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RESUMEN

RESUMEN

L os mecanismos que subyacen la resistencia bacteriana a telurito de potasio (K2TeO no son
bien conocidos. La evidencia actual apoya la idea que varias vias metabdlicas, a traves de sus
enzimas y/o sus productos, podrian estar participando en el fendmeno.

Interesados en este fendmeno, nuestro grupo ha utilizado como modelo experimenta la
bacteria termofilica Gram positiva Geobacillus stearothermophilus V, la cua exhibe resistencia
natural a K,TeO,. Utilizando genotecas de este microorganismo construidas con la enzima
Hindlll se transformé células de E. coli sensibles a K,TeOq selecciondndose por la adquisicion
de un fenotipo deresistencia (Tel ).

Uno de los clones TelR obtenidos porta el plasmidio recombinante p2VH, que contiene un
inserto de 3.461 pb de DNA cromosomal de G. stearothermophilus V clonado en el vector
pSP72. En € inserto se identificaron tres marcos de lectura abiertos (ORFs) de mas de 200
residuos de aminoécidos. EI ORF1 (687pb) especifica una metalopeptidasa, e ORF2 (1200 pb)
codifica para una cisteina desulfurasa y e ORF3 (963 pb) contiene informacion para una
aminopeptidasa. Experimentos de subclonamiento demostraron que el ORF2 es e dnico
responsable de conferir resistencia a K,TeO, en E. coli. El producto de este gen (iscS) es una
cisteina desulfurasa (IscS) que fue sobreexpresada, purificada a homogeneidad y parcialmente
caracterizada. Se trata de una proteina con una Mr de 45 kDa por subunidad y que en estado
nativo constituye un homodiméro de aproximadamente 95 kDa que posee unido el cofactor
piridoxal fosfato (PLP).

Experimentos de mutagénesis (por delecion en su extremo 3’ y por sustituciones definidas
en e coddn 213) del gen iscS permitieron determinar que laresistenciaa K,TeOg es dependiente
de laactividad cisteina desulfurasa.

Otra evidencia que indicO una relacion entre la expresion del gen iscS de G.
stearothermophilus V y resistencia a K, TeO,, provino de ensayos de complementacion de cepas
E. coli deficientes en € gen iscS enddgeno que presentaban un fenotipo de hipersensibilidad a
K2TeOg. La introduccion del gen iscS del bacilo termofilico en E. coli PK6311result en la
adquisicion de resistencia a la sal toxicay en larecuperacion parcia del fenotipo de crecimiento
lento exhibido por esta cepa. Adicionalmente, la expresion de este gen suprimié el requerimiento
de tiamina pero no € de &cido nicotinico de E. coli PK6311 para poder desarrollarse en medio
minimo.

Por otro lado, la cepa de E. coli QC774 (sodA sodB) también adquirio resistenciaa K,TeO
cuando fue transformada con iscS de G. stearothermophilus V, sugiriendo que la toxici c?ad d
telurito podr{ia estar relacionada a un dafio oxidativo.
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ABSTRACT

ABSTRACT

The mechanisms underlying bacterial resistance to potassium tellurite (K,TeO,) are not well
understood. Recent evidence support the idea that enzymes and/or their substrates from certain
metabolic routes could participate in this resistance.

Interested in studying this phenomenon, our group has employed the tellurite-resistant,
thermophilic, Gram positive rod Geobacillus stearothermophilus V as substrate.
Tellurite-sensitive E. coli cell& were transformed with different gene libraries of G.
stearothermophilus V and Tel™" transformants were isolated. One of them carries the
recombinant plasmid p2VH, which contains a 3,461 bp Hindlll fragment of G.
stearothermophilus V chromosoma DNA cloned into vector pSP72. Three open reading frames
(ORFs) larger than 200 amino acid residues were identified in the insert. ORF1 (687 bp)
specifies a metallopeptidase, ORF2 (1200 bp) codes for a cysteine desulfurase and ORF3 (963
bp) carries information for an aminopeptidase. Subcloning experiments demonstrated that only
ORF2 was responsible for confering K,TeO, resistance in E. coli. The product of the iscS gene
is a cysteine desulfurase (IscS) which was overexpressed, purified to near homogeneity and
partially characterized. The protein subunit exhibits a Mr of 45 kDa and in its native
conformation the enzyme is a homodimer of about 95 kDa which has bound pyridoxal phosphate
(PLP).

Mutagenesis of the iscS gene (by deletion of defined portions of its 3'end and by making
defined substitutions in codon 213) allowed us to determine that resistance to K,TeOq IS
dependent on the cysteine desulfurase activity.

Another line of evidence that allowed to establish a relationship between the expression of
the G. stearothermophilus V iscS gene and K,TeO, resistance came from complementation
assays of iscS-deficient, teIIuritehypersensitive%. coll strains. The expression of the iscS gene
from the thermophilic rod in E. coli PK6311resulted in the acquisition of tellurite resistance and
in the partial recovery of the slow growth phenotype exhibited by these cells. Also, iscS gene
expression supressed the requirement for thiamine (but not for nicotinic acid) of this strain to
grow in minimal media.

On the other hand, E. coli QC774 (sodA sodB) strain also acquired resistanse to tellurite
when transformed with the G. stearothermophilus V iscS gene, suggesting that tellurite toxicity
could be related to oxidative damage.

Tantalean Vasquez, Juan Carlos 11
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1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Mas del 95% del peso seco de un organismo esta compuesto por C, O, H, N, P y S.
Ademas de estos no metales las células requieren de otros elementos como Na, K, Ca,
Mg, etc., los cuales juegan roles importantes tanto en el mantenimiento de la integridad
celular como en el balance quimico, osmatico y eléctrico de las células. Otros elementos
como Cu, Co, Fe, Mo, Ni, Se, Zn, entre otros, son incorporados en proteinas y participan
en catalisis, transferencia de electrones y/o en la estabilidad estructural de las mismas.
Por otro lado, ciertos metales y metaloides (o algunos d+e sus deéi_vados o§i_dadozsl son2d+e
interészk_)iolc')gé'(j‘ro por2§u to>éigidad220mo ﬂ)r ejemplé)_Ag ,Asg)_2 ,As(z 4 (32d+ ,Co™
CrO4 , Cu” ,Hg” ,Ni" ,Pb™ ,Sb", SeO3 , TeO , TeO4 y Zn~ (Silver y
Phung, 1996; Beveridge y col., 1997; Westenberg y Guerinot, 1997; Silver, 1998; Taylor,
1999; Cervantes y col., 2001).

El teluro (Te) deriva su nombre del griego fellus (tierra) y es un metaloide que
comparte el grupo VI A de la tabla periédica con elementos biolégicamente importantes
como el oxigeno, azufre y selenio. Aun cua_n]do se trata de un elemento escaso en el
ambiente (en la litésfera ocurre en un 2 x 10 © %), su uso creciente en la industria lo ha
convertido en un contaminante de importancia y puede encontrarse en altas
concentraciones cerca de los sitios de descarga de desechos (Taylor, 1999). Raramente
se encuentra en la naturaleza en su forma elemental (Te ) sino que mas bien combinado
con azufre u otros elementos formando compuestos del tipo weisita (Cu,Te), calaverita
(AuTe,), melonita (NiTeZ), niggliita (PtTe3) y tetradimita (Bi2Te28) (%agnall, 197_5).
También es frecu;_nte encontrar el Te como sales de sus oxianiones, teluritos (TeO, ~ )y
teluratos (TeO4 ), las cuales son toéxicas para la mayoria de los seres vivos. En su

13
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forma elemental (Te®) el teluro no presenta toxicidad. ElI TeO 2 es particularmente
téxico para bacterias Gram negativas (Turner y col., 1999) y se ha sugerido que este
efecto deriva de su fuerte poder oxidante, el cual podria interfze_rir coOn NUMErosos
procesos celulares (Summers y Jacoby, 1977). En E. coli, el TeO ingresa a la célula
por la via de transporte de fosfato (Tomas y Kay, 1986) y es objeto de una reduccion
inicial por parte de una actividad secundaria de la enzima nitrato reductasa (Avazéri y
col., 1997). Si este limite es superaqo, el glutatién y/u otros tioles reducidos del citosol
podrian a su vez reducir el TeO generando teluro metalico (Te®) adicional y como
consecuencia no deseada, los toxicos radicales superoxido (O2 ") (Taylor, 1999).

En los organismos aerdbicos, los radicales O,,  se generan normalmente durante la
respiracién por autooxidacion de componentes de Ta cadena respiratoria, siendo la NADH
deshidrogenasa Il la principal responsable (Messner e Imlay, 1999). Estos reactivos
radicales son rapidamente convertidos a O2 y H202 por superoxido dismutasas (SODs)
(Gardner y Fridovich, 1991) y cuando sus niveles superan ciertos limites resultan
extremadamente tdxicos para las células (Strohmeier e Imlay, 1998). Las especies O,,
generan dafio oxidativo y uno de sus blancos son los centros de [Fe-S] que forman parte
de numerosas enzimas y proteinas esenciales para el metabolismo celular. Ejemplos de
este tipo de enzimas son la fumarasa (Liochev y Fridovich, 1993), aconitasa (Gardner y
Fridovich, 1991) y algunas dihidroxiacido deshidratasas (Kuo y col., 1987; Storz e Imlay,
1999), entre otras. La oxidacion de estas proteinas conduce a la desintegracion de sus
centros [Fe-S] y a la pérdida concomitante de la actividad enzimatica (Flint y col., 1993b).
Adicionalmente, la oxidacion de estos centros libera hierro el cual en presencia de H,O
puede catalizar la reaccién de Fenton generando radicales hidroxilo (OH) que dafian
indiscriminadamente componentes celulares (Imlay y Linn, 1988; Zheng y col., 1999).

La toxicidad que el K2TeO ejerce sobre los seres vivos esta lejos de ser aclarada.
Como se menciono anteriormen?e, una posibilidad es que ésta tenga su origen en el dafo
producido por radicales O,, ~ -generados durante la reduccién a Te°- sobre potenciales
blancos de oxidacion como son los centros de [Fe-S]. En E. coli también se ha
documentado que la presencia de TeO,, < prgyoca IL? oxidacion de tioles celulares y que
algunos determinantes de resistencia a%’eo3 (Tel ") protegen de esa oxidacion (Turner
y col., 1999). Uno de los tioles celulares blanco del telurito resulté ser el glutation cuya
oxidacion compromete seriamente el balance redox de la célula (Turner y col., 2001). Por
otro lado, la incorporacion de Te en lugar de Se en la glutation peroxidasa inhibe la
reduccion de H,O,, dependiente de glutatiéon, lo que podria generar estrés oxidativo a la
célula (Garberg y col., 1999). Finalmente, dadas sus propiedades quimicas, el Te podria
reemplazar al azufre afectando diversas funciones celulares (Walter y Taylor, 1992).

No obstante la reconocida actividad antimicrobiana del K,TeO,, existen bacterias
naturalmente resistentes a él y en este sentido se ha empleado este compuesto en
procedimientos microbiolégicos como un agente de seleccion para el aislamiento de
Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae y Shigella spp., entre otras(Zadik y col., 1993; Avazéri y col., 1997). Bacterias
resistentes a K, TeO,, desarrollan generalmente colonias de color negro cuando crecen
en medios de cultivo que contienen esta sal. Esto seria el resultado de la reduccion de

K2TeO3 a Te® y a su subsecuente deposicion en la cara interna de la membrana

14
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plasmatica de las células (Tucker y col., 1962, 1966; Taylor y col., 1988; Lloyd-Jones y
col., 1994). Bacterias sensibles también son capaces de formar colonias de color negro
cuando crecen en medios soélidos que contienen concentraciones subletales de K,TeO
(Summers y Jacoby, 1977), fendmeno que también ha sido documentado en levaduras
(Liangyau y col., 1993).

Al menos en E. coli la responsable de la reduccién de K,TeO,, y del nivel basal de
resistencia exhibido por las células es la enzima nitrato reductasa (Avazéri y col., 1997).
Trutko y col. (1998) han comunicado que la citocromo d oxidasa terminal de esta bacteria
también posee actividad reductora de telurito. En Thermus thermophilus HB8 la reduccién
enzimatica de K, TeO_, es dependiente de NAD(P)H (Chiong y col.,, 1988) y en
Micrococcus Iacti_Fyticus3 ésta ocurre a expensas de hidrégeno molecular (Woolfolk y
Whitely, 1962). Finalmente, en la bacteria fotosintética Rhodobacter sphaeroides el TeO
2- puede ser incluso utilizado como aceptor final de electrones (Moore y Kaplan, 1992).

Estudios genéticos y de secuenciacion de DNA de diferentlss bacterias han permitido
identificar por lo menos cinco tipos de determinantes Tel = diferentes, los que se
encuentran codificados tanto en plasmidios como en el cromosoma bacteriano (Taylor,
1999). Entre los primeros se encuentra el operdn ter, presente en los plasmidios
pMER610 de Alcaligenes (Jobling y Ritchie, 1987, 1988; Hill y col., 1993) y R478 de
Serratia marcescens (Whelan y Colleran, 1992; Whelan y col., 1995, 1997). También a
esta clase pertenecen el operdon kilAtelAB del plasmidio RK2, el cual se encuentra
presente en un amplio rango de huéspedes (Bradley, 1985; Walter y col., 1991a) y otros
determinantes presentes en los plasmidios pHH1508a de Klebsiella aerogenes (Bradley y
col.,, 1982; Yan y Taylor, 1987; Walter y col., 1991b) y pTE53 de E. coli (Burian y col.,
1998). Ejemplos de determinantes Tel ~ codificados en el cromosoma bacteriano incluyen
el operén tehAtehB de E. coli (Taylor y col., 1994), el gen tmp de Pseudomonas syringae
(Cournoyer y col., 1998), los genes trg y trgB de R. sphaeroides (O’Gara y col., 1997), el
gen tehB en Streptococcus pneumoniae (Liu y Taylor, 1999) y otros genes de Bacillus
subtilis (Kumano y col., 1997).

En el andlisis de los diferentes determinantes TeIR no se ha encontrado secuencias
de nucledtidos y/o aminoacidos similares entre ellos lo que ha dificultado la postulacion
de un mecanismo unico de resistencia. En este sentido, a la fecha se han propuesto
mecanismos de resistencia que son mas bien tentativos e incluyen una extrusion directa
del i6n, un eflujo desde el interior de la célula, la volatilizacion de formas alquiladas de Te
y la reduccion del téxico (Taylor, 1999). Recientemente sin embargo, ha prosperado mas
bien la hipétesis que la resistencia es de caracter multifuncional y que diferentes rutas
metabdlicas podrian contribuir directa o indirectamente con sus sustratos y/o sus
productos al mecanismo de resistencia. En apoyo a esta hipétesis, estudios con mutantes
metabdlicas han sugerido que enzimas del metabolismo primario como las DsbA y DsbB
(responsables de la formacién de uniones disulfuro), nitrato reductasa, superoxido
dismutasa, glutation reductasa, tioredoxina reductasa, cisteina sintetasa o algunos de sus
metabolitos (glutation, glutaredoxina, tioredoxina, cisteina, entre otros) podrian estar
involucrados en la resistencia a este toxico (Avazéri y col., 1997; Cournoyer y col., 1998;
Alonso y col., 2000; Guzzo y Dubow, 2000; Liu y col., 2000; Turner y col.1999, 2001;
Vasquez y col., 2001).
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La importancia del metabolismo de la cisteina en la resistencia a K,TeO, se
~ . . . . 2 ]'5

sospecha hace afos en la literatura. En R. sphaeroides por ejemplo, la disrupcion del gen
cysK-localizado rio abajo de los genes trgAB- conduce a una disminucién en la
resistencia al toxico (O’Gara y col., 1997) y en nuestro laboratorio se demostrd que la
expresion del gen cysK de B. stearothermophilus V en E. coli le confiere a esta ultima
bacteria resistencia a K,TeO, (Vasquez y col., 2001). De acuerdo a la nomenclatura
propuesta por Nazina y col. (2001), este bacilo termofilico sera denominado en lo

sucesivo como Geobacillus stearothermophilus V.

Estudios realizados recientemente y en la misma linea en nuestro laboratorio
condujeron al aislamiento de un nuevo clon de E. coli resistente a K, TeO,,. El plasmidio
recombinante provino de una genoteca de G. stearothermophilus V construida con la
enzima Hindlll y contiene un inserto de 3.461 pb a partir de cuya secuencia se identifico
tres marcos de lectura abiertos (ORFs). Hemos determinado que solo aquel que codifica
para una proteina similar a la enzima NifS de varios organismos es responsable de la
resistencia a K2TeO . La primera NifS descrita corresponde a la cisteina desulfurasa de
Azotobacter vinelana;?i, enzima que cataliza la formacion de L-alanina y azufre elemental a
partir de L-cisteina utilizando piridoxal 5'-fosfato (PLP) como coenzima (Zheng y col.,
1993; Zheng y Dean, 1994). La reaccién involucra la formaciéon de un aducto entre el
sustrato y el cofactor, el cual se encuentra unido covalentemente a un residuo de lisina
conservado. En esta condicién, un residuo de cisteina presente en el sitio activo realizaria
un ataque nucleofilico formandose un enlace persulfuro. El azufre seria entonces retirado
del sustrato para liberar alanina (Zheng y col., 1994).

Enzimas homodlogas presentes en bacterias no fijadoras de nitrégeno se designan
como IscS. En consecuencia, la referida proteina de G. stearothermophilus V que hemos

responsabilizado de la resistencia a K2Te03 en E. coli sera considerada como IscS.

Recientemente se ha demostrado en E. coli que la IscS juega un rol importante al
aportar azufre tanto para la sintesis de novo como para la reparacién de centros [Fe-S] de
enzimas dafiadas por efecto oxidativo (Schwartz y col. 2000). La importancia metabdlica
de esta enzima queda también reflejada por su participacion en la sintesis de biotina
(Kiyasu y col., 2000), tionucledsidos (Lauhon y Kambampati, 2000; Mihara y col., 2002),
tiamina, NAD (Lauhon y Kambampati, 2000) y selenofosfato (Lacourciere y col., 2000).

Dado que el K TeO3 parece ser toxico por ser un agente oxidante, la idea detras de
esta Tesis es que algunas proteinas claves en el metabolismo podrian perder sus centros
de [Fe-S] comprometiendo la viabilidad celular. De este modo, uno de los posibles
mecanismos de resistencia bacteriana a K2TeO podria estar dado por la recuperacion
de la actividad de proteinas esenciales que contienen centros [Fe-S]. En este sentido, la
hipétesis de este trabajo es que la IscS de G. stearothermophilus V estaria (directa o
indirectamente) involucrada en el fendbmeno de resistencia a K2TeO en E. coli. En
consecuencia, el objetivo general de esta Tesis fue caracterizar a nivel genético y
molecular el gen estructural de esta enzima y determinar su participacion en la resistencia
a K TeO3 en E. coli. Para concretar este objetivo general se plantearon los siguientes
obje%ivos especificos: 1) clonar, secuenciar y caracterizar el gen que codifica para la
cisteina desulfurasa (IscS) de G. stearothermophilus V; 2) purificar y caracterizar esta

proteina, y 3) determinar si existe o no relacion entre la expresién del gen iscS de G.
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stearothermophilus V y la resistencia a K2TeO3 en E. coli.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDIOS Y
CONDICIONES DE CULTIVO.

2.1.1. Geobacillus stearothermophilus V.

Cepa silvestre de la coleccion del laboratorio, aislada segun lo descrito por Vasquez
(1985). El crecimiento de esta cepa se realizé en medio ATTC preparado de acuerdo a la
siguiente composicién en g/l: triptona, 5; extracto de levadura, 3; NaCl, 3; pH 7,0 ajustado
con NaOH. Las incubaciones se realizaron a 63°C. Para crecimiento en medio sdlido, se
agrego agar (DIFCO) al medio (2% p/v concentracion final) y las placas se incubaron toda
la noche a 63°C.

2.1.2. Escherichia coli.

Se empled las cepas JM109 (endA1, recA1 gyrA96, thi, hsdR17 ( +), relA1,
SupE44, A(lac-proAB), [F' traD36 proA B , lacl qZM15])yJM109 Dé(3) (endA1 reCA1
gyrA96, thi, hsdR17 (r K M ) relA1, supE44 A(lac-proAB), [F', traD36, proA B , lacl
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qZM15, (DFRB)]) g{ue fueron adquiridas a Promega®. Las cepas PK6311ijR
(piscS::Kan ) Tet = (zff-208::Tn10)0 y su iségena parental RZ4500 (MG1655/acZp145)
fueron donadas gentilmente por la Dra. Patricia Kiley (University of Wisconsin Medical
School, USA). La cepa QC774 (F placU169 rpsL sodA::lacZ-49 sodB::kanp2) fue
proporcionada por la Dra. Akiko Nishimura (National Institute of Genetics, Japan
(http://www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/strain/). El crecimiento de estas cepas y sus derivadas
se realizé en medio Luria-Bertani (LB), con la siguiente composicion en g/l: triptona, 10;
extracto de levadura, 5; NaCl, 5, pH 7,0 ajustado con NaOH. Las incubaciones se
realizaron a 37°C con agitacion. Para el crecimiento en medio solido, se agregd agar
(DIFCO) a una concentracion final de 2% (p/v). Para crecimientos en presencia de
K,TeO3, se utilizé un volumen apropiado de una solucién stock estéril de K2TeO (1M)
hasta alcanzar la concentracion deseada. Cuando fue necesario, el medio EB se
suplementd con isopropil tio-B-D-galactosido (IPTG) a una concentracion final de 1mM,
ampicilina (100 pg/ml), tetraciclina (10 pg/ml), kanamicina (40 pg/ml) o cloranfenicol (50
pg/ml). Las soluciones stock de antibidticos se prepararon a una concentracion de 10
mg/ml y se mantuvieron a -20°C.

Los ensayos de auxotrofia se realizaron en placas con medio minimo M9
(Na HPO4.7H20, 50 mM; KH PO4, 22 mM; NaCl, 8,5 mM; NH4CI, 18 mM)
supFementado con glucosa (0,4%% MgSO4 (2 mM), CaCI2 (0,1 mM), leucina (0,01 %) y
segun sea el caso con tiamina (2 pg/ml) y/o acido nicotinico (12,5 ug/ml).

2.1.3. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (MIC) de
K, TeO.,,.

La menor concentracion de K,TeO, que inhibid el crecimiento de una cepa en particular
se determind inoculando 20 ul de cultivo bacteriano (crecido durante toda la noche) en
tubos con 2 ml de medio LB que contenian concentraciones crecientes de K TeO3 (en
pug/ml: 0,0125; 0,025; 0,125; 0,25; 1,25; 12,5; 25 y 125). Las lecturas se realizaron
después de 24 horas de incubacién a 37°C con agitacion.

2.1.4. Caracteristicas de los plasmidios y cepas de E. coli.

Las caracteristicas mas relevantes de los plasmidios y cepas de E. coli empleadosy
generados durante la ejecucidon de esta Tesis se indican en las Tablas 1 y 2,
respectivamente.

2.2. PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

2.2.1. Extraccion de DNA cromosomal.

20
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Las células de G. stearothermophilus V fueron crecidas en 250 ml de medio ATTC hasta
una DO de 0,8. El cultivo se centrifugd a 4.500 x g durante 10 min y las células se
lavaron y resuspendieron en 1 ml de Tris-HCI 20 mM, pH 8,0. Posteriormente el DNA
cromosomal se extrajo de acuerdo a Ausubel y col. (1993).

2.2.2. Extraccion de DNA plasmidial.

Las células de E. coli transformantes se crecieron en 5 ml de medio LB- ampicilina hasta
alcanzar una DO de 0,8. El cultivo se centrifugdé a 4.500 x g durante 10 min y las
células se resuspengleron y lavaron en 1 ml de tampén Tris-HCI, 20 mM, pH 8,0. EI DNA
plasmidial se obtuvo empleando el kit Spin Miniprep de QIAGEN (Darmstadt, Alemania).
La pureza del DNA plasmidial se estim6é mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
en tampén TAE (composicion en g/l: Trizma base 4,84; acetato de sodio anhidro 1,64;
EDTA 0,74; pH 8,1 ajustado con acido acético glacial).

2.2.3. Cuantificacion del DNA.

La concentracion de DNA fue cuantificada midiendo la DO2 . Una unidad de
DO260nm correspondié a 50 pg/ml de DNA en solucion. La pureza Jn la preparacion de
DNA se verificé midiendo la razén de DO /DO

260nm 280nm’

Tabla 1. Plasmidios de E. coli empleados y construidos en esta Tesis.
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Plasmidio

Caracteristicas relevantes

Referencia

pSP72

Vector de clonamiento general, 2.462 pb, sitio
de clonamientolinultiple entre los promotores
SP6yT7, Amp .

Promega

p2VH

Derivado de pSP72, contiene un inserto de
3.46kpb que confiere resistencia a K, TeO
Amp 2 3

Esta tesis

PET21b(+)

Derivado de pBR322, 25 copias/célula, 5.443
pb, vector de expresion con un promotor del

fago T7, RBI§ de la proteina de la capside mayor
de T7, Amp .

Novagen

pBluescript SK+

Vector de clonamiento general, 3.000 pb, sitio
de clﬁnamiento multiple interrumpe gen lacZ,
Amp .

Stratagene

pJT687

Derivado de pET21b(+), IIeva inserto el ORF687
en el sitio Ndel/Hindlll, Amp .

Esta tesis

pJT1200

Derivado de pET21b(+), IIev& inserto el gen iscS
en el sitio Ndel/Hindlll, Amp .

Esta tesis

pJT963

Derivado de pET21b(+), IIeva inserto el ORF963
en el sitio Ndel/HindlIl, Amp .

Esta tesis

pJT1200-Pr

Derivado de pBluescript SK+, lleva inserto el
gen iscS'y su promotor en el sitio Hindlll, Amp .

Esta tesis

pJT1200(A90)

Derivado de pET21b(+), lleva inserto el gen iscS
con una delecion de Q%pb en el extremo 3’en el
sitio Ndel/Hindlll, Amp .

Esta tesis

pJT1200(A150)

Derivado de pET21b(+), lleva inserto el gen iscS
con una delecion de 150 |\p(b en el extremo 3’en
el sitio Ndel/Hindlll, Amp .

Esta tesis

pJT1200(A210)

Derivado de pET21b(+), lleva inserto el gen iscS
con una delecion de 210|Qb en el extremo 3’en
el sitio Ndel/Hindlll, Amp" .

Esta tesis

pJT1200/K= ' °A

Derivado de pJT1200, lleva inserto el gen iscS
(con una mutacién que sustituye#a Lys213 por
Ala) en el sitio Ndel/Hindlll, Amp .

Esta tesis

N4
I

pJT1200/K“ '°R

w

Derivado de pJT1200, lleva inserto el gen iscS
(con una mutacién que sustituye la Lys213 por

Arg) en el sitio Ndel/Hindlll.

Esta tesis

Tabla 2. Cepas de E. coli empleadas y generadas en esta Tesis.
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Cepa Caracteristicas relevaptes Referencia

JM109 Huésped general, Nal . o Promega

JM109(DE3) Huésped de expresion general, Nal . -, |Promega

2VH JM109 que porta el plasmidio p2VH, Amp“. Esta tesis

JT687 JM1(B§(DE3) que porta el plasmidio pJT687, | Esta tesis
Amp .

JT1200 JM109(DE3) q&e porta el plasmidio Esta tesis
pJT1200, Amp .

JT963 JM1(&?(DE3) que porta el plasmidio pJT963, | Esta tesis
Amp .

JT1200Pr JM1(|)__? que porta el plasmidio pJT1200-Pr, |Esta tesis
Amp .

JT1200(A90) JM109(DE3) que poﬁa el plasmidio Esta tesis
pJT1200(A90), Amp .

JT1200(A150) JM109(DE3) que portﬁ el plasmidio Esta tesis
pJT1200(A150), Amp .

JT1200(A210) JM109(DE3) que portﬁ el plasmidio Esta tesis

e pJT1200(A210), Amp .
JT1200K~ "°A JM109(DE3) que porta el plasmidio Esta tesis
e pJT1200/K L A, Amp .

JT1200K“ '°R JM109(DE3) que porta el plasmidio Esta tesis
pJT1200/K L R, Amp .

RZ4500 Parental isogénica de PK6311 Patricia Kiley

PK6311 Mutante en el gen iscS, Km', Tet . Patricia Kiley

QC774 Mutante doble de superoxido dismutasa. Akiko Nishimura

PK6311/SK PK(?_\§1 1, %orta ellp{Iasmidio pBluescript SK+,| Esta tesis
Km ', Tet , Amp .

PK6311/1200Pr PK6311, porta elﬁlasmidio pJT1200-Pr, Esta tesis
KmR, Tet ', Amp .

QC774/1200Pr QC774, p?{rta el pﬂzasmidio pJT1200-Pr, Esta tesis
KmR,Cm ', Amp .

2.2.4. Partidores y condiciones de PCR.

Las condiciones de PCR fueron las siguientes: DNA templado, 4 ng; dNTPs, 200 uM,
partidores directos y reversos, 1 yM de cada uno; tampon de PCR, 10 ul y Taq
Polimerasa, 2,5 unidades, ambos de Perkin-Elmer, USA. Luego de una desnaturaciéon a
94°C por 5 min, la amplificaciéon se llevd a cabo por 30 ciclos a 94°C por 1 min;
“annealing” del partidor a 37°C por 2 min y extensién a 72°C por 3 min. Una incubacion
final a 72°C por 10 min permitié una completa extension de los fragmentos.

Los oligonucledtidos utilizados en la presente Tesis estan referidos en la Tabla 3. Los
sitios de restriccidon relevantes seéngestrar§$§ negrita. Subrayado se indican los tripletes
, . . 1 .
para introducir las sustituciones K~ "Ay K~ "R en la enzima IscS.
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2.2.5. Digestion de DNA con enzimas de restriccion.

Las digestiones de DNA plasmidial con las enzimas EcoRlI, Hindlll y Ndel se realizaron
empleando los tampones, la temperatura y el tiempo recomendados por el fabricante
(New England Biolabs, USA). Para 1 ug de plasmidio se empled 10 unidades enzimaticas
en un volumen final de 20 ul. La verificacion de la digestién y resolucién de los
fragmentos se realiz6 mediante electroforesis en geles de agarosa como se describe en

2.2.8.

Tabla 3. Secuencia nucleotidica de los partidores utilizados en esta Tesis para la amplificacion de DNA
mediante PCR.

Partidor Orientacién secuencia 5 — 3' PCR

P1 directo GGAATTCCATATGTATAAGGATGATCAGGAAATAGA ORF687

P2 reverso ACCCAAGCTTCTAGAGCGTGATCAGGTCTTTGT ORF687

P3 directo GGAATTCCATATGAATCTTGAACAAATAAGAAAAGATACC ORF1200
P4 reverso ACCCAAGCTTTCATTGCTGTCCCTCTTTCCTTAT ORF1200

P5 directo GGAATTCCATATGAATAAATTTTTGCTTGAATCTGC ORF963

P6 reverso ACCCAAGCTTTCATATCAGAATCTTCCCATCCT ORF963

P7 reverso ACCCAAGCTTATCTGGCCATTTTATTGATCCTGTAT 1200-90

P8 reverso ACCCAAGCTTATTCTATGATAATATGGTTTTCTTCCAAA 1200-150
P9 reverso ACCCAAGCTTATACATTAAAAGGAATGATGGCCAGTC 1200-210
P10 directo CTTGCAGCGTGCGGGAGAGCATGGCTTAGAGGTCCTGAG K213A
P11 reverso CTCAGGACCTCTAAGCCATGCTCTCCCGCACGCTGCAAG K213A
P12 directo CTTCCAGCGTGCGGGAGAAGATGGCTTAGAGGTCCTGAG K213R
P13 reverso CTCAGGACCTCTAAGCCATCTTCTCCCGCACGCTGCAAG K213R
P14 directo ACCCAAGCTTAAAACCGGGAATGGCATTCAC 1200 + Promotor
P15 reverso ACCCAAGCTTTCATTGCTGTCCCTCTTTCCTTAT 1200 + Promotor

2.2.6. Ligacion del DNA.

Las ligaciones de segmentos de DNA con vectores de clonamiento o de expresion se
realizé en un volumen de reaccion de 20 ul finales que contenian 5 ul de fragmento
amplificado (10-50 ng), 1 ul de solucién de plasmidio (10 ng), 1 ul de DNA ligasa de fago
T4 (3 U/ul) y 2 ul de tampédn de ligacion 10X, ambos de New England Biolabs, USA. La
mezcla de reaccion se incubd a 15°C por 2 horas. Los productos de ligacién se verificaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en tampdn TAE. Se utilizé un volumen
de 3 pl de reaccion de ligacion para transformar 50 ul de células competentes de las
cepas de E. coli JM109 o JM109(DE3) como se describe en 2.2.11.

2.2.7. Purificacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa.

Para recuperar fragmentos amplificados de DNA a partir de geles de agarosa se sigui6 el
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protocolo de QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Darmstadt, Alemania). Este método se
basa en la escision de la banda presente en el gel de agarosa y su solubilizacion en
presencia de una resina que une el DNA, el que es posteriormente eluido con 50 pl de

HZO precalentada a 65°C.

2.2.8. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

Las preparaciones de DNA cromosomal o plasmidial se resolvieron mediante
electroforesis en geles de agarosa (SeaKem, USA) al 1% o al 1,5% preparados en
tampén TAE. Las muestras de DNA se mezclaron con solucién de carga (azul de
bromofenol 0,25 %, SDS 0,1%, glicerol 30%). Como estandar de peso molecular se utilizd
una mezcla de DNA de fago A digerido con Hindlll y DNA de fago ¢X174 digerido con
Haelll. La tincion del gel se realizé por inmersion en una solucion de bromuro de etidio
(1gg/ml) durante 1 min. Las bandas se visualizaron bajo luz ultravioleta (320 nm) en un
transiluminador Fotodyne, USA.

2.2.9. Clonamiento de productos de PCR.

Los productos de PCR se clonaron empleando el sistema TOPO TA Cloning (Invitrogen,
USA). El método se basa en la actividad ligasa que dispone la topoisomerasa | la cual
esta unida covalentemente al 5 fosfato de cada hebra y liga los productos de PCR en 5
minutos a temperatura ambiente. Para orientar el clonamiento en el vector de expresion y
mantener el marco de lectura, los genes clonados en pTOPO fueron digeridos con las
enzimas de restriccion Ndel y Hindlll y ligados al vector pET21b(+) previamente digerido
con las mismas enzimas como se describié anteriormente.

En el caso de clonamiento en pBluescript SK+, los insertos clonados en pTOPO se
extrajeron por digestion con Hindlll y purificados mediante el kit QIAquick PCR
Purification de Qiagen (Darmstadt, Alemania). Posteriormente, éstos y el vector digerido
con la misma enzima se ligaron como se describié anteriormente.

2.2.9.1. Clonamiento de los ORFs presentes en el inserto de 3.461 pb.

El DNA correspondiente a los ORFs contenidos en el inserto de 3.461 pb del plasmidio
p2VH se amplific6 por PCR empleando los partidores P1 a P6 (Tabla 3). Estos se
disefiaron de modo que contuviesen un sitio de restricciéon Ndel en el extremo 5’ y un sitio
Hindlll en el extremo 3’ de los amplificados. Estos fragmentos se clonaron en el vector
pET21b(+) segun lo descrito anteriormente.

2.2.9.2. Generacion de genes iscS mutados por delecién en el extremo 3.

Se obtuvo versiones mutantes del gen iscS de G. stearothermophilus V por deleciones en
el extremo 3’ mediante PCR. El partidor P3 (Tabla 3) es el partidor directo empleado en la
amplificacion del gen iscS y los partidores P7, P8 y P9 los partidores reversos para
introducir deleciones de 90, 150 y 210 pb, respectivamente. Las condiciones de PCR
fueron las mismas a las descritas en 2.2.4. Los productos de amplificaciéon se purificaron
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y clonaron como se describié en el punto anterior.

2.2.9.3. Generacion de genes iscS mutantes por sustitucion de la Lys213 por
Ala o Arg.

Las mutaciones puntuales para sustituir la Lys213 por Ala (K213A) o Arg (K213R) en la
IscS de G. stearothermophilus V se realizaron mediante PCR en dos etapas como se
describié anteriormente (Loyola y col., 1998). Brevemente, los fragmentos 5" y 3° del gen
se obtuvieron en la primera ronda de PCR utilizando los partidores P3-P11 y P10-P4 para
la sustitucion K213A y los partidores P3-P13 y P12-P4 para la sustitucion K213R.
Alicuotas de ambas reacciones se mezclaron y usaron para reconstituir el gen mutado en
una segunda amplificacion por PCR empleando esta vez los partidores P3 y P4. Las
condiciones de PCR, purificacion y clonamiento de los amplificados fueron las mismas
descritas anteriormente.

2.2.10. Secuenciacion de DNA.

Cuando se requirio, el DNA plasmidial fue extraido como se indicé anteriormente y fue
remitido para secuenciacion automatica a empresas externas. Las secuencias de DNA
obtenidas para las diferentes construcciones se sometieron a un analisis bioinformatico
con programas disponibles en Internet (ver seccion 2.7 de Materiales y Métodos).

2.2.11. Transformacion de E. coli.

Para transformar células de E. coli se utilizé un electroporador Il (Invitrogen) con las
siguientes condiciones: capacitancia, 1.800V; resistencia, 70 Q y fuente poder a 1.500 V,
100 W y 25 mA. Se emplearon cuvetas (BIO-RAD) de 0,2 cm de separacién de
electrodos. Las células electrocompetentes se prepararon a partir de 1 ml de cultivo en
crecimiento exponencial, el cual se lavd cuidadosamente con agua destilada fria
(mantenida en hielo) por 3 veces. Se utilizd 1 yl de DNA plasmidial (10 ng/ul) y 50 ul de
células competentes. Las células electroporadas fueron crecidas en 1 ml de medio LB en
agitacién suave durante 1 hora a 37°C. Posteriormente el cultivo se centrifugé a 4.500 x g
por 3 min y las células se resuspendieron y sembraron en placas de agar LB que
contenian los antibiéticos apropiados.

2.2.12. Ensayo de complementacion de la mutante iscS.

Para complementar la mutacién iscS de la cepa PK6311 ésta se transformé con el
plasmidio pJT1200-Pr (Tabla 1) como se indicé en el punto anterior. Las células
transformantes se seleccionaron por la adquisicion de resistencia a ampicilina,
kanamicina y tetraciclina. Las caracteristicas fenotipicas evaluadas en la cepa
transformada fueron resistencia a K,TeO,, (MIC), tamafio de la colonia a las 24 horas de
crecimiento en placas con agar LB, velocidad de crecimiento en medio LB vy
requerimientos de tiamina y de acido nicotinico para crecer en medio minimo M9.
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2.3. EXPRESION Y CARACTERIZACION DE
PROTEINAS RECOMBINANTES.

2.3.1. Cinética de induccidén de proteinas recombinantes.

Las células portadoras de vectores de expresion que contenian los genes de interés se
crecieron en 100 ml de LB-ampicilina por 3 h o hasta alcanzar una DO 00N de 0,6.
Luego de inducir con IPTG (1mM, concentracién final) se tomaron muestras de énmL cada
60 min durante 7 horas. Los extractos crudos solubles y las correspondientes fracciones
insolubles de las células inducidas se resolvieron mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturantes (SDS-PAGE) al 12 %.

2.3.2. Determinacion de la estabilidad térmica de la proteina
recombinante IscS.

Extractos crudos (ajustados a 5 mg/ml de proteina) de células de E. coli que
sobreexpresaban la IscS de G. stearothermophilus V se incubaron por 20 minutos a
diferentes temperaturas (37, 50, 60, 70 y 80°C). Las proteinas desnaturadas se separaron
mediante centrifugacion a 13.000 x g por 15 min y las fracciones tanto solubles como
insolubles fueron resueltas mediante SDS-PAGE (12%).

2.3.3. Sobreexpresién y purificacion de la IscS de G.
stearothermophilus V.

Células de E. coli JT1200 fueron cultivadas en 4 litros de medio LB-ampicilina hasta una
DO 0on de 0,6 (aproximadamente 3 h) e indujeron con IPTG (1 mM, concentracion
fina% porné h adicionales. Las células inducidas se sedimentaron a 4.500 x g por 10 min a
4°C, lavaron con tampdn A (Tris-HCI 20 mM pH 8,0) y resuspendidas en el mismo tampon
(a razén de 4 ml/g células). Luego fueron rotas empleando un sonicador de alta
intensidad (Ultrasonic Processor model Ge 50, USA) equipado con un vastago de 3 mm
en presencia de 1ug/ml de PMSF (BRL). Los restos celulares fueron eliminados por
centrifugacion a 13.000 x g por 15 min y el sobrenadante fue considerado el extracto
crudo. Esta fraccion mostrd un color amarillo caracteristico de enzimas que unen el
cofactor PLP. El extracto crudo se ajusté a una concentraciéon de 5 mg/ml de proteinas
con tampon A y calenté a 70°C por 20 minutos con agitacién suave y continua. Las
proteinas desnaturadas se eliminaron por centrifugacién a 13.000 x g por 15 min. La
fraccion soluble se aplicdé en un sistema de columnas cromatograficas conectadas en
serie. La primera consistié en AffiGel Blue (BioRad, USA, 1 ml) seguida de una columna
de CM-Sepharose (2 ml) y finalmente una de DEAE-Sepharose (2 ml, ambas de
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Pharmacia, Suecia). La proteina IscS no se unié a las 2 primeras resinas y fue retenida
en la ultima columna de donde se eluyé con un gradiente lineal de NaCl (0-0,15 M)
preparado en tampdén A. Las fracciones que contenian la proteina purificada se
adsorbieron a una columna de Bio-HTP (Bio Rad, USA, 1 ml) y luego de lavar la enzima
se eluy6é con un volumen de tampén fosfato de potasio 0,25 M pH 7,2. La proteina
concentrada fue dializada contra tampén B (Tris-HCI 20 mM pH 8,0, glicerol 5%) vy
conservada a —20°C.

Los espectros de absorcion de la enzima IscS purificada y de sus derivadas mutadas
se realizaron en un espectrofotometro Hewlett-Packard modelo Agilent 8453. Las
soluciones contuvieron 1,5 mg/ml de proteina en tampén B.

2.3.4. Determinacion de la masa molecular de la IscS nativa.

La masa molecular de la IscS fue determinada por cromatografia de exclusion molecular
utilizando una columna (1 x 50 cm) de Sephadex G 100 superfine (SIGMA) equilibrada en
tampén B. El volumen vacio (Vo) de la columna se determiné utilizando azul dextrano. La
curva de calibraciéon se construyé filtrando individualmente 200 ul de proteinas (2 mg/ml)
de masa molecular conocida (en kDa: alcohol deshidrogenasa (ADH), 150; seroalbumina
bovina (BSA), 66; ovoalbumina (OVA), 45; anhidrasa carbdnica (ANC), 29 y citocromo C
(Cit C), 12,4, todas de Sigma, USA). Para la determinacién del volumen de elucién de la
proteina IscS nativa se cargd 200 pl de una solucién de proteina purificada (8 mg/ml) en
la columna y se colectd fracciones de 0,5 ml. Estas se monitorearon midiendo la
DO280nm y también visualmente por la presencia del color amarillo intenso caracteristico
del PLP unido a la enzima.

2.3.5. Determinacion de la masa molecular de la IscS en condiciones
desnaturantes.

La masa molecular relativa de los monémeros de la proteina se determiné mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE) como se
describe en detalle en el punto siguiente. La movilidad electroforética relativa de la IscS
fue comparada con la de los mismos estandares descritos en el punto anterior esta vez
desnaturados.

2.3.6. Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida

2.3.6.1. Geles desnaturantes.

Se utilizo la técnica descrita por Sambrook y col. (1989), modificada para minigeles. El gel
separador se prepar6 vertiendo 5 ml de una solucién de acrilamida 12% (p/v),
bisacrilamida 0,32% (p/v), Tris-HCI 0,45 M pH 8,8, SDS 0,1% (p/v), PSA 0,2% (p/v) y
TEMED 0,03% (v/v), entre dos placas de vidrio (9 x 11 cm) separadas por espaciadores
de 0,8 mm. Para una perfecta polimerizacion se agregé etanol al 70% sobre la solucion
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del gel. Una vez polimerizado, el etanol se retird y la superficie se lavé con agua
destilada. Luego se vertid la solucién del gel concentrador, la cual consistié en una
solucion de acrilamida 3% (p/v), bisacrilamida 0,08% (p/v), Tris-HCI 50 mM pH 6,8, SDS
0,1% (p/v), PSA 0,05% (p/v) y TEMED 0,06% (v/v). Antes de la polimerizacion se colocé
rapidamente una peineta para la formacion de los pocillos. Las muestras se mezclaron
con una solucién de carga [glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 5% (p/v)
y azul de bromofenol 0,01% (p/v) ] y se calentaron a 100°C por 1-2 minutos. El tampén de
corrida fue una solucién de Tris 0,025 M pH 8,3, glicina 0,02 M y SDS 0,1% (p/v). La
electroforesis se realizd a 70 mA hasta que el frente del colorante alcanzé el borde
inferior del gel. Luego, el gel fue tefiido por inmersiéon en una solucion de tincién (acido
acético 10% (v/v), isopropanol 25% (v/v) y azul de Coomassie 0,1% (p/v). El destednido se
llevd a cabo en una solucién de acido acético al 10% (v/v) a 60°C.

2.3.6.2. Geles nativos.

Se utiliz6 el método descrito por Retamal y Babul (1988) en el cual el gel separador
estuvo formado por 5 ml de una solucién de acrilamida 10% (p/v), bisacrilamida 0,2%
(p/v), Tris-HCI 0,375 M pH 8,9, PSA 0,07% (p/v) y TEMED 0,06% (v/v). Esta solucién se
vertié entre dos placas de vidrio para su polimerizacion como se describié en el punto
anterior. Luego de terminada la polimerizacion se removio el etanol y se agrego 2 ml de la
solucién del gel concentrador que contuvo acrilamida, 2,4% (p/v), bisacrilamida 0,06%
(p/v), Tris-HCI 0,47 M pH 6,9, PSA 0,07% (p/v) y TEMED 0,06% (v/v). Antes de la
polimerizacion se coloco una peineta para la formacion de los pocillos. Las muestras se
mezclaron con una solucién de carga que contuvo glicerol 50% (v/v) y azul de bromofenol
0,01% (p/v). El tampobn de corrida fue una solucion de Tris-HCI 0,06% (p/v) y glicina 0,3%
(p/v). La electroforesis se realizé6 a 10 mA a 4°C hasta que el frente del colorante alcanzé
el borde inferior del gel.

2.3.7. Microsecuenciacion del extremo amino terminal de la IscS.

La proteina IscS parcialmente purificada por tratamiento térmico a 70°C por 20 min se
sometio a SDS-PAGE vy electrotransfirio a una membrana PVDF (BIO-RAD). La
membrana se lavé con agua desionizada y tifié con azul de Coomassie G-250 preparado
en metanol 50% durante 1 minuto. La membrana se destifié con metanol 50% y secada al
aire a temperatura ambiente. La banda correspondiente a la proteina IscS fue cortada de
la membrana y enviada para microsecuenciacion aminoterminal al Centro de Analisis de
Biomoléculas de la Universidad de Chile.

2.3.8. Determinacién cuantitativa de proteinas.

La concentracion de proteinas se determiné empleando el kit Bio-Rad Protein Assay-nvI
Se utilizé seroalbumina bovina (BSA) como estandar.

2.3.9. Ensayo de actividad cisteina desulfurasa.
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La actividad de la enzima IscS se determiné mediante un ensayo que contuvo cisteina 10
mM, KCN 10 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,0, MgCIl, 1 mM y 10 pg de enzima en un
volumen final de 100 ul. Luego de incubar a 50°8 durante 2 h se agregd 250 ul de
formaldehido al 15 % y 750 pl de reactivo nitrato férrico [Fe(NO3)3.9H 0 6,67% (p/v) y
HNO,, 8,67% (v/v) ]. La mezcla se centrifugd a 13.000 x g por 3 min y Ta generacién de
tiocianato se determiné a 460 nm. Una unidad de actividad enzimatica se definié como la
cantidad de enzima que cataliza la formacion de 1 nmol de KSCN/min. La actividad
especifica se expresé como unidades/mg de proteina.

2.3.10. Analisis inmunolégico de proteinas recombinantes.

2.3.10.1. Preparacion de anticuerpos anti-IscS.

El antisuero anti IscS fue preparado en ratones Roquefeller hembra de acuerdo a Harlow
y Lane (1988), inoculando intraperitonealmente 100 upg de IscS purificada por
SDS-PAGE. Los fragmentos de gel que contenian la proteina IscS se lavaron por 3 veces
con 1 ml cada vez de solucion salina fisiolégica (SSF, NaCl 0,9%), finamente cortados e
incubados en 0,5 ml de SSF a 4°C por 24 horas. A 100 ul de la fraccion sobrenadante
que contenia la IscS (1ug/ul) se agregd 1 volumen de adyuvante incompleto de Freund
(Gibco-BRL) y se mezclo repetidamente con una jeringa hasta producir una emulsion
estable. Se aplicaron 3 dosis de inmunizacién con intervalos de 10 dias. Una semana
después de la ultima inyeccion, la sangre se colectd e incubd por 30 min a 37°C. El suero
se obuvo mediante centrifugacién a 5.000 x g por 5 min.

2.3.10.2. Electrotransferencia de proteinas.

Las proteinas purificadas se fraccionaron por SDS-PAGE (12%) y electrotransfirieron a
membranas de nitrocelulosa o PVDF a corriente constante (200 mA) utilizando tampén de
transferencia (Tris-HCI 125 mM pH 8,8, glicina 0,1 M, SDS 0,1% p/v y metanol 20% v/v)
durante 30 minutos.

2.3.10.3. Deteccién inmunolégica de IscS.

Las fracciones proteicas que contenian IscS silvestre o sus derivadas mutantes fueron
resueltas por SDS-PAGE vy electrotransferidas a una membrana de nitrocelulosa como se
describié en el punto anterior. La membrana fue bloqueada con leche descremada 1%
(p/v) recién preparada en tampdén PNK (fosfato de sodio15 mM, NaCl 1% (p/v), KCI
0,002% (p/v) pH 7,4) durante 45 minutos. Luego se agregé el suero anti-IscS (dilucion
1:2.500) y se incubo durante 45 min a temperatura ambiente y con agitacion suave.
Luego, la membrana fue sometida a tres lavados por 5 min cada uno con una solucién de
Tween 20 0,02% (v/v) preparada en PNK. A continuacion se adicioné anti-IgG de ratén
conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma) (diluciéon 1:10.000 en leche descremada 1%
(p/v) en PNK) como anticuerpo secundario y se incubd a temperatura ambiente durante
45 min. Luego de lavar como antes, se reveld con 20 ml de una solucién que contuvo

tampon sustrato de la fosfatasa alcalina (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M y MgCI2 5
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mM), NBT 0,1 mg/ml y BCIP 0,05 mg/ml, durante 10-30 min a 37°C en oscuridad. Al cabo
de este tiempo, la membrana se lavo con agua destilada y se seco en papel absorbente.

La especificidad del suero anti-IscS se ensayd contra IscS pura y contra proteinas
totales de E. coli JM109(DE3). No se observd reacciéon cruzada con las proteinas de E.
coli y solo se observé una banda de reaccion con la IscS de G. stearothermophilus V
purificada. No se observaron bandas de reaccioén al utilizar suero preinmune.

2.3.10.4. Deteccion de IscS mediante Dot Blot.

La expresion del gen iscS de G. stearothermophilus V en la cepa de E. coli PK6311
transformada con el plasmidio pJT1200-Pr fue detectada con un ensayo de Dot Blot. Para
ello se utiliz6 una camara de Bio-Dot (BioRad, USA). El ensayo consistio en fijar los
extractos proteicos a una membrana de nitrocelulosa instalada en la camara. Esto se
consiguié haciendo pasar por gravedad 100 ul de extracto a través de los pocillos. A
continuacion la membrana se bloqued con 300 pl de BSA 1% preparada en tampdn TBS
(Tris-HCI 20 mM pH 7,0, NaCl 0,5 M). El exceso de proteina no fijjada a la membrana se
retir6 mediante 3 lavados sucesivos con 500 pl de una solucién de Tween 20 al 0,05%
(v/v) preparada en tampon TBS (TTBS). Estos lavados se aceleraron mediante succion
con una bomba de vacio acoplada a la camara. Enseguida se agregd 100 ul de anti-IscS
(dilucién 1:2.500). Cuando la solucion atravesé completamente la membrana ésta se lavo
por tres veces consecutivas con la solucion TTBS como se indico antes. Luego se agrego
100 pl de anti-lgG de raton conjugado con fosfatasa alcalina (dilucion 1:10.000). La
membrana fue retirada de la camara y el revelado se realiz6 como se describié en
2.3.10.3.

2.3.10.5. Electroforesis de proteinas en dos dimensiones.

Proteinas totales de G. stearothermophilus V crecido en medio ATTC en ausencia y en
presencia de K , TeO _ fueron resueltas mediante electroforesis en dos dimensiones
siguiendo la técnica descrita por O’Farrel (1975) y O'Farrel y col. (1977). La primera
dimensién consisti6 en una electroforesis en gradiente de pH (3 a 10) en un gel de
poliacrilamida. La composicion del gel fue acrilamida 3,8%, bisacrilamida 0,2%, urea 9,2
M, nonidet P-40 2%, anfolitos (pH 3 a 10) 2%, PSA 0,02% y TEMED 0,014%. La mezcla
se vertié dentro de capilares de vidrio de 2 mm de diametro cubiertos en su extremo
inferior con parafilm y se dejo polimerizar a temperatura ambiente por 12 horas. Se aplico
la muestra y la electroforesis se realiz6 a 400 V (constante) por 5 h en una camara
vertical donde el extremo superior del gel se mantuvo dentro de una soluciéon de H 3 PO
(10 mM) y el inferior en una solucién de NaOH (20 mM). A continuacion, los geles se
retiraron cuidadosamente del capilar, se equilibraron durante 2 h en una solucion tampén
que contuvo B -mercaptoetanol 5%, glicerol 10%, SDS 2,3% y Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8 y
se sometieron a electroforesis desnaturante en una segunda dimension (SDS-PAGE).
Brevemente, el gel de la primera dimension se fij6 con agarosa al 1% sobre el gel de
poliacrilamida desnaturante de la segunda dimension y se sometié a electroforesis, tifid y
destifio en las mismas condiciones descritas en 2.3.6.1.
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2.4. BIOINFORMATICA: ANALISIS IN SILICO Y
COMPARACION DE SECUENCIAS CON BASES DE
DATOS.

2.4.1. Analisis del inserto de 3.461 pb presente en el plasmidio p2VH.

La secuencia de DNA de 3.461 pb de G. stearothermophilus V presente en el plasmidio
p2VH se analizé buscando ORFs mediante el programa ORF finder
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gorf/gorf.html). La secuencia de aminoacidos deducida de
cada ORF fue comparada con las secuencias de aminoacidos de proteinas disponibles
en la base de datos mediante los programas BLASTp y PSI BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Se registraron las proteinas que mostraron los
mayores porcentajes de identidad (aminoacidos iguales que ocupan un mismo lugar
dentro de la secuencia) y de similitud (aminoacidos diferentes pero con propiedades
quimicas semejantes). El disefio de partidores para las distintas construcciones se realizé
con el programa Web Primer (http://genome-www2.stanford.edu/cgi-bin/SGD/web-primer).
Cuando fue necesario, se elaboraron secuencias complementarias e invertidas con el
programa REVSEQ (http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/revseq.html).

2.4.2. Analisis de la secuencia de aminoacidos deducida de la IscS.

En este andlisis se empled programas disponibles en Internet cuyas direcciones se
expresan entre paréntesis. La prediccion de la existencia de dominios de interaccion
proteina-proteina  se realizé con el programa COIL-COIL  Prediction
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_lupas.html) y de
estructura secundaria mediante el programa Consensus Secundary Structure Prediction
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-in/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_seccons.html)

La secuencia fue comparada con sus similares por alineamiento utilizando el
programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) y la visualizacion de dominios y
residuos conservados se realiz6 mediante el programa BoxShade 3.21
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html).

2.4.3. Modelamiento de proteinas.

El modelo molecular de la IscS de G. stearothermophilus V se realiz6 sometiendo la
secuencia aminoacidica de la proteina a un analisis con el programa Geno3D: Automatic
modeling of proteins 3D structure (http://geno3d-pbil.ibcp.fr/) del servidor NPS@. Este
programa utiliza en sus calculos la informacién de proteinas similares cristalizadas y
disponibles en la base de datos de Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb).
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Los codigos de acceso a las proteinas que fueron seleccionadas como templado en el
modelamiento son: pdb1jf9A, pdb1kmjA, pdb1kmkA y pdb1cOnA.

2.4.4. Numero de acceso a secuencias nucleotidica y aminoacidica.

El nimero de acceso a GenBank asignado al fragmento de DNA cromosomal
conteniendo el gen iscS de G. stearothermophilus V es AF533655. El nUmero de acceso
a la secuencia aminoacidica de IscS de esta bacteria en Swiss Prot es Q8KRHS.

Tantalean Vasquez, Juan Carlos 33



LA CISTEINA DESULFURASA (IscS) DE Geobacillus stearothermophilus V CONFIERE A
Escherichia coli RESISTENCIA A TELURITO DE POTASIO

34 Tantalean Vasquez, Juan Carlos



3. RESULTADOS

3. RESULTADOS

Interesados en el estudio de los mecanismos responsables de la resistencia bacteriana a
K2TeO hemos aislado clones de E. coli JM109 que han adquirido resistencia a este
téxico ?fuego de ser transformados con genotecas de G. stearothermophilus V.
Particularmente y en lo que se refiere a esta Tesis se caracterizé el plasmidio
recombinante p2VH, obtenido a partir de una genoteca construida utilizando la enzima
Hindlll y el vector pSP72. Este plasmidio es responsable que el huésped exhiba por lo
menos 10 veces mas resistencia a K2TeO3 que aquella observada en células no
transformadas.

3.1. Subclonamiento de los ORFs presentes en el
inserto de 3.461 pb que confiere resistencia a telurito
de potasio en E. col.i.

El analisis de la secuencia nucleotidica del inserto de 3.461 pb mediante el programa
ORFinder indicé la presencia de tres marcos de lectura abiertos (Figura 1). El ORF1, de
687 pb, codifica para una proteina de aproximadamente 25 kDa que muestra 53% de
identidad y 69% de similitud con una metalopeptidasa de B. anthracis A2012 (Read y col.,
2002). El ORF2, de 1200 pb, codifica para una proteina de 45 kDa que exhibe 35% de
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identidad y 57% de similitud con la cisteina desulfurasa (NifS) de Methanosarcina mazei
Goe1 (Deppenmeier y col., 2002) y el ORF3, de 963 pb, especifica una proteina de 34
kDa que muestra 29% de identidad y 42% de similitud con una aminodipeptidasa de
Methanopyrus kandleri AV19 (Slesarev y col., 2002). El contexto genético del inserto
indica que estos genes no se encuentran constituyendo un operén (Figura 1). Con la
finalidad de aclarar cual de estos 3 ORFs es el responsable de la resistencia a K2TeO
se amplific6 cada uno de ellos por PCR y se clonaron en el vector de expresion
pET21b(+). Los plasmidios recombinantes obtenidos se denominaron pJT687, pJT1200 y
pJT963, respectivamente (Tabla 1). La identidad de ellos fue determinada por digestion
con las enzimas de restriccion Hindlll y Ndel liberandose los insertos del tamano
esperado (Figura 2 A). Posteriormente, estos fueron introducidos en E. coli JM109(DE3)
generandose los clones recombinantes JT687, JT1200 y JT963 (Tabla 2). Estos clones
se ensayaron para determinar su resistencia a K2TeO3 y solamente el clon JT1200
mostro resistencia a la sal toxica (Tabla 4).
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Figura 1. Representaciéon esquematica de los ORFs identificados en el inserto Hindlll de

3.461 pb presente en el plasmidio recombinante p2VH. Los limites de cada marco de

lectura se indican con lineas verticales en la barra. Las funciones propuestas para los
productos de cada gen se encuentran indicados.
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Figura 2.Clonamiento y expresion de los productos codificados por los ORFs presentes en
el inserto de 3.461 pb de G. stearothermophilus V. A, electroforesis en gel de agarosa
(1%) de los productos de digestion de los plasmidios recombinantes con las enzimas Ndel
y Hindlll. Lineas: 1, pJT1200; 2, pET21b(+); 3, pJT963; 4, pJT687. St, estandares de peso
molecular (mezcla de DNA de fago A digerido con Hindlll y DNA de fago @X174 digerido
con Haelll). Las flechas indican los insertos correspondientes. B, PAGE-SDS (12%) de las
proteinas presentes en extractos crudos de E. coli JM109(DE3) transformadas con los
plasmidios indicados e inducidas con IPTG (1mM). Lineas: 1, pET21b(+); 2, pJT1200; 3,
pJT963 y 4, pJT687. Las flechas indican la migracion de las proteinas sobreexpresadas.
St, estandares de proteinas de Mr conocida en kDa (albumina sérica bovina, 66;
ovoalbumina, 45; anhidrasa carbénica, 29 y citocromo C, 12,4).
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Tabla 4. Concentraciones inhibitorias minimas (MICs) de telurito de potasio para las cepas
de E. coli utilizadas en esta Tesis.

3.2. Sobreexpresion de las proteinas codificadas en el
inserto de p2VH.

Los clones JT687, JT1200 y JT963 fueron crecidos en LB-ampicilina y se analizé la
expresion de las respectivas proteinas recombinantes luego de ser inducidas con IPTG.
En los 3 casos las proteinas permanecieron en la fraccién soluble y mostraron los
tamanos esperados al ser analizadas por PAGE-SDS (Figura 2B).
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3.3. Purificacidn de la IscS de G. stearothermophilus

V.

En un intento por relacionar la actividad de esta enzima con la resistencia a K,TeO
exhibida por el clon JT1200, la proteina IscS fue sobreexpresada y purificada a
homogeneidad. La cinética de induccién mostré una banda principal del tamafio esperado
y que el tiempo apropiado para cosechar las células es 3-5 h postinduccion (Figuras 3A,
3B). Las células sedimentadas mostraron un intenso color amarillo, tipico de enzimas que
tienen el cofactor PLP unido.

Figura 3. Cinética de induccién de la IscS de G. stearothermophilus V. PAGE-SDS
(12%) de las proteinas presentes en extractos crudos de cultivos de E. coli JT1200
cosechadas postinduccion con IPTG (1 mM) a los tiempos indicados (horas).A, proteinas
solubles. B, proteinas presentes en las fracciones insolubles (sedimentos) de las
correspondientes muestras analizadas en A. La flecha indica la migracion de la proteina
IscS. St, estandares de proteinas de Mr conocida en kDa (albumina sérica bovina, 66;
ovoalbumina, 45; anhidrasa carbdnica, 29 y citocromo C, 12,4).

fig003.jpg
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Figura 4.Efecto de la temperatura sobre las proteinas presentes en extractos crudos de E.
coli JT1200. PAGE-SDS (12%) de las proteinas que permanecen en la fraccion soluble (A)
e insoluble (B) luego de calentar el extracto durante 20 min a las temperaturas indicadas
(°C). Lineas: 1, 37; 2, 50; 3, 60; 4, 70 y 5, 80. A la izquierda de la figura se indica la
migracion de estandares de proteinas de Mr conocida (alcohol deshidrogenasa, 150;
albumina sérica bovina, 66; ovoalbimina, 45; anhidrasa carbdnica, 29 y citocromo C,
12,4).

Dada la naturaleza termofilica de G. stearothermophilus V (crece normalmente a
60-65°C), se aplicé un tratamiento térmico en la etapa inicial del proceso de purificacion
con la finalidad de eliminar el maximo posible de proteinas del huésped. De este modo,
extractos crudos de células inducidas fueron calentados a diferentes temperaturas
durante un tiempo definido. La proteina IscS se mantuvo en condicion soluble luego de
ser incubada a 70°C hasta por 20 min, desnaturandose casi por completo a 80°C en las
mismas condiciones (Figuras 4A y 4B). Las proteinas de E. coli desnaturadas fueron
eliminadas por centrifugacion y el paso siguiente de purificacion consistié en
cromatografiar el sobrenadante resultante en columnas dispuestas en serie como se
indicé en Materiales y Métodos, seccién 2.3.3. Este procedimiento permitié finalmente
obtener una preparacion de IscS con un grado de pureza > 95%, a juzgar por PAGE-SDS
(Figura 5A). Los pasos de la purificacion de la IscS de G. stearothermophilus V se

A=
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resumen en la Tabla 5 en que se destaca el alto rendimiento obtenido. La proteina
purificada fue sometida a PAGE-SDS, transferida a membranas de PVDF y enviada para
determinar su secuencia amino terminal. Los primeros 20 aminoacidos determinados
(MNLEQIRKDTPLHKKYSYIN) se correspondieron exactamente con aquellos deducidos
de la secuencia nucleotidica del gen iscS, confirmando asi la identidad de la proteina
purificada.

KDa Bt 1 2 3 4 bt 1 2 3 4

150 ..
Bt -

454“-- s e

124 19 &,

A B

Figura 5. Purificacion de la IscS de G. stearothermophilus V. Alicuotas idénticas de las
diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de purificacion fueron sometidas por
duplicado a PAGE-SDS (12%). A, gel tefiido con azul de Coomasie. B, Western blot
utilizando anticuerpos anti-IscS de G. stearothermophilus V. Lineas: 1, extracto crudo; 2,
fraccion tratada a 70°C por 20 min.; 3, fraccion purificada por cromatografia en columna
(ver Materiales y Métodos, seccion 2.3.3) y 4, fraccién concentrada en BioHTP. St,
estandares de proteinas de Mr conocida en kDa (alcohol deshidrogenasa, 150; albumina
sérica bovina, 66; ovoalbumina, 45; anhidrasa carbonica, 29 y citocromo C, 12,4).
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Tabla 5. Purificacién de la IscS de G. stearothermophilus V.

Con la finalidad de contar con una herramienta adicional en el estudio estructural de
la IscS se preparo anticuerpos policlonales anti-IscS de G. stearothermophilus V segun se
describié en Materiales y Métodos, secciéon 2.3.10.1. Estos fueron producidos en ratones
a los que se inoculd IscS purificada por via intraperitoneal. En 30 dias se obtuvo un buen
titulo de anticuerpos anti-IscS que en ensayos de Western blot mostraron sélo una banda
de reaccion (Figura 5B).

3.4. Caracterizacion fisica de la IscS.

Aparte de la banda de absorcion caracteristica a 280 nm, el espectro UV-visible de la
IscS purificada muestra una banda a 421 nm correspondiente al PLP unido a la enzima
(Figura 6). Similarmente a las desulfurasas de otros microorganismos la IscS de G.
stearothermophilus V en su forma nativa es un homodimero. Una masa molecular relativa
de aproximadamente 95 kDa fue estimada para el dimero por cromatografia de exclusion
molecular (Figura 7), la que concuerda con la del monémero (45 kDa, Figura 5A).
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Figura 6 .Espectro de absorcion UV-visible de la IscS de G. stearothermophilus V. La
solucion de enzima (1,5 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, glicerol 5% fue analizada
como se describio en Materiales y Métodos, seccion 2.3.3.

Tantalean Vasquez, Juan Carlos 43



LA CISTEINA DESULFURASA (IscS) DE Geobacillus stearothermophilus V CONFIERE A
Escherichia coli RESISTENCIA A TELURITO DE POTASIO

Masza molecu a- relativa

1000000
lzcs
-
00000 1 R‘mﬂﬂ:
L ] ﬁ"‘\-\_\\_\_
T
.
e
Ry
T
-\-\H""'\-\.
40000 \\‘\
1 12 14 16 1.8 z2
Yealin

3.5. Clonamiento del gen iscS de G.
stearothermophilus V con su region promotora y
transformacién de cepas de E. coli deficientes en los
genes iscS y sodAsodB.

En la regién rio arriba del gen iscS de G. stearothermophilus V se identificé secuencias
-10 y —35 conservadas, un potencial sitio de unién al ribosoma y dos secuencias
repetidas directas separadas por 14 pb que podrian constituir sitios regulatorios (Figura
8). Teniendo en cuenta esta informacion, se disefi6é partidores apropiados para amplificar
por PCR el ORF1200 incluyendo la region referida mas arriba (partidores P14 y P15,
Tabla 3, Figura 9). El fragmento amplificado fue clonado en el vector pBluescript SK+
como se indicé en Materiales y Métodos, seccién 2.2.9, e introducido en E. coli JM109
para generar el clon JT1200-Pr (Tabla 2). Determinaciones de MIC indicaron que este
plasmidio confiere resistencia a K, TeO,, en el nuevo huésped (Tabla 4).

2 3
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Figura 8. Secuencia nucleotidica de la region rio arriba del gen iscS de G.
stearothermophilus V. Las regiones en que se encuentran secuencias repetidas directas
se muestran caracter cursivo y subrayas con flechas. Las regiones de union de la RNA
polimerasa —10 y —35 estan indicadas en negrita. En un recuadro y en caracter cursivo se
muestra el sitio de unién al ribosoma. La figura muestra solamente la secuencia
nucleotidica inicial del marco de lectura (en azul) junto a la correspondiente secuencia de

aminoacidos deducida (en mayusculas).
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Figura 9.Amplificacion del gen iscS de G. stearothermophilus V sin y con su region
promotora. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
(1,5%). Lineas: 1, gen iscS(1.217 pb); 2, gen iscS con su region rio arriba (1.375 pb). A la

izquierda de la figura se indica la migracion de estandares de masa molecular conocida
(escalera de 100 pb, New England BioLabs, USA).

El mismo plasmidio pJT1200-Pr fue utilizado para demostrar la actividad de la IscS
de G. stearothermophilus V in vivo al complementar una cepa deficiente en el gen iscS.
La introduccién de pJT1200-Pr en E. coli (iscS *) resultd en la restitucion parcial del
fenotipo de crecimiento lento que exhibe esta cepa (Figuras 10 y 11B), en la adquisicion
de resistencia a K, TeO,, (la cepa PK6311 es hipersensible a este téxico, Tabla 4) y en la
complementacion del requerimiento de tiamina pero no de acido nicotinico de esta
mutante iscS .
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Figura 10. Complementacion de la mutacién iscS ~ de E. coli PK6311 con el gen iscS de
G. stearothermophilus V. Las células fueron cultivadas en medio LB a 37°C como se
describio en Materiales y Métodos, seccion 2.1.2. Simbolos: e, E. coli RZ4500 (iscS ) 0O,
E. coli PK6311 (iscS ) que porta el plasmidio pJT1200-Pr; w,E. coliPK6311 (iscS ).

Dado que el vector pBluescript no es un vector de expresion, la presencia fisica de la
enzima IscS en extractos crudos de las cepas transformadas con pJT1200-Pr fue
demostrada por Dot blot utilizando anticuerpos anti-lscS de G. stearothermophilus V
(Figura 12).
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Figura 12. Inmunodeterminacién de la expresion del gen iscS de G. stearothermophilus V.
Extractos crudos obtenidos de las células de E. coli indicadas fueron fijados a una
membrana de nitrocelulosa y revelados por Dot Blot como se indico en Materiales y
Métodos, seccion 2.3.10.4. Lineas: 1, PK6311 (control); 2, JT1200; 3, PK6311/1200-Pr; 4,
PK6311/1200-Pr crecida en presencia de K 2TeO

. A la izqui la fi indica |
cantidad de proteina de cada extracto (en ug )3 a izquierda de [a figura se indica la

que fue depositada en cada pocillo.
Por otro lado, cuando el plasmidio pJT1200-Pr se introdujo en E. coli QC774,

mutante en los genes de superéxido dismutasa e hipersensible a K2TeO3, los
transformantes también adquirieron resistencia al toxico (Tabla 4).

3.6. Mutagénesis del gen iscS de G.
stearothermophilus V.

Con la finalidad de relacionar la actividad de la enzima IscS con la resistencia a K TeO3
observada se transformd células de E. coli con plasmidios que llevaban versiones
mutantes de la enzima IscS. El disefio de estas mutaciones tuvo su asiento en el analisis
bioinformatico de la secuencia de aminoacidos deducida del ORF1200.
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La utilizacion del programa COIL-COIL predijo que la secuencia de aminoacidos
NTKEEIERAVDLIKTL ubicada en el extremo carboxilo terminal de la proteina podria estar
involucrada en interacciones proteina-proteina y probablemente entonces en la formacion
del homodimero. De acuerdo a la potencial estructura secundaria de la IscS de G.

stearothermophilus V determinada mediante el

programa Consensus Secundary

Structure Prediction, este dominio corresponderia a la ultima alfa-hélice de la proteina

(Figura 13).
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Figura 13. Estructura secundaria predicha del extremo carboxilo terminal de la proteina
IscS de G. stearothermophilus V (longitud total de la secuencia 399 aa). Los residuos
posiblemente involucrados en interaccg%es prgéeé’na-proteina se indican en rojo en la

secuencia de aminoacidos (residuos N

— L™"7). Las regiones indicadas son: h, alfa

hélice; e, cadena extendida; t, vuelta beta; c, enrollamiento al azar;?, no definido. Los
programas utilizados para generar esta secuencia consenso se muestran a la izquierda de
la figura. Las flechas A, B y C representan los residuos eliminados en las mutaciones por
delecion de 210, 150 y 90 pb del gen iscS, respectivamente.
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Con esta informacion se construyd versiones mutantes del gen iscS de G.
stearothermophilus V a las que se delecion6 90, 150 y 210 pb de su extremo 3. Los
fragmentos de DNA amplificados fueron clonados en el vector pET21b(+) generando los
plasmidios recombinantes pJT1200(A90), pJT1200(A150) y pJdT1200(A210),
respectivamente (Tabla 1). Luego de identificarlos por digestion con las enzimas de
restriccion Ndel y Hindlll (Figura 14A) estos plasmidios fueron introducidos en E. coli
JM109(DE3) donde dirigieron la sintesis de las esperadas versiones truncas de la IscS
(Figura 14B), identificadas a su vez utilizando anticuerpos anti-IscS (Figura 14C). Un
aspecto comun observado en los tres clones fue la ausencia del color amarillo tipico de
las células que expresan la IscS silvestre, sugiriendo que estas versiones truncas de la
enzima son incapaces de ligar el cofactor. Intentos de purificacion de estas proteinas se
vieron ademas dificultados debido a que se encuentran principalmente en la fraccion
insoluble (Figura 15). Como se esperaba, estos clones resultaron sensibles a K,TeO

2
(Tabla 4). 3
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Figura 14. Mutagénesis del gen iscS de G. stearothermophilus V por delecion del extremo
3. A, electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de digestion de los
plasmidios indicados con las enzimas Ndel/Hindlll. Lineas: 2, pJT1200; 3, pJT1200(A90);
4, pJT1200(A150); 5, pJT1200(A210); St, estandares de peso molecular (mezcla de DNA
de fago A digerido con Hindlll y DNA de fago @X174 digerido con Haelll). El carril 1
contiene pT1200 sin digerir. La flecha indica la migracién de los insertos. B, PAGE-SDS de
las proteinas totales de células de E. coli JM109(DE3) inducidas que portan los plasmidios
recombinantes indicados que contienen versiones truncas del gen iscS. Lineas: 2,
pJT1200(A90); 3, pJT1200(A150) y 4, pJT1200(A210). La linea 1 contiene IscS silvestre
purificada. El gel se encuentra tefiido con azul de Coomasie. C, muestras idénticas fueron
fraccionadas como en B, electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa y analizadas
por Western blot utilizando anticuerpos anti-IscS. St, proteinas pretefiidas de Mr conocida
(indicada en kDa) utilizadas empleadas como estandar (low range, BioRad, USA).
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Por otro lado un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de varias cisteina
desulfurasas (programa Clustal W) sugiri6 que un residuo de Lys ampliamente
conservado y localizado en el dominio central de la proteina (Lys213 en el caso de la IscS
de G. stearothermophilus V) seria responsable de la unién del cofactor PLP (Figura 16).
Paralelamente se elabor6 un modelo molecular de un mondmero de IscS (programa
Geno3D) de acuerdo al cual 30 de los 32 residuos de Lys presentes en la IscS se
localizarian en la superficie del mondmero, con excepcion de Lys213 y Lys320. Estas
lisinas estarian ubicadas en un “bolsillo” central de la proteina y muy cercanas entre si
(5,07 A°)(Figuras 17A, 17B). Con esta informacion y dado que Lys320 no esta
conservada en otras desulfurasas, el candidato para la mutagénesis sitio dirigida fue
Lys213. De este modo se construyd mutantes puntuales de la IscS en que el residuo
Lys213 fue reemplazado por Ala o por Arg utilizando PCR en dos etapas como se
describié en Materiales y Métodos, seccién 2.2.9.3 (Figura 18).
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Figura 16. Alineamiento de secuencias de aminoacidos localizadas centralmente en
cisteina desulfurasas. El residuo de Lys213 conservado se indica con una flecha. M. ma,
Methanosarcina mazey; P. fu, Pyrococcus furiosus; M. th, Methanothermobacter
thermoautotroficum; G. st, G. stearothermophilus V.
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Figura 17.Modelo molecular de la IscS silvestre de G. stearothermophilus V. A, vista del
monoémero. B, ubicacion de los residuos de Lys213 y Lys 320. El modelo fue construido
utilizando el programa Geno3D.
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Figura 18.Mutagénesis sitio dirigida del residuo Lys213 de la IscS de G.
stearothermophilus V. Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) de los productos de
amplificacién de la primera etapa de PCR para sustituir la Lys213 por Ala o Arg. Lineas: 1
y 2, amplificados de 592 pb y 667 pb para sustituir Lys213 por A, respectivamente; 3 y 4,
amplificados de 592 pb y 667 pb para sustituir K213 por R, respectivamente; 5, control de
amplificacion del gen iscS silvestre. St, estandares de masa molecular conocida (New
England BioLabs, USA).

213 213

Los plasmidios recombinantes obtenidos (pJT1200/K™ “A y pJT1200/K R21T33bla
1) fueron_introducidos en E. coli JM109(DE3) generandose los clones JT1200K 21Aﬁy
JT1200K™ "R (Tabla 2). Como se esperaba, la solucion de enzima IscS/K™ "A
(purificada a homogeneidad, Figura 19) no mostré el color amarillo clasico de la silvestre,
sugiriendo incapacidad de unir el cofactor. Esto quedoé confirmado al analizar su espectro
UV-visible, en que la banda de absorcion a 421 nm esta claramente ausente (Figura 20).
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Aun cuando la enzima purificada conservé su estructura dimérica (Figura 21), ésta resulté
inactiva in vitro (Figura 22). La enzima tampoco seria activa in 5"}/8 a juzgar por la
sensibilidad a K2Te0 que mostré el clon que expresa la IscS/K™ A (Tabla 4). ngna

e 2 3 . . 2
observacién adicional es que —comparada con la enzima silvestre- la IscS/IK™ "A
presentd una mayor sensibilidad a la temperatura, debiendo omitirse la etapa inicial a
70°C durante su purificacién (ver Materiales y Métodos, seccion 2.3.3 y Figura 23).

St 1 2 5 4

—

Figura 19. Purificacién de la enzima mutante 1scS/K213A. PAGE-SDS (12%) de las
proteinas contenidas en las diferentes fracciones obtenidas durante la purificacion. Lineas:
2, extracto crudo de E. coli JT1200K213A inducido con IPTG (1 mM) (75 ug); 3, fraccion
DEAE-Sepharose (2 ug); 4, 1scS/K213A concentrada en BioHTP (5 ug). El carril 1 contiene
IscS silvestre (12,5 ug). St, estandares de proteinas de Mr conocida en kDa (albumina
sérica bovina, 66; ovoalbumina, 45; anhidrasa carbonica, 29).
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Figura 20.Espectro de absorcion UV-Visible de la enzima mutante 1scS/K213A purificada.
La solucion de proteina (1 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, glicerol 5% fue analizada
como se describié en Materiales y Métodos, seccion 2.3.3.
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Figura 21.Estructura cuaternaria de las enzimas IscS silvestre (1), IscS/K213R (2) y
IscS/K213A (3). A, PAGE en condiciones no desnaturantes. B, Western blot de un gel
idéntico a A utilizando anticuerpos anti-IscS de G. stearothermophilus V. St, migracién de
proteinas estandar de Mr conocida indicadas a la izquierda de la figura (ANC, anhidrasa
carbonica; BSA-1, monémero de albumina sérica bovina; BSA-2 dimero de albumina
sérica bovina; OVA-1, monémero de ovoalbumina; OVA-2, dimero de ovoalbimina).
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Figura 22.Determinacion de la actividad cisteina desulfurasa de enzimas IscS purificadas.
La actividad se expresa en unidades especificas (nmoles de KSCN generados por minuto
a 50°C por mg de proteina). Las barras corresponden a la desviacion estandar.
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Figura 23.Efecto de la temperatura sobre las IscS mutantes IscS/K213A e IscS/K213R.
PAGE-SDS (12%) de las proteinas que permanecen en la fraccion soluble en extractos
crudos de E. coli JT1200K213A (carriles 2-4) y E. coli JT1200K213R (carriles 5-7) luego de
ser tratados a 37°C (carriles 2 y 5) y a 70°C por 10 min (carriles 3 y 6) o 20 min (carriles 4
y 7). Lalinea 1 es un control de IscS silvestre. St, proteinas de Mr conocida (low range,
BioRad, USA).

Sorprendentemente y 31%iferencia de lo que ocurre con la sustitucion K213—A, la
solucion de enzima IscS/K™ "R purificada (Figura 24) retuvo un intenso color amarillo.
Esto sugiere que esta mutacién no altera la capacidad de la enzima para unir el cofactor,
lo que esta de acuerdo con el espectro UV-visible que es muy similar al de la enzima
silvestre. La banda a 421 nm correspondiente a la absorcion de la coenzima es
claramente visible (Figura 25). La estructura cuaternaria de esta sz%ima mutante es
también homodimérica (Figura 21) y a diferencia de la IscS/K™ "A muestra una
estabilidad a 70°C similar a la silvestre (Figuraz%”) y es activa in vitro (Figura 22).
Adicionalmente el clon que expresa esta IscS/K™ "R resulté ser resistente a K,TeO
(Tabla 4), sugiriendo de nuevo que existe una relacién directa entre actividad de cisteina

desulfurasa y resistencia a K2TeO3
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Figura 24. Purificacion de la enzima mutante IscS/K213R. PAGE-SDS (12%) de las
proteinas contenidas en las diferentes fracciones obtenidas durante la purificacion. Lineas:
2, extracto crudo de E. coli JT1200K213R inducido con IPTG (1 mM) (100 ug); 3, extracto
crudo de JT1200K213R tratado a 70° por 10 min (25 ug); 4, fraccion DEAE-Sepharose (2
ug); 5, IscS/K213R concentrada en BioHTP (14 ug). El carril 1 contiene IscS silvestre (12,5
ug). St, estandares de proteinas de Mr conocida en kDa (albumina sérica bovina, 66;
ovoalbumina, 45; anhidrasa carbénica, 29; citC, 12,4).
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Figura 25.Espectro de absorcion UV-visible de la proteina IscS/K213R. La solucion de
enzima (1 mg/ml) en Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, glicerol 5% fue analizada como se describié
en Materiales y Métodos, seccién 2.3.3.

3.7. Estudios protedmicos preliminares en G.
stearothermophilus V.

Un enfoque alternativo para estudiar el fendbmeno de resistencia a K TeO3 en G.
stearothermophilus V consiste en analizar el patréon de expresion gIobaFde proteinas
cuando la bacteria crece tanto en ausencia como en presencia de la sal toxica.

En este sentido se realizé6 estudios preliminares en que proteinas totales de G.
stearothermophilus V crecido en ambas condiciones fueron analizadas mediante
electroforesis en dos dimensiones. Los resultados iniciales mostraron diferencias en el
patrén de expresion global en que se observé la induccion de algunas proteinas cuando
las células crecen en presencia del toxico (Figura 26).
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Figura 26. Resolucion de proteinas totales de G. stearothermophilus V mediante
electroforesis en dos dimensiones. Las proterinas sobreexpresadas en presencia de
K 2TeO 35€ indican en circulos rojos. Las proteinas que no muestran un cambio evidente
en sus niveles de expresion en circulos negros. Las condiciones de electroforesis se
escuentran descritas en Materiales y Métodos, seccién 2.3.10.5. A la izquierda de la figura
se indica la migracién de proteinas de Mr conocida (en kDa).
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Aun cuando las razones de la toxicidad exhibida por el compuesto telurito de potasio no
estan del todo claras, éstas parecieran involucrar por lo menos tres mecanismos
diferentes. Primero, el telurito es un agente oxidante fuerte que puede causar un dafo
oxidativo general a las células (Summers y Jacoby, 1977). Segundo, mas recientemente
se ha sugerido que el K TeO causaria un dafio mas bien especifico en algunos tioles
criticos (Turner y col., 12999) y alternativamente, se ha indicado que el teluro podria
reemplazar al azufre y/o al selenio en ciertas enzimas u otros metabolitos afectando sus
funciones esenciales (Garberg y col., 1999).

Nuestro grupo de trabajo ha estado interesado desde hace algunos afios en el
estudio de la resistencia bacteriana a este compuesto y para ello hemos utilizado como
modelo a G. stearothermophilus V, bacteria termofilica Gram positiva que presenta una
resistencia natural a K TeO, (Vasquez, 1985; Moscoso y col., 1998). En este sentido y
con el propdsito de |dent|1§car determinantes que pudiesen estar implicados en la
resistencia de este bacilo a la sal toéxica, hemos construido varias genotecas de DNA de
este microorganismo las que han sido utilizadas para transformar células de E. coli
sensibles a K,TeO,,. Varios clones han sido seleccionados por adquisicion directa de
resistencia al toxicoy algunos de los plasmidios recombinantes obtenidos han sido
analizados y caracterizados (Vasquez y col., 1999, 2001).

En esta Tesis se describe el clonamiento, secuenciacion y caracterizacion de un
nuevo fragmento de DNA cromosomal de G. stearothermophilus V de 3.461 pb que

confiere resistencia a K2Te03 en E. coli. Este clon fue denominado 2VH en virtud a que
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provino de una genoteca construida utilizando la enzima de restriccion Hindlil.
Consecuentemente, el plasmidio recombinante que porta este clon fue denominado
p2VH.

Utilizando el programa ORF Finder se identificdé tres ORFs que especifican
polipéptidos de mas de 225 residuos de aminoacidos en el fragmento clonado (Figura 1).
Todos ellos fueron amplificados individualmente por PCR, clonados en un vector de
expresion e introducidos en E. coli. Estos experimentos de subclonamiento mostraron que
solamente las células de E. coli que expresan el ORF1200 (codifica para la enzima
cisteina desulfurasa, IscS) exhiben resistencia a K2TeO (Tabla 4, ver mas adelante). El
gen iscS se encuentra flanqueado por el ORF687 y elORF963 lo que hace una diferencia
con respecto a los cromosomas de A. vinelandii, E. coli y Salmonella enterica. En estas
bacterias el gen iscS esta formando parte del operdn isc que incluye los genes iscR, iscU
e iscA que participan en la sintesis de centros de [Fe-S] (Skovran y Downs, 2000;
Schwartz y col., 2001; Mihara y Esaki, 2002).

En la regién rio arriba del gen iscS de G. stearothermophilus V se identificaron dos
secuencias repetidas invertidas y elementos distintivos de un promotor como cajas -10,
-35 y una secuencia de unién al ribosoma (Figura 8) (Rosenberg y Court, 1979). No se
identificé elementos similares en las regiones rio arriba de los ORFs 687 y 963. La
superposicion de los marcos de lectura de los ORFs 1200 y 963 sugiere que ambos
podrian ser transcritos a partir del promotor del gen iscS. No se realizaron sin embargo
estudios a nivel transcripcional para dilucidar este punto. Experimentos de
subclonamiento demostraron que el promotor del gen iscS de G. stearothermophilus V es
funcional en E. coli (ver mas adelante). La comparaciéon de la secuencia de aminoacidos
del ORF 687 con la base de datos sugirid que se trata de una proteina trunca por lo que
no fue posible realizar un analisis de la region rio arriba de este gen. En todo caso, un
estudio mas acabado del entorno genético del gen iscS de G. stearothermophilus V sélo
sera posible cuando esté disponible la secuencia completa del genoma de esta bacteria.

Con el propésito de relacionar el producto del gen iscS de G. stearothermophilus V
con la resistencia a K,TeO,, observada en clones de E. coli que lo expresan, se decidi6
purificar la proteina %CS. ia idea fue demostrar que se trata efectivamente de una
cisteina desulfurasa y tratar de correlacionar de algun modo esta actividad con fendmeno
de resistencia observado.

Las células de E. coli que sobreexpresan el gen iscS al ser inducidas con IPTG
exhiben un intenso color amarillo, producto de la presencia del cofactor piridoxal fosfato
unido a la proteina (Zheng y col., 1993). Esta caracteristica resulté de mucha utilidad para
seguir la presencia de la enzima tanto en los extractos crudos como en las fracciones
obtenidas durante las diferentes etapas de purificacion.

La enzima fue purificada a homogeneidad y caracterizada parcialmente. Esta mostro
una naturaleza intrinsecamente termoestable lo que permitié someter al extracto crudo a
un tratamiento térmico inicial para eliminar la mayoria de proteinas de E. coli. Incluso los
pasos de purificacion subsiguientes fueron llevados a cabo a temperatura ambiente sin
pérdida aparente de actividad. A nuestro entender esta es la primera comunicacion de la
purificaciéon de una enzima IscS termoestable a homogeneidad. Similarmente a otras
desulfurasas (Zheng y col. 1993, 1998), la enzima de G. stearothermophilus V presenta
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una estructura cuaternaria de homodimero de aproximadamente 95 kDa. El mondmero
exhibié una masa molecular relativa de 45 kDa (Figura 5A) y el espectro UV-visible de la
enzima nativa -con una banda de absorcién tipica a 421 nm (Figura 6) - fue también muy
similar a aquellos documentados para otras cisteina desulfurasas (Zheng y col., 1993;
Flint, 1996).

La caracterizacién de la proteina silvestre y las derivadas mutadas obtenidas en este
trabajo (ver mas adelante) fue facilitada utilizando anticuerpos policlonales anti-IscS. La
limpieza observada en los ensayos de Western blot aboga en favor de la
monoespecificidad de los anticuerpos obtenidos. Aun cuando la sobreexpresion de la
IscS de G. stearothermophilus V se realizé en células de E. coli que pueden expresar su
propia IscS, la especificidad de los anticuerpos por la proteina del bacilo Gram positivo
quedo6 demostrada en los ensayos de Western blot utilizando las versiones truncas de la
IscS de G. stearothermophilus V (ver mas adelante).

La relacion que existe entre resistencia a K2TeO y la actividad cisteina desulfurasa
fue demostrada con experimentos en que se utilizo versiones mutadas del gen iscS
(knockout). En primera instancia y utilizando el programa COIL-COIL ( Lupasgﬁol 19%12
se determind que la secuencia comprendida entre los aminoacidos N
presentes en el extremo carboxilo terminal de cada mondémero de IscS (Figura 13) estarla
involucrada en interacciones proteina-proteina que conducirian a la formacion de los
homodimeros. Con esta informacion se planed realizar mutaciones que eliminasen 30, 50
y 70 residuos aminoacidicos del extremo carboxilo de IscS. Estas deleciones fueron
elegidas por cuanto eliminan la regién de o-—hélice putativamente involucrada en las
mencionadas interacciones. Los genes mutados fueron introducidos en E. coli donde se
demostrd la sintesis de las correspondientes proteinas truncas por SDS-PAGE y por
analisis de Western (Figura 14B y 14C). Los 3 clones recombinantes no mostraron
resistencia a telurito de potasio (Tabla 4) y en extractos preparados a partir de ellos no
fue posible detectar actividad de cisteina desulfurasa termoestable. Esto ultimo era de
algun modo esperable ya que preparaciones parcialmente purificadas de estas IscS
truncas no mostraron el tipico color amarillo de la enzima silvestre sugiriendo que ellas
son incapaces de unir PLP (aun cuando el motivo de union de este cofactor sigue
presente en estas proteinas).

Si bien es cierto que estos resultados fueron los esperados, quisimos demostrar la
relacion resistencia a telurito-actividad desulfurasa utilizando una segunda estrategia de
mutagénesis que fuese menos “agresiva” para la estructura de la enzima que las
deleciones en el extremo C terminal. En este sentido, la comparacion de la secuencia de
aminoacidos de la IscS de G. stearothermophilus V con la de otras cisteina desulfurasas
reveld que un residuo de Lys, aparentemente clave en la uniéon de PLP, se encuentra
conservado en un dominio central de todas las desulfurasas (Zheng y col., 1993;
Alexander y col., 1994; Mihara y col., 1997). En el caso de G. stearothermophilus V esta
lisina se encuentra en la posicion 213 de la estructura primaria de la IscS que de acuerdo
al modelo molecular se encontraria alojada en el interior de la matriz proteica (Figura
17A).

Con la intencién de confirmar que este residuo participa en la unién dsl gofactor y
eventualmente anular esta capacidad se realiz6é 2 sustituciones del residuo K™ ~: una por
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Ala (IscS/K213A), que elimina el grupo funcional a Ia2v1e3z que acorta el largo de la cadena
lateral (ver Figura 27A) y otra por Arg (IscS/K™ “R), que representa un cambio
relativamente conservativo sin alterar la carga. Los genes mutados obtenidos por PCR
recombinante fueron al?gados separadamente y sobreexpresados en E. coli. Las células
que expresan IscS/K™ ~A no mostraron resistencia a K,TeO, (Tabla 4) y la solucion
incolora de enzima purificada resulté inactiva. La causa mas probable de esta inactividad
esta relacionada con su incapacidad de unir el cofactor, a juzgar por su espectro UV en
que se aprecia la ausencia del pico d%a?sorcién a 421 nm (Figura 20). Estos resultados
sugieren fuertemente que el residuo K esta involucrado en la union del cofactor.

Figura 27. Modelo molecular de enzimas IscS de G. stearothermophilus V que contienen
las sustituciones K213—A (A) y K213—R (B). El modelo fue construido utilizando el

programa Geno3D.

Dado que -a diferencia de la enzima silvestre y de la IscS/K213R- la IscS/K213A se

desnatura completamente cuando se calienta a 70°C, la posibilidad que el cofactor
también participe de alguin modo en la mantencién de la integridad estructural de la
enzima no puede ser descartada. Evidencias en este sentido han sido comunicadas en el

caso de la O-acetilserina sulfhidrilasa de Salmonella typhimurium (Bettati y col., 2000).

Por su parte, la sustitucién de Lys213 por Arg (IscS/K213R) resulté

sorprendentemente en una enzima activa y con propiedades fisicoquimicas y
caracteristicas espectrales indistinguibles de la enzima silvestre (Figura 25).
Adicionalmente, las células de E. coli que expresan esta proteina adquirieron
concomitantemente resistencia a telurito de potasio (Tabla 4), sugiriendo una vez mas
que la actividad desulfurasa esta relacionada con el fendmeno de resistencia.

El resultado anterior es también interesante por cuanto no existen en la literatura
evidencias de la unién de PLP por parte de residuos de arginina. Este resultado podria
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ser interpretado a la luz de las predicciones del modelo molecular de la IscS que fue
c%ré%truido paralelamente a los experimentos de Er%létagénesis. El modelo muestra que la
K se encuentra muy cercana (5,07 A°) a la K en la estructura tﬁiqgnension%ge la
enzima (Figura 17B). En el modelo que cgggidera la sustitucion K™ "R, la R se
encontraria lo suficientemente cerca de la K como para contribuir a la disminucion de
su pKa y facilitar asi la unién del cofactor a este residuo (Figura 27B). De acuerdo a esto
la posicidn en que quedaria alojado el PLP seria equivalente a la de la enzima silvestre,
lo cual haria que los espectros UV de ambas enzimas fuesen casi indistinguibles. Los
resultados de las Figuras 6 y 25 apoyan esta prediccion. Sin embargo, se requiere de
experimentos adicionales para confirmar cual es el residuo de Lys que lleva unido el
cofactor en cada caso.

Una aproximacion experimental que también fue abordada para establecer una
correlacion entre actividad cisteina desulfurasa y resistencia a K2TeO consistio en
experimentos de complementacién de E. coli PK6311 en la que el gen iscS se encuentra
interrumpido por un cassette de resistencia a kanamicina. Dado que este bacteria no es
un huésped para la expresion de genes clonados bajo el control del promotor T7, los
ensayos de complementacion requirieron de la construccion de un plasmidio que portase
el gen iscS de G. stearothermophilus V con su propia zona promotora. La introduccion de
pJT1200-Pr en E. coli PK6311 resultdé en una disminucion del tiempo generacional
(Figuras 10 y 11) y también en la reversion del fenotipo de hipersensibilidad a K TeO3
mostrado por esta cepa (Tabla 4). El hecho que el fenotipo de crecimiento lento e)%hibido
por E. coli PK6311 sea complementado soélo parcialmente no es de extrafar, pues
Schwartz y cols. (2001) obtuvieron el mismo resultado en experimentos similares
utilizando el propio gen iscS de E. coli. La explicacion en ese caso se basé en un posible
efecto pleiotropico de la mutacion sobre los otros genes componentes del operédn isc
(Schwartz y col., 2001).

La presencia fisica de la enzima IscS en extractos crudos de E. coli
PK6311/pJT1200-Pr fue demostrada mediante Dot blot utilizando anticuerpos anti-IscS
(Figura 12). Estos resultados son indicativos de la funcionalidad del promotor del gen iscS
de G. stearothermophilus V en E. coli. Anteriormente nuestro grupo ya habia demostrado
que otros promotores de G. stearothermophilus V (como el del gen cysK)son
perfectamente funcionales en E. coli (Vasquez y col., 2001).

Por otro lado, Lauhon y Kambampati (2000) comunicaron que solo el gen iscS (y no
los genes csdA y csdB, que también especifican cisteina desulfurasas) de E. coli es
capaz de complementar los requerimientos de tiamina y de acido nicotinico de una
mutante iscS =~ para crecer en medio minimo. En nuestro caso y en un experimento
similar, el gen iscS de G. stearothermophilus V complementé el requerimiento de vitamina
B1 y no el de acido nicotinico de la cepa de E. coli PK6311 (resultados no mostrados).

Aun cuando no esta del todo claro, el dafio celular atribuido a la capacidad oxidante
del telurito derivaria de la generacién de radicales O, ~ durante su reduccién a Te®
(Taylor, 1999). La toxicidad de estos radicales para proteinas que llevan centros de
[Fe-S] expuestos ha quedado demostrada al tratar células de E. coli con oxigeno
hiperbarico (Flint y col., 1993a) y notablemente algunas de ellas como la dihidroxiacido
deshidratasa, pueden ser reactivadas in vitro si se provee una actividad IscS (Flint y col.,
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1996). En este sentido y si efectivamente la toxicidad del K,TeO, estd dada por la
génesis de radicales O,, , la recuperacion de algunas (o muchas) proteinas [Fe-S] que
pudiesen haber sido dafiados directa o indirectamente podria ser concecuencia de la
actividad del producto del gen iscS. Una evidencia adicional en este sentido proviene de
los trabajos de Strain y col. (1998), quienes demostraron que la mutacion sod 1
(deficiencia de superdxido dismutasa) en Saccharomyces cerevisiae puede ser
complementada por el gen nfs1p, que codifica para la proteina Nfs1p. Esta proteina es
similar a las cisteina desulfurasas bacterianas NifS e IscS (Li y col, 1999). La
complementacion en este caso estaria dada por la recuperacion de proteinas [Fe-S]
dafiadas por los radicales O, que no pueden ser dismutados dado que la Sod1 se
encuentra mutada. Interesantemente, la introduccién del plasmidio pJT1200-Pr en la cepa
de E. coli QC774 (sodA ~sodB ), hipersensible a K, TeO.,, resulté en un incremento de la
resistencia al téxico por (Tabla 4). Aun cuando se trata de un experimento muy preliminar,
este resultado sugiere que el gen iscS de G. stearothermophilus V es capaz de revertir el
efecto deletéreo que le impone la doble mutacién de superéxido dismutasa a la célula. Si
esta reversion esta mediada por la recuperacion de proteinas [Fe-S] u otro mecanismo
requiere de estudios adicionales para ser determinado.

Por otro lado, es notable que enzimas y/o compuestos que normalmente participan
en el metabolismo basal o primario estén de algun modo involucrados en resistencia a
K,TeO,,. Entre ellos se han incluido la nitrato reductasa (Avazeéri y col., 1997), tiopurina
metiltransferasa (Cournoyer y col., 1998), cisteina sintetasa (Moore y Kaplan, 1992;
Alonso y col.,, 2000; Vasquez y col., 2001), glutation y probablemente otros tioles
celulares (Turner y col., 1999, 2001).

En particular, la presencia del gen cysK ha sido descrita como parte de otros
determinantes Te en otras bacterias y a diferencia nuestra no se le ha responsabilizado
directamente de tal resistencia. En la bacteria fotoheterotréfica Rhodobacter
sphaeroidesse encontré 2 loci genéticos involucrados en la resistencia a telurito de
potasio e interesantemente uno de éstos incluye al gen cysK ubicado rio arriba del locus
trgAB (Moore y Kaplan, 1992; O’Gara y cols., 1997), Mas recientemente el grupo de
Rodriguez-Lemoine cloné un segmento de DNA de E. coli que confiere resistencia
simultanea a colicinas y a telurito de potasio. Al analizar la secuencia de este segmento,
estos investigadores encontraron que el gen cysK formaba parte de este determinante
(Alonso y cols., 2000).

Dado que la sobreexpresion del gen cysK de G. stearothermiphilus V en E. coli tiene
como corolario la sintesis de una gran masa de enzima CysK (Vasquez y cols., 2001), se
esperaria que la concentracion de su producto-cisteina-fuese también consecuentemente
alta (Esquema 1, # 5). Sin embargo, experimentos realizados en el laboratorio no han
permitido detectar estos esperados niveles de CysK libre. Una probable explicacién es
que tal como ocurre in vitro, la enzima sea inhibida por Cys in vivo (C. Vasquez,
resultados no publicados). Alternativamente, parte importante de esta cisteina sintetizada
de novo podria ser rapidamente utilizada por la enzima IscS en la sintesis, reparacion o
reensable de centros de Fe-S danados por la presencia de K,TeO,, (Esquema 1, # 7). La
“cercania” metabdlica de ambas enzimas, IscS y CysK, esta fuertemente sugerida por los
trabajos de Flint y cols. (1996), quienes encontraron que extractos crudos de E. coli que
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catalizaban la formacién de centros [Fe-S] in vitro contenian al menos cuatro actividades
enzimaticas capaces de proveer el azufre para fAa sintesis del centro [Fe-S]:
O-acetilserina sulfhidrilasa A (CysK), Oacetilserina sulfhidrilasa B (CysM), B-cistationasa y
cisteina desulfurasa.

Es posible que ofra fraccion de la cisteina generada como consecuencia de la
sobreexpresion del gen cysK podria ser consumida en la reduccién de tioles celulares
oxidados en el proceso (Esquema 1, # 4). La importancia de este tipo de compuestos en
la resistencia a K,TeO,, se ha hecho cada vez mas evidente. Resultados recientes de
nuestro laboratorio indican que el contenido de RSH totales (y en particular el de GSH) es
mayor en células que portan plasmidios conteniendo el gen cysK que en aquellas que
llevan sélo el vector de clonamiento cuando son cultivadas en presencia de K2TeO3.
Nuestra interpretacion es que la enzima CysK podria tener una participacion en la
generacion de poder reductor (cisteina, glutation) dentro de la célula que seria requrerido
para compensar o recuperar el GSH (u otro tiol) consumido, de manera que el contenido
de RSH celulares se mantenga en un nivel apropiado para evitar asi un desbalance redox
(Esquema 1, #5).

Finalmente y aun cuando los resultados obtenidos en esta Tesis indican que la IscS
de G. stearothermophilus V media resistencia a K, TeO_ en E. coli, no escapa a nuestra
atencion (con excepcion de la cepa de E. coli PKB6311) que todas las células de E. coli
que adquirieron resistencia a K2TeO al ser transformadas con el gen iscS de G.
stearothermophilus V poseen su propio gen iscS. Una posibilidad es que los niveles
aumentados de IscS sean responsables de la adquisicion de resistencia. Dado que en E.
coli el gen iscS constituye parte del operdn isc cuya expresiéon es regulada negativamente
por IscR (Frazzon y Dean 2001; Schwartz y col., 2001), un incremento en los niveles de
IscS funcional seria equivalente a un estado desreprimido. Una evidencia reciente que
apoya lo anterior provino del trabajo de Bébien y col.(2002), qujenes han comunicado
como consecuencia de la exposicion de E. coli a selenito (SeO3 ’) se induce una serie
de proteinas, entre las que se encuentra la IscS.

Conscientes que la gran mayoria de los resultados descritos en este trabajo han sido
obtenidos en un sistema heterdlogo (expresion de genes de G. stearothermophilus V en
E. coli), hemos incursionado en ensayos protedbmicos para determinar si la exposicién de
G. stearothermophilus V a K,TeO,, resulta en la induccion de proteinas especificas. En
resultados muy preliminares, hemos encontrado que en geles de dos dimensiones se
observan algunas proteinas particulares cuya expresion se encuentra aumentada en
presencia del toxico. Si estas corresponden a proteinas del tipo CysK y/o IscS esta por
ser determinado en estudios futuros.
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1. Células de E. coli sensibles a K,TeO, adquieren resistencia al toxico cuando son
transformadas con el gen iscS de G. stearothermophilus V.

2. La proteina IscS de G. stearothermophilus V es citoplasmatica, termoresistente,
homodimérica y utiliza piridoxal fosfato (PLP) como cofactor.

runca del gen iscS de G. stearothermophilus V no confieren
reS|stenC|a a%efe(s CO/I as correspondientes IscS mutadas no unen PLP y son

inactivas.

4. La mutacion Lys213—Ala genera una enzima IscS que no une PLP, es inactiva,

termosensible y no confiere resistencia a K2Te03 en E. coli.

5. La mutacién Lys213—Arg genera una enzima con caracteristicas indistinguibles
de la IscS silvestre. La expresion del gen mutante confiere resistencia a K2TeO3 en E.
coli.

6. G stearothermophilus V en la cepa E. coli PK6311
tLaintroduccion P ﬁen iscSd
(iscS ) restaura parcialmente las caracterlstlcas de crecimiento, suprime el requerimiento

de tiamina en medio minimo y le confiere resistencia a K2TeO3.
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