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RESUMEN

El mecanismo de comunicaciébn en bacterias se conoce como “Quorum
Sensing” (QS). Mediante este mecanismo de comunicacion celular se regulan
procesos fundamentales de la fisiologia bacteriana. En la bacteria Gram-
negativa Escherichia coli se identificod una proteina homologa a los reguladores
transcripcionales de tipo R pero no se encontraron moléculas de acil
homoserina lactonas (AHLs) en los cultivos. Este regulador transcripcional,
denominado SdiA, se asocid a la transcripcion del operon ftsQAZ. Este
transcrito da origen a las proteinas que forman parte de la maquinaria de
division celular. Se postula que existe una relacién entre QS y division celular,
pero aun no se ha determinado el efecto que poseen las AHLs sobre la
transcripcion de estos genes y sobre el mecanismo de division celular.

Se investigd el sistema de QS en E. coli, especificamente el efecto de la unién
de AHL a la proteina SdiA con el objeto de definir el mecanismo de unién del
ligando a la proteina y de esta al DNA de modo de explicar el porque no se

observan efectos en la division de la bacteria.

Se analizé el efecto de AHLs sobre la solubilidad de la proteina sobre-
expresada. Se observé un aumento en la solubilidad de la proteina, pues
incrementé la proteina en la fraccién soluble. Para explicar como las AHLs
influyen en la unién de SdiA a DNA, y determinar si la transcripcion es mediada
o facilitada por AHLs se caracteriz6 el efecto de AHL sobre la dimerizacion de la

proteina. La induccién de un cambio conformacional asociado a la unién del

XV



ligando y su posterior dimerizacion se evalué midiendo la uniéon de AHL a la
proteina SdiA, a través de apagamiento de fluorescencia. Los resultados
muestran una afinidad en el rango nM, indicando que el apagamiento de la
fluorescencia es debido a un cambio conformacional inducido por la union de
AHL que esta probablemente asociado a la dimerizacion y a un cambio en el
porcentaje de estructura secundaria. Por esta razon se evalu6 el efecto de AHL
sobre la estructura cuaternaria de la proteina y se determiné que la proteina en
ausencia de AHL se encuentra principalmente como monémero y en presencia
de AHL se inducen principalmente dimeros. Para identificar las regiones donde
ocurre este cambio conformacional inducido por la dimerizacion en presencia
del ligando, se hizo una cinética de intercambio isotépico. Se observé una
significativa proteccion al intercambio tanto en el dominio N-terminal como en el

dominio de union a DNA.

Se observé una alta afinidad de union, en el rango nM, de la proteina a la
secuencia promotora fisQP2, resultado que se confimd mediante la
visualizacion del complejo proteina-DNA a través de microscopia de fuerza
atomica. No hubo efecto de AHL sobre la unién de SdiA al DNA. Para evaluar el
efecto del sistema descrito sobre la transcripcion del operdn fisQAZ se midio su
expresion con el gen lacZ. Se observo un incremento en la transcripcion cuando
la proteina se sobre-expresaba en una cepa mutante para SdiA. Los resultados
sugieren que la union de AHL a SdiA induce la dimerizacién de SdiA, que como

dimero activo se une a la regién promotora fisQP2 en el DNA.



ABSTRACT

Cell communication mechanism in bacteria is known as “Quorum
Sensing” (QS) that depends on a small molecule of acyl-homoserine lactone
(acy-HSL). This mechanism regulates fundamental processes of bacterial
physiology. In the Gram-negative bacterium Escherichia coli a protein
homologous to type R transcriptional regulators was identified, however acyl-
HSL were not found in the cell culture. This transcriptional regulator, called SdiA,
was associated to the transcription of fisQAZ operon. This transcript gives origin
to the proteins that form part of cell division mechanism in E. coli. A relationship
between QS and cell division was postulated, but it has not been determined yet
the effect that acyl-HSL has on the transcription of these genes and on the cell

division mechanism.

Therefore the QS system in E. coli was investigated, specifically the effect of the
binding of acyl-HSL to protein SdiA, in order to define the ligand binding

mechanism and how this protein binds to DNA.

The effect of acyl-HSL on the solubility of the protein was analyzed. An
increment of the solubility was observed in the soluble fraction. In order to
explain this effect and how acyl-HSL influences the binding of SdiA to DNA the
effect of acyl-HSL on protein dimerization was characterized. The results
allowed to determine if the transcription was mediated or facilitated by acyl-HSL.
The induction of a conformational change associated to the binding of the ligand

and its later dimerization was determined measuring acyl-HSL binding to protein



SdiA, using intrinsic fluorescence quenching. These results showed that the
affinity was in the nM range, indicating that fluorescence quenching is due to a
change led by acyl-HSL binding that it is probably associated to dimerization
and a change in the content of secondary structure. For this reason the effect of
acyl-HSL on the quaternary structure of the protein was evaluated. The results
showed that the protein in absence of acyl-HSL is mainly a monomer and in the
presence of acyl-HSL the dimer was induced. To identify the protein regions
involved in the conformational changes due to the dimerization induced by
ligand binding, isotopic exchange kinetics was used. It was observed a
significant protection to exchange in the N-terminal domain and in the DNA
binding domain.
It was observed a high affinity binding, in the nM range, of the protein to
promoter sequence ftsQP2, results that were confirmed by visualization through
Atomic force microscopy. There was no effect of the acyl-HSL on the binding of
SdiA to DNA. To evaluate the effect of the system described before on the
transcription of fisQAZ operon, its expression was measured with /acZ gene
system. An increment in the transcription was observed when the protein was
over-expressed in a SdiA null mutan.

The whole results suggest that the binding of acyl-HSL to SdiA led to the
protein dimerization, converting it into the active dimer that is able to bind to

fisQP2 sequence of DNA.
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1. Introduccion

La comunicacién celular en organismos superiores y multicelulares, es
imprescindible, pues cada una de las células debe cumplir con sus actividades y
asi funcionar en conjunto como un todo. Esto exige que las células posean un
sistema de generacion, transmision, recepcion y respuesta de diversas sefales
que las comuniquen e interrelacionen funcionalmente entre si. Este intercambio
de informacioén les permite responder y adaptarse a condiciones adversas o
favorables del medio en que se encuentran (Keller y Surette, 20086).

Hasta hace algunas décadas, se pensaba que organismos unicelulares
procariontes, como las bacterias, vivian en forma independiente respondiendo
sdlo a estimulos fisicos y quimicos de origen ambiental. Hoy, se sabe que las
bacterias se comunican entre si mediante moléculas organicas, que actian de
manera similar a como lo hacen las hormonas en organismos superiores. La
produccién y posterior percepcién de estas moléculas permite a las bacterias
coordinar su comportamiento para asi funcionar como un organismo multicelular
(Bassler, 2002; Ng y Bassler, 2009). Este mecanismo de comunicacion célula-
célula se conoce como “quorum sensing” (QS) y se describié por primera vez en
la bacteria marina Vibrio fischeri (Nealson y col., 1970). El sistema QS le
permite a una sola bacteria obtener informacion acerca de la densidad celular
de su entorno cercano mediante la sintesis de moléculas quimicas

denominadas autoinductores (Al), cuya concentracién extracelular aumenta en



funcién del incremento en la densidad celular (Waters y Bassler, 2005). Cuando
el nivel de Al alcanza una concentracién umbral, |a bacteria es capaz de censar
y responder a dicha sefial adaptando su expresidén génica. Actualmente han
sido descritos en un gran y creciente numero de especies bacterianas sistemas
de QS en los cuales la molécula Al controla multiples y diversas funciones, tales
como formacion de biopeliculas, secrecion de factores de virulencia,
bioluminiscencia, produccién de antibiéticos, esporulacion y competencia
(Miller y Bassler, 2001; Ng y Bassler, 2009).

En bacterias Gram-negativas, el sistema Luxl/LuxR de V. fischeri (figura 1)
es considerado el paradigma en cuanto al control de la expresion génica en los
sistemas de QS (Whitehead y col., 2001). Las bacterias Gram-positivas utilizan
un mecanismo completamente diferente, el Al corresponde a un oligopéptido
modificado que es exportado activamente mediante un transportador del tipo
ABC al espacio extracelular y posteriormente es reconocido por un sistema de
dos componentes que traduce la informacién via una cascada de fosforilaciones
(Waters y Bassler, 2005). Existe ademas, un sistema hibrido que es utilzado
tanto por bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, en el cual Al, 4,5-
dihidroxi-2,3-pentanediona (DPD) estd involucrado en la comunicacion
interespecies (Chen y col., 2002).

Existen otras moléculas Al, proteinas reguladoras y diversos componentes
moleculares que participan en la comunicacién celular, no solo entre especies

bacterianas, si no que también entre bacterias y eucariontes (Shiner y col.,



2005; Reading y Sperandio, 2006; Walters y Sperandio, 2006; Atkinson y

Williams, 2009).
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Figura 1. Via de regulacién de la bioluminiscencia mediante el sistema de
QS Luxl/R en V. fischeri. En la figura se esquematiza el modelo de activacién
de la bioluminiscencia mediante el sistema de QS Luxl/R. La proteina Luxl
sintetiza la molécula autoinductora (estrellas amarrillas) y ésta difunde a través
de la membrana celular. Una vez que alcanza su concentracién umbral,
biolégicamente activa, ingresa nuevamente a la célula y se une al regulador
transcripcional LuxR. Entonces, esta proteina reguladora, bajo la forma de

dimero, se une al operdn de la luciferasa y activa su transcripcion.



1.1. QUORUM SENSING (QS) mediado por N-acil homoserina lactona

(AHL) o autoinductor del tipo 1 (Al-1)

El sistema de QS mas estudiado en bacterias Gram-negativas es de tipo
1. En €l estan involucradas dos familias de proteinas: la familia de proteinas
R, compuesta por reguladores transcripcionales cuya actividad depende de
AHLs y la familia de proteinas |, compuesta por sintasas de AHLs. Las AHLs
son moléculas organicas pequefias que se acumulan en el medio
proporcionalmente al aumento de la densidad celular. Cuando se alcanza una
concentracion umbral de AHLs, éstas se unen a las proteinas R, que regulan
la transcripcion de genes blanco (Bassler, 2002; Gray y Garey, 2001). Ambas
familias de proteinas poseen un origen temprano en la evolucion y sus
componentes han sido identificados tanto en el cromosoma como en

elementos extracromosomicos (Gray y Garey, 2001).

1.1.1. Sintasas de AHL y familia de proteinas |

Las N-acil homoserina lactonas (AHLs) derivan de 2 moléculas organicas,
el S-adenosil metionina (SAM) y la cadena acilo de la proteina transportadora
de acilo (acil-PTA). Ambos sustratos se encuentran normalmente en la célula y
participan de la sintesis tanto de aminoacidos como de acidos grasos (Fuqua y
col.,, 1996; More y col., 1996). Estos sustratos se encuentran disponibles a
bajas y altas densidades celulares, siendo sus concentraciones respectivas una
limitante de la sintesis de AHLs. Las proteinas de la familia | catalizan la

reaccion de union entre el grupo acilo de la acil-PTA y la metionina del SAM. El



mecanismo enzimatico propuesto consiste en un ataque nucleofilico sobre el
carbono 1 de la cadena acilo de la acil-PTA por la amina del SAM, formando asi
el enlace amida. La posterior lactonizacion produce la molecula de AHL y un
producto toxico, metilthioadenosina (MTA) (Whitehead y col., 2001). En esta
familia de proteinas el porcentaje de identidad de secuencia aminoacidica es
solo del 28 al 34%. A pesar de esta baja identidad de secuencia existen 2
regiones altamente conservadas. La primera corresponde al sitio activo de la
catalisis situado en el extremo amino-terminal y la segunda, que corresponde al
sitio de unién a acil-PTA que se encuentra en el extremo carboxilo-terminal

(Hanzelka y col., 1997).

La expresion heterdloga de proteinas | lleva a la sintesis de la homoserina
lactona especifica, sugiriendo que la diversidad estructural de las AHLs
depende exclusivamente de la especificidad de la proteina | (Figura 2) (Fuqua

C., 1999).
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Figura 2. AHLs producidas por diferentes bacterias Gram-negativas y su
respectiva sintasa de AHL. En la figura se presentan las AHLs producidas
por 6 bacterias Gram-negativas, su sintasa y su estructura.

1.1.2. Estructura, transporte y acumulacion de AHLs

Las AHLs son moléculas organicas de bajo peso molecular que se
acumulan en el medio de crecimiento de un cultivo bacteriano. Debido a esto,
son aisladas desde los sobrenadantes de cultivos de bacterias en la fase
estacionaria de crecimiento mediante una extraccién organica. La primera en
ser purificada e identificada fue la 3-ox0-C6-AHL producida por V. fischeri
(Eberhard, 1972; Kaplan y Greenberg, 1985). Como se muestra en la figura 2,
la estructura quimica de las AHLs se puede dividir en dos partes. La primera

consiste en un anillo invariable de homoserina lactona que es comtn para todas



las AHLs. La segunda esta conformada por la cadena acilada que es
responsable de la diversidad estructural de las AHLs y varia tanto en el largo (4-
18 atomos de carbono), la sustitucion del carbono 3 y la presencia de
insaturaciones en la cadena hidrocarbonada (Whitehead y col., 2001; Marketon
y col., 2002; Gonzalez y Marketon, 2003). De acuerdo al paradigma del QS, las
AHLs, debido a su naturaleza anfipatica difunden libremente a traves de la
membrana citoplasmatica en favor del gradiente de concentracion. Como el
modelo de QS inicialmente se definié para la bacteria V. fischeri que sintetiza
una AHL de cadena corta (3-oxo-C6-AHL) se hizo necesario corroborar e
investigar que sucedia con las AHLs con mayor numero de carbonos y por lo
tanto de mayor grado de hidrofobicidad. Se hicieron experimentos con
moléculas autoinductoras marcadas radiactivamente y se comprobé que las
AHLs de cadena corta como C4-AHL y 3-oxo-C6-AHL difunden pasivamente
por la membrana de la célula igualando las concentraciones luego de un tiempo
muy breve (Kaplan y Greenberg, 1985). En cambio, AHLs de cadena larga
como 3-0xo-C12-AHL en P. aeruginosa, salen a través de bombas de eflujo
activo (MexAB-OprM) (Pearson y col., 1999) y entran a la célula por difusion.
Por esta razén, la concentracion intra y extra celular del Al varia con respecto a
la hidrofobicidad de la cadena acilada. Esto implica que entre mas larga sea la
cadena hidrocarbonada mayores seran la diferencias de concentracion de AHLs

dentro y fuera de la célula.



A pesar que los autoinductores difieren en su estructura y propiedades
quimicas, poseen un rol comdn que es unirse al regulador transcripcional y

mediar la transcripcion.

1.1.3. Regulador transcripcional y familia de proteinas R

Los reguladores transcripcionales de la familia R comparten dos regiones
estructurales altamente conservadas; i) el dominio de unién a DNA en el
extremo C-terminal del tipo hélice-vuelta-hélice (HVH): esta formado por un
paquete de cuatro a hélices que forman el dominio de unién y ii) el dominio de
unién a AHL en el N-terminal: consiste de un sandwich a/B/a. La hoja B
central posee 5 hebras antiparalelas que conforman una superficie céncava a la
cual se une la AHL (Whitehead y col., 2001; Gonzalez y Marketon, 2003).
Comparaciones de secuencia de las proteinas R muestran solo un 18%-25% de
identidad al considerar la secuencia aminoacidica completa. Sin embargo, la
conservacion es mucho mayor a nivel de dominios, 9 residuos son idénticos en
al menos el 95% de las proteinas R, 6 de estos se encuentran en el dominio N-

terminal y 3 en el dominio C-terminal (Patankar y Gonzalez, 2009).

Las proteinas R pueden unirse a secuencias especificas de DNA
denominadas cajas tipo /ux. Estas cajas corresponden a secuencias invertidas
repetidas de 18 a 22 pares de bases (pb) (Fuqua y Winans., 1996: Zhu y
Winans, 2001). El mecanismo a través del cual los distintos miembros de la

familia R regulan la transcripcion de sus genes blanco varia en cada sistema, es



decir, la naturaleza de la interaccién proteina-DNA determina si el regulador

funciona como un activador o un represor de la transcripcion (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismo de transcripcion de los reguladores
transcripcionales de QS. A; Activador transcripcional, R; Represor

transcripcional.

En la mayoria de los sistemas de QS la proteina R es un activador
transcripcional, es decir, que en presencia de su AHL especifica es capaz de
reconocer y unirse a las cajas tipo /ux reclutando asi a la RNA polimerasa vy
activando la transcripcién. La unién de la molécula de AHL a la proteina R, de
las bacterias Agrobacterium tumefaciens, Vibrio cholerae y P. aeruginosa

permite la dimerizacion del regulador y la posterior interaccion de este dimero



con el DNA (figura 4) (Fuqua y Winans, 1996; Zhu y Winans, 2001; Vannini y
col., 2002, Bottomley y col., 2007; De Silva y col., 2007; Nasser y Reverchon,
2007; White y Winans, 2007). También existen reportes de proteinas R que
funcionan como represores, pues pueden unirse a la regién promotora en
ausencia de AHLs y la posterior unién del ligando causa un cambio
conformacional que libera al represor del DNA permitiendo asi la transcripcion,
como es el caso de EsaR de E. stewartii o ExpRec.. de Erwinia carotovora

(Andersson y col., 2000; Watson y col., 2002).

Figura 4. Complejo ternario de TraR, de A. tumefaciens. La proteina se
encuentra unida en forma de dimero a la secuencia palindromica de DNA
denominada caja tra, A y B corresponden a cada monémero (A y B) de la
proteina unida a una molécula de 3-oxo-C8-AHL. Tomado de Vannini y col.,
2002.
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La especificidad de la sefial es atribuida al hecho que las proteinas tipo R
requieren la presencia de AHL para su plegamiento (Urbanowski y col., 2004:
Zhu y Winans, 2001). En el caso de la bacteria patdgena de plantas A.
tumefaciens, su regulador transcripcional, la proteina TraR, en ausencia de su
ligando no se encuentra correctamente plegada y es rapidamente degradada
(Zhu 'y Winans, 2001). Ademas la cristalizacion de esta proteina permitio
identificar los residuos involucrados en la unién de la AHL. Se determiné que
aminoacidos hidrofébos y aromaticos forman un bolsillo de unién a AHL que no
permite el contacto con el solvente, favoreciendo una unién muy fuerte entre
TraR y 3-ox0-C8-AHL (Vannini y col., 2002; Zhang y col., 2002). La misma
organizacion entre ligando y proteina presenta SdiA, un homélogo a TraR en E.
coliy Las R en P. aeruginosa, respectivamente (Yao y col., 2006; Bottomley y
col., 2007). Diferente es lo que ocurre en V. fisheri donde la uni6n entre 3-oxo-
C6-AHL y LuxR, no es tan fuerte, sugiriendo la existencia de un mecanismo
regulatorio intrinseco para la union de la sefial (Urbanowski y col., 2004; Koch y

col., 2005).

1.2. Reguladores transcripcionales huérfanos

A medida que el nimero de genomas de bacterias secuenciados crece,
aumenta también el numero de homoélogos de LuxR. Muchos de estos
reguladores no se encuentran asociados a una sintasa de AHL y es por esto
que se denominan reguladores huérfanos. Estos reguladores conservan el

mismo porcentaje de identidad de secuencia que los otros miembros de Ia
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familia de proteinas R (Patankar y Gonzalez, 2009). TrIR en A. tumefaciens
conserva la capacidad de unir AHL pero no se une a DNA, QscR en P.
aeruginosa es capaz de responder a multiples AHLs de cadena larga, CarR de
las especies Erwinia y Serratia participa en la produccién de antibioticos, BisR
en Rhizobium leguminosarum participa en la conjugacién, entre otros
(Patankar y Gonzalez, 2009). Un caso especial de este tipo de reguladores es
la proteina SdiA de Sallmonella enterica sv. Typhimurium y E. coli, que a
diferencia de las otras bacterias antes mencionadas, no poseen otros
homdlogos a LuxR, ni tampoco la sintasa de AHL. Alineamiento de secuencia
de SdiA de ambas bacterias, indica que estas proteinas no se agrupan con los
otros homologos de enterobacterias, si no que se encuentran mas cercanos
en un arbol filogenético a RhIR de P. aeruginosa, lo que sugiere que existié
una transferencia horizontal de genes desde Pseudomonas a estas bacterias
(Gray y Garey, 2001). El rol de SdiA en S. enterica se encuentra mejor
caracterizado que en E. coli, se sabe que regula la transcripcion del gen srgE
que participa en la colonizacion del huésped, especificamente en la union de
la bacteria a células epiteliales. En E. coli no se entiende atin cual es el rol de
este regulador en la fisiologia bacteriana, algunas aproximaciones muestran
que podria estar involucrado en la transcripcion de genes de la divisién celular

(Wang y col., 1991).

1.3. Divisién celular en E. coliy QS.

Debido a que el QS es un mecanismo que tiene directa relacién con el
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numero de individuos de una poblacién, parece relevante preguntarse si existe
alguna relacion entre el QS y el proceso de divisién celular.

Estudios de la division celular en la bacteria E. coli sugieren que tal
relacion entre QS vy division celular, al menos en este microorganismo podria
existir. Efectivamente, se identific6 una proteina que, por un lado, regula la
expresion de algunos genes que participan en la divisién celular y por otro lado,
es homologa a los reguladores transcripcionales del tipo R. Esta proteina se
denomind SdiA (Supresor division inhibition) (Wang y col., 1991). No obstante y
aunque SdiA haya sido identificada, no existen evidencia que relacione
directamente el QS con la divisién de la célula. Por este motivo indagar a nivel
molecular y fisiologico si esta relacion QS-division celular existe, resulta muy
interesante.

En E. coli, la divisién de la bacteria por fision binaria simétrica se logra por
medio de una invaginacién de la membrana citoplasmica, del peptidoglicano yla
membrana externa en la mitad longitudinal de la célula madre. En el inicio de
este proceso tiene un papel esencial la proteina FtsZ, y mas tarde intervienen
otras proteinas Fts (Filamentous temperature sensitive), las cuales son
proteinas que conforman la maquinaria de divisién celular funcional
denominada divisoma (Rothfield y Justice, 1997). La proteina FtsZ es la primera
en posicionarse en el lugar de la septacién. Esta genera un anillo, que se fija a
la cara interna de la membrana celular por medio de las proteinas ZipA y FtsA
(protoanillo), al cual se unen posteriormente y en orden secuencial FtsEX, FiskK,

FtsQ, FtsB-FtsL, FtsW, Ftsl, FtsN para formar el divisoma, que contrae las
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membranas y la pared bacteriana permitiendo la division (Romberg y Levin,
2003). Todas estas proteinas estan codificadas por un conjunto de genes que
conforma el “cluster” dew (division and cell wall). Dentro de este “cluster”, el
operén fisQAZ es el mas estudiado. Existen al menos 6 promotores asociados a
la transcripcién del gen ftsZ. De éstos, el promotor fisQP2 es responsable de la
transcripcion del 46% del total de ftsZ. Este promotor se transcribe de manera
constitutiva y ademas posee secuencias repetidas invertidas del tipo caja lux.
Se demostré que a esta secuencia se une la proteina SdiA por lo que se
denominé caja sdiA (Yamamoto y col., 2001). Como se menciond
anteriormente, los sistemas QS del tipo 1 poseen tres componentes principales;
la sintasa de AHL, la AHL y el regulador transcripcional. En E. coli solo se
identificé la proteina SdiA homéloga a los reguladores transcripcionales de tipo
R. El anadlisis del genoma de esta bacteria revelé que no posee ningln gen que
codifica para la sintasa de AHL, lo cual se correlaciona con el hecho que no

produce moléculas autoinductoras del tipo AHL.

Podemos preguntarnos: ;Por qué el sistema QS en esta bacteria se
encuentra incompleto? Puede ser que E. coli responda a AHLs provenientes
de otras bacterias de su entorno o simplemente que la proteina SdiA no forme
parte del sistema QS del tipo 1 presente en la mayoria de las bacterias Gram-
negativas y sea solo un regulador transcripcional que no esta asociado al

fenébmeno de comunicacion celular.
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1.4. SdiA

Al sobreexpresar la proteina SdiA se induce la formacién de mini células,
fenotipo también observado cuando se sobreexpresa FtsZ (Ward y Lutkenhaus,
1985). Sin embargo, una bacteria que no expresa la proteina SdiA (mutante
nula) no posee defectos visibles en la divisién celular (no se observa formacion
de mini-células ni de filamentos) (Wang y col., 1991). El estudio del efecto de la
proteina SdiA sobre la transcripcion de genes involucrados en el proceso de
divisién celular se ha abordado mediante diferentes metodologias. Se
caracteriz6 mediante experimentos in vitro la interaccion de SdiA con
secuencias especificas de DNA. Estudios de retardo en gel y “footprinting”
comprobaron que SdiA recluta a la RNA polimerasa, aumentando la
transcripcion desde el promotor del operén ftsQAZ (Yamamoto y col., 2001). La
proteina SdiA interacciona especificamente con el promotor fsQP2 y no con
ftsQP1, que corresponde a una clase distinta de promotores, denominados

“gearbox” e independientes de la tasa de crecimiento de la bacteria (Figura 5)

15



caja SdiA PZ_ j+_1-

gearbox P1 ?«T

ATATGGCGGCCGCG

Figura 5. Regién promotora del operén ftsQAZ. Rio arriba del inicio de la
transcripcion del gen fisQ (texto destacado), se encuentran las 2 secuencias
promotoras fisQP2 (P2) y fisQP1 (P1) las cuales poseen secuencias de
reconocimiento  especificas denominadas caja SdiA y “gearbox’,
respectivamente.

Estudios genéticos revelaron que SdiA es capaz de aumentar la
transcripcion del operon fisQAZ desde el promotor fisQP2 entre 5-13 veces
(Wang y col., 1991). También se analiz6 el efecto de las AHLs sobre su
transcripciéon mediante fusiones transcripcionales acopladas a un gen reportero.
Se observé que algunas AHLs aumentan la transcripciéon del operén fisQAZ
pero esta inducciéon no fue significativa (Sitnikov y col., 1996). Otro estudio
realizado el mismo afio reveld que la transcripcion del operén ftsQAZ disminuye

en presencia de un medio condicionado y no se ve afectada por la adicién de
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ox0-C6-AHL (Garcia-Lara y col., 1996). Se repiti6 el experimento para dilucidar
el efecto de las AHLs sobre los niveles de transcripcién de genes cuya
expresion es regulada por SdiA. No se observaron diferencias significativas en
la transcripcién del operdn fisQAZ desde el promotor fisQP2 en presencia de
AHLs. Solo se observé el efecto de AHLs sobre un gen de virulencia de
Salmonella sp. indicando que en esta bacteria y para este gen la proteina SdiA
acttia como un activador transcripcional (Michael y col., 2001).

Al igual que las otras proteinas reguladoras del QS, SdiA posee dos
dominios funcionales. El dominio C-terminal que contiene un sitio predicho HVH
involucrado en la unién a DNA y un dominio N-terminal que une AHL. Al
sobreexpresar el dominio N- terminal (residuos 1-171), se forman agregados de
proteinas insolubles. Mediante dicroismo circular (CD) y fluorescencia se
caracterizaron estos agregados y se determin6 que corresponden a estructuras
del tipo gldbulo fundido. Al adicionar C8-AHL durante la expresién, una gran
proporcion del dominio N-terminal de la proteina se expresa en estado soluble
(Yao y col., 2006). El mismo efecto tienen otras AHLs (C6-AHL y oxo-C8-AHL)
lo que apoya la idea que E. coli podria responder a sefales de tipo AHLs
producidas por varias bacterias diferentes de su entorno.

Para determinar la estructura del complejo proteina-AHL y determinar la
especificidad de la proteina por la molécula autoinductora, se resolvio la
estructura tridimensional del dominio N-terminal con C8-AHL, mediante
resonancia magnética nuclear (NMR) (Yao y col., 2008). Los resultados indican

que la AHL se encuentra en un bolsillo hidrofébo sin contacto con el solvente y
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los datos de NMR complementan esta informacion indicando que casi no
existen interacciones entre la proteina y la AHL, a diferencia de lo gue ocurre en
TraR (Yao y col., 2006). Ambos resultados podrian explicar la capacidad que
tiene la proteina SdiA de unir mas de un tipo de AHLs, pues no existiria un
contacto especifico entre la proteina y la molécula organica. De hecho, varios
autores plantean que la funcién de SdiA es detectar sefiales del tipo AHL
provenientes de otras especies bacterianas, ya que la bacteria no sintetiza

AHLs (Hughes y cols, 2010).

Aunque existen indicios del efecto de AHLs en la transcripcion de genes
involucrados en la divisién celular, no hay experimentos hasta la fecha que se
hayan dedicado a estudiar la conexion entre el complejo binario AHL/SdIA y
algun fenotipo division celular en E. colii. Es importante preguntarse ¢ Cual es el
efecto especifico de las AHLs y el mecanismo de respuesta intracelular del QS

en la division celular?

Para responder estas interrogantes, se propuso caracterizar en esta Tesis
la dependencia de AHL en la unién de SdiA a DNA, de modo de determinar si la
transcripcion es mediada o facilitada por AHLs. En el esquema 1 se muestran
los 2 posibles caminos de la unién del regulador SdiA a la secuencia fisQP2 del

operdn fisQAZ.
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2M + DNA _ D + DNA
+ +
AHL AHL ;
| AHL-D+DNA -~ AHL-D-DNA
e / ;

Esquema 1. Se muestran ios 2 posibies mecanismos para la union de AHL ai
dimero o monomero de SdiA en su unidén a DNA. M corresponde a un
monomero de SdiA, D corresponde a un dimeroc de SdiA.
Por un lado, si el mecanismo es mediado por AHL la dimerizacion y unién a
DNA solo se producird en presencia de esta molécula. Por otro lado, si el
mecanismo es facilitado AHL solo aumentard la unidn del dimero a DNA, para

formar el complejo ternario. En base a este modelo nos planteamos la siguiente

hipotesis.
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2. Hipotesis

“Las AHLs regulan el estado de oligomerizacion in vivo de la proteina SdiA,
permitiendo asi la unién al promotor ftsQP2. Por ende, la comunicacion celular

mediada por AHLs podria regular la divisién celular en E. colf”

2.1. Objetivo general

Determinar, por un lado, el estado de oligomerizacion de SdiA en solucién a
distintas concentraciones de proteina y la dependencia de la union de SdiA a la
secuencia promotora fisQP2 del operdn fisQAZ con diferentes AHLs, y por otro

lado si el complejo SAiA/AHL tiene un efecto en la division celular en E. coli.

2.2. Objetivos especificos

1) Sobre-expresar, purificar y caracterizar estructuraimente la proteina SdiA de

E. coll.
2) Caracterizar a nivel estructural y funcional el complejo binario [SdiA/AHL]

3) Caracterizar in vivo el efecto del complejo binario [SdiA/AHL] sobre la division

celular en E. coli.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Reactivos

Las sales, reactivos liquidos y compuestos organicos en general se
adquirieron de Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO, USA), de Merck
(Darmstadt, Alemania), de Fluka Chemie (Buchs, Suiza), de Winkler (Santiago,
Chile), de USBiological (Swampscott, Masachusett, USA), de AppliChem
(Damstadt, Alemania), de TCL (Santiago, Chile) y de Difco Laboratories (Detroit,
Michigan, USA). Las enzimas de restriccién, los marcadores de peso molecular
de DNA de escala 100 pb y 1kb, y la enzima DNA Ligasa T4 se adquirieron en
New England Biolabs (Ipswich, MA, USA). La enzima polimerasa de DNA Taq y
los partidores disefiados en este trabajo se obtuvieron de Invitrogen (Carlsbad,
California, USA) y en Integrated DNA Technologies, IDT, (Coralville, 1A, EEUU).
La enzima polimerasa de DNA Pfu se obtuvo en Stratagene (California, USA).
Los desoxirribonucleoétidos trifosfato se compraron en Omega Bio-Tek (USA). El
céctel de inhibidores de proteasas fue adquirido de ROCHE Chile Ltda.
(Santiago, Chile). Las membranas de nitrocelulosa para ensayos de Western
blot y las cubetas para electroporacion se adquirieron de BioRad Laboratorios
Inc. (Hércules, California, USA). El anticuerpo monoclonal de ratén anti-histidina
se adquiri6 de Sigma Chemicals Co (St. Louis, MO, USA). El anticuerpo
secundario, contra ratdn, conjugado con peroxidasa se comprd en Santa Cruz

Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, California, USA).
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3.2. Medios de cultivo

3.2.1. Medio LB

Para un litro de medio LB se agreg6 10 g de bactotriptona, 5 g de extracto
de levadura, 10 g de cloruro de sodio y se ajusté el pH a 7,5 con hidroxido de
sodio 10 N. Cuando se necesitd, el medio se suplementé con ampicilina 100

pg/mL, Cloranfenicol 50 ug/mL yf/o kanamicina 50 pg/mL.

3.2.2. Placas de agar-LB

Al medio liquido LB se le agregé agar al 1,5%. Cuando se necesito, el
medio se suplementé con ampicilina 100 ug/mL, Cloranfenicol 50 pg/mL y/o

kanamicina 50 pg/mL.

3.2.3. Medio Minimo M9

NazHPO,4 6 g/L, KHzPO4 3 g/L, NaCl 0,5 g/L, NH4Cl 1 g/L.

3.2.4. Medio M9 suplementado

El medio M9 se suplementd con CaCl; 0,1 mM, MgSOsx7H20 2 mM, citrato
de sodio 0,2% p/v, tiamina 1 g/mL, casaminoacidos 1 mg/mL y glucosa 0,2%

piv.

3.2.5. Cepas y plasmidios

Se utilizd la cepa de cepa de E. coli JW 1901 de la coleccidon ASKA(-) para
sobre-expresar la proteina SdiA (Kitagawa y col.,2005). También se utilizd la

cepa silvestre de E. coli K12 MG 1655 y la cepa JW 1801 de la coleccion KEIO,
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que corresponde a una mutante nula para sdiA (Kitagawa y col.,2005). Para
generar las fusiones traduccionales se utilizé un plasmido derivado de

pACYC184, pmceC’-'lacZ.

3.2.6. Partidores y oligonucleétidos de hebra doble

En la tabla 1 se describen los partidores utilizados para la construccion

de las fusiones traduccionales.

Tabla 1. Partidores utilizados para las reacciones de PCR y secuenciacion.

Partidor Secuencia 5’->3’ Descripcidn

Partidor para amplificar la
regién promotora de fisQ,
en base a secuencia
genomica MG1655 de E.
coli. Agrega una cola Fsel
para su clonamiento en
pmceC’-'lacZ

TTTTTTTTITTGGCCGGCCCCGGTTATCGTTAAGCCG

ftsq-Fus-F
e AG

Partidor para amplificar la
regién promotora de fsQ,
TTTTTTTTGCGGCCGCCCATATTAGTCCGCCAGTTC | o base o Secuenc?a
fisqg-Fus-R | CAGAATTC genomica MG1655 de E.
coli. Agrega una cola Notl
para su clonamiento en
pmece(C’-"lacZ

Partidor para verificar la

CCGCGAGGCGGTTTTCTCC fusidn entre facZ y un gen
lacZ-check-R de interés. Disefiado en
hase a lacZ del vector
pPelican.
Phos-CCCACACTGGAACCTTCGCG Partidor para delecionar el
del-P2ftsQ-R promotor (P2) +cajaSdiA.
Fosforilado
GGGCCGGAGTTCACGGTTG Partidor para delecionar el
del-P2ftsQ-F promotor (P2) +cajaSdiA
Phos-CAACCGTGAACTCCGGCCC Partidor para delecionar el
del-P1ftsQ-R promotor(P1) + “gearbox”.
del-P2ftsQ-F CCGCAGGTCTGGAAGCGTCA Partidor para delecionar el

promotor(P1) + “gearbox”.

% n Partidor para delecionar el
Sele2anhel GACGGGCCGGAGTTCACGGTTG | promotor (P2), con sitio

forw Yhol
s i Partidor para delecionar el
delPZXhol- | T TTITTTTTTCTCGACCACTGGAACCTTCGCGGETC | promotor (P2), con sitio

Xhol
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En la tabla 2 se describen los partidores utilizados para la construccion de los

fragmentos de DNA utilizados en los experimentos de AFM.

Tabla 2. Partidores utilizados en este trabajo para las reacciones de PCR

Partidor Secuencia 5’->3’
AFM1F AAAAGGCCTGAGCGATAAGC
AFM1R AGGTATTGGCTTCCAGCAGA
AFM2F TGATGGGCTTGCCTTATACC
AFM2R GCAAATTGGCCTCTTGTGAC

En la tabla 3 se describen los oligonuclebdtidos de doble hebra (dsDNA)

utilizados en los experimentos de espectroscopia.

Tabla 3. DNA de hebra doble utilizados en los experimentos de dicroismo circular y de
anisotropia de fluorescencia

Secuencia 5°->3

ATACGTATTCAACCGTCCGGAACCTTCTATGATTATGA
TATGCATAAGTTGGCAGGCCTTGGAAGATACTAATACT

ftsQ-P1

TGTGGGAATGTCAAAAGTAGTAGCAGAAAATGCTCTAC
ACACCCTTACAGTTTTCATCATCGTCTTTTACGAGATG

ftsQ-P2

/5-FAM/ATACGTATTCAACCGTCCGGAACCTTCTATGATTATGA
TATGCATAAGTTGGCAGGCCTTGGAAGATACTAATACT

ftsQ-P1-F

15-FAMITGTGGGAATGTCAAAAGTAGTAGCAGAAAATGCTCTAC
ACACCCTTACAGTTITCATCATCGTCTTTTACGAGATG

ftsQ-P2-F

*Subrayados se encuentra la caja sdiA
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3.1. Técnicas de biologia molecular

Los procedimientos de biologia molecular no detallados, como el
aislamiento de ADN genémico y plasmidial, la preparacion de células
electrocompetentes, transformacion mediante electroporacion, digestion con
enzimas de restriccién, PCR se realizaron utilizando métodos estandarizados

(Sambrook y col., 1989; Ausubel y col., 1992).

3.1.1. Generacion de fusiones traduccionales

Las fusiones ftraduccionales entre el gen reportero facZ y la region
promotora del operon fisQAZ se generaron por PCR amplificado del DNA
gendémico de E. coli con partidores especificos. Los partidores utilizados (tabla
1) agregaron los sitios de restriccion Fsel y Notl al amplificado lo que permitié
su posterior ligacion al vector previamente digerido con las mismas enzimas.
Los productos de PCR se ligaron en el vector pmceC-lacZ, se transformaron en
la cepa E. coli TOP10 F y se seleccionaron las colonias azules en placas de LB
con Cm (50 pg/mL) y X-gal (40 pg/mL). Se confirmé la presencia del inserto
esperado por PCR de colonia. Se seleccionaron 3 clones y los plasmidios se
denominaron pXMAS1, pXMAS2, pXMAS3. Ademas se amplificd la fusion
generada y se clond en el vector PACYC177 que tiene resistencia a ampicilina.
Este plasmidio se denominé pXMASamp. Para la contruccion de las fusiones
traduccionales de delecion se utilizé la metodologia de PCR inverso (Sharma y

col., 2007). Los detalles de la construccion de las fusiones se detallan en los

25



resultados. Todos los plasmidios generados en la tesis se secuenciaron en

Macrogen (Maryland, USA).

3.1.2. Ensayo Miller

Las cepas bacterianas se crecieron toda la noche a 37 °C. Luego se
dejaron en hielo durante 20 min y se midié la densidad 6ptica a 600 nm. Se
tomaron alicuotas de 1 mL de cultivo y se centrifugaron a 7.000 g durante 10
min, se elimind el sobrenadante y los precipitados se congelaron a -80 ° C. Para
medir, las muestras se diluyeron 1:2 con amortiguador Z (Na;HPO4*7H20 60
mM, NaH.PO4*HO 40 mM, KCI 10 mM, MgS0O4*7H20 1mM, pH 7,0 y B-
mercaptoetanol 50 mM agregado al momento de usar). Las células se
permeabilizaron con 20 pL de CHCI; y 20 yL de SDS al 0,1% agitando
vigorosamente en vortex durante 15 s. Se incubd a 30 °C durante 5 min y se
agrego 0,2 mL del sustrato orto-nitrofenilgalactopiranésido (ONPG) 4 mg/mL. Al
cabo de un tiempo t, la reaccion se detuvo agregando 0,5 mL de Na,CO; 0,5 M.
Se centrifugaron las células y se transfirid el sobrenadante a una cubeta para

medir la absorbancia a 420 nm (Miller, 1972).

La actividad B-galactosidasa se calculd de acuerdo a la siguiente formula:

Unidades de Miller = 1000 x A420/ T x V X DOgqo
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3.2. Purificacion de la proteina

3.2.1. Sobre-expresion de SdiA

Para la sobre-expresion de SdiA se tomé una colonia de la cepa de E. coli
JW 1901 desde una placa de seleccion y se inoculé en medio LB suplementado
con cloranfenicol (50 pug/mL), se crecié durante toda la noche con agitaciéon
constante a 37°C. Con este cultivo se inocularon 2 litros de medio LB (1/100)
suplementado con cloranfenicol a la misma concentracion y se crecio con
agitacion constante a 37 °C. Una vez alcanzada una DOggp aproximada de 0,6,
se le adiciond IPTG 1 mM para inducir la sobre-expresién de la proteina y se
creci6 por 2 h con agitacién constante a 37 °C. El cultivo se centrifugé a 5.000 x
g por 40 minutos y las células se suspendieron en amortiguador TEN a 4 °C
(TRIS-HCI 50 mM (pH 8,0); EDTA 1 mM; NaCl 100 mM). Este procedimiento se
repiti6 dos veces para eliminar el medio LB de las células. Los precitados

celulares se guardaron a -80°C para su posterior uso.

3.2.2. Purificacion de SdiA

El precipitado celular inducido proveniente de 2 litros de cultivo se
descongeld en hielo y se suspendié mediante agitacion con amortiguador A
(HEPES-NaOH 50 mM (pH 7,4); NaCl 0,5 M; Na;0sS; 10 mM) suplementado
con 2 pastillas de coctel inhibidor de proteasas, en un volumen final de 50 mL.
Se sonicd en un vaso precipitado con pulsos de 20 s con una salida de valor 6

(48 watts), con pausas de 1 minuto, para evitar el sobrecalentamiento. El
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procedimiento se repitié 5 veces (misonix Sonicator 3000). Luego de sonicar, el
lisado se ultracentrifugd (Rotor T-880) a 28000 rpm (92.000 g) por 90 min a 4
°C. Se descart6 el precipitado y el sobrenadante se mezcié con 4 mL de la
resina quelante de niquel probond (Invitrogen) previamente equilibrada en
amortiguador A. Se incubé con agitacion durante 30-60 minutos a 4 °C. Se
empaco la columna con la resina a 4 °C utilizando una bomba peristaltica con
un flujo de 1mL/min. Se lavo la resina con 3 volimenes de columna y luego se
aplicé un gradiente de imidazol entre 50-500 mM. Se colectaron las fracciones y
se hizo una electroforesis de proteina para determinar en que fracciones se
encontraba |a proteina pura. Se juntaron las fracciones de proteina y se dializo
contra el amortiguador de dialisis (HEPES-NaOH 50 mM (pH 7,4); NaCl 0,5 M;
Na;0sS; 10 mM, Sacarosa 1M). Para eliminar agregados insolubles se

centrifugé a 28.000 g por 30 min.

3.2.3. Cuantificacion de SdiA

Se determiné la concentracion de SdiA a partir de su valor de absorbancia
a 280 nm. El valor del coeficiente de extincion molar de la proteina se calculd de
acuerdo a su composicion de aminoacidos (Pace y col., 1995). La
concentraciéon de proteina también se determind por el método de Bradford
(Bradford, 1976) usando el sistema comercial Coomassie Plus Protein Assay

Reagent (Pierce).
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3.2.4. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Los analisis de SDS-PAGE se hicieron segun Laemmli (Laemmli, 1970). Se
utilizé acrilamida al 12,5 % en el gel separador y 4 % en el concentrador. Las
muestras se disolvieron en una solucién de carga, se incubaron a 95 °C por 5
min y se cargaron en los pocillos del gel. La electroforesis se hizo a un
amperaje constante de 60 mA durante una hora. Los geles se tifieron con Azul
de Coomasie o se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa para realizar

un western blot.

3.2.5. Western blot

La transferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida a la
membrana de nitrocelulosa se hizo mediante electrotransferencia en
amortiguador de transferencia. Para esto se utilizé un voltaje constante de 100
V y un amperaje variable maximo de 400 mA durante 90 minutos a -20 °C. Las
membranas de nitrocelulosa con las proteinas adheridas se bloquearon durante
toda la noche a 4 °C en solucion de bloqueo. Se incubaron con el anticuerpo
primario en un volumen de 5 mL de soluciéon de bloqueo, durante 2 horas en
agitacion a 37 °C. Posteriormente la membrana se lavo 3 veces por 10 minutos
en agitacién con TBS. Se incubd con el anticuerpo secundario en una solucién
de bloqueo por 1 hora con agitacion a 37 °C y se repitieron los 3 lavados con
TBS. Se reveldé mediante quimioluminiscencia, por lo que se utilizdé una
preparacion de electroquimioluminiscencia casero (25 L solucién 1 de acido

cumarico 90 mM y 50 L solucién 2 de Luminol 250 mM, ambas en DMSO)
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mas 5 pL peréxido de hidrogeno. También se utilizé el método de revelado en la

membrana con el reactivo 4-cloro-naftol (4CN).

3.3. Técnicas espectroscopicas

3.3.1. Fluorescencia intrinseca de SdiA

La proteina se caracterizd mediante espectroscopia de fluorescencia,
midiendo la emision de fluorescencia intrinseca del triptéfano a 350 nm en un
espectrofluorimetro Perkin EImer LS-50. En cada experimento el espectro se
midié 5 veces utilizando una longitud de onda de excitacion de 295 nm y una

velocidad de barrido de 200 nm/min.

3.3.2. Apagamiento de fluorescencia

Se determind la unién de AHL a la proteina SdiA mediante apagamiento de
fluorescencia en un espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50, titulando la
proteina con distintas concentraciones de ligando. Se graficé el cambio en la
intensidad de fluorescencia versus la concentracion de AHLs. Como control se

utilizé una solucion de triptéfano.

3.3.3. Anisotropia de fluorescencia

Para determinar la constante de union entre la proteina SdiA y el DNA se
utilizaron fragmentos de DNA de 40 bp marcados con la sonda 5-FAM (5-
carboxi-fluoresceina). Los fragmentos utilizados corresponen a ftsQP1 y fisQP2

(Tabla 3).
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3.3.4. Dicroismo circular de SdiA

El porcentaje de estructura secundaria se determind mediante dicroismo
circular (CD) en un espectropolarimetro Jasco 600 y en un Jasco 815 con una
celda de 1 mm de paso optico. Las muestras y el amortiguador se midieron 5
veces utilizando una velocidad de barrido de 20 nm/min, un ancho de banda de
1 nmy 2 segundos de tiempo de respuesta. Las medidas de CD se tomaron

entre 200-260 nm.

3.3.5. Dicroismo circular de acidos nucleicos

Para estos experimentos se hizo un barrido en el UV cercano (230-320
nm) que es donde absorbe el DNA. Se determind la elipticidad a 280 nm del
DNA que contiene la secuencia especifica ftsQ-P2 a distintas concentraciones
de SdiA en ausencia o presencia de AHL. Se utilizd como control la secuencia

inespecifica ftsQ-P1 (Tabla3).

3.4. Intercambio isotopico

Los experimentos de intercambio de hidrogeno/deuterio se hicieron con la
proteina SdiA diluida 10 veces en el amortiguador deuterado a temperatura
ambiente. La proteina se incubé en presencia y ausencia de AHL y se
determiné la cinética de intercambio entre 30 segundos y 6 horas. La reaccion
de intercambio se detuvo con la adicién de acido formico al 1% (pH 2,5) e

inmediatamente las muestras se congelaron con nitrégeno liquido y se
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almacenaron a -80 °C para su posterior analisis. Para cuantificar la
incorporacién de deuterio en la proteina las muestras se digirieron durante 2
minutos con pepsina (10 yM ) en hielo. Las muestras digeridas se separaron
mediante una columna C4 (Michrom BioResources, Inc.). Los 20 ulL del “loop”
de inyeccion, la columna C4 y todo el sistema se sumergido en hielo para
minimizar el intercambio reverso. Los péptidos digeridos se eluyeron de la
columna C4 con un gradiente 5%—-95% de acetonitrilo (50 mL/min, con 0,1% de
acido formico). El analisis de masa se realizé en un equipo (LTQ)-FT ICR (LTQ-
FT, Thermo Finnigan, San Jose CA.). El numero de deuterios incorporados se
calculé determinando el centro de la distribucién isotdpica. Los péptidos se
identificaron mediante una espectrometria de masa en tandem (MS/MS). El
nivel de incorporacién de deuterio se determiné calculando el centroide de la
distribucién isotopica para cada péptido utilizando el programa H/D desktop
(Pascal y col., 2007). Las graficas de intercambio se construyeron graficando el
numero de deuterios incorporados versus el tiempo. Los graficos se ajustaron a
la siguiente ecuacion de 3 exponenciales con el programa Sigma- Plot (Systat,

San Jose, CA, USA) (Englander and Kallenbach, 1983):
D=N-A"exp(-kit)-B*exp (kat)-C *exp ( -ks 1)

Donde D es el nimero de deuterios incorporados al tiempo t y N es el numero

total de protones que intercambian en el experimento (se calculé restando el n-

terminal y el nuimero de prolinas al largo total del péptidos y multiplicandolo por

90% que es el porcentaje de deuterio en solucién). A, B y C corresponden al

32



nimero de sitios de intercambio que se observa que intercambian a una
velocidad k; (rapida, >1,0 min™), k. (intermedia, 0,01-1,0 min™), o ks (lento,

<0,01 min™"), respectivamente.

3.5. Espectrometria de masa

lonizacion “electrospray” acoplado al analizador de masa “time of flight” (ESI-
TOF) se hizo en HHMI Mass Spectrometry Laboratory Lab, University of

California, Berkeley.
3.6. Microscopia de fuerza atémica (AFM)

3.6.1. Modo de contacto

En el modo de contacto la punta se mantiene siempre en contacto con la
superficie de la muestra. Las principales fuerzas que actiian en este modo de
funcionamiento son de tipo repulsivo. El modo de contacto permite obtener
imagenes de la superficie de la muestra a resolucion atébmica, aunque puede
dar lugar a la destruccién de la muestra, debido a la friccién que la punta realiza
sobre la misma. El rango de fuerzas habitual en este modo de trabajo se sitia

entre 1x107y 1x10°® N.

3.6.2. Modo de no contacto

En el modo de no contacto la palanca oscila sin que la punta llegue a tocar
nunca la superficie de la muestra. La imagen es obtenida mediante la medida

de las deflexion de la palanca, debida a las variaciones detectadas entre las
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fuerzas atractivas y repulsivas ejercidas sobre la misma. La fuerza aplicada

sobre la muestra en este caso es de 1x107'? N.

3.6.3. Modo de contacto intermitente

En el modo de contacto intermitente (0 modo de “Tapping) la punta entra en
contacto con la superficie de la muestra de manera intermitente debido a la
oscilacion de la palanca. Cuando la punta y la muestra entran en contacto, la
fuerza aplicada por la punta resulta en una variacion de la frecuencia de
resonancia de la palanca y de la amplitud de vibracion de la misma. Este efecto
produce una reaccion del sistema de retroalimentacion, que da lugar al
movimiento del piezoeléctrico. La resolucion obtenida con el modo de contacto
intermitente es inferior a la que se obtiene con el modo de contacto, aunque se
evita la destruccion de la muestra debido a la importante reduccién de las

fuerzas de friccion entre la punta y la superficie de la muestra.

3.6.4. Adquisicion de imagenes

Para la preparacion de la muestra entre 2-10 nM de DNA (los fragmentos
se amplificaron por PCR con los partidores especificados en la tabla 2) y 20-100
nM de SdiA se depositaron en la mica ultra limpia (Grade V, Ted Pella, Inc.) y
se incubaron a temperatura ambiente durante 1 minuto. La mica se lavé con
agua nanopura y luego se seco con un flujo perpendicular de N> Las medidas
de AFM se hicieron con un Multimode AFM Nanoscope V (Veeco Instruments

Inc., Santa Barbara, CA, USA) equipado con un escaner tipo E (10 micrones x
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10 micrones x 2,5 micrones rango vertical). Las imagenes se abtuvieron en
modo “tapping” utilizando un “cantilever” (Nanosensors) con alta frecuencia de
resonancia (260-410 kHz) y una constante elastica (k) de 46 N/m. Las imagenes
se capturaron con un tamano de escaner de 1 um, a una velocidad de 1,9 Hz.
La amplitud de la imagen del cantilever se mantuvo con la retroalimentacion del
circuito. Todas las muestras se midieron a temperatura ambiente y con una

humedad relativa del 35%.

3.6.5. Analisis de imagenes

El procesamiento de imagenes y el analisis de datos se hizo utilizando
Matiab (The MathWorks, Natick, MA), con el programa ALEX (Rivetti y col.,

1996, Rivetti y Codeluppi, 2001).

3.7. Ultracentrifugacion analitica (AUC)

Los experimentos de velocidad de sedimentacién y de equilibrio de
sedimentacion, se hicieron en una ultracentrifuga analitica Beckman Optima XL-
A. La absorbancia de las celdas de la muestra se midieron como funcién de la
posicion radial a 280 nm con intervalos de 0,002 cm. Los experimentos de
velocidad de sedimentacion se realizaron a una velocidad angular de 40.000
rpm. Las muestras de proteina (380 ul) se cargaron en celdas de doble sector
(double sector Epon charcoal-filled centerpiece). Los experimentos de equilibrio
de sedimentacion fueron realizados a diferentes velocidades angulares entre

24-48 horas hasta alcanzar las condiciones de equilibrio. Las muestras de
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proteina (110 ulL) se cargaron en celdas de doble sector. Los datos de
velocidad de sedimentacion y equilibrio de sedimentacion se analizaron
utilizando el programa SedFit (Schuck, 1998) y HeteroAnalysis (Cole, 2004),
respectivamente. Para ambos experimentos se utilizd la proteina SdiA a

diferentes concentraciones en ausencia y presencia de AHL.

3.8. Analisis bioinformaticos

3.8.1. Modelamiento SdiA

La estructura de TraR, de A. tumefaciens (1hOm) (Vannini y col., 2002),
obtenida del banco de datos de proteinas (PDB), se utiliz6 como templado
estructural para construir un modelo 3D de la proteina SdiA, con el programa
Modeller v6.2 (Sanchez y Sali, 1997). El modelo se evalué con los programas

PROSAII (Sippl, 1993) y Verify3D (http:/nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3D/).

3.8.2. “Docking” molecular

Se utilizd la estructura cristalina del dominio N-terminal de SdiA de E. coli
(2avx PDB) para hacer el “docking” con los ligandos de AHL (C6-HSL, C8-HSL,
0x0-C12-HSL y ox0-C6-HSL). Se usé MGLTools v1.5 en el proceso de
configuracion de archivos y “autodock” v4.0 para hacer el “docking” (Morris y
col., 1998). La Visualizacion de los resultados del “docking” se hizo mediante

AutoDockTools de MGLTools y también mediante LigandScout v2.0 .
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3.9. Cromatografia de exclusién molecular (SEC)

La proteina SdiA purificada se caracterizé mediante cromatografia
analitica de exclusién molecular. Se utilizé una columna de exclusion molécular
Superdex S75 (GE Healthcare) que posee un rango de fraccionamiento de 3-70
kDa para proteinas globulares. La proteina se eluyé mediante FPLC (Fast
protein liquid chromatography) con amortiguador A (HEPES-NaOH 50 mM (pH
7,4); NaCl 0,5 M; Na;05S; 10 mM) a un flujo de 0,5 mL/min. El desarrollo del
cromatograma se siguio registrando la absorbancia a 280 nm. Se ultilizaron
como estandares de masa molecular: vitamina B12, mioglobina y ovoalbimina.
Para calcular el volumen muerto (Vp) se utilizé tiroglobulina (670 kDa). El
coeficiente de distribucion K4 se calculd de acuerdo a la formula descrita por
Irvine (2002):

Kd= (VR—Vo)/ (Vc-Vo)
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4. Resultados

4.1. Sobre-expresioén y purificacion SdiA

Para obtener la proteina SdiA se utilizé la cepa de E. coli JW 1901 de la
coleccién ASKA(-). Esta cepa contiene un plasmido derivado del pCA24N
donde se clond el gen sdiA/uvrX (Kitagawa y col.,2005). Este gen se encuentra
bajo el control del promotor T5, el cual es reconocido por la RNA polimerasa de
E. coli y cuya expresion es inducida por IPTG.

La proteina contiene seis residuos de histidina en el extremo N-terminal y
también contiene aminoacidos (aa) extras en los extremos N y C-terminal. La
secuencia correspondera entonces a la de la proteina (indicada en rojo) mas los
residuos extras (6xHisThrAspProAlalLeuArgAlaSdiAGlyLeuCysGlyArg). El gen
sdiA codifica para una proteina de 240 aa (28.116 Da). La masa molecular
sumada a los residuos extra que posee el vector de expresion, es de 30.151
Da, que corresponde al tamafio observado en un gel SDS-PAGE (figura 6A) y
en una cromatografia de exclusion molecular (figura 6B y 6C). Se analizd
ademas, la proteina mediante espectrometria de masa (ESI-TOF) y la masa
obtenida corresponde a 29.842 Da (figura 6D), que son 304 Da menos que el
tamaiio calculado teéricamente, lo que podria explicarse por la perdida de dos

residuos de histidina durante el proceso de purificacion.
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Figura 6. Sobre-expresion e identificacion SdiA. A) Gel SDS-PAGE tefido
con azul de Coomassie del extracto total de la cepa JW 1901. Se muestran los
estandares de masa molecular (MM) de proteina (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, Fermentas), y los extractos totales sin IPTG y con IPTG. B)
Cromatografia de exclusion molecular. Se utilizaron como estandares vitamina
B12 (1), mioglobina (2) y ovoalbimina (3). El volumen muerto (V,) se calculd
con tiroglobulina (5). La proteina SdiA (4) muestra un maximo de elucién a los
13,2 mL. C) Calculo del coeficiente de distribucion (Kd) y la masa molecular de
SdiA. D) Espectro de masa (ESI-TOF).

La proteina se separé del resto de las proteinas de la fraccion soluble
aprovechando que posee un grupo de histidinas en el extremo N-terminal,

mediante una cromatografia de afinidad a niquel (figura 7A).
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Figura 7. Purificacion de SdiA. A) Gel SDS-PAGE tefido con azul de
Coomassie de las distintas fracciones eluidas con imidazol, durante la
purificacion de SdiA, desde una columna de afinidad a niquel. Se muestran los
estandares de masa molecular de proteina (PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, Fermentas), el extracto total (ET), y las fracciones eluidas con 150,
200 y 250 mM de imidazol. B) Gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie.
Se muestra la protefna SdiA purificada después de la dialisis (ver Materiales y
Métodos. C) Western blot contra la proteina SdiA purificada.

Se tomaron las fracciones que se muestran en la figura 7A y se
concentraron mediante dialisis utilizando un amortiguador con sacarosa. Se
obtuvo una concentracion de proteina de entre 2-4 mg/mL con una pureza del
95% y la proteina se identificd por western blot con un anticuerpo anti-Histag

(figura 7C).
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4.2. Caracterizacion de SdiA

Una vez que se tuvo la proteina SdiA purificada se procedié a su
caracterizacion fisicoquimica. Primero se calculd su coeficiente de extincion
molar (¢) de acuerdo a lo descrito en Pace y col., 1995. Se calculd el ¢ tedrico
(42.770 M" em™) de acuerdo al nimero de residuos aromaticos de la proteina y
en base a la relacion de absorbancias de la proteina nativa y denaturada, se

calculd el £ nativo.
€ nathO =g tE(')fICO # A nativalA denaturada

Las Azgp debe encontrarse entre 0,2-0,6 para hacer el calculo. Se obtuvo un
valor de 36.956 M ¢cm™. Con este valor se determiné la concentracién de la
proteina purificada en cada purificacién y se compard con los valores obtenidos

por el método de Bradford, encontrandose concondarcia entre ambos valores.

4.2.1. Fluorescencia intrinseca de SdiA

SdiA posee cinco triptéfanos en su estructura, los que se encuentran
distribuidos de acuerdo al modelo de estructura construido (ver Materiales y
Métodos), como se muestra en la figura 8A. Se muestra en rojo los 5 residuos
de triptéfano de los cuales 3 se encuentran en el sitio de unién a AHL, 1 en el
extremo N-terminal y otro en la hélice de unién a DNA. Los triptéfanos de la
proteina se excitaron con una longitud de onda de 295 nm de modo de no
excitar a los otros aminoacidos aromaticos, especificamente la tirosina. En la

figura 8B se observa como incrementa la intensidad de emisién de
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fluorescencia (345 nm) a medida que aumenta la concentracion de proteina, sin
embargo el maximo de longitud de onda de emisién no se ve afectado. Las

medidas se hicieron a temperatura controlada de 30 ° C.
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Figura 8. Fluorescencia Intrinseca de SdiA A) Modelo 3D de SdiA, se
muestran destacado en rojo los triptofancs. B) Grafico de intensidad de
fluorescencia intrinseca de SdiA (emisién de triptdfano) versus Ia
concentracién de proteina. Los cuadrados rojos corresponden al valor de
intensidad de fluorescencia (IF). En el eje secundario se muestra el maximo en
la intensidad de fluorescencia, triangulos negros.

4.2.2. Dicroismo circular y determinaciéon de la estructura secundaria

de SdiA

Para determinar el porcentaje de estructura secundaria de la proteina se
utilizé la técnica de dicroismo circular. Los espectros de dicroismo circular se

obtienen generalmente en las regiones del ultravioleta lejano (180 a 250 nm) de
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la radiacion electromagnética. Los espectros en el ultravioleta lejano, se deben
principalmente a los enlaces peptidicos que unen los residuos de los
aminoacidos entre si. Las sefiales de dicroismo circular se pueden interpretar
en términos del contenido de estructura secundaria presentes, es decir, del
porcentaje de residuos que se encuentran en alguna conformacién estructural

(helices «, hojas @, giros y otros tipos estructurales).

Se tomaron espectros de la proteina SdiA en el UV lejano utilizando una
cubeta de 1 mm de paso 6ptico y una concentracién de proteina de 0,2-0,4
mg/mL. Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente. El célculo de
estructura secundaria se hizo con el programa K2D2 (Perez-Iratxeta y Andrade-
Navarro, 2008). Para esto se transformaron los valores de elipticidad 6 a
elipticidad molar [6], corrigiendo por el paso 6ptico, la concentracion de proteina
y el peso molecular. Los valores de estructura secundaria se muestran en la
tabla 4, donde se comparan los valores calculados experimentalmente que
corresponden a la proteina en ausencia de AHL con los del modelo 3D de la
proteina, los de la estructura de TraR que se encuentra cristalizada (pdb 1I3]-A)
y también los de la estructura del dominio N-terminal de SdiA (pdb 2avx) que se
encuentra resuelto por NMR (todos resueltos con el ligando unido a la proteina).
Al comparar los valores se observa una disminucion del contenido de estructura
helicoidal y un aumento de estructura de hoja beta cuando la proteina se

encuentra sin el ligando.
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Tabla 4 Valores del porcentaje de estructura secundaria de SdiA

con AHL sin AHL
% TraR (1131-A) | N-terminal Modelo Datos
estructura SdiA (2avx) SdiA (esta experimentales
secundaria tesis)
Hélice alfa 54,8 45,5 54 2
Hoja beta 13 19 14
Aleatoria 23 39 15,8

4.2.3. Estado de oligomerizacion de SdiA

Para determinar si la proteina SdiA forma dimeros, ya que esta descrito que
estos reguladores transcripcionales de QS se unen en forma de dimero al DNA
(Fuqua y Winans, 1996; Vannini y col., 2002; Nasser y Reverchon, 2007; White
y Winans, 2007), se hiz6 un entrecruzamiento quimico de SdiA con
glutaraldheido al 25% (0,2% final) a distintos tiempos. El glutaraldehido es un
agente entrecruzante homobifuncional que reacciona con aminas primarias en
proteinas (figura 9A). Si dos proteinas interactdan, al agregar glutaraldehido,
van a quedar covalentemente unidas. El complejo asi formado se puede
observar en un gel SDS-PAGE. En la figura 9B se observa una banda
aproximadamente en 64 kDa que aparece a los 15 segundos de reaccidn, que
corresponderia a un dimero de la proteina. En ausencia de glutaraldehido y a
tiempo 0 segundos, sélo se observa la proteina como monoémero. Se observa

que la fraccién de dimero es menor a la de monémero a los diferentes tiempos
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de reaccién de entrecruzamiento. Esto nos dice que existe una mezcla de

ambas especies en solucion.

B G— NH, + CH0, ——> S8 B NHCO {CH,),CHO

f MHCOC,H,CHON

B/l B— NHCO (CHp):CHO + NH; — %

0.4%
Giutaraldehido

Estandar  SdiA S 2 B -
) 15 30 60 segundos
B — =64 KDa

- g —+=31KDa

Figura 9. Entrecruzamiento quimico de SdiA con glutaraldehido.
A) Esquema de la reaccion de entrecruzamiento entre SdiA y el glutaraldehido.
B) Gel SDS-PAGE tefiido con azul de Coomassie. Se muestra el estandar
SDS-7 (Sigma) y la proteina SdiA y la reaccion de entrecruzamiento a distintos
tiempos (0, 15, 30 y 60 segundos).
La técnica de entrecruzamiento quimico sélo nos permite detectar la
presencia del dimero pero no nos permite cuantificar el equilibrio entre las
especies en solucion. Por este motivo y para cuantificar el nimero de especies

en solucion utilizamos la técnica de ultracentrifugacion  analitica.

Especificamente realizamos un experimento de velocidad de sedimentacién, en
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el cual las macromoléculas se someten a un campo gravitacional elevado tal
que la fuerza de centrifugacion es mayor que la de difusién, por lo que existe un
transporte neto de material hacia el fondo de la celda. Este es un método
hidrodinamico de transporte que permite fraccionar las macromoléculas en base
a las diferencias en coeficiente de sedimentacién (que es una funcién de la
masa, la densidad y la forma macromolecular). Para los experimentos de
velocidad de sedimentacion se utilizé la proteina SdiA en amortiguador A,
previo a cargar las celdas la proteina se centrifugd para eliminar los agregados
y se determiné nuevamente su concentracion. Las concentraciones de proteina
utilizadas fueron 2,5 uM, 5 uM y 10 uM vy la velocidad fue de 40.000 rpm, el
experimento se hizo a 4°C. Para analizar los resultados se utilizdé el programa
SedFit, en el cual se ajustaron los parametros de densidad (1,15 g/mL) y
viscosidad (8,905x10™ poise) del amortiguador utilizado y luego los datos se
ajustaron a un modelo de distribucién continua c(s) (la distribucién ¢(s) es una
variante de la ecuacion de Lamm que utiliza el programa Sedfit). Los resultados
del ajuste muestran la probabilidad de distribucion versus el coeficiente de

sedimentacion [S] (figura 10).
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Figura 10. Velocidad de sedimentaciéon SdiA. Se muestra en la figura la
probabilidad de distribucidn c(s) versus el coeficiente de sedimentacion [S]. La
concentracion de SdiA utilizada fue de 2,5 yM , 5 pM y 10 uM. El experimento
se hizo en amortiguador A a 4 °C y a 40.000 rpm durante 4 horas en una
ultracentrifuga analitica Beckman Optima XL-A

Se observa para todas las concentraciones de proteina una especie con un
coeficiente de sedimentaciéon de 1,4 S que corresponderia al monémero de la
proteina. También aparece una segunda especie en solucion a 10 uM de 2,8 S
que corresponderia al dimero de SdiA. La proporciéon de dimero a esta

concentracion corresponderia solo a un 5% y la del monémero a un 95%.

4.2.4. Validacion del modelo bioinformatico mediante intercambio

isotopico acoplado a espectrometria de masas

El intercambio de hidrégeno combinado con espectrometria de masas es
una metodologia que permite analizar proteinas y aprender sobre su estructura

y dinamica. Algunos atomos de hidrégeno en las proteinas se intercambian con
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los hidrégenos del solvente que les rodea. Si ahora utilizamos en el solvente un
isotopo del hidrégeno, como el deuterio, podemos medir la incorporacién de
éste a la proteina por un cambio en la masa. Este cambio en la masa de la
proteina se puede medir utilizando espectrometria de masa de alta resolucion.
El intercambio ocurre a velocidades especificas que dependen de la estructura
de la proteina y su accesibilidad al solvente. Es por esto que al medir las
velocidades de intercambio se pueden sacar conclusiones con respecto a la
dinamica y la estructura de las proteinas.

Existen 3 tipos de hidrégenos en las proteinas (figura 11), los hidrégenos
unidos covalentemente al carbono que no intercambian, los hidrégenos —NH del
enlace peptidico que intercambian a velocidades muy rapidas y por lo tanto no
pueden ser detectados y finalmente los que nos interesan que son los
hidrogenos de las amidas que intercambian a velocidades intermedias y que
ademas estan involucrados en la formaciéon de enlaces de hidrégeno en los
elementos de estructura secundaria, por lo tanto su intercambio nos dara

informacion sobre la estructura y estabilidad de la proteina.
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Figura 11. Tipos de hidréogenos en una proteina. Se muestra un péptido de
5 aa donde se destaca en verde los hidrégenos unidos covalentemente a los
carbonos, en azul los hidrégenos del grupo R y en rojo los hidrégenos del
grupo amida.

Para evaluar el modelo bioinformatico y determinar si las zonas con cierta
estructura eran correctas, se hicieron cinéticas de intercambio de la proteina
SdiA (figura 12A). Antes de efectuar el intercambio se secuenci6 la proteina
mediante espectrometria de masa en tandem (MS-MS). Con esto se
identificaron péptidos que correspondieron a una cobertura cercana al 80% de
la proteina y se asigné un nimerc de péptidos a una sefal en el espectro de
masa. Para los experimentos de intercambio se utilizo la proteina SdiA a una
concentracion de 9 uM en amortiguador deuterado (D,0). Se alcanzé un
porcentaje maximo de deuteracion de 75%. La reaccion se llevé a cabo a
distintos tiempos (15 s, 45 s, 2,5 min, 8 min, 25 min, 75 min y 6 horas) y fue
detenida bajando la temperatura y el pH con acido férmico al 0,1% final. La
incorporacion de deuterio en cada tiempo se determiné en un espectrémetro de

masa y se grafico el numero de deuterios incorporados versus el tiempo.
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Cada senial en el espectro de masas corresponde a un péptido identificado
en la proteina, como se observa en la figura 12A, donde existe la incorporacién
de 4 deuterios a las 6 horas de intercambio. En Ia figura 12B se muestra un
resumen de los péptidos identificados mediante intercambio isotdpico en la
proteina. Con esta grafica podemos relacionar la informacion del intercambio
con la informacién de la estructura y asi podemos evaluar el modelo
bioinformatico (figura 12C). Por ejemplo, los péptidos que tienen un mayor
porcentaje de intercambio rapido (barras azules) corresponden a zonas de
menor estructura y que se encuentran expuestas al solvente (péptidos 78-87,
176-180 y 205-213), el caso contrario se observa en los péptidos que no
intercambian o intercambian a velocidades muy bajas (péptidos 26-32, 33-37)

que corresponden a zonas estructuradas, principalmente hélices alfa.

Una vez caracterizada la proteina SdiA, analizamos el efecto del ligando
sobre su conformacién y estado de agregacion. Como se mencioné en la
introduccién la unién de AHL a su bolsillo de unién induciria un cambio
conformacional en la proteina que le permite exponer el dominio de union a

DNA. Este cambio conformacional no ha sido identificado a nivel estructural.
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Figura 12. Intercambio isétopico acoplado a espectrometria de masas.
A) Se muestra un espectro de masas de un péptido de SdiA (aa 100-122) a
tiempo cero y a las 6 horas de iniciado el intercambio. Se observa un
corrimiento promedio de 4 Da. B) Velocidades de intercambio de H/D en las
distintas regiones de SdiA. Cada barra representa las contribuciones relativas
de los tres componentes rapido (azul), intermedios (rojo) y lento (verde). C)
Secuencia aminoacidica de la proteina SdiA donde se destaca en rojo las
estructuras del tipo hélice alfa predichas en el modelo y en amarillo las
estructuras beta. Las barras verdes, rojas y azules corresponden a los
hidrogenos en su respectivos péptidos que intercambian lento, intermedio y
rapido.
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4.3. Efecto de AHL sobre la estructura de SdiA

4.3.1. Efecto de AHLs sobre la solubilidad de SdiA “in vivo”

Para evaluar el efecto de las AHLs en la sobreexpresion del regulador
transcripcional SdiA se incluyé en el medio de cultivo diferentes moléculas de
AHLs de distinto largo de cadena acilada (figura 13). Al momento de inducir la
expresion de la proteina con IPTG se adicioné también AHL a una
concentracion de 400 uM. Se rompieron las células mediante sonicacion y

luego se separd la fraccién soluble del precipitado.

(-) IPTG (+) IPTG (+) IPTG + (+) IPTG +
cé ox0-C6
S P s P s P s P

() IPTG  (+) IPTG (#HIPTG+ (#HIPTG+ (+)IPTG +

Cc8 oxo-C8 oxo-C12
SdiA S P S P S P S P S P
s .4 . SR i

Figura 13. Efecto AHLs sobre la solubilidad de SdiA in vivo. Gel SDS-
PAGE tefiido con azul de Coomassie. Se muestra en el gel la zona donde
aparece la banda de proteina. Se sefiala en flecha roja la fraccion soluble. S
corresponde a la fraccion soluble y P al precipitado después de la
ultracentrifugacién (ver Materiales y Métodos). SdiA corresponde a la proteina
purificada.
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Se utilizaron AHLs de distinto largo de cadena (C6-AHL, oxo-C6-AHL, C8-
AHL, oxo-C8-AHL y oxo-C12-AHL) y en todos los casos se observo un aumento
en la solubilidad de la proteina, pues incrementd la proteina en la fraccion
soluble en comparaciéon con la induccion (+IPTG) en ausencia de AHL. Este
mismo efecto de las AHLs se habia observado antes con el dominio N-terminal
de SdiA (Yao y col., 2006). El aumento en la solubilidad es similar para las 5
AHLs utilizadas, incluso para la molécula y-butirolactona que sélo posee el
anillo lactona y carece de la cadena acilada que le otorga especificidad al
sistema de QS en otras bacterias (Vannini y col., 2002; Zhang y col., 2002).
Debido a que la especificidad de unién esta dada por el contacto directo que
tienen aminoacidos en la proteina con la cadena acilo de las AHLs se evalud
mediante un “docking” molecular la naturaleza de la unién de las distintas AHLs

en el bolsillo de union de SdiA.

4.3.2. “Docking” molecular de SdiA con AHLs

Para corroborar estos resultados “in vivo” se hizo un “docking” molecular de
las distintas AHLs con el dominio amino terminal de la proteina con el objetivo
de evaluar como son las interacciones entre los aminoacidos del bolsillo de
unién de SdiA y las AHLs que poseen distinto largo de cadena, que fluctuan
entre 6 y 12 atomos de carbono, y ademas tienen o no una sustitucion de un
grupo cetona en el carbono 3. Se utilizd la estructura NMR de SdiA de E. coli
(2avx PDB) para realizar el “docking” con las 5 diferentes AHLs. (figura 14A).

Las interacciones entre el ligando y el sitio activo se visualizaron con la
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herramienta AutoDockTools de MGLTools y también mediante LigandScout

v2.0 (figura 14B).

Se observdé que los contactos entre la proteina y las moléculas son
principalmente en la parte comun de la molécula organica (anillo lactona) y no
en la cadena acilada. Ademas predominan las interacciones del tipo hidrofébica
sobre las del tipo electrostatico como se muestra en la figura 14B. Todas las
moléculas utilizadas interactuan favorablemente con la proteina (energias de
unién) pero la molécula 3-oxo-C12-AHL que es la de cadena mas larga es la
gue mejor interactua, luego vienen ambas moléculas de 8 atomos de carbono 3-
ox0-C8-AHL y C8-AHL y finalmente 3-oxo-C8-AHL y C6-AHL. Esto indica que a
pesar que todas las moléculas son capaces de unirse a SdiA, esta tiene una

preferencia por el largo de cadena pero no por la sustitucion del carbono 3.
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Figura 14. “Docking” molecular de SdiA con diferentes AHLs. A)
Estructura NMR de SdiA de E. coli (2avx PDB) y estructura de las distintas
AHLs. B) Interacciones entre el sitio activo de la proteina y el ligando
determinadas con el programa LigandScout v2.0 (las flechas indican los
dadores (flechas rojas) y receptores de electrones (flechas verdes), las
interacciones electrostaticas se muestran en rojo y las interacciones
hidrofébas en amarillo). La estructura del sitio activo se mantuvo rigida y se

roté para mantener el ligando en un mismo plano.
4.3.3. Apagamiento de fluorescencia intrinseca SdiA con AHL

Como se menciono anteriormente, la proteina SdiA posee 5 triptofanos en
su estructura, 3 de estos se encuentran en el dominio de unién a AHL (W67,
W05 y W107). Se sabe que la unidn de un ligando en sitios especificos de una
proteina induce un cambio en la emision de fluorescencia de los triptéfanos si

esta asociada a un cambio conformacional. Por este motivo se ocup6 esta
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propiedad para determinar el efecto de las AHLs en la proteina SdiA. Se
determind que la unidn de AHL produce apagamiento de la fluorescencia
intrinseca y se aprovechd este fenébmeno para determinar los parametros de
unién titulando la proteina con distintas concentraciones de AHL (figura 15A). El
experimento se realiz6 a una concentracion 1 uM de monémero (0,5 uM
considerando a la proteina como dimero) utilizando diferentes moléculas de
AHLs. Se observé en todos los casos una disminucion en la fluorescencia
incluso con y-butirolactona. Se observo que el apagamiento de la fluorescencia
ocurre a concentraciones nM (grafico de Stern-Volmer) a diferencia de lo que
ocurre si se hace el mismo experimento pero con triptéfano en solucion como
control (inserto figura 15B), en el cual hay apagamiento a concentraciones mM.
Estos resultados indican que el apagamiento de la fluorescencia pude ser
debido a la cercania de grupos apagadores de AHL en el sitio activo o a un
cambio conformacional en la proteina inducido por la molécula de AHL. Una de
las limitaciones de las medidas de titulacién de la fluorescencia intrinseca es
que no se puede obtener el valor verdadero de la constante de unién, pues no
se conocen las concentraciones de ligando libre y ligando unido. Por lo que

podemos calcular una constante aparente.
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Figura 15. Apagamiento de fluorescencia de SdiA. A) Intensidad de
fluorescencia (IF) en unidades arbitrarias (u.a) de SdiA versus la longitud de
onda a distintas concentraciones de CB-AHL. La proteina se utilizé a una
concentracién de 1,5 uM B) Grafico de Stern-Volmer de SdiA, I/l versus la
concentracion de AHL. En el inserto se grafica el apagamiento del triptofano
en solucién en presencia de concentraciones crecientes de AHL. C) Titulacion
de SdiA con CB8-AHL. El apagamiento de fluorescencia se calculé para cada
concentracion de AHL.

Esta constante no se puede determinar directamente de la ecuacion de
Stern-Volmer, pues para esto deberiamos asumir la formacién de un complejo
no fluorescente con los triptéfanos en el estado basal entre otras cosas (van de
Weert, 2010). Por este motivo se graficé el apagamiento de la fluorescencia
versus la concentracién de AHL (figura 15C) y se ajusté a una gréafica

hiperbdlica de decaimiento, se obtuvo una constante de disociacion aparente de

29 nM. Ademas se determind a partir del punto de equivalencia de la curva de
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titulacion (0,3 uM) una razén AHL/dimero de SdiA de 0,6 que resulta ser sub-
estequiométrico y podria deberse a la presencia de oligdémeros de mayor masa

molecular.

4.3.4. Dicroismo circular de SdiA en presencia de AHL

Para determinar si las AHLs tenian algun efecto en la estructura secundaria
de la proteina, se tomaron espectros en presencia de 10 uM de C6-AHL. Se
observé un cambio en el espectro de dicroismo (figura 16A). Se determiné el
porcentaje de estructura secundaria y se comparé con el obtenido para la

proteina SdiA en ausencia de ligando (figura 16B).

Los resultados muestran un aumento de estructura helicoidal y
problablemente un cambio de parte de la tipica estructura hélice o a hélice 3/10

(Toniolo y col, 1996), ademas de la disminucion de la estructura al azar (figura

16A).
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Figura 16. Dicroismo circular de SdiA en el UV lejano. A) Espectro
dicroismo circular de la proteina SdiA en presencia de AHL. La linea punteada
negra coresponde a la proteina SdiA y la linea punteada roja corresponde a la
proteina + 10 uM de C6-AHL. En ambas graficas de observan los minimos
alrededor de 222 y 208 nm. B) Porcentaje de estructura secundaria calculado
para ambas condiciones. En azul se muestra las hélices alfa, en verde las
hojas beta y en rojo la estructura al azar.

4.3.5. Ultracentrifugacion analitica (AUC) de SdiA en presencia de AHL

Para evaluar el efecto de la AHL en el estado de oligomerizacién de SdiA,
se repitieron los experimentos de velocidad de sedimentacion ahora en
presencia de C6-AHL. El experimento se hizo a una concentracién de proteina
10 uM, que corresponde a la concentracion mas alta que se habia utilizado en

el experimento anterior de velocidad de sedimentacion, debido a que con esta
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concentracion se observo la presencia de una segunda especie en solucion (2,8
S) ademas de la de 1,4 S que se observé en todas las concentraciones (figura
10). Para el experimento se utiliz6 la proteina SdiA en amortiguador A y previo a
cargar las celdas la proteina se centrifugd para eliminar los agregados y se
determiné nuevamente su concentracion. El ligando (C6-AHL) se utilizé a una
concentracion saturante (50 uM) y como control a otra muestra idéntica de la
proteina (sin ligando) se adiciono el mismo volumen del solvente del ligando
(metanol y/o DMSO). Para analizar los resultados se utilizé el programa SedFit,
en el cual se ajustaron los parametros de densidad (1,15 g/mL) y viscosidad
(8,905x10™ poise) del amortiguador utilizado y luego los datos se ajustaron a un
modelo de distribucién continua c(s) (la distribucion c(s) es una variante de la
ecuacion de Lamm que utiliza el programa Sedfit). Los resultados del ajuste
muestran la probabilidad de distribuciéon versus el coeficiente de sedimentacion

[S] en presencia y ausencia de AHL (figura 17).

Se observé un incremento en la especie de 2,8 S indicando que se
desplaza el equilibrio a la formacion del dimero. Ademas se observa una tercera
especie de S cercano a 5 S que podria corresponder a un tetrAmero en

solucion.
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Figura 17. Velocidad de sedimentacion de SdiA en presencia de AHL. Se
muestra en la figura la probabilidad de distribucion c(s) versus el coeficiente de
sedimentacion [S] en presencia y ausencia de AHL. Se utilizd una
concentracién de SdiA de 10 uM y del ligando C8-AHL 50 uM. El experimento

se realizd en amortiguador A a 4 °C y a 40.000 rpm durante 4 horas.

4.3.6. Intercambio isotépico

Todos los resultados de los experimentos descritos indican que la unién del
ligando en el extremo N-terminal de la proteina induce un cambio
conformacional que se observa a nivel de su estructura secundaria, estructura
terciaria y estructura cuaternaria. Por este motivo se identifico la zona de la
proteina donde ocurre este cambio y se utilizé la técnica de intercambio de H/D
acoplado a espectrometria de masa que da informacion de la estructura y

dinamica de las proteinas (figura 18A).
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Figura 18. Efecto de AHL sobre el intercambio isotdpico (H/D) acoplado a
espectrometria de masa de la proteina SdiA. A) Esquema del mecanismo
de intercambio de hidrogenos (H) por deuterios (D) de una proteina. El
intercambio dependera si la proteina se encuentra en su estado nativo (N) o
desplegado (D). La constante de intercambio (k) es funcién de la constante
de apertura (ki) y la constante de cerrado (k). B) Ejemplo del ajuste de la
ecuacion (ver Materiales y Métodos) a la cinética de intercambio de una
proteina. C) Disefic experimental del intercambio H/D de la proteina SdiA en
ausencia y presencia de C6-AHL. Se muestra el proceso de marcaje. la
detencion de la reaccion, la protedlisis y la deteccion de los péptidos mediante

espectromefria de masa.

Estos péptidos se identifican mediante una secuenciacién previa por
espectrometria de masa en tandem (MS-MS). Una vez identificado los péptidos
se determiné la cinética de intercambio en la proteina en condiciones nativas
(figura 18B).

El experimento se hizo como se muestra en la figura 18C, con la proteina

SdiA en ausencia y presencia de C6-AHL en amortiguador A deuterado (D,0) a
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una concentracion de 9 uM. El ligando (C6-AHL) se utilizé a una concentracién

saturante (50 uM).

La incorporacion de deuterio para cada condicion y cada tiempo se
determin6 en un espectrometro de masa y se graficé el nimero de deuterios
incorporados versus el tiempo. En la figura 19A se muestra la cinética de
intercambio de SdiA en ausencia y presencia de AHL. Se observé una
significativa protecciéon al intercambio en el dominio N-terminal en presencia del
autoinductor especificamente en el bolsillo de unién a AHL. En este bolsillo se
encuentra el péptido que corresponde a los aminoacidos 100-122, en el cual
existe una proteccién mayor a la incorporacién de deuterios cuando la proteina
contiene el ligando unido lo que indica que en esta zona ocurre un cambio
conformacional al unirse la AHL (figura 19B). Los datos de este grafico se
ajustaron a un modelo de 3 exponenciales (ver Materiales y Métodos) y se
obtuvieron los valores de las constantes de velocidad de intercambio. Se
observaron diferencias entre ambas condiciones, con y sin AHL, en los
hidrégenos que intercambian a tasas medias y lentas y no asi para los de
intercambio rapido. También se observa que el numero final de deuterios

incorporados es diferente.
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Figura 19. Cinética de intercambio de hidrégenos del dominio de unién a
AHL de SdiA en presencia y ausencia de AHL. A) Grafico de intercambio
del péptido que contiene los aminoacido del 100 al 122. El experimento se hizo
en ausencia y presencia de AHL. B) Modelo 3D de SdiA. En rojo se destaca el
péptido estudiado que se encuentra en el dominio de unién a AHL. C) La
grafica se ajusté al modelo de 3 exponenciales descrito en Materiales y
Métodos y con esto se obtuvo la tabla de los valores para el nimero de
deuterios (n) que intercambian a una determinada velocidad (k).

Ademas se registré una proteccion en el dominio de unién a DNA de SdiA
cuando se adicioné AHL (figura 20), especificamente en el péptido (aminoacido

205-213) que forma parte de las hélices (H8 y H9) que hacen contacto directo

con el DNA.
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Figura 20. Cinética de intercambio de hidrégenos del dominio de unién a
DNA de SdiA en presencia y ausencia de AHL. A) Grafico de intercambio
del péptido que contiene los aminoacidos del 205 al 213. El experimento se
hizo en ausencia y presencia de AHL. B) Modelo 3D de SdiA. En rojo se
destaca el péptido estudiado que se encuentra en el dominic de unién a DNA.
C) La gréafica se ajusté al modelo de 3 exponenciales descrito en Materiales y
Métodos y con esto se obtuvo Ia tabla de valores para el nimero de deuterios

{n) que intercambian a una determinada velocidad (k).

Los datos de este grafico al igual que en la figura anterior se ajustaron al
modelo de 3 exponenciales y se obtuvieron los valores de las constantes de
velocidad de intercambio (figura 20C). Se observaron diferencias al agregar
AHL, y asi se observa que en ausencia de CB8-AHL la proteina intercambia de
manera rapida en cambio con ligando hay una disminucion que indica una

proteccién al intercambio.
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También se analizd un péptido en el cual no se encontraron diferencias en
el intercambio en ambas condiciones, con y sin AHL (figura 21A). El péptido que
contiene los aminoacidos del 26 al 32 de acuerdo al modelo 3D de SdiA
corresponde a una helice alfa que se encuentra protegida del intercambio al

solvente (figura 21B).
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Figura 21. Cinética de intercambio de hidrégenos de SdiA en presencia y
ausencia de AHL. A) Grafico de intercambio del péptido que contiene los
aminoacido del 26 al 32. El experimento se realiz6 en ausencia y presencia de
AHL. B) Modelo 3D de SdiA. En rojo se destaca el péptido analizado.

Estos resultados demuestran que la unién de AHL a la proteina SdiA
inducen un cambio conformacional en el dominio N-terminal y que también
afecta al dominio de unién a DNA. Por este motivo, estudiamos el efecto de las
AHL en la union de la proteina al DNA, especificamente en la regién promotora
del operdn ftsQAZ que contiene una secuencia de union denominada caja sdiA

que se encuentra rio arriba del promotor fisQP2.
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4.4. Union de SdiA a la region promotora P2 del operén ftsQAZ

Como se menciond en la introduccién la proteina FtsZ se encuentra
regulada a nivel transcripcional por 6 promotores, 2 de los cuales se encuentran
rio arriba del operén fisQAZ. En esta region se encuentra la secuencia
especifica de unién a los reguladores transcripcionales de QS. Para analizar el
efecto de la AHL en la unién de SdiA a ésta region primero determinamos la
constante de unién de SdiA a ésta secuencia especifica denominada caja sdiA
(figura 5) mediante dicroismo circular y anisotropia de fluorescencia. En ambos
casos se utilizé un fragmento de 40 bp que contiene la secuencia ftsQP2 (tabla

3).

4.4.1. Union de SdiA al DNA determinado por dicroismo circular de

acidos nucleicos

Se determiné la constante de union de la proteina SdiA al DNA mediante
dicroismo circular de acidos nucleicos. Se utilizé un fragmento de DNA de doble
hebra que contiene la secuencia palindrébmica de unién a SdiA (ftsQP2) y como
control se utilizé un fragmento de 40 bp inespecifico (ftsQP7) que también
corresponde a una secuencia promotora del operén ftsQAZ pero que no
contiene la caha sdiA (figura 22A). Los acidos nucleicos absorben en el rango
UV cercano (230-320 nm) y en el caso del DNA tipo B tiene un espectro
caracteristico con un maximo alrededor de 280 nm. En la figura 22B se observa
un maximo de sefal alrededor de 275 y 280 nm para los fragmentos ftsQP7 y

ftsQP2, respectivamente.
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Figura 22. Espectro de dicroismo circular de los fragmentos ftsQP7 y
ftsQP2. A) Secuencia de los fragmentos promotores fisQP1 y fisQP2. En rojo
se destaca la secuencia de uniéon. B) Espectro de dicroismo circular de los
fragmentos promotores fisQP1 y ftsQP2 donde se observan que los maximos
son cercanos a 280 nm que es caracteristico para DNA tipo B.

Los ensayos se hicieron a una concentracién de 13,3 uM de DNA y se
tomaron los espectros entre 230 y 320 nm para determinar los maximos de
absorcién. Se graficé el cambio en la sefial de dicroismo circular a 275 nm
(maximo) de fisQP2 y de ftsQP1 (control) a distintas concentraciones de SdiA
en ausencia y presencia de AHL (figura 23A). Se calculé la constante de
disociacion para la unién de SdiA a ftsQP2 (figura 23B) y no se observaron

deferencias significativas en el valor de la constante de unién en presencia de

AHL.
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Figura 23. Espectro de dicroismo circular de los fragmentos ftsQP1 y
ftsQP2 con SdiA y AHL . A) Grafico del cambio en la intensidad del maximo
de sefial de dicroismo circular a distintas concentraciones de SdiA. La
concentracion de ambos fragmentos de dsDNA fue de 13,3 uM. Se utilizé C6-
AHL a 50 pM. Las curvas se ajustaron a una hiperbola de unién. B) Valores de

las constantes de disociacion (Ky) calculadas del ajuste del grafico de la figura.

4.4.2. Union de SdiA al DNA determinada por anisotropia de

fluorescencia

Para corroborar el resultado anterior se determiné el valor de la constante
de unidon por anisotropia de fluorescencia. Este método permite medir la
formaciéon de un complejo entre 2 moléculas (proteina-proteina o proteina
DNA), asi al variar uno de ellos se puede calcular la constante de union para
dicha interaccion. La técnica se basa en que una molécula fluorescente al ser

excitada con luz polarizada emite luz polarizada cuyo plano de emision

69



dependera del tamano de fluorosforo libre o unido. Las medidas de anisotropia
se basan en el movimiento rotacional de esta molécula marcada
fluorescentemente en solucién y se define entonces como una funcién de la
intensidad paralela y perpendicular y esta relacionada con el tiempo de vida (T)
y el tiempo de correlacién rotacional (®) de un fluorésforo. Esta relacion indica
que cuando la molécula rota rapidamente el tiempo de correlacién rotacional es
menor que el tiempo de vida del fluorosforo (® << 1) y por lo tanto la anisotropia
observada tiende a 0. Si la molécula rota lentamente (® >> 1) la anisotropia
observada tiende al limite de la anisotropia (rp) en ausencia de difusion. El
tiempo de correlacion rotacional aumenta con el volumen de hidratacién de la
molécula, con la viscosidad de la solucion y con la disminucién de la
temperatura. Si la difusién rotacional de la molécula disminuye la anisotropia de
fluorescencia aumenta. Los cambios en la difusion rotacional se pueden deber a
un cambio en la estructura intrinseca de la molécula o a la asociacion de esta
con otra molécula. La difusién rotacional de un oligonucledtido fluorescente se
hace menor unido a una proteina, lo que aumenta el valor de la anisotropia de
fluorescencia (figura 24). Las proteinas también pueden ser marcadas, pero en
la practica es mucho mas simple marcar el DNA, ademas el cambio en la
anisotropia de fluorescencia de un DNA fluorescente es mayor que el de la

sonda unida a una proteina.
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Anisotropia f1sQP2 libre <. Anisotropia de ftsOP2 unido a SdiA

Figura 24. Esquema de la unién entre SdiA y un fragmento de DNA que
contiene la secuencia promotora fisQP2 y sus correspondientes
anisotropias. Se utilizé 5-FAM (5-carboxifluoresceina) como fluordsforo, que
se destaca en verde unido al extremo 5 del DNA. Cuando SdiA (circulos
rojos) se une al DNA fluorescente el valor de anisotropia (r) aumenta respecto

al de la sonda unida al DNA libre. r,, anisotropia medida en ausencia de
difusién, T, tiempo de vida y @, tiempo de correlacion rotacional.

Para determinar el cambio en la anisotropia se utilizaron los mismos
fragmentos de DNA de 40 bp utilizados en los experimentos de dicroismo pero
marcados con 5-carboxifluoresceina en el extremo 5° (tabla 3 y figura 24).

La anisotropia de fluorescencia del DNA (ftsQP2 y ftsQP1) se midi6 a

distintas concentraciones de SdiA (figura 25).
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Figura 25. Anisotropia de fluorescencia de la secuencia ftsQP2 y fisQP1
unida a la sonda 5-FAM en funcion de la concentracion de SdiA. Se
graficé la anisotropia de 5-FAM unido a fisQP2 con concentraciones
crecientes de SdiA (cuadrados rojos), como control se utilizé el DNA ftsQP1
(triangulos azules). La linea punteada muestran el ajuste de los valores
experimentales a la ecuacidn de una hiperbola para obtener el valor de la

constante de disociacién para el DNA ftsQF2.

El DNA fluorescente se utilizé a una concentracion de 1 uM y para medir
anisotropia la longitud de onda de excitacion fue de 480 nm. No se utiliz6 el
maximo de excitacion de la fluoresceina a 495 nm para evitar la influencia del
solapamiento con el espectro de emision. Se registré la anisotropia en el
maximo de emisién de fluorescencia a 520 nm a distintas concentraciones de
SdiA.

Del ajuste de los datos del grafico de la figura 25 se obtuvo el valor de la

constante de disociacion de SdiA a la secuencia fisQP2, cuyo valor fue de
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14,1 nM £ 3,5 nM. Se repitid el experimento (no se muestra) en presencia de

C6-AHL y el valor de la constante fue de 20 nM + 5 nM.

4.5. Microscopia de fuerza atomica (AFM)

La AFM (figura 26A) es un instrumento mecano-6ptico capaz de detectar
fuerzas del orden de los nanoNewton (nN). Al analizar una muestra, se registra
continuamente la altura sobre la superficie con una sonda de punta cristalina de
forma piramidal. La sonda va acoplada a una palanca microscopica
(“cantilever”), muy sensible al efecto de las fuerzas. La fuerza atébmica se
puede detectar cuando la punta se aproxima a la superficie de la muestra y se
registra la pequefia flexion de la palanca mediante un haz laser reflejado en su
parte posterior (figura 26B). Un sistema auxiliar piezoeléctrico desplaza la
muestra tridimensionalmente, mientras que la punta recorre ordenadamente la
superficie. Durante el barrido, la fuerza interatémica entre los atomos de la
punta y los atomos en la superficie de la muestra, provoca una flexién de la

palanca.
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Figura 26. Fundamento de la técnica de microscopia de fuerza atémica.
A) Microscopio de fuerza atdémica utilizado en los experimentos (Multimode
AFM Nanoscope V, Veeco Instruments Inc., Santa Barbara, CA, USA).
Cabezal: es el lugar donde se encuentra todo el sistema optico del
microscopio. En el cabezal se encuentra situado el diédo emisor del laser y el
fotodiédo detector del mismo. Celda: es el soporte donde se encuetra situada
la palanca. Piezoeléctrico: es un cilindro que se mueve en los ejes X, y, z ¥
mueve la muestra con el. La parte superios del piezoeléctrico se encuentra
imantada sirviendo como punto de fijacion de la muestra mediante la
utilizacion de un disco metdlico conductor. B) Sistema de deteccion del
microscopio de fuerza atomica. Palanca y punta: la sonda del AFM es una
punta afilada que permite rastrear la superficie de una muestra. La punta se
encuentra unida al exiremo de una palanca flexible y reflectante, que permite
la oscilacidn de la punta a frecuencias determinadas. Laser: es un haz
coherente y monocromatico de fotones muy focalizado. El laser se focaliza
hacia la palanca , reflejandose en su superficie e incidiendo en el detector.
Fotodetector: el detector del AFM es un fotodiodo que se encuentra dividido
en cuatro cuadrantes. El iaser reflejado por la palanca incide en el fotodiodo en
un punto concreto, determinado por la diferencia de sefial recibida entre los
cuadrantes. Las variaciones de posicion de la palanca son detectadas al
provocar un cambic en el punto de incidencia original del laser.
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Esta flexion es registrada por un sensor adecuado y la sefial se introduce
en un circuito de realimentacién. Las medidas de fuerza son Utiles en estudios
de fuerzas de adhesidén y permite estudiar a nivel de una sola molécula
interacciones especificas entre moléculas, como por ejemplo la interaccién

entre una proteina y el DNA.

El microscopio de fuerza atémica presenta diferentes modos de
funcionamiento dependiendo de la accién que realice la punta sobre la
superficie de la muestra (Ver Materiales y Métodos). Para visualizar una
muestra biologica se utilizé el modo de contacto intermitente para determinar la

formacién del complejo proteina-DNA.

4.5.1. Visualizacion del complejo SdiA-ftsQAZP1P2

Los valores de la constante de disociacion calculados para la union de SdiA
a la secuencia especifica en el DNA ftsQP2 se encuentran en el rango nM. Este
valor permite utilizar la técnica de AFM para resolver una sola molécula y por lo

tanto podemos utilizar y visualizar una proteina unida a una molécula de DNA.

Para los experimentos de AFM se amplificé la regién promotora completa
del operon ftsQAZ (figura 5) de 550 bp que contiene la secuencia especifica de

union a SdiA, fisQP2 y tambien la secuencia promotora fisQP1.

Se muestra en la figura 27A como serd la formacion del complejo
SdiA/ftisQP2 cuya secuencia de unién se encuentra ubicada a una distancia de

97 bp del extremo 5" y a 384 bp del extremo 3° del DNA.
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Figura 27. Visualizacién del complejo SdiA/ftsQP2 mediante microscopia
de fuerza atémica. A) Esquema de la formacion del complejo SdiA y la
secuencia especifica de unién ftsQP2 (destacada en rojo) situada cercana al
extremo 5" de la construccion. B) imagen de microscopia de fuerza atémica en
modo de contacto intermitente. La proteina unida al DNA se observa en el
extremo superior (que corresponde a la zona roja del promotor f#sQAZ que se
muestra en A). Se muestran las distancias entre la proteina unida y los
extremos 5y 3",

Tambien se determiné la altura tanto del DNA como de la proteina unido al
DNA. La altura de la proteina varié entre 1,5-2 nm lo cual es esperado para una
proteina de 30 kDa y para el DNA se obtuvo una aitura de 0,6 nm (figura 28).

Sin embargo, no se logré distinguir si la proteina se encuentra en forma de
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monémero o dimero, por el limite de resolucién de la técnica debido al diametro

de la punta utilizada y el tamafio de la proteina.

Figura 28. Determinacion de la altura del complejo SdiA/ftsQP2. En rojo se

muestra la altura del DNA y en azul la altura de la proteina.

Para corroborar que la proteina se une especificamente a estas secuencias
palindromicas, se puso la misma secuencia en el centro de la construccién.
Como se observa en la figura 29A la secuencia se encuentra equidistante de los
extremos. Se calcularon las distancias de la misma manera que en el
experimento anterior y se obtuvieron valores de 83 y 79 nm que corresponden a

246 y 234 bp, respectivamente.
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Promator fisQAZ Complejo SdiA/ftsQP2

Figura 29. Visualizacion del complejo SdiA/fisQP2 mediante microscopia
de fuerza atémica. A) Esquema de la formacion del complejo SdiA y la
secuencia especifica de unién fisQP2 (destacada en rojo) situada en el centra
de la construccion. B) Imagen de microscopia de fuerza atémica en modo de
contacte intermitente. La proteina unida al DNA se observa en el centro (que
corresponde a la zona roja del promotor fisQAZ que se muestra en A). Se
muestran las distancias entre la proteina unida y los extremos 5’y 3"

Este resultado confirma la formacion del complejo SdiA/fisQAZP2 al igual
que en la construccion anterior (figura 29B). Podemos decir que la proteina
SdiA se une especificamente a la secuencia fisQP2 y no a la secuencia ftsQP71

que se encuentra rio abajo de la misma construccién utilizada.
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4.6. Caracterizacion in vivo del efecto del complejo binario [SdiA/AHL]

sobre la division celular en E. coli.

Una vez caracterizado el efecto de las AHLs en la proteina SdiA y en la
unién de ésta al DNA, especificamente la secuencia fisQP2 del promotor del
operon ftsQAZ, in vitro quisimos determinar si el mecanismo de QS, es decir la
unién de la AHL al regulador transcripcional SdiA, tendria un efecto visible en la

division celular.

4.6.1. Curvas de crecimiento en presencia y ausencia de AHL

Se hicieron curvas de crecimiento de E. coli K12 silvestre para determinar si
existian diferencias en su division celular en presencia y ausencia de AHL.
Ademas, se utilizé la cepa mutante en sdiA” (coleccion KEIO, ver Materiales y
Métodos) que carece del regulador transcripcional. Como se observa en la
figura 20 no se encontraron diferencias en el crecimiento en ninguna condicion
y tampoco se encontraron diferencias morfolégicas entre ellas (datos no

mostrados).
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Figura 30. Curvas de crecimiento de la cepa K12 silvestre y K12 sdiA’
(JW1801). Las distintas cepas se crecieron en medio LB y LB-Kan desde una
dilucién 1/100 de un cultivo en fase estacionaria. La grafica se muestra en

escala semilogaritmica.

Por este motivo para evaluar el efecto de SdiA in vivo decidimos utilizar una
estrategia experimental diferente. Esta consiti6 en la creacion de fusiones
traduccionales de la region promotora del operén fisQAZ (la misma utilizada en
los experimentos de AFM) con el gen de la B-galactosidasa (lacZ). La fusion se
hizo con la regién promotora completa y sélo hasta el ATG del primer gen del
operén, que corresponde al gen ftsQ, debido a que este gen codifica para una

proteina de membrana.
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4.6.2. Construccion de la fusién traduccional del promotor del operén

ftsQAZ con el gen p-galactosidasa (lacZ)

La fusién traduccional entre el gen reportero (lacZ) y la region promotora
del operén ftsQAZ (figura 5) se hizo por PCR. En una primera etapa, la region
promotora se amplificé por PCR (figura 31A) utilizando partidores que generan
nuevos sitios de restriccion (Tabla 1 Materiales y Métodos). En la segunda
etapa, se utilizaron los sitios Notl y Fsel generados en las secuencia para ligar
el fragmento al gen reportero en el plasmidio pmceC’-"lacZ (figura 31B) y

generar la fusion fisQAZP1P2-lacZ.

A
sndar {bp)
frsg-Fus-F-Fs
S PCR |
7 - - = b ftsQAZPIP2
N
ftsg-Fus-F-Nolt
B
7888)
L7 .
o T N
pmceC-LacZ + ftsOQAZP1P2
7893 bp
—pisA
4826 = ‘\\
i S
.‘nceC/ :

Figura 31. Construccién de la fusion traduccional fisQAZP1P2-lacZ. A)
Amplificacién mediante PCR de ia region promotora de operdn fisQAZ. B)
Ligacién del plasmidio pmceC-"facZ con el fragmento generado en A previo a
la digestion con las enzimas de restriccion Fsel y Notl.
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Esta ligacion se transform6 en células quimiocompetentes TOP10F" y se
hizo un PCR de colonia para identificar los clones positivos con partidores
especificos para la fusién (tabla 1). Como se muestra en la figura 32 se
identificaron 3 clones positivos los cuales se secuenciaron y se denominaron

PXMAS.

FTSQ-FUS-F/
ACZ-CHECK-R

FTSQ-FUS-F/ (1050 bp)

FTSQ-FUS-R

0 b

Figura 32. Separacién electroforética de PCR de colonias
correspondientes a la amplificacion de la fusién traduccional
ftsQAZP1P2-lacZ. PCR de colonia donde se muestran los clones positivos
amplificados con 2 pares de primers, tanto para el fragmento promotor como
con un primer interno del gen lacZ.

La fusion generada posee resistencia a cloranfenicol como también la cepa
que sobre-expresa la proteina SdiA (coleccion ASKA). Por este motivo
cambiamos la fusion a un plasmidio que posee resistencia a amplicilina

(pPACYC177) y se generé una nueva fusion denominada pXMASamp.

Esta fusion se transformd en la cepa silvestre K12 y en la cepa mutante

nula para SdiA (sdiA’), ademas se transformaron ambas cepas con el plasmido
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que sobreexpresa la proteina SdiA y su correspondiente plasmido control,

pCA24N (esquema 2).

_ pCA24N (control} (3]

pXMASamp (1)
K12 = _ pXMASamp <  psdiA ()
pXMASamp (2} . pCA24N (control) (5]
KEIO sdiA = . PXMASamp = psdiA (6)

Esquema 2. Cepas que contienen la fusién traduccional ftsQAZP1P2. Se
muestran las 6 cepas generadas en la tesis. 1 y 2 solo tienen el plasmido de
fusion, 3 y 5 contienen la fusion y el plasmido control y 4 y 6 contienen la

fusion y el plasmido que sobre-expresa la proteina SdiA.

Para evaluar el efecto de la introduccion de estos nuevos plasmidios sobre

la viabilidad de las bacterias, se hicieron curvas de crecimiento, lo cual también

permitié escoger el tiempo en el cual se tomaron las alicuotas para el ensayo de

Miller (figura 33).
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Figura 33. Curvas de crecimiento de las 6 cepas que contienen la fusion
traduccional ftsQAZP1P2. Las distintas cepas se crecieron en medio LB, LB-
Kan y LB-Kan-Cm desde una dilucién 1/100 de un cultivo en fase estacionaria.

La grafica se muestra en escala semilogaritmica. Wt cepa K12 silvestre.

Se observa en la figura que en fase exponencial la cepa mutante en sdiA al
sobre-expresar la proteina crece de manera mas lenta, pero todas las cepas

alcanzan la fase estacionaria en el mismo tiempo.

4.6.3. Ensayos de actividad pg-galactosidasa (ensayo de Miller)

Para cuantificar la expresion de la fusion en las distintas cepas se utilizo el
ensayo de Miller, que permite medir la actividad de la enzima B-galactosidasa y
por lo tanto la induccién del promotor en las diferentes condiciones. El ensayo
se realizd para todas las cepas que contienen la fusion traduccional

ftsQAZP1P2 como se muestra en el esquema 3.
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Centrifugar, eliminar sobrenadante y congelar a -80 °C

A )

I

i
incubar 5 min a 30 °C y agregar 200 uL ONPG (4 mg/ mL}
|

-~

|
L

UM = (Az20 * 1000} / {(Agop * tiempo * Vy)

Esquema 3. Protocolo del ensayo de Miller para la distintas cepas que
contienen la fusién ftsQAZP1P2. Los valores de A4 Y Asgo Se determinaron

en un espectrofotometro. Vx corresponde al volumen de cultivo utilizado en el
ensayo.

Primero se determiné la diferencia entre la expresiéon de la fusién en la

cepa mutante versus la silvestre (figura 34).
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Figura 34. Actividad p-galactosidasa de la fusién en la cepa silvestre y la
cepa mutante sdiA. Se muestra en el grafico el porcentaje de unidades de
Miller ( % MU) de ambas cepas.

Se observa en la figura 34 una disminucion del 40% en la actividad de la
fusién cuando la cepa carece del gen que codifica para la proteina SdiA, esto

indica que la proteina SdiA es importante para la expresion del operon fisQAZ.

Para reafirmar este resultado repetimos el experimento con las cepas 3, 4,
5 y 6 (esquema 2) que contienen la fusion y ademas contienen el plasmidio que

sobre-expresa la proteina SdiA o su respectivo control (pCA24N) (figura 35).
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Figura 35. Actividad p-galactosidasa de la fusién en la cepa silvestre y la
cepa mutante sdiA" complementadas con pCA24N (control) o con psdiA.
Se muestra en el grafico las unidades de Miller normalizadas para las distintas
cepas. Se utilizo IPTG 1 mM para inducir la expresion de la proteina SdiA. wt

cepa K12 silvestre,

Se observa que no existen diferencias en la cepa silvestre al inducir la sobre-
expresion de SdiA con IPTG, lo contrario ocurre en la cepa mutante (sdiA’) en la
cual hay un aumento significativo al sobre-expresar la proteina SdiA (barra gris
comparada con barra fucsia). Para confirmar este resultado repetimos el
experimento y obtuvimos el mismo resultado (figura 36). Se aprecia de manera

mas clara el cambio en la expresion de la fusién traduccional en presencia de la
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proteina SdiA sobre-expresada. La actividad de la fusidn aumenta al doble
cuando el regulador transcripcional SdiA se encuentra presente en la bacteria lo

que indica que este regulador participa en la transcripcion del operon fisQAZ.

Veces de cambio UM

Figura 36. Actividad p-galactosidasa de la fusién en la cepa silvestre y la
cepa mutante sdiA" complementadas con pCA24N (control) o con psdiA e
inducida con IPTG. Se muestra en el grafico las veces de cambio en las
unidades de Miller.
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5. Discusién

La proteina SdiA se identifico inicialmente como un regulador de genes
involucrados en la division celular (Wang y col., 1991), pues su sobre-expresion
en una cepa de E. coli con defectos en la divisién (Ward y Lutkenhaus, 1985)
revierte el fenotipo desde células filamentosas a células normales. La proteina
actia como un regulador transcripcional que se une a la secuencia promotora
del operon fisQAZ, especificamente al promotor ftsQP2 que se encuentra 400
pb rio arriba del gen ftsQ, y aumenta asi la concentracién celular de las
proteinas correspondientes a este operén (Rothfield y Justice, 1997). En un
trabajo posterior se identificé esta proteina como homdbloga a los reguladores

transcripcionales de QS.(Bassler, 2002).

Es interesante preguntarse cual es la relacién entre QS y division celular

en E. coli por 2 motivos:

1) El sistema de QS en esta bacteria se encuentra incompleto, pues la
bacteria no produce moléculas Als debido a que carece de la sintasa de AHL.
Solo posee el regulador transcripcional, SdiA y las secuencias especificas en el
DNA (caja sdiA). Por este motivo se ha postulado que este sistema de QS
incompleto en E. coli podria estar involucrado en la comunicacion inter-especies

(Yao y col., 2006; Patankar y Gonzalez, 2009).
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2) Desde que se identifico este regulador no se ha descrito un fenotipo
asociado al efecto de las AHLs y el sistema de QS en la divisién celular. Una
mutante nula sdiA™ no posee defectos aparentes en la divisidn o morfologia de
la célula (Sitnikov, 1996; Garcia-Lara, 1996). Es importante preguntarse
;porqué solo se observan efectos cuando SdiA se sobre-expresa de manera

exbégena?

Para responder estas interrogantes, se investigo el sistema de QS en E.
Coli. Especificamente se analizé el efecto de la unién de la acil-homoserina
lactona (AHL) a la proteina SdiA con el objeto de definir su influencia en la

unién al DNA como la transcripcion.

Para explicar como AHL influye en la unidn SdiA-DNA, y determinar si la
transcripcion es mediada o facilitada por AHLs, caracterizamos el efecto de AHL
sobre la dimerizacion de la proteina (esquema 1 Introduccién). Por un lado, si el
mecanismo es mediado por AHL, la dimerizacion y union a DNA soélo se
producira en presencia del Al, es decir, si la proteina se encuentra en la célula
como monomero, el ligando desplazara el equilibrio a la formacion del dimero y
sblo éste sera capaz de unirse al DNA. Por otro lado, si el mecanismo es
facilitado por AHL se observara un aumento en la unién del dimero preformado
al DNA. Ambos caminos llevan a la formacién de un complejo ternario entre un

dimero de proteina, ligando y secuencia palindrémica.
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5.1. Acil-homoserina lactona (AHL) induce la dimerizacién y un cambio
conformacional del regulador transcripcional de quorum sensing SdiA
Existen proteinas de la familia de reguladores de QS, como LasR y TraR
que no se pliegan de manera correcta en ausencia de AHL y forman agregados
insolubles en la bacteria. En algunos casos, la unién del Al al regulador
transcripcional permite que éste se vuelva mas resistente a la protedlisis (Zhu 'y
Winans, 2001), lo que sugiere que algunos reguladores son inestables in vivo
en ausencia de AHL (Sappington y col, 2011). Algunos reguladores no
requieren AHL para el proceso de plegamiento pero si para la dimerizacion
como es el caso de MrtR de Mesorhizobium tianshanense. También, el represor
transcripcional EsaR de Pantoea stewartii no requiere AHL para unirse al DNA
pero si para el mecanismo de de-represion (Minogue y col., 2002). Cuando
sobre-expresamos la proteina SdiA en E. coli se obtuvo una fraccion soluble y
la mayor parte de la proteina se encontré formando cuerpos de inclusion y no
asociada a la membrana, pues estos no se disolvieron con detergente. Para
determinar si las AHLs tenian algan efecto sobre la solubilidad de la proteina,
crecimos las bacterias en presencia de diferentes moléculas de AHLs de distinto
largo de cadena acilada. En todos los casos se observé un aumento en la
solubilidad de la proteina, pues increment6 la proteina en la fraccion soluble en
comparacion con la condicidbn control en ausencia de AHL (figura 13). A
diferencia de los otros reguladores de QS, SdiA es menos especifica, pues
responde a mas de una AHL independiente del largo de la cadena acilada. Asi,

se observd que y-butirolactona, que sélo posee el anillo, de igual manera
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aumenta la proporcion de proteina soluble en la purificacién. Se concluye que a
lo menos estas 5 moléculas de AHL utilizadas son importantes para el proceso
de solubilidad de SdiA lo mismo que y-butirolactona. Para complementar estos
resultados y determinar si existe alguna preferencia en la unién de las distintas
AHLs al sitio de unién de la proteina localizado en el dominio N-terminal, se hizo
“docking” molecular. Se observd que los contactos entre la proteina y las
moléculas ocurren principalmente en la parte comun de la AHL (anillo lactona) y
en menor grado en la cadena acilada. Hubo una ligera preferencia por la
molécula 3-ox0-C12-AHL que es la de cadena hidrocarbonada mas larga, luego
ambas moléculas de 8 atomos de carbono 3-oxo-C8-AHL y C8-AHL y
finalmente 3-oxo-C6-AHL y C6-AHL. Esto indica que a pesar que todas las
moléculas se unen a SdiA, existe preferencia por el largo de cadena pero no por
la sustitucion del carbono 3. Estos resultados permiten concluir que este
regulador transcripcional puede unir mas de un tipo de AHL y potencialmente
AHLs de otras bacterias. Esto tendria una funcién amplia en la comunicacion
interespecie que se menciond anteriormente, pues responderia al mensaje de
diferentes especies productoras.

Como sabemos que la AHL se une a SdiA y favorece la solubilidad de la
proteina, se analiz6 el efecto de la molécula de AHL a nivel estructural. Se sabe
que un dimero es mas estable que un monémero, sobre todo si existen

superficies de contacto hidrofobas expuestas. Por esta razén, si AHL favorece
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la dimerizacion, estaria estabilizando la proteina como dimero activo, que se
uniria en esta conformacion al DNA para activar la transcripcion.

Como se menciond en la introduccién, los reguladores transcripcionales
de QS se unen a secuencias palindromicas especificas en el DNA en forma de
dimeros previo a un cambio conformacional inducido por las AHLs. Hasta la
fecha no se ha identificado en que zona de la proteina ocurre este cambio
conformacional y si es la unién del ligando la que induce el cambio en la
proteina o es la dimerizacion inducida por la unién del ligando la que produce el
cambio conformacional. Se sabe que el dimero activo (unido a AHL) se une a

DNA para activar la transcripcion de genes blanco.

Un cambio conformacional en una proteina requiere de la unién del
ligando y un posterior rearreglo estructural. Asi, para determinar la afinidad de
AHL a la proteina SdiA se utilizé el apagamiento de fluorescencia intrinseca
inducido por AHL y se titul6 la proteina con distintas concentraciones. Como
control se titulé triptéfano libre y solo se consigui® apagarlo con
concentraciones milimolares. Se obtuvo una constante aparente de disociacién
de 29 + 2,1 nM que indica una alta afinidad de AHL con su sitio de unién en el
dominio N-terminal. Si comparamos este valor con el valor de 0,72 uM obtenido
para CarR de E. carofovora con su AHL especifica, 3-oxo-C6-AHL, mediante
ITC (calorimetria de titulacion isotérmica) o por apagamiento de fluorescencia
(Welch y col., 2000, Poulter y col., 2011), se observa que la unién a CarR es al

menos un orden de magnitud menor que para SdiA. Por lo tanto, SdiA presenta
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una mayor afinidad para las distintas moléculas Als respecto a otros
reguladores transcripcionales. Sin embargo, llama la atencion la inespecificidad
por la cadena alifatica a diferencia de lo que ocurre con EsaR donde si hay
influencia de la cadena acilada (Minogue y col., 2002).

Estos resultados indican que el apagamiento de la fluorescencia es debido
a un cambio en el medio ambiente del triptéfano inducido por la unién de AHL y
que esta probablemente asociado a la dimerizacién. Para verificar la magnitud
de este cambio en la estructura de la proteina, evaluamos qué sucedia con la
estructura secundaria en presencia de AHL mediante dicroismo circular. Se
obtuvo un contenido menor de estructura de tipo hélice alfa en ausencia de AHL
respecto a ofras proteinas R. Se puede postular que este cambio
conformacional asociado a un aumento en el contenido de estructura alfa se
induciria por la dimerizaciéon de la proteina. Por esta razén se evaluo el efecto
de AHL sobre la estructura cuaternaria de la proteina y como punto de partida
se determiné si la proteina se encontraba como mondémero o dimero en
ausencia de ligando. Los resultados de velocidad de sedimentacién sugieren
que la proporcién de dimero es extremadamente baja en ausencia de AHL,
resultado confirmado por equilibrio de sedimentacién al obtener un valor muy
bajo para la constante de formacién del dimero. Se concluye que la proteina en
ausencia de AHL se encuentra principalmente como mondémero. En presencia
de AHL la fraccidn de dimero aumenta notoriamente y la constante de
dimerizaciéon aumenta en 2 ordenes de magnitud (equilibrio de sedimentacion).

Estos resultados indican que las AHLs inducen la dimerizacién de SdiA que
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esta asociada a un cambio conformacional. Ahora la pregunta es, donde ocurre
este cambio conformacional y si el cambio conformacional es inducido por la
unién del ligando o por la dimerizacion de la proteina. Los resultados en su
conjunto descartan la via facilitada para la formacién del dimero en presencia
de las AHLs (esquema 4) y permiten concluir que las AHLs mediarian en la
formacién del complejo ternario, pues la proteina se encuentra como mondémero

y es la AHL la que induciria la formacion del dimero activo.

ZM + DNA D+ DNA |

AHL | AHL
_AHL-D+DNA |~ AHL-D-DNA |

Esquema 4. Mecanismo mediado por AHL. Union de AHL a SdiA en forma

de dimero (D) o mondmero (M) y su interaccion con DNA

Para probar la existencia de un cambio conformacional que lleva a
cambios en la posicion de residuos expuestos y no expuestos al solvente se
realizaron cinéticas de intercambio is6topico (H/D). Los resultados de
intercambio de hidrégenos analizados con espectrometria de masa permitieron
identificar peptidos en SdiA con diferentes velocidades de intercambio, es decir,
en prescencia de AHL la incorporacién de deuterios a la proteina ocurrié a

velocidades menores que en ausencia de ligando. Se observé una significativa
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proteccién al intercambio especificamente en el dominio N-terminal que
contiene tanto el sitio de union a AHL como uno de los dominios de
dimerizacién. Mutantes en 2 residuos del dominio N-terminal (Asp10 y Gly123)
de la proteina TraR de A. tumefaciens muestran una union a DNA comparable
con la proteina silvestre pero la proteina es incapaz de activar la transcripcion
(Qin y col. 2004). Se postula que estos y otros residuos (Asp6, Asp10, Gly123
en el dominio N-terminal y Glu-193, Asp196, Val197, Glu198 y Gly199 en el
dominio C-terminal) forman parches de dimerizacién en TraR (Qin y col., 2009)
y que también estan involucrados en la interaccién de esta y otras proteinas de
la familia de reguladores con la RNA polimerasa.

Los resultados de esta tesis sugieren que la union de AHL a SdiA induce
la dimerizacion de la proteina, transformandola en el dimero activo que es
capaz de unirse a DNA. Esto debido a que se observé un grado equivalente de
proteccion en el dominio de unién a DNA de SdiA cuando se adiciond AHL. Este
hallazgo demuestra que la unién de AHL a la proteina SdiA induce un cambio
conformacional en el dominio N-terminal, que también afecta al dominio de

unién a DNA (figura 37).
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Figura 37. Efecto de AHL en la conformaciéon de SdiA. Se muestra como
ocurre un cambio conformacional y la dimerizacion de SdiA en presencia de

AHL. Se forma el dimero activo gue puede unirse a DNA.

5.2. Unién de SdiA a la region promotora fisQP2 del operon ftsQAZ y

posible efecto de las AHLs en la transcripcion.

Existen contradicciones en el efecto de las AHLs sobre la transcripcién
del operon fisQAZ. Mediante fusiones transcripcionales se observo que SdiA
aumenta la transcripcion desde el promotor fisQP2 y no desde fisQP1 (Sitnikov
y col., 1996). Ambos promotores se encuentran rio arriba del gen f{sQ pero el
promotor ftsQP71 es un promotor de la familia de los “gearbox” reguiado por el
factor rpoS, que no tiene relacidbn con el mecanismo de QS (figura 38B).
También se determind, en el mismo trabajo, que las AHLs, incluso a
concentraciones de hasta 1 mM, no afectan la transcripciéon. En cambio otros
autores reportaron que las AHLs inhiben la transcripcion del fisQP2 (Garcia-

Lara y col., 1996).
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Como descartamos el mecanismo facilitado de unién al DNA, sabemos
que la proteina se encuentra como monémero y es la AHL la que induce la

formacién del dimero y éste el que se une en su forma activa al DNA.

Para evaluar ahora el efecto de la AHL en la unién de SdiA a DNA se
determinoé la constante de unién de la proteina SdiA a la secuencia palindrémica
especifica fisQP2 mediante dicroismo circular de acidos nucleicos y anisotropia
de fluorescencia. En ambos casos se utilizd un fragmento de 40 bp que
contiene la caja sdiA (ftsQP2). Se utilizd como control un fragmento de 40 bp
inespecifico (ftsQP1). Como era de esperar, la proteina no se une a esta
secuencia inespecifica, pero si lo hace a la caja sdiA. Los valores de la
constante de disociacion caen en el rango nM en ausencia de AHL indicando
que la proteina se une a esta secuencia con alta afinidad. La adicion de AHL no
incrementd significativamente la constante que da cuenta de la unién de la
proteina a su secuencia especifica en el DNA (caja sdiA). El valor de la
constante de disociacién del represor EsaR con DNA es de 3x10° M y esta
constante no se afecta por la adicion de AHL aln en altas concentraciones,
pero si tiene un efecto in vivo en la represion de la transcripcion (Minogue y col.,
2002). Se sabe que los reguladores transcripcionales se unen a secuencias en
la regiobn promotora que se encuentran rio arriba del inicio de la transcripcion y
que no siempre hacen contacto directo con la RNA polimerasa. Para establecer
el contacto, existen proteinas reguladoras adicionales que inducen cambios

conformacionales en el DNA, como la formacion de “loops”, que permite el
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contacto directo entre el regulador y la RNA polimerasa (Barnard y col., 2004).
Se identifico en el sistema de QS de V. vulnificus una proteina IHF miembro de
la familia de proteinas asociadas a nucledtidos que se une a secuencias
especificas del DNA e induce un doblamiento de este hasta en 180° que

permite la interaccion proteina-proteina (figura 38A).

Promotor P1 g5. g’

‘grorbox”

Fromotor P2 o

“sdiabox” A ¢
_~ Factor X ;

=

Sdid

Figura 38. Mecanismo de transcripcién de reguladores transcripcionales

A) Efecto de proteinas IHF en el doblamiento del DNA para acercar el

regulador transcripcional Fis (tomado de Barnard y col., 2004) B} Secuencias

promotoras ftsQP1 y ftsQP2. La secuencia promotora P2 se encuentra a mas

de 400 bp rio arriba del inicio de la transcripcién de fisQ. Modelo de la posible

interaccién con ofra proteina {proteina X) que permite el acercamiento debido

a un doblamiento del DNA y asi la interaccién con la RNA polimerasa.

El valor de la constante de disociacion en el rango nM indica una gran
afinidad y por ende estabilidad del complejo proteina-DNA. Esta propiedad
permitié utilizar la técnica de microscopia de fuerza atémica para visualizar a

nivel de una sola molécula el complejo proteina-DNA. Para estos experimentos

se ultilizo la secuencia promotora completa que contiene ambos promotores y
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efectivamente se observd que SdiA sélo se une a la secuencia promotora
fisQP2. Si bien podemos observar la proteina unida al DNA no podemos
distinguir si la proteina se encuentra unida como mondémero o como dimero
debido a que la punta utilizada en la microscopia es de 5-10 nm de diametro y
permite distinguir proteinas de un tamarno sobre los 30-40 kDa. Pero si
sumamos estos resultados con los de velocidad de sedimentacién que indican
que la proteina con AHL seria un dimero y pensamos que ocurre en ausencia
de AHL podemos explicarlo en términos del equilibrio monémero-dimero. La
unién al DNA desviaria el equilibrio hacia la formacion del dimero de la misma

manera de como lo hace la AHL.

A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, se concluye que la
proteina se une a una secuencia especifica en el DNA, aln en ausencia del
autoinductor. El hecho que AHL induzca un cambio conformacional en la
proteina tanto en el dominio de unién a AHL como en el dominio de unién a
DNA, sugiere que el mecanismo por el cual las AHLs incrementan la
transcripcion, no se deberia a un aumento en la unién del regulador
transcripcional al DNA, si no posiblemente a un aumento en la afinidad de la
proteina por la RNA polimerasa (figura 38B). Para corroborar si SdiA se une
como dimero al DNA y si efectivamente el mecanismo por el cual activa la
transcripcion es por interaccion directa con la RNA polimerasa se proponen

experimentos de transcripcion in vitro.

100



El efecto de la proteina SdiA como regulador de QS no esta claro y no se
observan cambios en la morfologia de la bacteria. Esto se explica porque en
condiciones normales el efecto del regulador es diluido debido a la
concentracion de las otras proteinas (25 moléculas de FtsQ, 150 de FtsA y
15.000 de FtsZ por célula por ejemplo) y debemos agregar que la expresién
cromosomal no muestra efectos aparentes, pues la regulacién puede depender
también de otros factores. En cambio la sobre-expresién no requiere de los

otros factores y asi puede influir y activar la transcripcién.

Una mutante nula en SdiA no posee defectos aparentes en la division
celular (curva de crecimiento y morfologia) pero en la cepa mutante la expresién
del operon fisQAZ disminuye en un 40%. Al complementar la cepa mutante en
SdiA con la sobre-expresién de SdiA en frans se aumenta la expresion del
operon ftsQAZ, indicando que la transcripcion de este operén es mediada por la

proteina SdiA (Wang, X.D., 1991).

Tanto E. coli como Salmonella son bacterias que viven en el intestino de
organismos superiores y han perdido la capacidad de producir moleculas de
comunicacion celular como las AHL pero ailn son capaces de responder a
sefiales producidas por otras especies. Esto sugiere que el rol de la proteina
SdiA es importante para la comunicacién interespecie que se produce en el
intestino donde ambas enterobacterias viven con otras enterobacterias que si

producen AHLs.
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6. Conclusiones

Se logré purificar la proteina SdiA en condiciones nativas y también se

aumento la solubilidad de la proteina en presencia de diferentes AHLs.

Se caracterizd a nivel structural la proteina SdiA mediante técnicas
espectroscopicas, fluorescencia y dicroismo circular y ademas mediante
intercambio isdopico se evalué el modelo bioinformatico realizado en la

tesis.

Se determiné el estado de oligomerizacion de SdiA en presencia de AHL y
se observé que se forman especies de mayor tamario molecular (dimeros y

tetrameros).

La AHL al unirse a la proteina SdiA ademas de favorecer la formacion del
dimero induce un cambio conformacional de la proteina no solo en el
dominio N-terminal, que contiene el bolsillo de union a ligando y la superficie
de dimerizacién, si no que también del extremo C-terminal que contiene el

dominio de union a DNA.

La AHL favorece la formacion del dimero de SdiA y es éste el que se une a
la secuencias especificas en el DNA, la secuencia promotora ftsQP2 que

contiene la caja sdiA.

La AHL no posee efecto en la unién de la proteina al DNA y no se descarta

que su efecto sea a nivel de la transcripcion.
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7. Una mutante nula sdiA™ no posee defectos aparentes en la divisién celular
(curva de crecimiento y morfologia) pero si en la transcripcion del operén

ftsQAZ.

8. Al complementar la cepa mutante sdiA” con la sobre-expresién de SdiA en
trans se aumenta la expresién del oper6n ftsQAZ, indicando que la
transcripcion de este operén es mediada por la proteina SdiA y a altas

concentraciones la proteina pude formar dimeros en ausencia de AHL.
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