°C.

2.2_OBTENCION DE UNA CEPA DE BL21 PETMUR:

Células de E.

coli DH5a quimicamente competentes se

transformaron mediante shock térmico, con el plasmido pET-MUR
proveniente de una solucién stock disponible en el laboratorio
conservada a -202C. En el Anexo 5.3 se describe el protocolo para la
preparacion de células quimicamente competentes y para la

transformacion de las mismas.
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Dos colonias resistentes a ampicilina (resistencia otorgada por el
pldsmido) se repicaron a LB liquido e incubaron por 16 horas a
3729C. Una alicuota del cultivo fue guardada a -202C en glicerol 25%
(v/v) y el resto se utilizé para la purificacion del plasmido pET-Mur
mediante el método de lisis alcalina (34). Para confirmar la
identidad del plasmido obtenido se realizé un perfil de digestion del
mismo con las enzimas Pstl y Sphl (Promega).

Una vez confirmada la identidad de pETMUR, se usaron 50 ng del
mismo para transformar células de E. coli BL21 (DE3) pLysS quimio-

competentes.

2.3_EXPRESION DE LA PROTEINA MUR RECOMBINANTE EN E.

COLI:

Obtenida la cepa E. coli BL21 (DE3)(pLysS) pET-MUR, se repicé (a
partir de una suspensién bacteriana almacenada a -202C en glicerol
25%) en medio LB sélido (18 g/l de agar) con Amp 100 pg/mly Chm
25 pg/ml. Se inocularon 5ml de LB Amp Chm a partir de una
colonia y el cultivo se crecié6 toda la noche (ON) a 37°C con
agitacion. Los 5 ml de cultivo se usaron para inocular 1L de 2x YT
pre_entibiado a 372C contenido en un frasco de 2L de capacidad
con el agregado de 25ug/ml de Chm, 50ug/ml de Amp, 50uM de
MnCl,, 50uM de FeCls, 1uM de ZnCl,.

El cultivo se crecid a 372C con agitacidon orbital a 200 rpm durante 2
a 3 hrs hasta alcanzar una DO (620nm) entre 0,5-0,7. Se colocé el
matraz 15 min en hielo. Se agregaron 20 ml de etanol 95% por litro
de cultivo y se indujo la expresién con IPTG 0,5 mM (concentracion
final) durante 4 hrs manteniendo el cultivo a 202C con agitacion.

Las células se centrifugaron 15 min a 7500 rpm a 42°C, se lavaron
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con tampdn de unidn (Anexo 5.2), descartando el sobrenadante y

se guardaron a -809C hasta la preparacién del extracto.

2.4 PURIFICACION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE 6XHIs-

MUR:

Las células guardadas a -802C se resuspendieron en 15 ml de buffer
de unién conteniendo 150 ul de PMSF 100 mM por cada cinco
gramos de células y 150 ul de Triton X100 10%. Para romper las
células, se pasaron dos veces por una prensa de French
previamente enfriada a 42C a una presién de 12000psi. El lisado
celular obtenido (de aspecto traslicido) se centrifugd 30 minutos a
12000xg a 4°C. El sobrenadante se traspasé a un tubo limpio, se
volvié a centrifugar en las mismas condiciones y se guardd el

sobrenadante obtenido (conteniendo la fraccidn soluble del lisado).

Se prepard la columna de purificacion, colocando 4 ml de una
suspension al 50% de agarosa Ni-NTA (Qiagen) en una columna de
10 ml de capacidad con la salida cerrada. La columna se dejé

escurrir y se lavé con 15 ml de tampdn de unidn.

El lisado fue depurado en filtros con membranas de poro de 45 um,
previamente a afadir 6 ml del mismo a la columna. Una vez
agregado se incubd con agitacién a 42C durante 60 minutos. Se
colocd la columna en un soporte, se dejé decantar el gel y se
colecto la fraccién no retenida en la resina (FT). Luego se lavo tres
veces con 10 ml de tampdn de lavado de concentracion 20 mM de
imidazol y posteriormente dos veces con 10 ml de tampdn de
lavado son 50 mM de imidazol. Se eluyé la proteina aplicando 15 ml
de tampodn de elucion, el cual contiene 250 mM de imidazol. Estas

fracciones se juntaron de a 1,5 ml, individualmente en tubos

23



eppendorf, mantenidos en hielo. Para reciclar la columna se lavé

con 10 ml de tampdn conteniendo 500mM de imidazol.

2.5_DIGESTION CON TROMBINA:

La Trombina es una enzima que nos permite deshacernos de la
colita de histidinas, antes usada para purificar la proteina en la

columna, y de ahora en mas requerimos la proteina nativa.

Para cambiar el buffer de la solucién que contiene la proteina
6xHis-Mur, con una concentracion elevada de imidazol, el cual
puede inhibir la actividad de la enzima, se usaron columnas
Vivaspin de 15 ml de 10000 Da de diametro de poro. Centrifugando
45 min a 3000xg. Se lavaron 3 veces con buffer Tris-HCl 10 mM, pH
7. Luego de determinar la concentracidn de proteinas, se incubaron
toda la noche a 42C 10 mg de proteina con 250 ul de trombina-
agarosa (Sigma), dentro de una columna de 10 ml. Se dejo
decantar la agarosa en la columna y se eluyé la proteina digerida.
Se ajustdé la concentracidén de imidazol a 20 mM e incubd el eluido
con 1 ml de resina Ni-NTA durante una hora a 42 C con agitacion. Se
junté la fraccion no unida asi como los eluidos correspondientes a
diez lavados con tampén de lavado 20 mM de imidazol o hasta que
no saliera mas proteina, juzgando por medidas de absorbancia a
277 nm. Se eluyd la fraccion que queda adsorbida (colitas de
histidina y proteina no digerida) usando tampdn de elucién con 250

mM de imidazol.

Las muestras con proteina se guardaron a -202C o -802C, en una
concentracion de 1 mg/ml en tampdn Tris 10mM, pH 7, NaCl 10

mM, Glicerol 10%, en fracciones de 1ml.

24



2.6_ANALISIS POR ELECTROFORESIS Y DETERMINACION DE LA

PUREZA DE LA PROTEINA:

La evaluacion de la pureza de las diferentes fracciones proteicas fue
realizada mediante electroforesis desnaturalizante en geles de
poliacrilamida, al 8% el concentrador y al 15% el separador (SDS-

PAGE) (ver Anexo 5.5).

La visualizaciéon de las bandas de proteinas se realizd mediante

tefiido con Azul Brillante de Coomassie (ABC) (Anexo 5.4).

La concentracion proteica se determind mediante BCA (sigma)

utilizando sero albumina bovina como proteina standard.

2.7_ENSAYOS DE RETARDO EN GEL:

Las sondas utilizadas fueron la de 30 pb usada en estudios previos
(Raul Platero et al, 2007) y la nueva sonda que consta de 36 pb,
ambas se pidieron sintetizadas como oligonucleétidos simple
cadena en IDT (integrated DNA technologies). La sonda de 36 pb es
la sonda de 30 pb con el agregado de 3 pares de bases en cada

extremo.

Se disolvieron los oligos en buffer STE (10 mM Tris pH 8.0, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA) a una concentracion final de 500 mM. Para
obtener la sonda doble hebra se mezclaron los dos oligos
complementarios a 5 mM cada uno. La mezcla de reaccién se
incubd en un termoblock a 942 C durante cuatro minutos y luego se
dejo bajar muy lentamente la temperatura hasta los 402 C. En ese

momento se mantuvo la mezcla a temperatura ambiente hasta ser
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utilizada. La sonda se conservo a -20°C. Para corroborar la calidad
de la sonda obtenida se corrié un gel de poliacrilamida no

desnaturalizante, con la sonda y los oligos.

La reaccién de EMSA se realizé en un volumen final de 20 pl
conteniendo Tris-HCl 1 mM, pH 7.5, DTT 0.1 mM, NP-40 0.01%
(v/v), KCl 4 mM, MgCl, 0.1 mM, MnCl, 1 mM, ADN 0.25 uM y Mur 1
MM, Luego se incubd por 30 min a temperatura ambiente. También
se hicieron reacciones control de la sonda sola y de la proteina sola.
Pasados los 30 min de reaccién se agregaron 4 pl de buffer de carga
6X y se sembraron en un gel de espesor 1 mm y 8 % de
poliacrilamida en buffer Tris-Borato 0.5X, precorrido a 80 volts

durante una hora.

Para observar el resultado de la corrida se utilizé tincién con plata:
posterior a la corrida se sumergio el gel en solucién fijadora (Etanol
9,5%, acido acético 0,5%) por 5 min con agitacion. Se removio el
fijador y colocé la solucién de plata (AgNO3 0,2% en agua) por unos
30 min. Luego se revelé en NaOH 3% agregando en ese momento
250 ul de formaldehido por cada 75 ml. Se agitdé fuertemente por
unos instantes para evitar que el exceso de plata remanente
precipite sobre el gel, y luego se agité moderadamente hasta
observar las bandas. Se lavd con agua y se colocd nuevamente en

fijador por 5 min.

2.8_ENSAYO0S DE CO-CRISTALIZACION:

Para obtener los cristales se realizd una mezcla de reaccion
conteniendo: una concentracidon de 300 uM de Mur, 150 uM de la

sonda de 36 pb, en buffer Tris-HCI 10 mM, pH 7,0, NaCl 10 mM,
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MnCl; 1 mM (cantidad necesaria para 3ml de volumen final). Se

incubd por 30 min a temperatura ambiente.

Dicha mezcla se aplicd a una columna de FPLC Superdex 75 16/60
(realizado en la Unidad de Cristalografia de proteinas del Instituto
Pasteur de Montevideo). Se recolectaron las fracciones con picos
de absorcion a 280nm. Los picos obtenidos se concentraron en
columnas de VIVASPIN de 10 kDa de corte. Luego se midié la
concentracion por absorcidon a 277nm en nanodrop. Se confirmé la

presencia de Mur mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

Una vez purificado el complejo Mur-sonda de 36 pb en presencia
de Mn%, se procedié a la bisqueda de las condiciones ideales para
la obtencién de cristales mediante un screening roboético usando el
HoneyBee 963 (Genomic Solutions), por la técnica de difusién de
vapor y el método de sitting-drop, con gotas de 0,2 pl de reservorio
y 0,2 ul de proteina. Se utilizaron los kits comerciales de Qiagen
JCSG Core Suite I, II, ll y IV (384 condiciones diferentes). Los
mejores cristales fueron obtenidos en C3 del JCSG IV (0.17M
acetato de sodio; 0.085M Tris-HCI pH 8.5; 25.5% PEG 4000; 15%
glicerol). Estas condiciones fueron optimizadas manualmente
usando nuevamente la técnica de difusidon de vapor y el método de
hanging-drop, con gotas de 1,5 pl de reservorio y 1,5 ul de proteina
en placa VDX. Los cristales obtenidos se caracterizaron en un

generador de rayos X Micromax 007-HF.
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3_RESULTADOS

3.1_IDENTIFICACION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE Y
OBTENCION DE UNA NUEVA CEPA SOBREPRODUCTORA DE
MUR:

Con el fin de verificar la presencia del inserto en el plasmido, se
digirié el mismo con las enzimas de restriccidn Pstly Sphl (Figura 9).
El perfil de restriccion realizado con la enzima Pstl dio como
resultado la obtencion de un fragmento mayor de
aproximadamente 3700 pb (correspondiente al plasmido) y uno
menor de 1300 pb (correspondiente al inserto y parte del
plasmido). Paralelamente la digestidn con la enzima Sphl, resulté en
fragmentos de aproximadamente 585 (correspondiente al inserto)

y 4420 pb (correspondiente al plasmido).

Figura 9_ Electroforesis
en gel de agarosa 0.8%,
donde se muestran los
perfiles de restriccion
del plasmido pET-Mur
con las enzimas Pstl y
Sphl respectivamente.
El orden de sembrado
del gel fue el siguiente:
carril 1: digestién con
Pstl ; carril 2: digestion
con Sphl; carril 3:
marcador de peso
molecular 1kbDNA
ladder (Fermentas).

ML R RERDRSE
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Una vez confirmada la presencia de la secuencia codificante de Mur
en el pldsmido se procedié a transformar con dicho plasmido
células E. coli DH5a competentes para utilizarlas como reservorio
de la construccion. Las colonias transformantes fueron
seleccionadas en un medio suplementado con ampicilina (50ug/ml)
resistencia codificada en el plasmido. Se realizd la extraccién de
ADN plasmidico mediante el método de lisis alcalina (Anexo 5.3), y
posteriormente se transformd la construccion pET-Mur en la cepa
optimizada para la expresion de proteinas recombinantes E. coli

BL21 (DE3) pLysS.

3.2_INDUcCION DE LA EXPRESION DE 6xHis-MUR:

Para sobreexpresar la proteina recombinante se seleccionaron dos
colonias transformantes E. coli BL21 pET-Mur. Las mismas fueron
crecidas en 5 ml de medio LB Amp 50 pg/ml, Chm 25 pg/ml.
Pasadas 24 horas de incubacién a 302C con agitacién, se inocularon
esos 5 ml en 1 | de medio 2xYT. Luego se centrifugd en 4 tubos
estériles de 250 ml y se guardd el pellet seco de células a -802C,

hasta ser utilizado.

Seguimiento de la induccién con IPTG:

Se procedio a la induccidon de la expresion mediante el agregado de
IPTG (concentracion final 0,5 mM). Se tomaron alicuotas de 1 ml de
cultivo al momento y 4 horas después del agregado de IPTG. Se
centrifugaron y se descarté el sobrenadante. Luego se resuspendio
el pellet en 50 pl de agua y 50 pl de buffer de muestra 2x.
Seguidamente se procedio al analisis de proteinas totales mediante

SDS-PAGE. Como se esperaba, no se observo sobreexpresiéon de la
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proteina recombinante a tiempo cero de la induccién, mientras que
para la toma realizada a las 4 horas se observd claramente la
sobreexpresién de la proteina, evidenciada por la aparicién de una
banda de significativa intensidad correspondiente al peso molecular

esperado.

3.3_PURIFICACION DE 6XHIS-MUR:

Con el fin de purificar la proteina recombinante se procedié a
resuspender el pellet de células que se describe anteriormente
(Raul Platero et al, 2007). Se tomaron 6 ml de extracto celular
previamente lisado, centrifugado vy filtrado, y se aplicaron en una
columna de Ni*-NTA y se lavé por gradiente de imidazol 20 mM a
50 mM, y eluyd con imidazol 250 mM (ver Materiales y Métodos
2.4). Los resultados del SDS-PAGE de las fracciones obtenidas
después de la expresién y purificacion de la proteina Mur de S.
meliloti 1021 son mostrados en la Figura 10. El analisis del perfil
electroforético mostré una banda de aproximadamente 18 kDa,
gue concuerda con el peso molecular que tendria nuestra proteina
junto con la colita de histidinas (Raul Platero et al, 2007). El gel
revela los buenos resultados de éste método de purificacion, con
una banda muy intensa y segun se ve en el gel aparentemente
pura. También se aprecia en la Figura 10b que al usar una columna
reciclada se obtiene una purificacion menos efectiva, al parecer la
proteina se une menos fuertemente que en el gel fresco (ya que en
los dos geles se utilizd el mismo extracto celular) obteniéndose
bandas de menor intensidad. Quizas sea debido a perdida de sitios
activos del gel u obstruccion de los mismos por impurezas no

eliminadas en el lavado del gel.
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Figura 10_ Purificacion de Mur-His por cromatografia en columnade Ni-NTA. Analisis
mediante SDS-PAGE (gel de poliacrilamida al 15%).

Los dos geles fueron construidos con fracciones de distintas columnas. Y fueron sembrados
ambos de la siguiente manera: carril 1: Lavado uno; carril 2: marcador de peso molecular; carril
3: FT; carril4: lavado cinco; carril 5: primer eluido; carril 8: eluido cinco; carril 9: eluido 7; carril
10: eluido nueve. Los carriles 6 y 7 para la figura a contienen los eluidos tres y cuatro
respectivamente. Y los carriles 6 y 7 de la figura b contienen los eluidos dos y tres
respectivamente.

3.4_DIGESTION CON TROMBINA:

Para eliminar la cola de histidinas de la proteina recombinante se
utiliza la digestién con trombina, como ya mencionamos se debid
eliminar el imidazol, ya que este puede inhibir la actividad de la
trombina. En este paso pusimos a punto el protocolo para trabajar
con las columnas de Vivaspin (un método de dialisis por
centrifugacién en columna con membrana de corte de 10 kDa). Este
método nos ahorra tiempo, ya que la dialisis comun seria realizada

por toda la noche.

Luego de varios intentos se llegd a la aproximacién de que cada
centrifugado requeria de 45 minutos aproximadamente a
10000rpm. Decimos aproximadamente debido a que con los
sucesivos lavados notamos que las columnas de VIVASPIN retenian
mas volumen que el anterior lavado, lo cual no nos permitié
determinar un tiempo justo de uso de la columna nueva. Cuando se
probd con columnas que habian sido previamente usadas, vy
conservadas en heladera, las mismas dejaban pasar toda la

proteina por sus poros, por lo cual concluimos que membranas
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previamente reusadas no podian reciclarse porque los poros

pierden sus didmetros y la proteina queda en el percolado (FT).

Para obtener Mur en estado nativo, se digirid6 la proteina con
trombina, con el propdsito de quitarle la cola de histidinas que fue
utilizada para la purificacién. Para eliminar los 250 mM de imidazol
del buffer de elucidn se realizaron lavados con buffer tris-HCI 10
mM, pH 7, NaCl 10 mM, Glicerol 10%, en columna de Vivaspin. Este

lavado también nos sirvié para concentrar la proteina.

La concentracion fue determinada por el método del &cido
bicinconinico (BCA). En la Figura 11 se puede ver la curva de
calibracion obtenida con concentraciones crecientes de la proteina

seroalbumina (BSA).

Figurall_ Curvade calibracion para
conocer la concentracion de Mur-His,
mediante el método de BCA.
Se muestra la ecuacion de la recta, de
donde se interpola el valor de
absorbencia obtenido para la muestra
y = 0,000x - 0,015 correspondiente a Mur (despejando asi
R2=0,993 el valor de “x” que corresponde a la
abscisa que representa la
concentracion), y de esta manera se
conoce la concentraciéon de la proteina.

500

La concentracion de 6xHis-Mur fue de aproximadamente 7mg/ml.
En purificaciones posteriores la concentracién fue similar, no
llegando al objetivo de obtener 10 mg/ml en ninguna de las

ocasiones.

Una vez digerida Mur con Trombina se aplicé nuevamente en una
columna de Ni-NTA, solo que en este caso se esperaba que la
proteina saliera en los lavados, ya que luego de la digestién con
trombina se elimind la colita de histidinas que es el motivo por el

cual Mur-His era retenida en la columna. Y la otra diferencia es que
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en éste caso se uso una columna de Ni-NTA de un ml, por el mismo
motivo de que no esperamos que la proteina sea retenida, no se

requieren los mismos sitios activos en el gel.

Figura 12_ Purificacién de Mur por cromatografiaen
columnade NI-NTA. Andlisis por electroforesis en gel
de poliacrilamidaal 15%.

Alremover la colita de Histidinas (por digestion con
trombina) la proteina ya no se une a esta columna, por
lo que se espera colectarla en las primeras fracciones de

la columna.
-- El gel fue sembrado de la siguiente manera: carril 1: PM;

carril 2: el FT; carril 3 al 10 fracciones de los eluidos
correspondientes a los sucesivos lavados de numero
impar.

Viendo la Figura 12 se ve que la proteina digerida con trombina
efectivamente no se retuvo en la columna, colectdndose en el

percolado (carril 2) y el los eluidos posteriores.

3.5_SONDA NUEVA VS SONDA VIEJA:

Con el fin de obtener cristales de mejor calidad se disefié una nueva
sonda de ADN agregandose tres pares de bases en ambos extremos
de la sonda de 30 pb utilizada en trabajos anteriores
(5’CTAGTTGCAAATGCTTCTCATTTGCATTGA3’). La  estabilizacion
térmica del oligo de ADN es necesaria para evitar factores que
afecten la interaccion represor-operador debidos a la longitud muy
corta de la molécula de ADN. Las hebras cortas pueden generar: 1)
un alto contenido de una sola hebra de ADN en equilibrio con el
ADN de doble hebra; 2) “deshilachado” (fraying) de los extremos
del ADN; 3) la pérdida de estructuras no-B reconocidas por el
represor y especificas para la secuencia dada del operador. Estos
factores afectan por igual la homogeneidad de la mezcla, y por lo

tanto, la cristalizacion del ADN.
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Figura 13_ Pomotor
del operdn sit ABCD
de S. meliloti 1021,
sefialado en gris y
en rojo el codon de
iniciacion .

En la Figura 13 se muestra la regién promotora del operdn sitABCD
de S. meliloti 1021 donde se marca la sonda del trabajo de Platero

et al 2007.

CACCTTTTGGAAATAGCTAGTTGCAAATGCTTCTCATTTG
CATTGACTTATGCAGACCATTCGCCTACCCATATTATGGT
TCGCAAAGAGGAGAGCCGGATGATCCATCCAACGAGGC
GCATGATCGTGGCGGCAGCAGCGGCGATGGCTGCTCTA
TCGCTCATGCCGGCG

En la Figura 14 se muestra el mapa realizado para observar la
termoestabilidad de la regién del genoma del promotor sirABCD.
Dicho mapa muestra una cldsica marca termodinamica (melting
loop) de una secuencia de un promotor transcripcional, con dos
limites termodinamicos fuertes que delimitan una secuencia de 75
pb inestable del promotor transcripcional. La sonda de 30 pb de

ADN corresponde a la parte mas inestable del melting loop.

Opening base pair Probability

2.0610° - 36215 K

1,5x107

Opening bp Probability

1.0x107 4
548

.
2

5,0x10% o

0.0 T T T T T
480 500 520 540 560

T Tt T Sequence Position
200 400 - 600 800 1000
the 36 bp Olige
1486-515)
Sequence Position

Figura 14_ Mapa de estabilidad térmica.

El mapa es realizado a diferentes temperaturas, se trabajé con una secuencia de 1000
pb. La figura a) muestra la probabilidad de apertura del par de base en funcién de la
secuencia. La figura b) es la parte aumentada del pico, seccion de la curva que nos
compete.
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En base a dichos analisis decidimos probar una nueva sonda
agregando 3 pb en el extremo 5" (GCC) y 3 pb en el extremo 3’
(CCC) a la sonda de 30 pb (Figura 15). Dicha modificacién garantiza

una mayor estabilidad térmica del oligo.

5-GCCCTAGTTGCAAATGCTTCTCATTTGCATTGACCC-3’
3"-CGGGATCAACGTTTACGAAGAGTAAACGTAACTGGG-5

Figura 15_ Secuencia de bases de la nueva sonsa de 36 pb.

Aqui se muestra la sonda de 30 pb y en negrita se resaltan las grampas seleccionados para
agregarle a la vieja sonda, formando asi la de 36 pb y con ello logrando una mayor termo
estabilidad del oligo. (Con un ATm de 7.82C).

3.6_GEL DE RETARDO (EMSA):

El ensayo de retardo en la corrida electroforética o EMSA por sus
iniciales en inglés (Electrophoretic Mobility Shift Assay) es una
técnica utilizada para investigar las interacciones entre las
proteinas y el ADN o el ARN. La técnica se basa en una corrida
electroforética de fragmentos de ADN o ARN marcados y la
presencia de extractos celulares o proteinas purificadas. El ensayo
basico para el ADN consiste en un carril solo con el fragmento de
ADN de interés marcado, un segundo carril con el mismo fragmento
de ADN mas las proteinas con supuesta interaccién con esa
secuencia. Un fragmento de ADN interaccionando con proteinas
tiende a tener menor movilidad electroforética, ya que hay un
mayor impedimento estérico al estar las dos macromoléculas

unidas, por lo tanto se deberia ver retrasado en el gel.

Se sabe de antemano que Mur se une a la sonda de 30 pb. En este

trabajo probamos la unién de Mur a la nueva sonda de 36 pb
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(5’GCCCTAGTTGCAAATGCTTCTCATTTGCATTGACCC3’). Si esta sonda
funciona nos garantiza una mayor estabilidad del complejo para los

futuros ensayos de cristalizacion.

Figura 16: Retardo en gel de acrilamida al 8%
preparado en tampon Tris-Borato pH 7.0 (TB
1X).

Con la finalidad de saber si Mur tenia afinidad
por la nueva sonda de 36 pb, se sembraron los 2
primeros carriles con la sonda de 30 pb (“vieja”),
sin y con proteina respectivamente. En los
siguientes carriles, el 3y 4, a la nueva sonda sin 'y
con proteina respectivamente. No solo se deduce
gue la proteina tiene muy buena afinidad por la
nueva sonda, sino también se observa que el
frente de corrida (Rf) es menor en este caso,
tanto para la sonda libre como para el complejo,
como era de esperarse por las bases agregadas a
la secuencia.

En la Figura 16 se muestra un EMSA, donde se observa el retardo
producido por la proteina, tanto en la nueva sonda, como en la
anterior (de 30 pb, de la cual se conocia la especificidad de la
proteina por ella). Esto demuestra que los tres pares de bases
agregados a cada lado de la sonda vieja (que da como resultado la
nueva sonda de 36 pb) no afectan la afinidad de la proteina por el
promotor. Comprobado esto en las sucesivas purificaciones, se
procedio a intentar obtener los cristales utilizando esta nueva

sonda.

36



3.7_CROMATOGRAFiA DE EXCLUSION MOLECULAR (FPLC):

Este tipo de cromatografia, Fast Protein Liquid Chromatography
(FPLC), se hace uso de bombas de alta presiéon (100-400 bares) y
columnas con materiales que soportan altas presiones, en este
sistema se reduce notablemente los tiempos de purificacion y se
utilizan fases estacionarias con mayor poder de retencion, lo que
incrementa los porcentajes y rendimiento de las purificaciones.

Es utilizada para separar o purificar macromoléculas en una mezcla
compleja, donde la velocidad de bombeo del solvente es

controlada para garantizar el flujo constante de disolventes.
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Figura 17_ Curva de absorbancia obtenida del FPLC realizado a
la muestra de reaccién.

Por medio de esta curva se evidencia en que fracciones de la
columna se obtiene el complejo, por lo que se esperaba un solo
pico que correspondiera al mismo. No siendo asi se procede a
analizar en cual de ellos se encuentra el complejo.
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Se aplicd a una columna de FPLC la mezcla de Mur, sonda de 36 pb
y Mn?" (realizado en la Unidad de Cristalografia de proteinas del
Instituto Pasteur de Montevideo). Se obtuvieron dos picos de
elucién (Figura 17). La concentracién final de las fracciones
correspondientes a los picos luego de concentradas, fueron

medidas en Nanodrop, Figuras 18ay 18b (Abs280 nm: 0.276 para 1

mg/ml de proteina).
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Figura 18_ Absorbancia medida en nanodrop de los picos 1 y 2 obtenidos
por FPLC.

La Figura a) corresponde al primer pico observado el grafico de absorbancia
anterior, y la Figura b) al segundo.

La muestra correspondiente al pico uno (del que se obtuvieron 150
ul), dio una concentracion de 4.17 mg/ml, y el pico dos (del que se
colectaron 304 pl) una concentracion de 5.69 mg/ml. El analisis por
MALDI-TOF demostré que Mur estd presente en ambos picos
(Figura 19).

Conociendo las concentraciones de las muestras se procedio a la

busqueda de los cristales.
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Figura 19_ Espectro de masa obtenido en modo lineal positivo (a) y (b); y en modo reflector
positivo (c) y (d), para los Picos 1y 2.

Se analizaron las muestras Mur. Pico 1 (a) y Mur. Pico 2 (b) en forma directa, sin

digerir, utilizando el espectrémetro de masa 4800 MALDI TOF/TOF; la muestra fue analizada en
el modo lineal positivo y utilizando acido sinapinico como matriz.

Se identificé a Mur de S. meliloti de manera estadisticamente significativa, por mapeo peptidico
tanto para el pico 1 (c) como para el pico 2 (d).

3.8 _CRISTALOGENESIS MANUAL:

Se intentd producir cristales en la misma condicidon identificada
para el batch de proteina purificada anteriormente (5) donde el
oligonucleétido usado fue la sonda de 30 pb. El método empleado
fue el de difusidn de vapor en gota colgante en placas VDX.

Para el pico uno se pudieron obtener cristales, mientras que para el
pico dos no se obtuvieron cristales.

La Figura 20 muestra los cristales de la muestra “pico uno”, son
barritas de aproximadamente 150umx10umx10um (bastante
pequefios e irregulares). La condicién utilizada fue 0.17 M acetato

de sodio, 0.085 M Tris pH 8.5, 25.5% PEG 4000, 15 % Glicerol.
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Figura 20_ Fotografia de cristales
del complejo Mur-Mn2+-ADN.
Foto obtenida mediante una lupa,
de la formacion de los cristales.
Estas estructuras irregulares
podrian deberse a que Mur tiene
sitios de unién a Mn?*y forma
dimeros, trimeros, etc. A eso se
puede deber las estructuras en
forma de agujas de distintos
largos que se visualizan.

Estos cristales se testearon en difraccion de rayos X, para
corroborar su naturaleza macromolecular. Y efectivamente
podemos asegurar que se trata de proteina y/o ADN. Sin embargo,
lamentablemente la resolucién es muy pobre (>9 A, Figura 21)

como para que se procediera a colectar datos.

Figura 21_ Difraccion de rayos
X. Fotografia de la difraccidon
correspondiente a los cristales
obtenidos del primer pico del
FPLC (del segundo pico no se
obtuvieron cristales).
Estafigura muestra que el
cristal es de baja calidad,
desintegrandose al ser
atravesado por el haz de luz.

Simultdneamente, se tested también la difraccion de cristales

obtenidos con la proteina producida previamente (5) generados en
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mayo 2009, los cuales habian crecido muy lentamente. Su aspecto y
tamafio eran muy prometedores, se muestra en la Figura 22. Las
condiciones utilizadas fueron 0.17 M acetato de sodio, 0.085 M Tris
pH 8.5, 24% PEG 4000, 15 % Glicerol. Esta forma cristalina (se
testearon varios cristales similares) mostré una difracciéon de muy
baja resolucion (>8 A), con lo que nuevamente fue imposible

continuar con su procesamiento.

Figura 22_ Fotografia
de los prometedores
cristales de las
muestras del 2009.
Cristales de
crecimiento lento son
aparente buena

forma.
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4- DISCUSION

La proteina FUR (Ferric Uptake Regulator) reprime la expresién de
genes involucrados en la adquisiciéon de hierro en la mayoria de las
Proteobacterias. Sin embargo, en S. meliloti y otras o-
Proteobacterias, se demostrd que la proteina homdloga reprime los
genes de adquisicién de manganeso (mntABCD) y no los de hierro,

por lo que se nombré como Mur (Manganese Uptake Regulator).

En este estudio se realizd la produccién en masa de este regulador
transcripcional con el fin de ir en busca de la estructura
cristalografica del complejo Mur-ADN, ya que son escasas las
estructuras halladas hasta el dia de hoy de la familia Fur, y aun no
se ha podido estudiar en detalle cémo interacciona la misma con su

ADN blanco.

Si bien se logré obtener una buena concentracién de Mur, y a la
hora de los ensayos de retardo en gel la proteina se une
perfectamente a la nueva sonda, es decir se encuentra funcional,
en este trabajo no se logrd obtener la estructura cristalografica del

complejo, habiéndose intentado dos veces el objetivo.

Aunque la proteina permanece funcional hay algo que falla a la
hora de buscar los cristales, por lo que, comparando con otros
trabajos de cristalografia (5), podemos suponer que se debe a las
condiciones de cristalizacion. Las macromoléculas son muy
exquisitas y son dvidas por formar sus estructuras en entornos

totalmente distintos.

Se probaron tres veces en las mismas condiciones la formacién de
la estructura del complejo por manipuladores distintos,
obteniéndose resultados negativos (cristales irregulares de baja
resolucién). Una recomendacidn para proximos trabajos seria la de

realizar mas pruebas robdticas, que den mas margen de
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condiciones en las que se podrian lograr los cristales. Igualmente
podriamos decir que Mur-ADN es un complejo incapaz de formar

cristales de buena calidad para estudios estructurales.

4.1_PERSPECTIVAS

Con respecto a los cristales, nos proponemos insistir en Ia
optimizacién de estos cristales buscando mejorar la resolucién
(apuntando a <3.5angs). Esto se puede realizar incrementando la
concentracion de la proteina, puede ser utilizando medios de
cultivo de 2L (en éste trabajo se utilizaron medios de de 1L).
Cuidando minuciosamente los detalles en los cambios en la
temperatura a la hora de realizar la induccién de la produccion de
Mur. O tal vez proponiendo otra forma de interaccién del complejo
porque al realizar los EMSA, se calculé para la siembra una relacién
de 2:1 para la proteina y su ADN blanco, siendo éste ultimo el que
se ve como exceso en los geles. Por lo que tal vez seria bueno
intentar con otras concentraciones de la proteina, tal vez apoyando

la teoria de que Mur se podria unir como tetramero al promotor.

Otra opcidn seria cuidar mdas aun la calidad de la proteina en su
purificacion, con esto queremos decir maximizar los cuidados a la
hora de colocar la proteina en la columna, de colectarla, de
conservarla, cuidar cada detalle para perder la menor cantidad de

proteina posible.

También seria importante, luego de obtener a Mur purificada y de
las pruebas pertinentes, como el EMSA para saber que la misma
estd activa y que se une a su ADN blanco, realizar mas pruebas
robdticas. De las cuales se puedan obtener otras condiciones que

sean mas favorables para la formacion de los cristales del complejo,
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ya que a las proteinas les gustan distintas soluciones para
cristalizar, y tratdndose de que se quiere obtener el cristal del
complejo, lo cual es aun mas dificil por tratarse de dos
macromoléculas interactuando, deberian realizarse varias pruebas.
Y no seguir probando con las ya utilizadas, debido a que por tercera

vez no se pudieron obtener cristales de buena resolucién.

Algo que nos quedd pendiente fue probar realizar gotas, sin pasar
el complejo por la columna de FPLC, como se supone que la
proteina y el ADN estdn “puros”, y lo que se realiza es una reaccion
de unién en mesada, se podria utilizar de esa misma mezcla para
realizar algunas gotas; tal vez de esta forma se logren buenos
cristales. Y quizds en esas condiciones le guste al complejo
permanecer unido, o también puede que con las sales presentes en
la mezcla se equilibren las cargas, dando un buen ambiente para

éste complejo.
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5_ ANEXO

5.1 Medios de cultivo utilizados:

2x YT (1 litro):

16 g de triptona; 10 g de extracto de levadura; 5 g de NaCl; pH 7.

LB (1 litro):

10 g de triptona; 5 g de extracto de levadura; 10 g NaCl.

5.2_ Composiciéon de Buffers:

Buffer His Tag 2X: 100 mM NaH,P04-Na,HPO4; 600 mM NaCl; 20%

glycerol.

Buffer De Unidn: 5 mM imidazol; 300 mM NaCl, 10% Glicerol; 50

mM NaH,P04-Na;HPO,.

Buffer De lavado (20 o 50 mM): 20 o 50 mM imidazol, 300mM

NaCl; 10% Glicerol; 50 mM NaH,P0O,4-Na,HPO,.

Buffer De eluido: 250 mM imidazol, 300 mM NaCl; 10% Glicerol; 50

mM NaH,P04-Na;HPO,.

Buffer Tris-Borato 0,5X: 0,54 g de Tris base; 0,275 g de acido

bdrico.

Loading Buffer 2X: 0,5 M Tris pH 6,8 (120 mM); Glicerol al 20%; 4%

de SDS al 20%; 0,1% de azul de Bromofenol.
Buffer STE: Tris 10 mM; NaCl 50 mM; EDTA 1 mM.

Buffer EB 10X: Tris-HCl 100 mM; DTT 10 mM; NP-40 1% v/v; KCI 400
mM; MgCl, 10 mM.
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5.3_Protocolos utilizados

PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES:

1. Crecer ON a 309C, la cepa a hacer competente (a partir de una
placa fresca) en LB sin antibidtico.

2. Repicar una dilucién 1/100 a LB y crecer hasta unas 107
células/ml (DO 0,2-0,3).

3. Recuperar las células centrifugando a 4000-5000 rpm durante 5
min a 42C en tubos estériles previamente enfriados en hielo.

4. Resuspender el pellet en 10 ml de CaCl2 0,1M frio por cada 25
ml de cultivo original.

5. Dejar en hielo 20 min.

6. Recuperar las células igual que el paso 3.

7. Descartar el sobrenadante y resuspender las células con 250 pl
de cultivo frio por cada 50 ml de cultivo original.

8. Guardar en heladera y en hielo y usar recién al otro dia.

TRANSFORMACION:

1. Colocar en un ependorf 100 pl de células competentes.

2. Agregar el ADN (5 pl) y dejar en hielo 10 min.

3. Dar un golpe de calor colocando los tubos en un bafio a 42¢C
durante 90 segundos o a 379C durante 5 min.

4. Colocar rapidamente en hielo 2 min.

5. Agregar 1 ml de LB a cada tubo e incubar 1 hr a 372C con
agitacién, para permitir a las células recuperar el ADN vy
expresar la resistencia al antibidtico.

6. Plaquear fracciones de 100 pl en placas de LB con el atibidtico.

7. Incubar a 372C ON.
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MINIPREPARACION DE ADN PLASMIDICO

10.
11.
12.
13.

14.

Colocar 1.5 ml de cultivo primario en eppendorf.

Centrifugar a 12000 g por 30 segundos a 42C.

Remover el medio por aspiracién dejando el pellet lo mas seco
posible.

Resuspender el pellet en 100 pl de solucién I. Vortexear.
Agregar 200 pl de solucion Il recién preparada. Mezclar por
inversion.

Agregar 150 ul de solucidn lll. Mezclar por inversidon. Guardar en
hielo por 3 a 5 minutos.

Agregar 200 ul de cloroformo

Centrifugar a 12000 g por 5 minutos a 49C. Transferir el
supernadante a un tubo limpio.

Agregar 0.6 volumenes de isopropanol. Dejar temperatura
ambiente por 2 minutos.

Centrifugar a 12000 g por 5 minutos a 42C.

Remover el sobrenadante por aspiracién.

Secar el pellet en la speedvac.

Agregar 1 ml de etanol 70%. Centrifugar a 13000 g por 10
minutos. Remover el sobrenadante y dejar secar el pellet.
Redisolver el ADN en 49 ul de agua destilada y agregar 1 ul de
ARNasa H.

5.4 Geles de Acrilamida

Al 15% para SDS-PAGE

Resolver: 2,5 ml Resolving Buffer; 5,05 ml Acrylamide; 2,55 ml H,0;

5 Wl TEMED; 50 pl de sulfato de amonio al 10%.
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Stacker: 1,25 ml Stacking buffer; 0,8 ml de Acrylimide al 30%; 2,95
ml H,0; 5 ul TEMED; 50 pl de sulfato de amonio al 10%.

Al 8% para tincion con platay 1 mm de espesor

1,5 ml de Tris Borato 5X; 2 ml Acrilamida:bisacrilamida 30:0,36;
37,5 pl APS al 10%; 3,75 pl TEMED; 4,0 ml H,0.

El gel se pre corrié en buffer TB 0.5X a 80 volts, durante 1 hr.
Pasada esta hora se siembran las muestras y para ver el frente de

corrida se uso el loading buffer 6X.

Tincioén con Azul de Bomofenol (ABC)

Es el colorante utilizado mds frecuentemente como marcador de
avance en electroforesis. Las proteinas y los acidos nucleicos son
mayormente incoloros. Cuando estan sometidos a electroforesis es
importante detener el avance antes de que sobrepasen el extremo
del gel. El azul de bromofenol es el colorante trazador mas
empleado porque es viable en pH neutro y alcalino, es una
molécula pequeia, es ionizable y posee carga negativa a pH
superior a 4,6, de modo que migra al anodo. Al ser una molécula
pequefia se adelanta a la mayor parte de las proteinas y acidos
nucleicos. Cuando el experimentador observa que el colorante
alcanza el extremo anddico del gel, debe desconectar la corriente y
dar por terminada la separacién. Se puede unir débilmente a las

proteinas, dotandolas de color azul.

5.5_ Método del acido bicinconinico (BCA):

El acido bicinconinico, sal sédica, es un compuesto capaz de formar

un complejo purpura intenso con inones Cu'* en medio alcalino.
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Este reactivo forma la base de un método analitico capaz de
monitorizar el idn cuproso producido en una reaccién entre las
proteinas con Cu®* en medio alcalino (reaccién de Biuret). La
estabilidad del reactivo y el croméforo proporciona un método para
la cuantificacién de proteinas que es sencillo, rapido, muy sensible,
y que muestra una gran tolerancia a compuestos que afectan a
otros métodos.
OH

Proteina + Cu* = cu'
Reaccion:

Cu'"+BCA —  complejo purpura BCA- cu'

5.6_ Modelo de acci6on para un transportador

tipo ABC:

Proteina periplasmica
/ lipoproteina

Periplasma Sustrato

1908

Citosol y;jker A

LSGGQ motif

Modelo de accion para un transportador tipo ABC.
El sustrato es presentado al transportador porla proteina de union a sustrato. La hidrélisis de ATP induce
el cambio de conformacion necesario para el pasaje del sustrato hacia el citoplasma.
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