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RESUMEN

Durante el subclonamiento en Escherichia coli de los genes bstVIRM de
Bacillus stearothermophilus V, se obtuvo clones cuyo fenotipo es r'm". Dado
que la DNA metil transferasa protege normalmente el DNA cromosomal de la
autorestriccion, se estudié la posibilidad que mecanismos alternativos a la
metilacién del DNA pudiesen explicar su viabilidad celular. Se analiz6 dos
hipétesis: la existencia de un inhibidor de la endonucleasa, y una
compartamentalizacién celular de la enzima. Estudios de fraccionamiento de
extractos celulares y marcacion diferencial de proteinas, permitieron descartar
la primera posibilidad. Al analizar la segunda alternativa, se demostro Ia
presencia de BstVI mayoritariamente en el citosol (92% del total de la
actividad), lo que también descarté esta probabilidad como responsable de la
viabilidad de los clones mencionados.

Experimentos de restriccion in vivo por otro lado, demostraron que la enzima
BstVI es pobremente funcional en E. coli. Probablemente entonces, la
viabilidad de los clones r'o” podria ser consecuencia de al menos dos eventos
diferentes, una actividad parcial de BsfVI a 37°C y la participacién de los
sistemas de reparacion propios del huésped. '

Un analisis similar en el huésped homélogoe no ha sido posible debido a la
carencia de mutantes. Sin embargo, se analizd la expresion de ambos genes
durante el ciclo de crecimiento de la bacteria. Ensayos de actividad y
experimentos de transferencia "Northern", permitieron concluir que la

expresion de ellos disminuye simultaneamente al iniciarse la esporulacién.




SUMMARY

When the bstVIRM genes from Bacillus stearothermophilus V were subcloned
into Escherichia coli, clones exhibiting the r'm" phenotype were obtained.
Since the DNA methyl transferase normally protects the host chromosome from
restriction, the possibility that mechanisms alternative to DNA methylation
could explain the viability of these clones was mvestigated. Two possibilities
were considered: the existence of a BsfVI inhibitor and the cellular
compartmentation of the endonuclease. Fractionation of cell-free extracts and
differential labeling of proteins, discarded the first possibility. Regarding the
second, it was determined that the enzyme was present mainly in the cytosolic
fraction (92% of the total activity), indicating that this was also not the answer.
On the other hand, in vivo restriction experiments showed that BsfV1 restriction
endonuclease is poorly functional in E. coli. Probably then, the viability of r'm’
clones could be a consequence of at least two different events: a partial activity
of the enzyme at 37°C and the participation of the repair mechanisms of the
host.

Similar studies in the homologous host have been hampered because of the lack
of mutants. However, the expression of both, bstVIM and bstVIR genes was
analyzed during sporulation. Determination of enzyme activities and Northern
analysis demonstrated that the expression of the whole system is reduced at the

onset of the sporulative process.




INTRODUCCION

La restriccion del DNA controlada por el huésped se conoce ya hace varias
décadas. En efecto, trabajos pioneros llevados a cabo principalmente por
Werner Arber [Arber y Dussoix (1962), Arber (1965), Arbery Linn (1969)]
sentaron las bases de Io que hoy se conoce como sistemas de modificacion-
restriccién (SMR) bacterianos. Estos son sistemas biologicos, enzimaticos,
que le permiten a Ia célula hacer una distincién entre su propio DNA y algin
DNA foraneo. Estan constituidos por dos actividades enzimaticas altamente
especificas: una DNA metiltransferasa que modifica el DNA celular y una
endonucleasa que degrada cualquier DNA que carezca del patrén de
modificacion caracteristico del huésped. Ambas enzimas reconocen y actiian
sobre una misma secuencia especifica de DNA de doble hebra , la que consta
generalmente de 4-8 nucledtidos. Esta secuencia puede ser continua o
interrumpida, simétrica o asimétrica, unica o degenerada, dependiendo del
sistema (Boyer, 1971; Brooks y Roberts, 1982; McClelland y Nelson, 1985;
Roberts, 1990, Wilson, 1991; Bickle y Kriiger, 1993). Mientras Ia
endonucleasa de restﬁccién realiza cortes endonucleoliticos interrumpiendo
enlaces fosfodiéster en ambas hebras del DNA, la metilasa de modificacion

cataliza la transferencia de grupos metilo desde S-adenosil-L-metionina (SAM)

a las bases blanco en ambas cadenas del duplex. La hemimetilacién incluso es
habitualmente suficiente para proteger el DNA de la restriccién (Yuan y
Hamilton, 1984; Wilson y Murray, 1991).

Estos sistemas se encueniran ampliamente distribuidos en el mundo bacteriano.
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Se ha determinado que una de cada cuatro bacterias alberga al menos un SMR
(Roberts, 1990; Wilson, 1991). Ellos han sido detectados también en bacterias
infectadas por fagos temperados (Humbelin y cols., 1988), asi como en células
del alga unicelular Chloreila infectadas por virus (Xia y van Etten, 1986; Kan
y cols., 1992; Zhang y cols., 1992).

Los SMR se clasifican en cuatro tipos, I-[V de acuerdo a la complejidad de
la estructura de las enzimas que los componen, a los distintos cofactores que
requieren o a la estructura de la secuencia de reconocimiento (Yuan, 1981;
Szybalski y cols., 1991; Bickie y Kriiger, 1993). Los de tipo I son los mas
complejos y han sido detectados fundamentalmente en Escherichia coli,
Salmonella y Citrobacter y estan constituidos por tres subunidades
polipeptidicas distintas. Las subunidades R (restriccién), M (modificacion) y
S (especificidad) se ensamblan en complejos que poseen actividad de
endonucleasa y metilasa mutuamente excluyentes. La reaccién endonucleolitica
requiere de SAM y es dependiente de ATP. Ademas, el corte se realiza a
distancias variables de la secuencia de reconocimiento (Wilson y Murray,
1991; Bickle y Kriiger, 1993). Los SMR de tipo Ill son similares a los de tipo
I, constituyen un pequefio grupo y estan formados por dos polipéptidos, las
subunidades M y R. La reaccion,de hidrolisis del DNA requiere de ATP y es
estimulada por SAM. La subunidad M es responsable de la especificidad de
reconocimiento para' ambas actividades ademds de la actividad de

modificacion. El heterodimero MR posee asi las dos actividades enzimaticas,

las cuales estdn en constante competencia (Roberts, 1990; Wilson y Murray,
1991; Bickle y Kriiger, 1993).

Los SMR de tipo II son los més numerosos, simples y generalmente mejor
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estudiados. Las actividades que lo componen residen en polipéptidos diferentes
y poseen requerimientos especificos , la endonucleasa necesita de Mg?* para
su funcionamiento, mientras que la DNA-metiltransferasa utiliza SAM. Dado
que la secuencia blanco es esencialmente simétrica, la eficiencia de su
reconocimiento por parte de las enzimas ivolucradas se ve aumentada al poder
ser identificada en cualquiera de las dos hebras. Generalmente, las
endonucleasas funcionan como homodimeros y las metilasas, como
monomeros. La hidrélisis del DNA ocurre habitualmente dentro de la secuencia
de reconocimiento generando extremos de una hebra sobresalientes (5' 0 3') o
de doble hebra parejos.

Se ha descrito también un subgrupo denominado IIS, el cual es similar a los
de tipo II ain cuando presenta diferencias importantes (Szybalski y cols.,
1991). Las, endonucleasas de este tipo hidrolizan el DNA en posiciones
especificas pero fuera de la secuencia de reconocimiento. Desde el punto de
vista estructural, son esencialmente monoméricas y poseen dos dominios
separados que serian responsables de las funciones de reconocimiento e
hidrélisis del DNA. Por otra parte, las metilasas IIS sélo metilan una de las
hebras del DNA debido a que reconocen secuencias asimétricas (Szybalski y
cols., 1991; Liy cols., 1992).

Los denominados SRM de tipo IV, presentan caracteristicas que difieren de
las otras clases. El SRM Eco571 por ejemplo, tiene similitud estructural con
los SRM de tipo III. No obstante, la endonucleasa Eco571 no requiere ATP. La
metilasa Eco571 por su lado, se comporta como una metilasa de tipo II al

modificar ambas hebras del DNA (Janulaitis y cols., 1992a). En base a anélisis

de estructura primaria, se ha liegado a proponer que este tipo de SRM reflejaria
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una forma evolutiva intermedia entre SRM tipo IIS y III (Janulaitis y cols.,
1992b).

Los sistemas de tipo Il han resultado ser los mas ttiles al biélogo molecular y
representan un buen modelo para estudiar el fendmeno de interaccion DNA-
proteina secuencia especifica. Asi, las endonucleasas de restriccion y las
metilasas de modificacién han sido muy utilizadas como herramientas para
aislar y clonar genes . En este sentido, ha emergido un creciente interés por
clonar los genes que eSpeciﬁtcan estas proteinas, los que pueden residir en
fagos , plasmidios 0 DNA cromosomal (Arber, 1974). La informacion mas
reciente revela que se han caracterizado bidquimicamente mas de 2000 SMR
de tipo II (Roberts y Macelis, 1993) y al menos 100 de ellos han sido
clonados (Wilson, 1991; Wilson y Murray, 1991). La secuencia de
aminoacidos de cerca de 50 fendonucleasas y metilasas ha sido deducida e
incluso la estructura tridimensionat de cuatro enzimas ha sido determinada:
EcoRI ( Rosenberg, 1991), Eccf)RV ( Winkler y cols., 1993), BamHI ( Newman
y cols., 1994) y Pvull (Athanasiadis y cols., 1994 ).

En general, los genes estructurales de la endonucleasa y la metilasa de un
sistema de resuiccién-modfﬁcacién dado, se encuentran en estrecha
proximidad. Esta organizacién, semejante a un operon, no necesariamente
implica que ellos correspondan a una unidad transcripcional. De hecho, Ia
_ orientacion de las regiones codificadoras y por tanto, la direccion de
transcripeion es heterogénea segun el sistema, pudiendo ser divergente,
convergente o en el mismo séntido (Wilson, 1991; Wilson y Murray, 1991).
Durante el clonamiento de lds primeros SMR, los genes en cuestion fueron

seleccionados por restriccidn in vivo a bacteriéfagos (Mann y cols., 1978;

|
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Kossykh y cols., 1980; Walder y cols., 1981; Thériault y Roy, 1982).
Genotecas preparadas a partir de una cepa que especificaba un SMR eran
transformadas en un huésped permisivo a un fago. Al cabo de un cierto tiempo,
se agregaba fago al cultivo y se recuperaban células sobrevivientes, las que
tedricamente debieran expresar la endonucleasa respectiva e inhibir asi la
multiplicacién virica. Este método de seleccion fue abandonado ya que
presentaba ciertos inconvenientes. Por ejemplo el fago debe poseer al menos
un sitio de reconocimiento para la endonucleasa en cuestion, lo que no siempre
ocurre. También se debe usar una cepa que permita el crecimiento vegetativo
dei fago, lo cual tampoco siempre es posible. Por tltimo, en el caso que los
genes sean clonados en forma conjunta, si el gen de la metilasa se expresa
primero existe la posibilidad que proteja al DNA viral de modo que este
puede realizar un ciclo litico, con 1o cual se perderia el clon recombinante.
La otra estrategia utilizada, que de hecho ha conducido a los mejores resultados
ha sido el llamado "truco hiingaro”. Este se basa en la seleccion por un gen de
metilasa activo (Lunnen y cols, 1988; Wilson, 1988). Consiste
fundamentalmente en propagar una genoteca del productor de SMR en un
huésped determinado. En lugar de aislar transformantes, se prepara DNA
plasmidial total de células del cultivo. Este DNA es digerido exhaustivamente
con la enzima de restriccién cuyo gen se desea clonar y las moléculas
"sobrevivientes" son rescatadas por transformacién en el mismo u otro
huésped. Estas moléculas han sido modificadas in vivo debido a la expresién
del gen de la metilasa del sistema.

Otro punto importante a considerar en el clonamiento de estos genes es la

eleccion del huésped, que generalmente es E. coli. Sin embargo, diferentes
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cepas de esta bacteria poseen distintos mecanismos moleculares para identificar
y destruir DNA exdgeno que ingresa por alguna razén a la célula. Asi, Jos
sistemas Mcr A, B y C restringen DNAS cuyas citosinas estan modificadas
‘(EhrIich y cols., 1985; Noyer-Weidner y cols., 1986; Raleigh y cols., 1988;
Brooks y cols., 1991) y el sistema Mrr, que restringe DNAs que han sido
modificados en residuos de adenina (Heitman y Model, 1987).

Debido a la "letalidad" potencial de estos genes en los nuevos huéspedes, a
veces es necesario clonarlos en dos etapas: se introduce y se sobreexpresa el
gen de la metilasa y luego se clona el gen de la endonucleasa (Howard y cols.,
1986; Sznyter y cols., 1987; de Backer y Colson, 1991).

Desde hace algunos afios, nuestro grupo de trabajo se ha abocado al estudio del
SMR presente en la bacteria termotolerante Bacillus stearothermophilus V
(Vasquez, 1985). Se ha aislado y caracterizado las enzimas del sistema
(Vasquez, 1985; Barra y cols., 1988). La endonucleasa BsfVI resultd ser un
isosquizémero de las endonucleasas Xhol (Gingeras y cols., 1978) y PaeR71
(Jacoby y Sutton, 1977) y por lo tanto, reconoce la secuencia 5-CTCGAG-3'
en el DNA sustrato (Vasquez, 1985). La metilasa BstVI ha sido también
analizada y fue clasificada como una N°-mA metilasa (Barra y cols., 1988).
Los genes que especifican las enzimas de este SMR, bstVIR y bstVIM, estan
contenidos en un fragmento de DNA cromosomal de B. stearothermophilus V
EcoRI-EcoR1 de 4,4 kbp y han sido clonados en E. coli IM107 (Visquez y
cols., 1991). Ademas, se ha logrado obtener subclones que llevan sélo el gen
de la endonucleasa (fen;)tipo r'm’) o de la metilasa (fenotipo rm*). Ambos

subclones expresan eficientemente la respectiva proteina codificada, sugiriendo

que cada uno de ellos posee un promotor independiente ( ver fsquema D).
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Esquema 1. Mapa de restriccién del sistema de modificacion-restriccion BstV]. El
fragmento de DNA EcoRI de 4,4 kb esta representado por una linea recta. Utilizando las
enzimas de restriccion indicadas, diferentes porciones del fragmento fueron subclonadas
en E. coli IM109. Las actividades de endonucleasa BsfV1 y de metilasa M.Bst VI fiteron
determinadas en clones individuales que contenian los fragmentos indicados (lineas bajo
el mapa de restriccion). Los fenotipos resultantes de cada subclon se muestran a la
derecha de cada fragmento. La localizacion aproximada de cada gen esta indicada por las
barras gruesas: I, gen bstVIM, 11, gen bstVIR. Los simbolos son: C, Clal; E, EcoRI; EV,
EcoRV; H, HindIIL, P, Pstl y S, Sall. También se encuentran indicados los fragmentos
contenidos en los plasmidios pP,, pCs, pS, y pE;.
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También, se ha determinado la secuencia nucleotidica de ambos genes,
deduciéndose la estructura primaria de las proteinas respectivas (Gonzalez y
Vasquez, 1993). Se ha determinado una Mr de 65.702 (561 aa) para la
metilasa y una Mr de 25.104 (224 aa) para la endonucleasa.
Tradicionalmente se acepta que las cepas productoras de SMR son inmunes
a ellos debido a que la metilasa modifica el genoma del huésped. En este
sentido, 1a viabilidad de los subclones que sélo albergan el gen de la
endom}cleasa BstVI, plantea Ia existencia de un mecanismo(s) distinto(s) a
la proteccion del DNA por metilacion.

En esta Tesis se propuso como objetivo general el estudiar y analizar
bioquiniicamente el clon de fenotipo r'm, en un intento por definir algin
mecanismo alternativo de proteccion del DNA celular. Se trabajo en varias
hipétesis, a saber:

a) Una posibilidad es que podria tratarse de un factor inhibitorio,
probablemente de naturaleza proteica. Esta se basa en que durante la
purificacién de Jla endonucleasa BstVI (Vasquez, 1985), se observé que al
cromatografiar un extracto crudo de B. stearothermophilus V en DEAE-
celulosa, se producia un aumento importante de unidades totales de enzima,
las que eran recuperadas en el material no retenido. Esto a su vez sugeria la
remocion de algiin putativo factor inhibitorio. Los antecedentes que existen
al respecto se relacionan sélo con SMR de tipo I. Particularmente, se ha
observado en E. coli la inhibicion de los sistemas EcoBy EcoK por una
proteina codificada por los bacteriéfagos T,y T, (Bandyopadhyay y cols.,
1985; Kriiger y Bickle, 1983). También se ha descrito otras proteinas

codificadas por fagos que inhiben la actividad de endonucleasas especificas

1
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sobre DNAs de fagos no modificados (Studier, 1975; Makino y Saito, 1980).
La posibilidad de que la enzima fuese inactiva in vivo, fue evaluada ademsés por
infeccion viral.

b) Por otro lado, sistematicamente hemos detectado actividad endonucleésica
en los sobrenadantes de cultivos de los clones r'm” y/o r'mr. Esta observacion
hizo suponer que podria tratarse de un fenémeno de exportacién de la proteina.
En este sentido, la localizacién periplasmica de otras endonucleasas de
restriccion esta también documentada en la literatura (Venegas y cols., 1980;
Smith y cols., 1976; Walder y cols., 1981).

c) También es probable que la estabilidad génica del huésped r'm" pueda
deberse a que la enzima BstVI jamas "ve" o "se encuentra" con el DNA
cromosomal, pues podria estar formando agregados macromoleculares
insolubles, como cuerpos de inclusion. Esto dltimo es lo que en general ocurre
clasicamente al sobreexpresar proteinas foraneas en £. coli {Schein, 1989).
d) Finalmente y debido a que resultados previos indicaban la expresion
diferencial de la metilasa en B. stearothermophilus V (Barra y cols., 1988) por
un lado, y a que los clones de E. coli r'm* producen al menos diez veces mas
endonucleasa que los clones r'm, se decidié evaluar la expresion de los genes

bstVIR y bstVIM en su huésped natural durante el proceso esporulativo.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos generales

De Sigma Chemical Co., se obtuvo ADP, ATP, anti-IGg de conejo
preparado en cabra, acido bdrico, acetato de magnesio, agarosa, BCIP,
bicarbonato de potasio, cloruro de magnesio, cloruro de sodio, DEAE-
celulosa, DTT, EDTA, bromuro de etidio, MDH, 2-mercaptoetanol, NADH,
NBT, sacarosa, SDS, sulfato de amonio, TEMED y Tris. De BioRad
se obtuvo acrilamida, bisacrilamida, hidroxilapatita, glicina y persulfato de
amonio. De Merck se obtuvo acido acético, cloruro de calcio, cloroformo,
etanol, fenol, fosfato monobasico y dibasico de potasio, glicerol, glucosa,
hidréxido de sodio, metanol, y sulfato de magnesio. De Difco Lab., se

obtuvo agar, casaminodcidos, extracto de levadura y ftriptona.

Métodos

1.- Cultivo de microorganismos

Células de Bacillus stearothemophilus V fueron crecidas en un medio de
cultivo ATTC (6 g de triptona, 4 g de extracto de levadura y 3 g de cloruro de
sodio por litro de solucién, pH 7,5 ajustado con hidréxido de sodio). Las
cepas de E. coli utilizadas como huéspedes (JM107, JM109, LE392, DH5 ¢
y ES1301 mmutS) fueron crecidas en medio de cultivo Luria 1X ( Sambrook y
cols. , 1989).

2.-Cepas E. coli y plasmidios utilizados
IM107: (Alac-proAB), thi, gyrAS6, endAl, hsdR17 (r, m)), relAl, supE44,
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AL F, traD36, lr:vroz’-*sh_l?,+ lacl"ZAM15).

LE392: I, supE44, supF58, hsdR514(x, m,), galK2, gall22, metBl, trp
R55, lacY1, A",

ES1301 mutS: lacZ53, mutS201:: Tn5, thyA36, rha-5, metBl, deoC,
IN(rrnD-rrnkE).

El plasmidio p-Bluescript-SK, se ;:ompr() a Stratagene, USA. Los plasmidios
C; y S, corresponden al vector p-Bluescript-SK que alberga los fragmentos
Clal/EcoR1 y Sall/EcoR1 respectivamente, ambos conteniendo el gen bstVIR
y parte del gen bstVIM (Vésquez y cols., 1991; Gonzélez y Vasquez, 1993).
El bacteridéfago A cI857, fue una generosa donacion del Dr. Xavier Jordana,

Universidad Cat6lica de Chile.

3.-Mantencién de las cepas

a) Placas de agar

Las cepas mesofilicas se mantuvieron en placas de agar al 2% preparadas en
medio Luria (LB) a 4°C. Cuando fue necesario, se agregd ademas 100 pg/ml
de ampicilina.

Las cepas de bacterias termofilicas se mantuvieron en placas de agar al 2%
preparadas en medio de cultivo ATTC a 4°C.

b) Glicerol 50%

Alicuotas de cultivos crecidos hasta la fase estacionaria, fueron mezclados
con un volumen de glicerol 100% estéril, mantenidaé a temperatura ambiente
por al menos 3 h y luego de permane;:er a 4°C durante toda la noche, fueron

guardadas a -20°C.
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4.-Ensayo de actividad de la endonucleasa BstVI

Uno a dos nug del DNA sustrato, fueron incubados durante 15 min a 65°C con
2 ul de enzima (0,15 mg/ml) en un amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7,5,
MgCl, 5 mM y NaCl 50 mM en un volumem final de 15 pl. La reaccién fue
detenida con una mezcla de detencion, que consistié de 2 pl de una solucion
que contenia Tris-HCl 50 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, glicerol 50% (v/v) y
azul de bromofenol 0,010% (p/v). Luego del ensayo, las muestras fueron
cargadas en un gel de agarosa al 1% (p/v) y se desarrollé la electroforesis
horizontal en condiciones estdndar (Sambrook y cols., 1989). Una unidad
enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para producir la
digestion completa de 1 g de DNA sustrato en 1 h, a2 65°C, en un volumen

de reaccion de 15 pl.

5.- Ensayo de proteccién del DNA sustrato por la metilasa BstVI

Se mcubd 1-2 ug de DNA sustrato con M.BstVIa 50°C por 30 min en un
volumen final de 15 pl de una mezcla de reaccion que contenia Tris-HCI 50
mM pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 10 mM y SAM 100 pM.
A continuacién, se adicioné 2,5 pl de MgCl, 100 mM y 10 pl de
endonucleasa BstVI (0,15 mg/ml) y se incubé por 20 minutos adicionales
a 65°C. La reaccion se detuvo con 2 pl de la mezcla de detencion y fue
analizada por electroforesis en geles de agarosa, como se describid mds
arriba. Se definié una unidad enzimatica como la cantidad de enzima que
protege totalmente 1 pug de DNA sustrato de la digestion por BstVI,en1ha
50°C en un volumen final de 15 pl.
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6.-a) Busqueda de umna actividad inhibitoria de la endonucleasa
BstVl

51 g de células recombinantes (peso hiimedo) del clon JM107/P, (r'm)
(crecidas hasta una DOy, de 1.0-1.2), fueron resuspendidas en 200 ml de un
amortiguador Tris-HCI 20 mM pH 7.4, 2-mercaptoetanol 2 mM, NaCl 150
mM y rotas por sonicacién a maxima intensidad 10 veces por periodos de 30
seg, dejando intervalos de 1 min entre cada pulso de sonicacién. El proceso
se llevo a cabo manteniendo en todo momento la muestra a 0°C. Los restos
celulares se descartaron por dos centrifugaciones sucesivas de 15 minutos a
10.000 x g. El sobrenadante obtenido fue tratado con sulfato de
estreptomicina al 1% (concentracion final) y mantenido en hielo por 10 min.
Los 4cidos nucleicos fueron sedimentados a 10. 000 x g y el nuevo
sobrenadante aplicado directamente en una columna de DEAE-celulosa (90
ml) equilibrada previamente en el mismo amortignador. Las proteinas
adsorbidas a la resina fueron eluidas con soluciones salinas sucesivas (100
ml cada uno) de 0,2, 0,3, 0,6, 0,8y 1,0 M NaCl. Cada fraccion fue dializada
y alicuotas de ellas fueron combinadas con 2 unidades de endonucleasa BstVI
purificada y se preincubaron a 60°C por diferentes periodos de tiempo previo
al ensayo endonucleolitico, que se realizé en las condiciones descritas en el

punto 3 de Métodos.

b) Bisqueda de una actividad iphibitoria de la endonucleasa BstVI
usando cultivos marcados diferencialmente

Células de E. coli que portaban el plasmidio P, y células que portaban el
vector pBluescript-SK fueron cultivadas separadamente (100 ml cada uno)
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hasta una DOy, de 0.8 y se les adicioné 1 mCi de glicina"H y/o 1 mCi
glicina-""C, respectivamente. Luego de 3 h, los cultivos fueron centrifugados
y los sedimentos celulares combinados y rotos por sonicacion. Se prepard
un extracto-que fue cargado en una columna DEAE-celulosa (3 ml), seguida
inmediatamente por una columna de hidroxilapatita (2 mil). A continuacion,
se lavaron ambas columnas, se separaron y se eluyeron independientemente
con gradientes salinos apropiados. La radiactividad fue determinada en

alicuotas de cada fraccion por centelleo liquido y ensayadas para actividad

BstV1.

7.- Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Se utiliz6 la técnica descrita par Laemmli (1970) modificada para minigeles.
El gel de separacion se prepard colocando 4 ml de una solucién de acrilamida
al 12% (p/v), bisacrilamida 0,32 % (p/v), Tris-HC1 0,375 M pH 8,0, SDS
0,1% (p/v), persulfato de amonio 0,05% (p/v) y TEMED 0,003% (v/v), entre
placas de vidrio (8 x 10 cm) separadas por espaciadores de 0,8 mm. Se dejé
polimerizar a temperatura ambiente. A continuacién, se prepard el gel de
concentracién, agregando 1,5 ml de una solucién que contenia acrilamida
3% (p/v), bisacrilamida 0,08% (p/v), Tris-HCI 0,125 M pH 6, 8, SDS 0,1 %
(p/v), persulfato de amonio 0,013% (p/v) y TEMED 0,06% (v/v). El
amortiguador de corrida fire una solucion de Tris-HCI 125 mM pH 8,3, glicina
192 mM y SDS 0,1% (p/v). La muestra fue mezclada 1:1 con el
amortiguador de carga (Tris-HCI 0,135 M pH 6,8, SDS 5% (p/v), glicerol
20% (viv), 2-mercaptoetan61 10% (v/v) y azul de bromofenol 0,001% (p/v),

y hervida por 2 min a bafio maria previo a su carga en e} gel.
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La electroforesis se llevé a cabo a 100 mA (corriente constante) durante 30
a40 min a temperatura ambiente. El gel fue tefiido a temperatura ambiente
con una solucién que contenia isopropanol 25% (v/v), acido acético 10%
(v/v) y azul de Coomassie 0,1% (p/v). Para destefiir el gel, se wutilizo 4cido
acético 10% (p/v).

8.- Determinacion de la concentracion de proteinas

La determinacién de la concentracion de proteinas se llevo a cabo por el
método de Lowry (Lowry y cols., 1951). Este fue aplicado para determinar
el contenido de proteinas de los extractos crudos, fracciones obtenidas luego
del paso por la columna DEAE-celulosa e hidroxilapatita, asi como también
en las soluciones de BstVI empleadas como antigeno. Como patron se utilizé

lisozima de huevo.

9.-Inmunotransferencia de proteinas

Las proteinas se sometieron a electroforesis en condiciones desnaturantes,
como estd descrito en el punto 6 de Métodos y luego se siguié el protocolo
descrito por Harlow y Lane (1988), con algunas modificaciones. El gel con
las proteinas se¢ transfirid a una membrana de nitrocelulosa (9 x 5 ¢cm), a una
corriente constante de 100 mA en una solucién de Tris-HCI 25 mM pH 8,8,
glicina 0,93 M y metanol 20% (v/v) durante 1 h. La membrana, fue luego
bloqueada durante 1 h con leche descremada 2% (p/v) preparada en PBS 1X.
Luego se incubd la membrana con el primer anticuerpo (suerc anti-
endonucleasa BstVI o suero anti-metilasa BstVI, segin el caso) a 37°C por
1 h, utilizando las diluciones predeterminadas preparadas en PBS (NaCl 8 g/l
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KCl 0,2 g/l, Na,HPO, 1,44 g/l, KH,PO, 0,24 g/l pH 7,4)1X. Después, se
sometid a varios lavados con una solucion de Tween 20 al 0,05% (v/v) en
PBS 1X, para luego adicionar el segundo anticuerpo, anti-IGg de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina preparado en cabra, a una dilucion 1:1000
y se incubd durante 1 h a 37°C con agitacién. La membrana fue lavada y
finalmente se reveld con 20 ml de una solucion que contenia tampdn sustrato
de la fosfatasa alcalina (Tris-HCI 0,1 M pH 9,5, NaCl 0,1 M, MgCl1, 5
mM) mas NBT 0,1 mg/ml y BCIP 0,05 mg/ml, sumergiéndola de 5 a 10

min, Como controles positivos se utilizd enzimas puras (BstVI y/o M. BstVI).

10.- Preparacion de anticuerpos

Se tomé 2 conejos de experimentacion (3 kg cada uno adquiridos en el
Instituto de Salud Puablica) y fueron inoculados (uno con 850 pg de BstVIy
otro con 550 pg de M.BstVI) cada 10 dias respectivamente durante un mes,
la primera inoculacion se realiz6 con coadyuvante de Freund completo y las
siguientes con coadyuvante incompleto luego de lo cual se esperd 10 dias mas
para obtener aproximadamente 100 ml de sangre de cada uno de ellos por
seccion de la yngular. La sangre se dejo 3 h a 37°C hasta que se retrajo el
coagulo. El suero fue extraido y después se centrifugd a 27.000 x g por 15

min, recuperandose 30 ml de suero.

11.- Purificacion de los anticuerpos
Se tomd. 10 ml de suero y se centrifugd durante 30 min a 5.000 x g. El
precipitado se descarté y el sobrenadante se agité suavemente a temperatura

ambiente mientras se le adicionaba lentamente 1/2 volumen de una solucién
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de sulfato de amonio saturado 33% ( previamente ajustado a pH 7,0) en PBS
5 mM. Esta mezcla se dejo toda la noche con agitacion suave a 4°C. Luego
se centrifugd a 12.000 x g por 30 min y nuevamente se descarté el
precipitado. El sobrenadante fue tratado otra vez con sulfato de amonio
saturado 33% en las mismas condiciones. La diferencia en este caso es que
la mezcla se dejé sin agitacion a 4°C durante 6 h y se centrifugé a 5.000 x
g por 30 min. A continuacion, se descartd el sobrenadante y se conservg el
sedimento, el cual fue resuspendido en 1 ml de una solucién de PBS 1X y

dializado toda la noche contra el mismo amortiguador.

12.- Preparacién de esferoplastos

a) Tratamiento de las células con Ca(l,

Se cultivé 500 ml de células de E. coli recombinantes (clones P,, S,, C;)
como se describe en el punto 1 de Métodos. El cultivo fue crecido hasta una
DOy, de 1.2-1.4 y se centrifugd a 3.000 x g por 10 min, obteniéndose 1 g
de células (peso humedo). Estas fueron inmediatamente suspendidas en 1
ml de tampén A (Tris-HCl 10 mM pH 7,6, 2-ME 1 mM) vy se les adiciond
2 ml de una solucién fresca de CaCl, 50 mM dejandose 30 min en hielo.
Luego se centrifugaron a 4.000 x g por 10 min. El sobrenadante,
correspondiente a la fraccion periplasmica, se dializé contra tampdn A por 3
k y luego se procedio a determinar la actividad de BstVI (Métodos, seccién
4), PEPCK y LDH (en las condiciones recomendadas por los proveedores).
El sedimento obtenido fue resuspendido en el mismo tampodn y la suspensién
se sonicd a maxima intensidad 10 veces por periodos de 30 s, dejando

intervalos de 1 min entre cada pulso de sonicacion. Los restos celulares fueron
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eliminados por centrifugacion durante 15 min a 7.500 x g. El sobrenadante
obtenido en este caso (conteniendo las proteinas de los esferoplastos) file
utilizado para determinar las actividades enzimaticas indicadas mas arriba.
Comeo control, se utilizé las mismas células sin tratar con la solucién de

CaCl, 50 mM, las que fueron directamente suspendidas y rotas por

sonicacion como se describid.

b) Tratamiento osmético

Células (1 g peso himedo) de los clones P, y SK, fueron resuspendidos en
tampdn A que contenia sacarosa 20% (p/v) y se agitaron suavemente por 20
min a temperatura ambiente, Luego, las células fueron centrifugadas a 6.000
x g por 10 min. El sobrenadante se descartd y el sedimento celular se
suspendid en una solucion de MgCl, 0.1 mM y se agité suavemente durante
20 min a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, las células se
cenfrifugaron a 4.000 x g por 10 min y el sobrenadante (conteniendo las
proteinas periplasmicas), fue utilizado para la deteminacion de las actividades
enzimaticas BsfVI, PEPCK y LDH como se describio en el punto anterior. El
sedimento fue resuspendido y roto por sonicacion como se describié en el
punto anterior y en el sobrenadante (conteniendo las proteinas de los
esferoplastos) también fueron determinadas las actividades enzimaticas

mencionadas. El control en este caso fueron células sin tratar con las
soluciones de 20% (p/v) sacarosa y de MgCl, 0.1 mM.

13.- Determinacion de la presencia de cuerpos de inclusiéon

‘Se utiliz6 la metodologia descrita por Harlow y Lane (1988), descrita para
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aislar proteinas desde sistemas bacterianos que las sobreexpresan como
cuerpos de inclusion.

Cultivos bacterianos (500 ml) de los clones P, y SK, fueron centrifugados
independientemente a 7.000 x g durante 5 min. Las células se resuspendieron
en 10 ml de tampén B (Tris-HCI 50 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, NaCl 100
mM) conteniendo 1 mg/ml de lisozima, y se incubaron 20 min a temperatura
ambiente. Se sedimentaron otra vez a 5.000 x g por 10 min. El sobrenadante
se guardd para determinar actividad BstVI (fraccion peripldsmica). Los
esferoplastos se resuspendieron en 5 ml de tamp6n B méas DOC 0,1 % (p/v)
y se dejaron en hielo por 10 min con agitacion ocasional. Luego de esto, se
les adicioné MgC1, a una concentracion final de 8 mM y 4 ul de DNAasa I
(10 pg/ml). La mezcla se incubd a 4°C hasta que desaparecio la viscosidad
y se centrifugd a 10.000 x g por 10 min. Este nuevo sobrenadante (fraccién
citosodlica soluble) se calenté a 60°C por 10 min para inactivar la DNAasal
y coagular las proteinas mesofilicas de E. coli, se centrifugd como antes y se
guardd para deteminar actividad BstVI. El sedimento, conteniendo
tedricamente cuerpos de inclusion, se lavé con 6 ml de tampdn B que contenia
Tritén X-100 1% (v/v). Después de centrifugar 2 5.000 x g, el sobrenadante
se guardd para determinar actividad enzimatica.

A continuacidn, el sedimento se suspendié en 500 pl de tampdén B y se sonico
a maxima intensidad 10 veces por periodos de 1 min, dejando intervalos de
30 s entre cada pulso de sonicacién. Luego se centrifugd a 4°C en una
microcentrifuga Eppendorf durante 10 min. El sobrenadante fue utilizado para

determinacion de actividad enzimatica BstVI.
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14.- Transformacién de células

Inoculos de células de E. coli IM107, LE392 y/o ES1301mutS fueron
crecidos toda la noche. Un ml de estos cultivos fueron utilizados para
inocular 50 ml de medio de cultivo Luria y se incubaron con agitacién a
37°C hasta que alcanzaron una DO, de 0.6-0.7 (aproximadamente 1 x 10°
células/ml). Las células fueron enfriadas en un baiio de hielo y centrifugadas
a 8.000 x gpor 5 min. El sedimento celular fue suspendido en una solucion
estérily fria de CaCl, 50 mM y luego de 20 min en hielo, se centrifugd en
las mismas condiciones. Las células competentes se suspendieron en 1 ml de
CaCl1, 50 mM.

El proceso de transformacion se llevé a cabo mezclando 200 pl de células
competentes con 0,5-1 ug de DNA. Esta mezcla se incubo durante 30 min en
un bafio de hielo y posteriormente, fue sometida a un pulso térmico de 1 min
a 42°C. Finalmente, fue inoculada en 2 ml de medio Luria y se incub6 1 h a
37°C con agitacién. Una alicuota de la mezcla se rastrillé en una placa Luria
con ampicilina 100 pg/ml y se incubd toda la noche a 37°C. Las colonias
transformantes se traspasaron a placas frescas para luego verificar la
transformacion por determinacién de actividad BsfVI o M.BstVI y por

minipreparaciones de DNA,

15.- Infeccion de E. coli con bacteriofage lambda cI857

Dosml de medio de cultivo Luria-ampicilina (100 pg/ml) suplementado con
sacarosa 0,2% y MgSO4 10 mM, fueron inoculados con 2 pl de una
suspension celular (LE392, LE392/SK, LE392/P,, LE392/E,, LE392/C,,
mutS/SK, mutS/P,, mutS/E;), y se crecieron hasta una DO, de 0.6. A una
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alicuota de 100 pl de estas células, se agreg6 100 pl de una dilucién del fago
(1:50.000), se mezclo y se dejd a 37°C durante 30 min. Transcurrido el
tiempo de adsorcién del fago, se procedio a adicionarle 3 ml de agar blando
(preincubado a 45-50°C) y la mezcla se wvirti6 sobre una placa de

Luria-ampicilina, se dejo solidificar y se incubd toda Ia noche a 37°C,

16.- Induccion de la esporulacion de B. stearothermophilus V

Se cultivd B. stearothemophilusV en 500 ml de medio Miieller-Hinton con
una agitacién vigorosa a 65°C hasta una DO, de 1-2 . Las células fueron
cosechadas por centrifugacion a 5.000 x g y transferidas a medio de
esporulacion, el que contenia K,;HPO4 (6 g/l), (NH,),S04 (1 g/1), MnS04 (g/1),
KNGO, (1 g/t) y NaCl (5 g/1). Una alicuota de la suspension celular fue
extraida inmediatamente, sedimentada por centrifugacién y guardada a -20°C
(células vegetativas). El resto del cultivo se signié incubando a 37°C con
agitacion y se tomé muestras a intervalos de tiempo de 2 h. El proceso de
esporulacion fue seguido por microscopia optica, utilizando tincion con verde

de malaquita.

17.- Purificacion de RNA

RNA total de B. stearothermophilus V fue aislado de acuerdo al método
fenol/guanidinio descrito por Sambrook y cols. (1989), con modificaciones
menores.

50 ml de cultivo fueron sedimentados y congelados rapidamente en nitrogeno
liquido. El sedimento celular fue suspendido en 1 ml de solucion estéril
Tris-HCl pH 7,6 100 mM, EDTA 20 mM, 2-ME 100 mM e isotiocianato de
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guanidinio 4M. Se adiciond 1 volumen de fenol saturado frio y se mezclaron
las fases por agitacidon en un vortex. Para destruir el DNA, la mezcla fue
pasada varias veces a través de una jeringa y cenfrifugada a 10.000 x g por 10
min. La fase acuosa fue recuperada y transferida a un tubo estéril y extraida
2 veces con fenol/CHCI, (1.1 v/v). Los acidos nucleicos fueron precipitados
agregando 3 volimenes de etanol 95% (v/v). Después de 2 h a -20°C, la
mezcla fue centrifugada a 12.000 x g por 15 min. El sedimento fue secado
y resuspendido en 0,5 ml de agua estéril. Ademas, el RNA fue purificado por
precipitaciones selectivas con una solucién de acetato de sodio 3 M pH 5,2.

Finalmente, el RNA se resuspendié en 100 pl de agua estéril. -

18.-Anilisis de Northern

El método utilizado fue el descrito por Sambrook y cols. (1989). Se prepard
un gel de agarosa al 1,8% (p/v), disolviendo 5,4 g de agarosa en 30 ml de
tamp6on MOPS 1 X (0,2 M 4cido 3-(N-morpholino) propanosulfonico, 0,05
M acetato de sodio pH 7,0, EDTA 0,01 M), y 216 ml de agua destilada
estéril. Se fundid la agarosa y se dej0 enfriar hasta 50°C. Una vez
alcanzada esta temperatura, se adicionaron 54 ml de formaldehido 38% (v/v),
después se agitd y se virtid sobre el lecho de la camara electroforética. Una
vez gelificada la agarosa, la electroforesis se desarrollé a 80 V en un sistema
tamponante MOPS 1 X.

RNA total (10 pg) obtemido de células en los distintos estadios de
esporulacién en 20 pl de tampdn de muestra (1X MOPS, formamida 50%
(v/v), formaldehido 2,2 M), fueron incubados a 65°C por 5 min y luego,

enfriados rapidamente en hielo. Se adicioné a cada muestra 4 pl de tampon
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de carga 6X (azul de bromofenol 0,25% (p/v), xilencianol 0.25% (p/v), ficoll
15% (p/v)) y se sometieron a electroforesis en geles de agarosa-formaldehido.
Luego, el gel fue embebido en tampon 20 X SSC (NaCl 175,3 g/l, citrato de
sodio 88,2 g/l pH 7.0) por 30 min. Luego fue transferido a una membrana de
nylon Giybon&-N*), mediante capilaridad, utilizando como fase mévil tampén
20 X SSC durante 16 h.

El RNA fue inmovilizado a la membrana por exposicién a luz UV (254 mn)
en un transiluminador Fotodyne durante 15 s. Luego, la membrana fue
prehibridada por 3 h a 42°C sumergiéndola en una solucién que contenia
formamida 50% (v/v), SSC 6X, Denhardt 5 X (Denhardt, 1966), SDS 1%
(p/v) y DNA de espermio de salmén desnaturado a una concentracion final
de 100 pg/ml. Luego de este procedimiento, la solucién de prehibridacion fue
suplementada con una sonda marcada con 2P que comrespondid a un
fragmento de DNA Sall-Pst] de 809 pb que contiene una zona del gen bstVIM
(Vasquez y cols., 1991; Gonzalez y Vasquez, 1993). La hibridacion se
mantuvo durante 14 h a 42°C. Una vez hibridadas, las membranas fueron
lavadas con SSC 2X, SDS 0,1% (p/v) y luego , con SSC 0,5 X, SDS 0,1%
(p/v), ambos lavados durante 30 min cada uno a 65°C. Finalmente, la
membrana fue puesta en contacto con una pelicula de rayos X. La exposicion

se prolongd por un periodo de 24 -48 h a -80°C.
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RESULTADOS

1.- Descripcién molecular del plasmidio pP,

Con la finalidad de descartar completamente la presencia de actividad
metilasica M.BstVI en el clon P,, se realizaron varias aproximaciones
experimentales para demostrar la condicion r'm" del mismo. Por un lado,
extractos crudos de esta bacteria no mostraron actividad M.BstVI (no
mostrado). Por otro, se preparé DNA del plasmidio pP, y se analizé con
enzimas de restriccion. Como se observa en la Figura 1, al digerir pP, en
forma independiente con las enzimas isosquizoméricas Xheol y BstV], en
ambos casos se obtuvo la forma lineal del plasmidio. Este resultado indicé
que no existen sitios de reconocimiento 5-CTCGAG-3' en el fragmento
clonado y que ia forma lineal se obtiene por hidrolisis del dnico sitio blanco
presente en el vector pBluescript-SK. Dada que el plasmidio pP, contiene
" también una pequeiia porcion de la region carboxilo terminal de la metilasa
M.BstVI (Vasquez y cols., 1991) y alin cuando se desconoce si ésta se
transcribe y/o fraduce, estos resultados ademas demostraron que este DNA.
recombinante no fue modificado in vivo. El elemento extracromosomal fue
digerido a continuacion con las enzimas EcoRI y Pstl, liberandose el
fragmento de 1.44 kb predicho por la secuencia de DNA (Figura 1c). Una
digestion triple EcoRI/Psfi/HindIll generd los dos fragmentos de 792 y 651

pb correspondientes.

2.~ Anticuerpos anti-endonucleasa BsfVIy anti-metilasa M. BstVI ~
Con Ia finalidad de disponer de ofra herramienta que permitiera estudiar estas

proteinas, se prepard en conejo anticuerpos contra las enzimas del SMR de
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Figura 1: Analisis de restriccion del plasmidio recombinante que
contiene el gen bstVIR

Electroforesis en gel de agarosa (1%) de los productos de digestion del
plasmidio pP, con ¢) XAol, d) BstVI; e) EcoRI + Pstl; f) e + Hindlll. El carril
a) contiene estandares de tamaiio (1kb ladder) y b) contiene plasmidio pP1 sin
digerir.
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B. stearothermophilus V como se describié en Métodos, seccién 10. Ello se
logré inyectando enzimas puras obtenidas de células de E. coli
recombinantes. En la Figura 2, se muestra la especificidad de los anticuerpos
obtenidos.

El nimero minimo de unidades de endonucleasa que resultaron detectables
con el anticuerpo fire de 700, suponiendo que la enzima es 100% activa. Esta
cantidad de unidades correspondi6 a 5 pg de la preparacion de enzima
purificada (Figura 3). La dilucién del anticuerpo utilizada fue de 1: 10.000.
Dado que evidencias previas del laboratorio habian sugerido una expresion
regulada del gen bstVIM en B. stearothermophilus V (Barra y cols., 1988),
la presencia de la metilasa M.BstVI fue monitoreada con el anticuerpo
especifico en células recombinantes (clon H,) que habian sido cosechadas en
diferentes etapas del ciclo de crecimiento. Como se observa en la Figura 4,
- una cantidad equivalente de metilasa fue detectable en los diferentes
extractos. Estos datos indican una expresion aparentemente constitutiva de
la enzima en E. coli, sugiriendo una pérdida de la regulacion de la expresion

de esta enzima, a diferencia de lo que ocurre en el huésped homdlogo.

3.- Evaluacion y busqueda de una actividad inhibitoria de la
endonucleasa BstVI en E. coli

Resultados obtenidos en el laboratorio, indicaban que al cromatografiar
extractos de clones productores de endonucleasa BstVI en columnas de
DEAE-celulosa, la proteina no era retenida y la actividad se recuperaba en el
material no adsorbido (Figura 5, carril c). Al titular la actividad

endonucleasica en esta fraccion, se recuperaba un 20-25 % mas de unidades

que las que se habian cargado originalmente en la columna. De este modo, se
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Figura 2: Especificidad de los anticuerpos anti-BstV1 y anti-M.BstV1

Las enzimas M.BstVI (carril 1) y BstVI (carril 5) purificadas y extractos de
los clones r'm* (carril 3), r'm™ (carril 4) y rm (carriles 2 y 6) fueron
sometidos a electroforesis en geles PAGE-SDS y transferidos a membranas
de nitrocelulosa, como se describié en Métodos seccidon 9, y tratadas con
anticuerpos anti-M.BsfVI (A) o anti-BstVI (B). Los carriles que contienen
estdndares de peso molecular se encuentran indicados (St).
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—_

Figura 3: Determinacion de la cantidad minima de endonucleasa BstV1
detectable por inmunotransferencia.

Concentraciones crecientes de la endonucleasa purificada fueron sometidas
a electroforesis en geles de poliacrilamida al 11% en presencia de SDS,
transferidas a membranas de nitrocelulosa y reveladas con anticuerpos
policlonales anti-BstVI preparados en conejo. Carriles 1-8: 1, 2, 5, 8, 16, 20,
24 y 30 pg de proteina pura. (AE = 143.290). A la derecha se muestran
estandares de peso molecular,
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Figura 5: Ensayo enzimdtico de la endonucleasa BstV1 en las fracciones
retenidas y no retenidas en DEAE-celulosa. Electroforesis en gel de
agarosa (1%).

Carriles; a, fraccion eluida de la columna con un tampoén Tris-HC1 50 mM pH
7,5 que contuvo NaCl 0,5 M; b) fraccién eluida de la columna con un
tampon Tris-HCI 50 mM pH 7,5 que contuve NaCl 1,0 M; c¢) fraceién no
retenida en DEAE celulosa; d) control positivo de digestion con 1 U de BstVI
purificada. El DNA sustrato correspondié al plasmidio hibrido pBR322-
pTF62 (Vidsquez y cols., 1981).
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decidi6 indagar la existencia de algin factor de tipo inhibitorio que pudiese
haber quedado retenido. Con este objeto y tratando de enriquecer la
preparacion en el putativo factor inhibitorio, se trabajé con un extracto crudo
preparado a partir 51 g de células de clon P1 (50 x 10° U de BstVI), lo que
representa 5-6 veces la cantidad de material con el que se inicia
rutinariamente la preparacion de la enzima. Como se esperaba, la actividad
endonucleolitica no se retuvo en la columna de DEAE-celulosa y fue
recuperada en el eluido no retenido. El material retenido por otra parte, fue
liberado con lavados salinos y cada una de estas fracciones, fue ensayada para
una actividad inhibitoria en presencia de 2 U de endonucleasa purificada. Se
realizaron preincubaciones fraccién-endonucleasa tanto a 37°C como a 60°C
previo al ensayo de digestién propiamente tal (Métodos, seccidn 4). Los
resultados se muestran en la Figura 6 ¢ indican, por lo menos en estas
condiciones, la ausencia de un inhibidor detectable de la endonucleasa BstV1.
Estos experimentos fueron repetidos con las muestras dializadas y/o
calentadas con idénticos resultados. Tratando de evitar la dilucion inherente
del putativo inhibidor en el volumen de cada lavado salino (100 ml), columnas
equivalentes fueron desarrolladas con gradientes salinos lineales, colectindose
fracciones de 2 ml. S embargo, aun asi no fue posible detectar una actividad
inhibitoria de la endonucleasa.

Considerando lo anterior, se decidié recurrir a otro protocolo experimental
con el mismo propdsito. Se marco diferencialmente dos cultivos de E. coli,
uno con glicina"H que contenia células que portaban el plasmidio pP, y otro
con glicina-“C, correspondiente a células que llevaban el vector p-Bluescript-
SK como se indicé en Métodos, seccidon 5. Ambos sedimentos celulares

fueron combinados y se prepar6 un extracto crudo, el que fue cromatografiado
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Figura 6: Determinacién de una posible actividad inhibitoria de Ia
endonucleasa BstVI.

51g de células del clon P, fueron suspendidas en tampdn Tris-HCI 20 mM
pH 7.4, 2-mercaptoetanol 2 mM, NaCl 150 mM y rotas por sonicacion. Los
restos celulares fueron descartados por centrifugacion. Los 4cidos nucleicos
fueron sedimentados a 10.000 x g y el nuevo sobrenadante cargado en una
columna de DEAE-celulosa (90 ml). Las proteinas retenidas en la columna
fueron eluidas con lavados salinos sucesivos (100 ml c/u) de 0,2, 0,3,
0,6,0,8,1,0 M NaCl y posteriormente con fosfato de potasio 1,0 M. Cada
fraccidn fue combinada con 2 U de endonucleasa BstVI purificada y
preincubada a 60°C previo al ensayo endonucleolitico. Carriles 1 y 4:
controles no digeridos; carril 2: control positivo de digestion ; carril 3:
fraccién 0,3 M NaCl; carril 5: fraccidon 0,6 M NaCl; carril 6: fraccion 0,8 M
NaCl. En los carriles 1-3, el sustrato fue DNA de fago lambda digerido
conHindill v en los carriles 4-6, DNA de fago lambda no digerido con
HindlI.
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en DEAE-celulosa. El material adsorbido fue eluido con un gradiente salino
lineal. La fraccidn no retenida (conteniendo la actividad endonucledsica) en
cambio, se cargéd inmediatamente en una columna de hidroxilapatita y se
resolvié con un gradiente de fosfato. Los resultados de ambas cromatografias
se muestran en la Figura 7. Se esperaba que la expresién selectiva de
alguna(s) proteina(s) en el clon Pl, pudiese ser evidenciada como una
desviacién positiva de la razén *H/**C. Como se puede apreciar en la Figura
7, no se encontrd desviaciones significativas de ella, salvo en aquella zona del
gradiente de la columna de hidroxilapatita que contiene la actividad
endonucleasica (fracciones 36-48).

No obstante los resultados anteriores, cada fraccion de ambas columnas fue
ensayada para una actividad inhibitoria como se indicé mas arriba. En estas
condiciones, tampoco file posible detectar una actividad inhibitoria de la

enzima BsfVI que ayudase a explicar la viabilidad de los clones r'nr",

4.- Evaluacion de la secrecion de la endonucleasa BstVI en E. coli

Otro mecanismo posible de proteccion del DNA celular en células cuyo
fenotipo es r'm’, podria estar representado por la exportacion de la
endonucleasa, ya sea al espacio periplasmico o al medio extracelular. De este
modo, la célula evitaria asi la interaccion de la enzima con el DNA
cromosomal y por lo tanto, su consiguiente degradacion (autorrestriccion).
Ya que observaciones preliminares habian permitido detectar actividad
endonucleolitica en los medios sobrenadantes de los cultivos celulares Iuego
de sedimentar las células por centrifugacién, se decidi6 entonces evaluar la
secrecion de la enzima para lo cual se prepard esferoplastos mediante tres

aproximaciones experimentales diferentes: tratamiento de las células con




DEAE-CELULOSA RAZON 3H/34C
o, 220N 3H/14C 34

o7}
- A P! T !
0.6 -r-f\,.r'w‘\._f‘"f“-‘l T 'M"‘-/ AW

0.5
O.4p
Q.34
O.2

Q.1

o 10 20 a9 40 50 ag 70
Nao. Fraccidn

HIDROXILAPATITA RAZON 3H/14C
; Razén 3M/14C

o]

osf AA ,
\ PRASAPY,

o8 -.J lw"-«w-_._z—‘d/\f\ﬂ

Q.4p

o

o 1 20 3.0 4.6 sa
Ne. Fraccidn

Figura 7: Determinacién de la putativa actividad inhibitoria BstVI
usando cultives diferencialmente marcados.

Células de E. coli que portaban el plasmidio P, o el vector p-Bluescript-SK
fueron cultivadas (100 ml ¢/u) hasta una DOy, de 0,8 y se les adiciond 1mCi
de glicina-H y glicina-*C, respectivamente. Luego de 3 h a 37°C con
agitacion, los cultivos fueron centrifugados, los sedimentos mezclados y
rotos por sonicacion. Se prepard un extracto de acuerdo a lo descrito en
Meétodos, seccion 5 y se cargd en una columna de DEAE-celulosa (3 mi),
seguida por una columna de hidroxilapatita (2 ml). Luego de lavar, se
eluyeron en forma independiente cor gradientes salinos adecuados. La
radiactividad en alicuotas de cada fraccion fue determinada por centellec
liquido y ensayadas para actividad BstVI. Asimismo, cada fraccién fue
ensayada para una actividad inhibitoria de la endonucleasa como se describié
antes. Las flechas indican la zona de elucion de la endomucleasa
BstVI(fracciones 36-48).
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lisozima, soluciones de cloruro de calcio 50 mM (Tabla I) y golpes
osmoticos (Tabla II), de acuerdo a lo descrito en Métodos, seccion 12,
Como se observa en la Tabla I, la casi totalidad de la actividad
endonucledsica se encuenira en la fraccidn particulada (correspondiente a los
esferoplastos) y solo un 4% en el espacio periplasmico. El mismo porcentaje
de la actividad total se encontrd presente en el medio extracelular. Con la
finalidad de descartar la posible contribuciéon de una ruptura celular
involuntaria a estas cifras, en las mismas fracciones se ensayo la actividad de
enzimas citosélicas como PEPCK y LDH. Los datos indicaron que las
células no se estarian rompiendo en estas condiciones experimentales.
Resultados idénticos a los mostrados en la Tabla I fueron obtenidos al
preparar esferoplastos con lisozima.

En lo relativo a los golpes osmoéticos y al igual Que en la situacion anterior, en
la Tabla II se observa que un 90% de la actividad de la endonucleasa BstVI
se encuentra en el interior de las celulas y sélo un 4% de ella en la fraccion
periplasmica. De este modo entonces, si bien es clerto que un fendmeno de
secrecion de la enzima podria contribuir en parte a la integridad del geno;na
celular, los resultados mostrados en esta seccién no apuntan a este mecanismo

como el principal responsable de la viabilidad de células r'm.

3.- Determinacion de la presencia de cuerpos de inclusion en E. coli

A pesar que la endonucleasa se detecta en la fraccion soluble por un lado, y
dado que muchas proteinas foraneas se insolubilizan al ser sobreexpresadas
en huéspedes heterdlogos por otro (Mitraki y King, 1989; Schein, 1989;
Kirfhaber y cols., 1991), se exploré la posibilidad que una gran parte de la

enzima se encontrase formando agregados en la célula que podrian
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Tabla I

Evaluacion de la secrecion de la endonucleasa BstVI
Tratamiento con CaCl,

Fraccion BstV1 % PEPCK LDH
(U/mg) actividad (U/mg) (U/mg)
Control 1 0 0 0,048 0,031
Control 2 2162 160 0,052 0,027
Sedimento 2500 116 0,056 0,031
Sobrenadante 111 4 0,008 0,003

Las células fueron tratadas con una solucién de CaCl, 50 mM y los
esferoplastos sedimentados por centrifugacion, como se describié en Métodos,
seccion 12. El sobrenadante conteniendo las proteinas periplasmicas fue
utilizado para la determinacién de las actividades enzimaticas mostradas en la
Tabla. Control 1; extracto de células clon SK, conteniendo sdlo el vector;
control 2: extracto de células de clon P, sin tratar con CaCl,.
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Tabla 11

Evaluacion de Ia secrecion de Ia endonucleasa BstVI
Tratamiento con sacarosa

Fraccion BstV1 % Actividad PEPCK LDH
(U/mg) (U/mg) (U/mg)
Control 1 0 0 ND 0,023
Control 2 7401 100 0,022 0,021
Sedimento 6546 89 0,021 0,018
Sobrenadante 250 4 0,004 0,005

Células de clon P, fueron tratadas con una solucién de sacarosa (20%)
tamponada, centrifugadas y resuspendidas en una solucién de MgCl, 0,001 M.
Luego de 20 min de agitacion a 25°C, se centrifugaron y el sobrenadante
conteniendo proteinas periplasmicas fue utilizado para la determinacion de las
actividades enzimaticas. El sedimento fue sonicado y en el sobrenadante
también fueron determinadas las actividades enzimaticas mostradas en la Tabla.
Control 1: extracto de células clon SK; control 2: extracto de células de clon
P, no sometidas al tratamiento osmatico.
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solubilizarse después de la ruptura. Micrografias electrénicas de
preparaciones de células que albergan sélo el vector p-Bluescript-SK y
de células que portan el gen bstVIR, no presentaron evidencias de la
formacion de cuerpos de inclusion (Figura 8). Tampoco se encontrd este tipo
de agregados cuando se recurrié a un protocolo estandar de purificacion

(Métodos, seccion 13).

6.- Evaluacién de la restriccion in vivo por parte del sistema BstVI en E.
coli

Una serie de observaciones hechas con los cultivos indicaban que el clon P,
crecia mas lento que la bacteria que porta sélo el vector de clonamiento.
Como esto era indicativo de que el sistema de modificacion-restriccion podria
estar funcionando aunque no Optimamente, se decidid evaluar el
comportamiento de la actividad endonucleasica in vivo mediante un ensayo
de restriccion a la infeccion por bacteriéfago lambda.

Para poder realizar estos experimentos, fue necesario en una primera etapa
transferir por transformacién el sistema bstVIRM ya sea completo ('m*) o
el plasmidio P, (1"'m’) , ademas del vector control desde E. coli IM107 (o E.
coli IM109) a células que fuesen permisivas a este fago. Se utilizd en estos
ensayos la cepa de E. coli LE392.

Como se observa en la Tabla ITi, la eficiencia de plaqueo obtenida cuando se
infectd diferentes clones r'm" (clones P, C, v S,), fue indistinguible de Ia de
los controles rm”. Una argumento para explicar la casi nula restriccion

observada podria ser que la enzima termoestable no esté funcionando a su

<
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Figura 8: Evaluacion de la formacion de cuerpos de inclusion
A: Micrografia electronica de células de E. coli IM107 conteniendo el

vector p-Bluescript-SK; B: Micrografia electrénica de células del clon
recombinante JM107/P; (aumento 20.000 X).
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Tabla II1

Determinacion de la restriccion in vivo por parte del sistema BstV]

Cepa huésped % del Control
LE 392 (rm’) 100%
LE 392/ 8K (rm’) 115%
LE 392/P;, (rf'm) 08%
LE 393/ C; (r'mn) 95%
LE 392/S, (r'm) 97%

Células de E. coli 1E392 fueron infectadas con bacteriofago lambda cI857 en
condiciones estandar descritas en Métodos e incubadas a 37°C por 16 h, luego
de Io cual se contabilizaron las placas de lisis. Los resultados representan la

media de 4 determinaciones independientes.
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temperatura mas adecuada en E. coli. Esto se investigd introduciendo
cambios en la temperatura de adsorcién del fago a las células, incluyéndose
en este caso también ensayos de infeccion a células que albergan el sistema
de restriccion-modificacion completo (clon E,, r'm").

Al igual que en el caso anterior, no se observo restriceion por parte del clon
P, a 37°C, la que sin embargo, aumentd en un 10 y 20% con respecto al
control cuando la adsorcion del fago.se llevd a cabo a 42 y a 47°C,
respectivamente (Tabla IV). En el caso del clon E;, la eficiencia de plaqueo
disminuy6 a wn 70, 58 y 30% de la del control cuando Ia experiencia se
realiz6 a 37, 42 y 47°C, respectivamente {Tabla IV, Figura 9).

Estos resultados sugieren que al adsorber el fago a temperaturas cada vez
mayores, la enzima termofilica tendria consecuentemente una mayor
posibilidad de degradar el DNA viral entrante, lo cual se veria reflejado en
una disminucion de la eficiencia de plagueo (aumento de la restriccién en este
caso). Sin embargo, ellos no explican las diferencias observadas entre los
clones P, y E,.

Razonando que el sistema de reparacion de DNA del huésped podria ser un
factor determinante que podria contribuir a la viabilidad de los clones r'nr,
se utilizd otra estrategia para evaluar la restriccion in vivo por parte del
sistema BsfVI. Esta consistio en utilizar como huéspedes a células de E. coli
mutS (deficientes en el sistema de reparacion del DNA). De este modo, se
transformaron independientemente células de E. coli 1301mutS con DNA de
los clones E; y P,. Atn cuando tedricamente este tipo de transformantes no

seria viable, se obtuvo clones con baja eficiencia (7,3 x 107 y2,7 x 10 para

U
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Tabla 1V
Determinacion de la restriccion in vivo por parte del sistema BsfVI a
diferentes temperaturas
E. coli Eficiencia de plaqueo (% del control)
37°C 42°C 47°C
LE 392 (rm) 100% 100% 100%
LE 392/ SK (rm) 105% 100% 102%
LE 392/ E,; (r'm") 70% 58% 30%
LE 392/P, (r'm) 101% 90% 81%

Las distintas cepas huésped fueron infectadas con bacteriéfago A cI857, en las
condiciones descritas en Métodos, seccion 15. 100 pl de células se mezclaron
con 100 pl de una dilucién del fago (1:50.000) y se preincubd a 37°C durante
30 min. A continuacion, se continné con la adsorcién del fago a 37,42y 47°C
por ofros 15 min. Transcurrido este tiempo, se agrego agar blando y la mezcla
se vacid sobre una placa de agar (2%) preparada en medio Luria conteniendo
ampicilina (100 pg/ml), se dejo solidificar y se incubé toda la noche a 37°C.
Los wvalores mostrados en la Tabla representan el promedio de 4
determinaciones independientes.
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Figura 9: Determinacién de la restriccion iz vivo por parte del clon E,
(r'm) ;
La adsorcion del fago se llevo a cabo a 37°C (A) y a 47°C (B).
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los plasmidios pE, y pP;;frec.transf.SK10%ransf./pgDNA) en que la presencia
de estos plasmidios recombinantes fue confirmada por analisis de restriccion.
Por otro lado, en extractos crudos cie estos clones se identificé las actividades
enzimdticas in vitro M.BstVI (células/pE;) y BstV1 (células/pP, y células/pE,).
Para analizar la situacion in vivo, se recurrio a infectar independientemente
ambos tipos de células con el bacteridfago A, como se describié antes. Los
resultados se muestran en la Tabla V. En este caso, se observd una fuerte
restriccion por parte de ambos clones, en que la eficiencia de plaqueo
disminuy6 a 1,4 y a 3,5 % de la del control, respectivamente.

7.-Estudios en B. stearothermophilus V

a.- Induccion de la esporulacion

La esporulacién no ha sido caracterizada ni genética ni bioquimicamente en
esta bacteria. Sin embargo, innumerables intentos llevaron a que la induccion
de Ia esporulacién resultase en un evento altamente sincronico, obteniéndose
un rendimiento del 90% de las células en el estado deseado siguiendo las
condiciones descritas en Métodos, seccién 16. Utilizando microscopia dptica,
se pudo definir cuatro estadios bien caracteristicos del proceso: células
vegetativas (CV) y células en estadios temprano (PRE I), intermedio (PRE II)
y tardios de esporulacion (ESP). En el estadio PRE I, las células se
presentaban parejamente tefiidas y agrupadas al azar. En el estadio PRE I,
Ias bacterias se caracterizaron por una acumulacién de colorante en los polos
y adoptaron una disposicion mas o menos de cadena. Finalmente, en el
estadio ESP, la endospora resultaba claramente visible y las células se

arreglaban en forma de empalizada (Figura 10). Por estos criterios, los
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TablaV

Determinacion de la restriccion in vivo del SMR de B.
stearothermophilus V utilizando como huésped células de E. coli mutS

E. coli % del Control
mutS/SK (rm) 100,0
mutS/P, (r'm) 3,5
mutS/E, (r'm") 1,4

Las células de E. coli ES1301mutS recombinantes fueron infectadas con
bacteriéfago A cI857, en las condiciones descritas en Métodos, seccion 15 e
incubadas a 37°C por 12 h. Luego se contabilizaron las placas de lisis. Los
resultados representan la media de 4 determinaciones independientes.
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PREN

Figura 10: Células de B. stearothermophilus V en distintos estadios del
ciclo esporulativo

Células vegetativas (CV) y células en estadios tempranos (PRE I), intermedio
(PRE II) y esporutado (ESP), tefiidas con verde de malaquita y safranina,
como lo indican las flechas (aumento 10.000 X).
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estadios PRE I, PRE II y ESP de B. stearothermophilus V (los cuales
ocurren a las 12, 36 y 60 h después del inicio de la induccién de la
esporulacién), resultan equivalentes a los estadios de esporulacién I, III-IV
y VI-VII de B. subtilis, respectivameﬁte (Piggot y Coote, 1976; Losick y
cols., 1986; Ermmington, 1993).

b.- Cuantificacion de las actividades del sistema BstVI en los distintos
estadios del proceso esporulativo de B. stearothermophilus V

Las actividades enzimaticas del sistema BsfVI fueron ensayadas en extractos
preparados a partir de células cosechadas en los distintos estadios de
esporulacion definidos anteriormente. Ambas actividades fueron detectadas
sélo en células en estadio vegetativo CV ( Figuras 11 y 12, carril ¢). Al
titular la enzima en ellos, se obtuvo actividades especificas de 15.000 = 1.500

para la endonucleasa y de 600 = 64 para la metilasa. S6lo un 1~0% de estos
valores se encontraron en células en estadio PRE I (Figuras 11 y 12, carril d).
Estos resultados podrian reflejar la inusual resistencia a la desnaturacion de
estas enzimas o bien, la presencia de pequefias cantidades de células atin en
estado CV. No se detecté actividad de endonucleasa o metilasa en extractos
celulares obtenidos de células en esta'ldios PRE 1I o ESP ( Figuras 11 y 12,

carriles e y f).
c.- Expresion in vivo del gen bstVIM en B. stearothermophilus V

La expresion in vivo del gen bstVIM fue investigada por la técnica de

hibridacién Northern, de acuerdo a lo descrito en Métodos, seccién 18. Las

;
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Figura 11: Determinacion de la actividad endonucleasa BstVI en
distintes estadios de esporulacion de B. stearothermophilus V

El DNA sustrato fue DNA de fago A digerido con endonucleasa HindlIll.
Carriles a) control sin digerir; b) control positivo de digestion; ¢) - f) digestion
con extractos obtenidos a partir de células en estadios vegetativo (CV),
temprano (PRE 1), intermedio (PRE IT) y esporulado (ESP), respectivamente.
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Figura 12: Determinacion de la actividad M.BstV1 en los distintos
estadios de esporulacion de B. stearothermophilus V

El DNA sustrato fue DNA de fago A digerido con la endonucleasa Hindlll.
Carriles a) control positivo de metilacion; b) control positivo de digestion
¢) - f) metilacion con extractos obtenidos. a partir de célnlas en estadios
vegetativo (CV), temprano (PRE I), intermedio (PRE II) y esporulado (ESP),
respectwamente




50

muestras de RNA total fueron obtenidas a partir de bacterias cosechadas en
los distintos estadios de esporulacion mencionados més arriba. Alicuotas de
preparaciones independientes de RNA obtenido de células en cada uno de los
estadios, fueron sometidas a electroforesis en paralelo en geles de agarosa-
formaldehido vy fueron transferidos a membranas de nylon. Como sonda se
utilizo un fragmento de DNA Sa/I-PstI de 809 pb marcado con *P, el que
contiene parte de la region codificante del gen bstVIM (Vasquez y cols., 1991;
nucledtidos 479-1288 en Figura 1 de Gonzilez y Vasquez, 1993). Se encontrd
sefiales de hibridacion positiva sélo con RNA total aislado de células en
estadio vé':getativo (Figura 13, carriles a y b). La banda en cuestién representa
un transcrito de aproximadamente 1900 nuclettidos, tamafio esperado para
el mRNA de la metilasa M. BstVI. No se detectd hibridacion de la sonda con
muestras de RNA de bacterias aisladas de los estadios PRE I, PRE Il o ESP
(Figura 13, carriles c-h). Este resultado por lo tanto, sugiere fuertemente que

la expresion in vivo del gen bstVIM esta restringida al estadio de crecimiento

vegetativo de B. stearothermophilus V.
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’ 1.35 kb —
i

Figura 13: Expresion in vivo del gen bstVIM en E. coli

Muestras de RNA total de B. stearothermophilus V colectadas en estadios
vegetativo CV (a-b), intermedio PRE I (e-f) y esporulado ESP (g-h) fueron
sometidas a electroforesis en geles de agarosa-formaldehido al 1,8% y
procesados para autoradiografia como se indicd en Métodos, seccion 18. A
la izquierda se indican estandares de peso molecular.
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DISCUSION

Dada la utilidad que las endonucleasas de restriccion han ofrecido desde su
descubrimiento a los investigadores, el interés en el clonamiento de sus genes
estructurales ha tenido practicamente dos vertientes: una académica y una
econdmica. Asi, afin cuando técnica y tedéricamente es mas "facil obtener” los
genes de DNA metil transferasas, la carrera por clonar clones productores de
endonucleasas de restriccion ha seguido una dindmica mas acelerada que
aquella que se ha dado en el caso de sus correspondientes metilasas

homologas.

ESTUDIOS EN E. coli

En nuestro laboratorio, y dada la estrecha proximidad de bstVIR y bstVIM,
fue posible obtener ambos genes del sistema de modificacion-restriccion
BstVI en un segmento de DNA cromosomal tnico de Bacillus
stearothermophilus V de 4,4 kpb (Vasquez y cols., 1991; Gonzéilez y
Vasquez, 1993). Durante el posterior subclonamiento de dichos genes en
E. coli, s¢ obtuvo sorprendentemente clones cuyo fenotipo era r'm.
Sorprendentemente, porque en el contexto de Ia teoria del funcionamiento de
los SMR, 1a viabilidad de estos clones no seria posible. De hecho, una idea
bien aceptada es que toda bacteria productora de endonucleasa(s) de
restriccion  debiese especificar la(s) metilasa{s) de modificacion
correspondiente(s), de modo de proteger asi el DNA cromosomal del

huésped de la autorrestriccidn inminente (Roberts, 1990; Wilson, 1991;




53

Bickle y Kriiger, 1993). De este modo, los objetivos de esta Tesis estuvieron
enfocados a tratar de identificar mecanismo(s) alternativo(s) a la
modificacion del DNA por metilacion, para explicar la proteccion del DNA
cromosomal de E. coli frente a la potencial restriccién por parte de la
endonucleasa de restriccion heterdloga BstVI.

Dado que resultados preliminares obtenidos durante la purificacién de la
enzima asi lo aconsejaban, en primer lugar se realizé una blisqueda de un
posible inhibidor de la actividad endonucleasica. Esta aproximacion resultaba
razonable ya que en la literatura existen datos sobre mecanismos de
antirrestriccion desarrollados por algunos bacteriéfagos, particularmente los
fagos T3 y T7. En ellos, el producto del gen 0.3 codifica para una proteina
inhibitoria, llamada Ocr. Esta proteina se une a las enzimas de tipo I y
bloquea ambas actividades, tanto la endonucledsica como la metilasica. Sin
embargo, ella resulta inactiva contra enzimas de tipo II (Bogdarina y cols.,
1983; Bandyopadyay y cols., 1985).

Brevemente, la enzima BstVI no es retenida en resinas cromatograficas como
DEAE-celulosa o DEAE-Sephadex (Figura 5). Por el contrario, la actividad
endonucleasica se recupera en el material no retenido y en un mimero mayor
de unidades (20-25%) que las aplicadas originalmente a la columna. Esto
sugiri6 la retencion en ella de algin tipo de factor inhibitorio de la actividad,
probablemente de naturaleza proteica. En este contexto, es necesario
puntualizar dos cosas: primero, el putativo inhibidor debiese estar codificado
en el fragmento de B. stearothermophilus V clonado. Es poco probable que
alguna proteina de E. coli juegue un rol de antirrestriccion y precisamente de

ésta especificidad en particular. Segundo, para obviar la posibilidad que este
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inhibidor se encontrase en muy baja cantidad, se inicié su bisqueda a partir
de un mayor namero de células de E. coli recombinantes (5-6 veces mas que
las utilizadas normalmente para purificar la endonucleasa BstVI).

Las proteinas retenidas en la columna de DEAE-celulosa fueron eluidas
mediante lavados o gradientes salinos y cada fraccion obtenida, luego de ser
desalinizada, fue ensayada para detectar una actividad inhibitoria al ser
adicionada a ensayos de restriccion con la enzima BstV] purificada. En todas
las condiciones ensayadas que incluyeron diferentes temperaturas, tiempos,
extractos de proteina, no permitieron detectar actividad inhibitoria (Figura 6).
Otra aproximacion experimental abordada para identificar un inhibidor de la
enzima, fue la marcacion diferencial in vivo de proteinas. Cultivos del clon
P, y de células que contenian solamente el vector de clonamiento, fueron
crecidos en presencia de glicina-*H y de glicina-"*C, respectivamente. Los
extractos celulares obtenidos fueron combinados y cromatografiados en
columnas de intercambio i6nico. Las fracciones obtenidas se monitorearon
para la deteccion de *Hy “Cy se calculd la razén *H/*C. La idea era que Ia
expresion diferencial de un polipéptido inhibitorio en el clon P1 pudiese ser
detectada por desviaciones positivas de ésta razon. Sin embargo, la razén fue
constante para la gran mayoria de las fracciones, excepto y como se esperaba,
para aquella region del gradiente de la columna de hidroxilapatita donde eluye
la endonucleasa BstVI (Figura 7, fracciones 36-48). Los resultados de estos
estudios no permitieron detectar la presencia de elementos inhibitorios de
BstVI en éstas condiciones (Resultados, seccion 3).

Por otro lado, se evalué si existia por parte de E. coli una secrecion de la

endonucleasa hacia el medio externo o una compartamentalizacion de la
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misma en el espacio periplasmico. Esta podria representar una estrategia para
proteger el genoma de la enzima BsfVI. Existen antecedentes que avalan esta
posibilidad, como es el caso de las endonucleasas Tt#] y Pstl, las que son
rapida y facilmente purificadas luego de tratamientos osméticos (Venegas
y cols., 1980; Walder y cols., 1981). En nuestro caso, se recurrié a la
obtencion de esferoplastos a partir del Clon P, mediante tratamientos con
CaCl, (o lisozima) y osméticos, utilizando sacarosa. El CaCl, se ha utilizado
clasicamente para preparar células competentes de E. coli. Durante el
tratamiento, se ha comunicado que se produce una extensiva pérdida de
material periplasmico (Bergmans y cols., 1981). En ambos casos, fue posible
detectar actividad enzimética en la fraccién correspondiente al espacio
periplasmico. No obstante, ella no fue superior al 4% de la actividad
remanente en e} interior de las células. Estos resultados descartaron este
compartimento como el siti9 principal de almacenamiento de esta enzima
(Tablas I y II). |

Aun cuando la endonucleasa BstVI fue encontrada sistematicamente en la
fraccion soluble de los extractos, la posibilidad que ésta enzima forme en
algin grado cuerpos de inclusion (CI), fue igualmente investigada. Esto se
realizo pensando en el hecho que proteinas foraneas sobreexpresadas en
huéspedes heterdlogos pueden ser concentradas en estructuras intracelulares
como CI (Schein, 1989; Kirfhaber y cols., 1991; Moore y cols., 1993). Luego
de reiterados intentos de deteccion de los posibles agregados
macromoleculares, no fue posible observar CI, lo que concuerda con la
presencia de la enzima en las fracciones solubles. Ademas, como en teoria

los CI son facilmente identificables por microscopia electronica, se recurrié
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también a esta técnica para corroborar lo anterior. Las micrografias
electronicas correspondientes no evidenciaron la presencia de CI (Figura 8 A
y B). La posibilidad de la formacién de microagregados sin embargo, no
puede ser descartada. En este sentido, la disponibilidad de BstVI marcada
con agentes opacos a los electrones, permitiria Ia investigacion de este punto
mediante inmuno microscopia electronica.

Tomando en cuenta que no fue posible detectar una actividad inhibitoria y que
tampoco se trataria aparentemente de un fendmeno de secrecidon de la
endonucleasa, se exploro la alternativa de que la proteina fuese inactiva in
vivo. Para ello se recurrid a un ensayo de restriccién a la infeccion por fago
lambda. Con este propésito, tanto el vector de clonamiento como diversas
construcciones plasmidiales conteniendo el gen bstVIR, fueron transferidas
individualmente por transformacién a E. coli LE392. Se obtuvo una alta 'y
muy similar eficiencia de plaqueo del fago en todos los casos (la restriccion
a la infeccion fue de solo un 2-5%, Tabla III). Estos valores son relativamente
bajos comparados con sistemas que restringen fuertemente la propagacién de
bacteri6fagos. Este resultado sugiere fuertemente que la enzima es incapaz de
degradar el DNA viral, asi como tampoco el DNA cromosomal y/o plasmidial
del huésped. De este modo, ella no estaria cumpliendo el rol fisiologico de
defensa que se supone este tipo de enzimas tiene (Bickle y Kriiger, 1993;
Roberts y Macelis, 1997). Sin embargo, como se trata de un huésped
heter6logo y el gen hstVIR provino de una bacteria termofilica, es probable
que la enzima exhibiese a la temperatura de crecimiento del huésped (37°C),
solo una fraccion de la actividad que exhibe a su temperatura 6ptima de

funcionamiento in vitro (60-65°C). Cabe hacer notar que la temperatura
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optima de crecimiento del huésped homdlogo, B. stearothermophilus V, es
precisamente 65°C (Vasquez, 1985).

En virtud de lo anterior, se realizo el mismo experimento de infeccion, pero
ésta vez se aumento la temperatura durante el periodo de adsorcion del fago,
con €l objeto de permitirle a la enzima una mayor oportunidad de restringir
el DNA viral. Los resultados indicaron que efectivamente la enzima restringe
mejor mientras mayor es la temperatura a la cual se realiza la adsorcion del
virus (Tabla IV). Dado que el clon r'm" produce 10 veces mas endonucleasa
que el clon P, (Vasquez, resultados no publicados), se esperaba un valor de
restriccion aproximadamente 10 veces mayor en el primero. Como se observa
en la Tabla IV, éste apenas super6 las 3 veces. Esta discrepancia puede tener
una explicacion en el hecho que algunas particulas virales podrian ‘ser
metiladas por la enzima M.BstVI presente en el clon E,, evitando asi la
restriccion y permitiendo la propagacion de ellas. Estos mismos resultados
fueron avalados mas tarde por ensayos de restriccion in vitro, en los cuales
se demostrd que la enzima BstVI exhibe a 37°C aproximadamente un 10% de
la actividad que tiene a 60°C (Vasquez, resultados no publicados).

La viabilidad de las células r'm entonces, se podria explicar en parte debido
a que a la temperatura de crecimiento del huésped heterdlogo, la enzima
exhibiria sélo una fraccion pequefia de su actividad. En este sentido se hace
necesario mencionar que probabilisticamente existen al menos 250 sitios
BstVi (CTCGAG) en el DNA cromosomal de E. coli, es decir, mas o menos
uno cada 4.096 pb. Todo esto sin considerar que existe uno de estos sitios por
cada molécula de plasmidio pP, o pE,. De este modo, aun cuando la enzima

esté actuando con un 10% de eficiencia, la posibilidad de encontrar un sitio

o
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blanco en todo momento es grande. En este punto podrian tener importancia
los mecanismos de reparacion del DNA, los cuales si se encontrarian
trabajando a su temperatura "normal” de funcionamiento en E. coli. Para
investigar la posible participacion de alguno de estos mecanismos en el
fendémeno observado, se decidio utilizar 1a misma aproximacion experimental
anterior, pero utilizando esta vez una cepa de E. coli defectuosa en reparacion
de DNA que se encontraba disponible en el laboratorio.

Fue necesario entonces transferir primero y en forma individual los plasmidios
pP, v pE; a esta nueva cepa. La gran dificultad inicial observada en la
transformacion de E. coli 1301mutS con estos plasmidios, sugeria fuertemente
que la endonucleasa estaba causando algin grado de daiio en la célula. Sin
embargo, teniendo en cuenta las bajas frecuencias de transformacion
obtenidas, la posibilidad que se haya seleccionado un mutante defectuoso en
la produccién de endonucleasa y/o resistente al fago no puede ser descartada.
Aun cuando la experiencia se llevo a cabo a 37°C (temperatura a la cual la
enzima casi no restringe, ver mas arriba) por un lado, y a que la cepa utilizada
no era la més apropiada por otro, los resultados obtenidos fueron
sorprendentes. Ellos indicaron que la restriccion al fago aumentd
significativamente, tanto por parte del clon r'm" como por parte del clon que
alberga el SRM completo (Tabla V). Para el analisis de los resultados, es
necesario tener también en cuenta que las lesiones introducidas por la
endonucleasa in vivo son supuestamente cortes en ambas hebras en Ia
secuencia blanco, con la concomitante generacion de segmentos de DNA. de
una hebra (4 bases 5' salientes). Como esto representa mas de una sefial de

dafio al genoma, la concurrencia de otros sistemas de reparacion en los




59

resultados obtenidos, no puede ser tampoco descartada. En este sentido, se
requeriria realizar experimentos de transformacién con cepas cuyas
caracteristicas genotipicas permitan obtener conclusiones mas claras con
respecto a la participacion del sistema de reparacion del DNA en los
resultados obtenidos. Células de E. coli con deficiencias en el sistema de
escision-reparacién (por ejemplo mutantes en los genes uvr4, B y/o C) por un
lado, podrian representar una alternativa viable. Otra posibilidad seria utilizar
células del tipo /ex4". Sin embargo, éstas no serian las mas adecuadas, dada
la amplia participacion de este represor transcripcional en el fendmeno de
reparacion del DNA.

Finalmente, cabe destacar que aun cuando se utilicen las cepas adecuadas, no
estd garantizado que éstas resulten viables al ser transformadas con los

plasmidios que codifican el gen bstVIR.
ESTUDIOS EN B. stearothermophilus V

Experiencias previas desarrolladas en nuestro laboratorio, sugerian una
expresion modulada del gen bstVIM, ya que mostraban que la actividad
metilasica estaba restringida al crecimiento exponencial de la bacteria (Barra
y cols., 1988). Este antecedente, sumado al hecho que los clones r'm” de E.
coli producen diez veces mas endonucleasa que los clones r'm" por un lado,
y a que los experimentos de restriccion in vivo (realizados a temperaturas
superiores a 37°C) mostraron que ésta aumentd en el caso del clon r"'m:“
(Tabla V), se decidio estudiar la expresion de estos genes en el huésped

homologo durante el proceso esporulativo (esta decision estuvo postergada
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debido a Ia carencia de mutantes rm"* y/o r'm" de B. stearothermophilus V).
La modulacion de la expresion génica durante el ciclo de vida de la bacteria,
es un fenémeno comtn a individuos del género Bacillus. En B. subtilis por
gjemplo, estan bien definidos los patrones de expresién diferencial de los
genes en el proceso de esporulacion (Piggot y Coote, 1976; Losick y cols.,
1986). El fendmeno involucra la existencia de diferentes estructuras de
promotor, las cuales son reconocidas por factores sigma especificos de la
RNA polimerasa (Losick y Pero, 1981; Losick y cols., 1986; Helmann y
Chamberlin, 1988; Errington, 1993).

Una vez que se deternuné la secuencia nucleotidica del sistema BstVI, se
identifico dos tipos de promotor rio armriba de los genes bstVIR y bstVIM
(Gonzalez y Viasquez, 1993). Uno de ellos tiene una alta similitud con el
promotor reconocido por el factor 6® v el otro con el reconocido por el factor
o* de la RNA polimerasa de B. subtilis (Helmann y Chamberlin, 1988). La
presencia de promotores P y PE sugeria que los genes podrian expresarse en
diferentes etapas del ciclo de vida de B. stearothermophilus V. Se supuso
entonces que un mecanismo regulatorio similar al de B. subtilis (Losick y
Pero, 1981; Losick y cols., 1986) podria tener lugar en B. stearothermophilus
V para los genes del sistema BstVI.

Al determinar las actividades enzimaticas tanto de la metilasa como de la
endonucleasa del sistema en los diferentes estados de esporulacién, se
observé que ellas eran detectables solo en el estadio de crecimiento
vegetativo. No fue posible identificarlas en células que habian alcanzado
estadios intermedios o tardios de esporulacién (Figura 12).

Al investigar la expresion in vivo al menos del gen bstVIM, se detecté un
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transcrito de aproximadamente 1.900 nucleétidos, tamafio esperable para un
mRNA cuya secuencia parte cercana al bloque ~10 del putativo promotor P*
y termina en el terminador rho-independiente de este gen (Gonzéalez y
Vasquez, 1993, Figura 12). Por lo tanto, la transcripcion del gen bstVIM in
vivo estaria restringida al estadio vegetativo del ciclo de crecimiento. Las
razones en las cuales el putativo promotor P, identificado para este gen no
estaria funcional en B. stearothermophilus V, no fueron investigadas.
Experimentos en esta y otras direcciones estin siendo llevados a cabo
actualmente en el laboratorio, particularmente en relacion con la identificacion
de sitios funcionales en ambas enzimas por medio de la técnicas de

mutagénesis sitio-dirigida y de la polimerasa en cadena (PCR).
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CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en este trabajo de Tesis son las siguientes:

1.- En nuestras condiciones, no fue posible asociar la viabilidad celular de los
clones con la existencia de un inhibidor, un fenémeno de secrecidén o
exportacion de la proteina y/o con una compartamentalizacion de la

endonucleasa BstV].

2.- La endonucleasa BsrVI restringe pobremente la multiplicacion del
bacteriofago lambda in vivo a 37°C, lo cual mejora notablemente al aumentar

la temperatura de adsorcion del fago.

3.- La expresion de ambas enzimas del SMR disminuye notablemente cuando

las células de B. stearothermophilus V son inducidas a esporular.
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