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LISTA DE ABREVIATURAS

¢: fago

A: Amstrong

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

ANOVA: Analisis de la varianza.

ARN: &cido ribonucleico.

ARNmM: &cido ribonucleico mensajero.

ATP: adenosina trifosfato.

BER: ruta reparadora por escisién de base (Base Excision Repair).
BLI: interferometria de biocapa.

Bovl-Stl: represor de isla de patogenicidad SaPlIbovl
CAPS: Acido N-cyclohexil-3-aminopropanesulfonico.
CCC: Circular covalentemente cerrado.

CTP: citosina trifosfato.

Cu-P: Cobre-Fenantrolina

dATP: 2’-desoxiadenosina 5’-trifosfato.

DCD-DUT: dCTP deaminasa-dUTPpasa

dCMP: 2’-desoxicitosina 5’-monofosfato.

dCTP: 2’-desoxicitosina 5’-trifosfato.

DTT: ditioteitrol.

dTMP: 2’-desoxitimina 5’-monofosfato.

dTTP: 2’-desoxitimina 5’-trifosfato.

dUDP: 2’-desoxiuridina 5’-difosfato.



dUMP: 2’-desoxiuridina 5’-monofosfato.

dUMpNpp (dUMpNHpp, dUPNPP, dUpNHpp): a,B-imido-dUTP, andlogo no
hidrolizable del dUTP.

Dut: dUTPasa, dUTP pirofosfatasas, EC 3.6.1.23.
Dut:BovI-Stl: Complejo entre una dUTPasa y el represor Stl de SaPlbovl
Dutp11: dUTPasa codificada por el fago ¢11.
Dutp71bel: dUTPasa codificada por el fago ¢71bel.
Dut$85: dUTPasa codificada por el fago ¢85.
Dut80a.: dUTPasa codificada por el fago ¢$80a.
Dut¢DI: dUTPasa codificada por el fago ¢DI.
Dut¢O11: dUTPasa codificada por el fago $O11.
Dut¢NM1: dUTPasa codificada por el fago gNML1.
dUTP: 2’-desoxiuridina 5’-trifosfato.

EBV: Epstein-Barr virus.

EGM(s): elemento(s) genético(s) movil(es).

EMSA: Electrophoretic mobility shift assay

ERE: Escision replicacion y empaquetamiento.

FIV: virus como el de la inmunodeficiencia felina.
GADPH: glicerolaldehido 3-fosfato deshidrogenasa.
GTP: guanosin trifosfato.

HSV-1: herpes simplex virus type 1.

HSV-2: herpes simplex virus type 2.

IG: Islas gendmicas.



IP(s): isla(s) de patogenicidad.

IPTG Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido.
ITC: microcalorimetria isotérmica de titulacion.
kb: kilo bases.

Kcat: Constante catalitica

Kb: Constante de disociacion

Kwm: Constante de Michaelis-Menten

LB: medio de crecimiento Luria-Bertani.

LIC: Ligation-Independent Cloning.

Mb: mega bases.

MPD: 2-metil-2,4-pentanodiol.

MST: Microscale Thermophoresis

ND: No detectada

Native-PAGE: Gel de poliacrilamida nativo.
pb: pares de bases.

PCR: reaccidn en cadena de la polimerasa (Polymerase chain reaction).
PDB: Protein data base

PEG: polietilén glicol.

PICI: Islas cromosOmicas inducibles por fagos.
PMSEF: fluoruro de fenilmetilosulfonilo.
PPARa: Peroxisome Proliferator-Activated Receptor alpha.
Pi: fosfato inorganico.

PPi: pirofosfato inorganico.



RMSD:Raiz cuadrada de la media de los cuadrados de las desviaciones (Root
Mean Square Deviation); para un conjunto de n puntos vy w

n
1
rmsd(v,w) = —z Il v; —w; II?
n
i=1

SaPI(s): Isla(s) de patogenicidad de Staphylococcus aureus (Staphylococcus
aureus Pathogenicity Island(s)).

SDS-PAGE: Gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico

SEC: Size exclusion chromatography

SST6: Sistema de secrecion de tipo 6.

Stl: represor global de isla de patogenicidad de Staphylococcus aureus.

Tm: Temperatura a la cual la mitad de las moléculas se encuentran
desnaturalizadas.

TTP: timidina trifosfato.

UFP: Unidad formadora de placas.

UND: Union no detectada.

UTP: uridina trifosfato

UV: Ultravioleta.

VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
Vmax: Velocidad maxima

WT: forma silvestre (wild-type).
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Resum

Stl és un repressor mestre codificat per illes de patogenicitat de Staphylococcus
aureus (SaPls) que participa en la disseminacié d'aquests elements genétics
mobils en el cromosoma bacteria. Després de la infeccié o induccié d'un fag
col-laborador resident, les SaPls s6n de-reprimides per interaccions especifiques
de les proteines del fago amb el repressor Stl i l'illa és capa¢ de replicar-se i
introduir el seu material genétic en les capsides del fag, aprofitant la seua
maquinaria per a aconseguir una transferéncia horitzontal de gens quan les

particules viriques amb el material genetic de I'illa infecten altres cél-lules.

Les SaPls han desenvolupat un mecanisme fascinant per a assegurar la seua
transferéncia promiscua dirigin-se a proteines estructuralment no relacionades
que realitzen funcions idéntiques i conservades per al fag, les dUTPases
dimeriques y trimeriques. Aquestes proteines actuarien de manera analoga a les
proteines G protooncogeniques, on la seua funcié moonligthing i senyalitzadora
estaria regulada pel dUTP, el qual actuaria de segon missatger permetent o
impedint la uni6 del repressor i, per tant, la replicacid i transferéncia dels gens de

lilla.

En aquesta tesi desxifrem el mecanisme molecular d'aquesta elegant estrategia
mitjangant assajos mutacionals que, primerament, delimiten les arees implicades
en la interacci6 i, finalment, determinen i validen I'estructura del repressor Stl de

SaPlbovl a soles i en complexe amb dUTPases de diferents fags de S. aureus.

Sorprenentment, Stl de SaPlbovl es tracta d'una proteina modular capag
d'interaccionar amb dUTPases dimériques i trimeriques mitjancant dominis i
mecanismes diferents. En el cas del complex de Stl de SaPlbovl amb dUTPases
trimériques, el domini intermedi del repressor interve de manera clau a través del
centre actiu de I'enzim emulant al substrat d'aquest, el dUTP, i interaccionant amb

motius conservats de la dUTPasa.



D'altra banda, la formaci6 del complexe del repressor amb dUTPases dimeriques
es genera a través del motiu C-terminal, el qual no sols interacciona amb el centre
actiu de l'enzim sin6 que, a més, emula la superficie de dimeritzacio de la

dUTPasa, formant un heterodimer amb aquesta.

L’adquisicio de multiespecifitat a través del reclutament de dominis proposa a
Stl de SaPlbovl com un nou tipus de repressor, el qual conserva el seu
mecanisme d'interaccié amb ADN pero permet una evolucio de la proteina amb

la finalitat d'una difusié amplia de les SaPls per la naturalesa.
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I1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria Gram-positiva no movil
coagulasa y catalasa positiva, pero oxidasa negativa. Como miembro del filo de
los Firmicutes, S. aureus crece con forma esférica y se encuentra en agrupaciones
irregulares. S. aureus puede comportarse como una bacteria comensal y como un
patdégeno oportunista clinicamente relevante. Esta bacteria coloniza las fosas
nasales, la piel y el perineo humano y ha sido aislada en diferentes especies de
animales de granja como cerdo, gallina o vaca (Edwards et al., 2012; Herron-
Olson et al., 2007; Lekkerkek et al., 2015; Lowder et al., 2009).

Aungue S. aureus puede colonizar huéspedes como un comensal estable,
es un importante patégeno oportunista en la especie humana que también es de
gran interés a nivel veterinario. Puede causar enfermedades infecciosas graves y
la prevalencia de numerosas cepas resistentes a los medicamentos ha establecido
a esta especie de bacteria como un importante problema médico y carga
veterinaria.

S. aureus puede colonizar la mucosa de la nariz humana y persistir como
una bacteria comensal, encontrandose acerca del 20-30% de la poblacion como
portadores asintomaticos (Peacock et al., 2001; Kluytmans et al., 1997; Gorwitz
et al., 2008). Estos portadores asintomaticos sufren un mayor riesgo de infeccién
estafilocdcica después de estancias u operaciones hospitalarias, asi como después
de una lesidon cutdnea o de la mucosa (Yu et al., 1986; Rocha et al., 2013;
Wertheim et al., 2005; von Eif et al., 2001; Safdar and Bradley, 2008), donde el
microorganismo puede penetrar en los tejidos subyacentes y provocar infecciones
de la piel y tejidos blandos (Tattevin et al., 2012; Hasty et al., 2007). Ademas, S.
aureus puede invadir la sangre, causar bacteriemia (Holland et al., 2014;
Frimodt-Mgller et al., 1997; Bishara et al., 2012) y finalmente provocar
infecciones graves de los érganos, como endocarditis (Nienaber et al., 2011;
Federspiel et al., 2012), neumonia (Rocha et al., 2013; Lina et al., 1999), artritis
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séptica (Switalski et al., 1993; Frazee et al., 2009), osteomielitis (Kalinka et al.,
2014; Inoue et al., 2013) y sepsis grave (Salgado-Pabon et al., 2013; Spaulding
et al.,, 2012) . Ademas, S. aureus puede causar una serie de enfermedades
relacionadas con toxinas, incluida la intoxicacion alimentaria (Argudin et al.,
2010), el sindrome de shock toxico (Kreiswirth et al., 1989; Lindsay et al., 1998),
las infecciones necroéticas (Gillet et al., 2002) y el sindrome de la piel escaldada
(Handler et al., 2014). S. aureus también causa enfermedades importantes en
animales, como dermatitis en conejos (Hermans et al., 2003), infecciones
esqueléticas en aves de corral (Lowder et al., 2009) y mastitis en rumiantes
(Bergonier et al., 2003; Viana et al., 2010).

Las incidencias de infeccion por S. aureus tanto en el hospital como en la
comunidad han aumentado en las Gltimas décadas (Holden et al., 2013; Tong et
al., 2015). Acompariando a este aumento en la ocurrencia, esta bacteria también
ha desarrollado nuevas variantes virulentas y resistentes a los medicamentos
(Kock et al., 2010; Chambers and Deleo, 2009). Los factores de virulencia
permiten que las bacterias colonicen una mayor variedad de tejidos vy
hospedadores facilitando los mecanismos para las adaptaciones al hospedador
(Lekkerkek et al., 2015; Lowder et al., 2009; Viana et al., 2010; Planet et al.,
2013).

Uno de los mecanismos mas habituales por el que S. aureus puede
adaptarse y evolucionar es a través de la transferencia horizontal de ADN en la
que intervienen entre otros diferentes elementos genéticos méviles (EGM)
(Lindsay et al., 2012; Alibayov et al., 2014). Los EGM codifican genes que les
permite promover su movilizacién entre genomas de hospedadores (Frost et al.,
2005), pero ademas también pueden codificar genes relacionados con la
virulencia, supervivencia y resistencia a antibi6ticos del hospedador como
toxinas, adhesinas e invasinas (Lindsay, 2014; Novick, 2003). Aproximadamente
el 20-22% del genoma de S. aureus corresponde a EGM e islas gendmicas no

moviles, que incluyen bacteriofagos, islas de patogenicidad, plasmidos,
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transposones y casetes cromosomicos estafilococicos “mec” (Alibayov et al.,
2014; Novick, 2003; Argemi et al., 2017; Fitzgerald et al., 2001; Maslanova et
al., 2013). La capacidad de S. aureus para adquirir de forma horizontal los EGM
que codifican factores de virulencia permite que esta bacteria se adapte a

escenarios ambientales nuevos o cambiantes.
12. Bacteriofagos

Los bacteriofagos, o fagos, son la forma mas abundante de EGM. Son virus
de bacterias que infectan y se replican dentro de las mismas. Se han encontrado
fagos en todos los ambientes contenedores de bacterias, desde los ecosistemas
marinos y del suelo hasta los microbiomas humanos y animales (Suttle, 2005;
Wichels et al., 1998; Marsh and Wellington, 1994; Mirzaei and Maurice, 2017;
Clokie et al., 2011; Ashelford et al., 2003). Se predice que residen en el ambiente
en un nivel de 1-2 6rdenes de magnitud mayor en comparacion con la cantidad
encontrada de sus hospedadores bacterianos. De hecho, son la entidad biol6gica
mas abundante, con un nimero estimado de 10%* fagos caudovirales en la biosfera
de la Tierra (Sulakvelidze, 2011).

Los fagos se pueden dividir en dos tipos, virulentos o temperados, en
funcion de su ciclo de vida que sera explicado con mayor detalle en el siguiente
apartado. Brevemente, los fagos que producen el ciclo denominado litico, donde
tras reconocer su hospedador bacteriano, inyectan su genoma, se reproducen
utilizando maguinaria molecular del hospedador y, finalmente, lisan a la célula
hospedadora liberando al mismo tiempo su progenie. El segundo tipo de fagos
tiene un estilo de vida diferente y tras infectar a su hospedador puede iniciar un
ciclo lisogénico, donde el genoma del fago permanece latente como un profago,
se replica junto con su hospedador, pudiendo de forma puntual comenzar un ciclo
litico bajo un disparador especifico. Aquellos fagos que Gnicamente realizan el
ciclo litico son los llamados fagos virulentos, mientras que los que pueden

realizar ambos tipos de ciclo son los denominados fagos temperados.
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Como EGM, el impacto de los fagos en la evolucion bacteriana y la
patogenicidad mediante la transferencia de maquinaria y recursos, junto con el
impacto mas amplio en los ecosistemas circundantes, indica el importante papel
que desempefian los fagos en la ecologia bacteriana y la colonizacién de nichos
han facilitado el suministro directo de genes de virulencia a sus hospedadores
bacterianos. Ademas, parecen haber sido utilizados por las bacterias para la
adquisicion de maquinaria beneficiosa similar a la utilizada por los fagos. Por
ejemplo, las piocinas de tipo R y el sistema de secrecion de tipo VI (SST6)
podrian haber sido asimilados evolutivamente por las bacterias hospedadoras ya
que ambos son similares estructuralmente a la cola de fago (Nakayama et al.,
2000) y aumentan la virulencia de las bacterias que los codifican. Por un lado, el
sistema SST6 utiliza su estructura para transferir proteinas efectoras mediante
inyeccion a través de la membrana externa de otras células (Coulthurst, 2013).
Las piocinas de tipo R, por otro lado, utilizan esta estructura similar a la cola de
los fagos para liberarse en la lisis celular, uniéndose y matando a otras bacterias
(Scholl and Martin, 2008).

12.1 Ciclo de vida de los fagos

Los fagos se pueden clasificar en dos grupos segun los ciclos de vida a los
gue se someten, ya sea fagos estrictamente liticos o fagos temperados que
también pueden llevar a cabo el ciclo lisogénico. En el ciclo litico, la infeccion
de un fago en una célula bacteriana receptora o la induccion de profagos en una
cepa lisogénica lleva a la replicacién del fago utilizando tanto su propia
maquinaria como la del hospedador (Young, 1992). El ensamblaje de viriones
maduros y la lisis de las células bacterianas liberan la progenie de los fagos en el
medio ambiente donde pueden infectar a un nuevo receptor sensible. La clave de
la infeccidn por fagos es la adsorcion del mismo a través de receptores especificos
de la superficie celular bacteriana, seguido de la inyeccion de su ADN en el
citoplasma de la célula receptora, donde se produce la transcripcion y la

replicacion (Young, 1992). Las proteinas virales luego se sintetizan y se
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ensamblan en cépsides (cabezas) y colas, antes de que se formen los viriones
maduros. EI ADN del fago se empaqueta en las capsides. La proteina holina del
fago forma poros en la membrana citoplasmatica permitiendo que la endolisina
codificada por el fago puede alcanzar e hidrolizar la capa de peptidoglicano de
las células bacterianas, provocando la lisis celular (Fig. 0.1) (Young and Blasi,
1995; Nelson et al., 2012). Dentro del ciclo litico, las diferentes etapas se
controlan en un patrén temporal para garantizar la correcta y ordenada expresion
de los genes asociados a cada etapa de este ciclo. Para ello, los genes se
encuentran agrupados en modulos diferentes que se expresan secuencialmente,
comenzando con genes involucrados en la replicacién, seguido por los genes de

empaquetamiento y finalizando por la expresion de los genes de lisis.

Los fagos temperados también pueden realizar el ciclo litico, de la misma
manera que los fagos estrictamente liticos. Pero ademas tienen la capacidad de
seguir un ciclo vital no litico, conocido como lisogénico (Brussow et al., 2004;
Feiner et al., 2015; Knowles et al., 2016). Después de la inyeccion de ADN en el
citoplasma, un fago temperado inicia el ciclo litico o puede integrar su ADN en
el cromosoma bacteriano del hospedador para convertirse en un profago y
siguiendo de este modo el ciclo lisogénico. Este profago expresa un represor
especifico (llamado CI en el fago A) que inhibe la transcripcion de la mayoria de
los genes fagicos, incluidos aquellos genes que promueven el ciclo litico,
manteniendo al profago quiescente (Fig. 0.1). Después de la integracién, el ADN
de profago se replica de forma concomitante con el cromosoma bacteriano
durante la divisiéon celular, por lo que el profago se transmite a través de
generaciones de bacterias de manera indefinida (transferencia vertical) (Fortier
and Sekulovic, 2013).
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Ciclo lisogénico

o 10O
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Figura 0.1. Ciclo de vida de un bacteriéfago. El virién se une a un huésped especifico y
ocurre la adsorcion e inyeccién fagica del ADN en la bacteria. Este ADN puede
integrarse en el genoma bacteriano como un profago quiescente (ciclo lisogénico) u
ocurrir el ciclo litico. Los fagos quiescentes permanecen integrados en el genoma de la
bacteria hasta que son inducidos y entran en el ciclo litico. Durante el ciclo litico, el
genoma del fago se replica como un concatémero mientras que las proteinas
morfogenéticas se sintetizan. El genoma viral es introducido en capsides completamente
formadas creando asi la particula virica madura. La célula bacteriana se lisa,
diseminando nuevos viriones que infectardn a otras células. Adaptado de Fortier et al.,
2013.




INTRODUCCION

La salida del ciclo lisogénico se produce cuando el profago se escinde del
cromosoma del hospedador. Esta escision puede ser espontanea, pero
normalmente es inducida por estrés en la célula hospedadora, como el dafio al
ADN por los antibi6ticos, la radiacion UV o el estrés térmico (Zhang et al., 2000;
Maiques et al., 2006; Ubeda et al., 2005; Miller, 2004; Favre et al., 1986; Phillips
et al., 1987). Estos factores de estrés activan la respuesta SOS bacteriana, lo que
conlleva a la produccion de proteinas relacionadas con esa via, incluida la
proteina de reparacion de ADN RecA. Una vez activada RecA (RecA¥*) induce
la autoescision de Cl, liberando de la represion a los genes liticos del profago e
iniciando el ciclo litico (Kim and Little, 1993). La induccidén del ciclo litico
conduce a la escisién del fago del cromosoma huésped, su replicacion y
empaquetamiento, formandose los viriones maduros que se liberan e infectan a

otras bacterias susceptibles (Fig. 0.1).

Los fagos también pueden experimentar un tercer ciclo de vida, llamado
pseudolisogenia (Lo$ and Wegrzyn, 2012). La pseudolisogenia es una etapa de
desarrollo estancado donde el fago reside en el citoplasma del huésped bacteriano
como un elemento circular o lineal similar a un plasmido; ni integrado como
profago para el ciclo lisogénico, ni activo en el ciclo litico. Normalmente,
desencadenada por condiciones de crecimiento desfavorables para la célula
huésped, la pseudolisogenia termina como una verdadera lisogenia a través de la
integracion del ADN del fago en el cromosoma huésped (Fig. 0.1) (Lo$ and
Wegrzyn, 2012).
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12.2 Replicacion de los fagos

La integracion del genoma del fago en el cromosoma del huésped es vital
para la progresion del ciclo lisogénico. Después de la inyeccién de ADN de doble
cadena, este se circulariza y se integra en el cromosoma del hospedador por el
mecanismo de Campbell, con recombinacion especifica del sitio de unién del
fago (attP) a un sitio de unidén bacteriano especifico (attC) (Weisberg & Landy,
1983). Esta integracion de sitio especifico es catalizada por una integrasa
codificada por los fagos (Int) dentro del mddulo integracién/escisiéon del cual
hablaremos mas adelante. Una vez que se integra el genoma del fago, éste
presenta sitios de unién hibridos en ambos extremos y reciben el nombre de sitios
attL y attR. Estos sitios attL y attR actlian como sitios de reconocimiento para la
escision del genoma del fago. Después de la induccion, ya sea espontanea o
mediada por la respuesta SOS, Inty la escisionasa codificada en el mismo médulo
(Xis) actlan de manera coordinada para catalizar la escisién del ADN del fago y
comenzar el proceso lisogénico (Schindler & Echols, 1981; Miller et al., 1981).
Tras la lisogenia, las proteinas implicadas en el ciclo litico se descomponen
rapidamente por proteasas del huésped, como ClpX, ClpP y otras (Koblier et al.,
2004).

Ademas, para algunos fagos, las proteinas codificadas por el hospedador
también estan implicadas en la integracién de su material genético. En este
proceso interviene la proteina homodimérica denominada factor de integracion
del hospedador (FIH) y la proteina Fis (Ball & Johnson, 1991; Craig & Nash,
2004).

10
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12.3 Genes de virulencia codificados por fagos y transferencia
horizontal.

Los fagos codifican para diferentes tipos de genes de virulencia, desde
toxinas hasta factores de invasion (Tabla 0.1) (Brussow et al., 2004; Ross and
Topp, 2015). Incluyen superantigenos, factores de adhesion, ADNasas, factores
mitogénicos, factores de invasion y factores de invasion inmune. Ciertas
enfermedades mediadas por toxinas (toxinosis) son causadas por toxinas
codificadas por fagos, como por ejemplo el botulismo, c6lera, difteria o la fiebre
escarlata (Novick, 2003). Los genes de virulencia del fago de S. aureus incluyen
la enterotoxina A estafilocécica (EAE) que causa intoxicacion alimentaria, la
toxina estafilocinasa (Sak) y la toxina leucocidina de Panton-Valentine (Betley
and Mekalanos, 1985; Coleman et al., 1989; Narita et al, 2001). En algunos
casos, procesos como la expresion y liberacién de toxinas, asi como su
movilizacion, estan vinculados al ciclo litico del fago. La relacion de la expresion
de la toxina con el ciclo litico del fago puede tener implicaciones clinicas para el
tratamiento de cepas de bacterias patdgenas que portan profagos integrados en
sus cromosomas. Esto se debe a que el tratamiento con algunos antibidticos puede
desencadenar la respuesta SOS e iniciar el ciclo litico del fago. La induccion del
fago, a su vez, conduce a una regulacién positiva de la expresion de la toxina, y
la lisis celular mediada por el fago liberaria esas toxinas. Un ejemplo de expresion
de toxina ligada a un ciclo litico de fagos es la toxina Shiga (Stx) codificada por
fagos de E. coli. El tratamiento de E. coli productora de toxina Shiga (ECTS) con
antibidticos, como las fluoroquinolonas, que inducen el ciclo litico de profagos
residentes aumenta el riesgo de sindrome urémico hemolitico (SUH) (Zhang et
al., 2000). Ademas, las enterotoxinas de S. aureus SEA, SEG y SEK, asi como
Sak, se han vinculado a la expresion después de la induccion de fagos (Sumby et

al, 2003). De esta manera, los fagos lisogénicos no solo transfieren toxinas al

11



INTRODUCCION

genoma bacteriano, sino que también pueden participar en la expresion de toxinas

después de la induccion del ciclo litico del fago.

Ademas de la alteracion del genoma confiriendo nuevos genes que
aumentan la virulencia bacteriana, los profagos protegen a las bacterias
hospedadora contra la infeccion e integracion de otros fagos liticos relacionados
0 de su misma especie (Susskind et al., 1974; Kliem and Dreiseikelmann, 1989;
Berngruber et al., 2010; Seed, 2013). Por el contrario, las bacterias pueden
utilizar la presencia de profagos competidores por un mismo nicho para matar a
estas bacterias rivales produciendo sustancias que inducen el ciclo litico de estos
fagos (Selva et al., 2009). Desde el punto de vista del hospedador humano y
animal, es posible que los fagos puedan conferir proteccion contra las bacterias
en ciertas situaciones. Un estudio reciente indic6 que los fagos pueden adherirse
a las superficies de la mucosa, lo que proporcionaba a los metazoos hospedadores
de una proteccidn contra la colonizacion bacteriana y la infeccion (Barr et al.,
2013). De esta manera, los fagos influyen tanto en sus hospedadores bacterianos
como en el nicho circundante, lo que no solo pone de manifiesto su papel en la
biologia bacteriana sino que explica su divergencia y la evolucion (Lindsay et al.,
2012; McCarthy et al., 2012).
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Tabla 0.1. Seleccidn de toxinas y factores de virulencia codificados por fagos

Proteina Gen Fago Bacteria
Toxina Difterica tox Fago B C. diphtheriae
Neurotoxina C1 Fago C1 C. botulinum
Toxinas Shiga stx1, stx2 H-19B E. coli
Enterohemolisina hly2 @FC3208 E. coli
Citotoxina ctx ¢oCTX P. aeruginosa
Enterotoxinas see, sel NA S. aureus
P sep ©N315 S. aureus
A entA, sea ¢13, pMu50A S. aureus
Toxinas tipp Ay C speA, speC T12, CS112 S. pyogenes
Toxina colérica CtxAB CTXo V. cholerae
Leucocidina pvl fPVL S. aureus
speAl, speA3, speC,
Superantigenos spel, spe H, speM, 8232.1 S. pyogenes
speL, speK, ssa
Toxina distensora citoletal cdt Sin nombre E. coli
Efectores tipo 111 SOpE, ssel, sspHI  SopE®, GIFSY-2, GIFSY- S. enterica
Superoxido dismutasa sodC Sp4, 10 E. co!l
s0dC-1, sodC-1Il GIFSY-2, Fels-1 S. enterica
mf2, mf3, mf4 370.1, 370.3, 315.3 S. pyogenes
Factores mitogénicos toxA Sin nombre P. multocida
Sin nombre Phisc 1 S. canis
OMP bor, eib A, A-like E. coli
Acetilsas de antigeno O oac Sf6 S. flexneri

Recientemente se ha hecho evidente que los niveles de transferencia de
genes mediados por fagos se han subestimado. Estudios han identificado y
reportado la transferencia de cada vez mas regiones gendmicas bacterianas y
fagomas (ADN encapsidado en particulas de fago), incluida la transferencia de
genes de resistencia a antibidticos (Sano et al., 2004; Kenzaka et al, 2010). Un
estudio encontrd un vinculo entre el tratamiento con antibi6ticos de ratones y un
aumento en los genes relacionados con la resistencia a los antibiéticos en los
fagos del microbioma intestinal (Modi et al., 2013) De hecho, los analisis
metagenomicos en el viroma humano encontraron una gran cantidad de genomas
de fagos, que no solo contienen genes liticos y lisogénicos, sino también genes
de resistencia a antibiéticos y CRISPR (Minot et al., 2011). Aungue el alcance
de la transferencia de genes de resistencia a antibi6ticos mediada por fagos es
todavia discutible, comprender el papel de los fagos en el intestino humano sigue

siendo un desafio y requerira esfuerzos integrados de microbidlogos, ingenieros,
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médicos, ecblogos, bioinformaticos y bioestadisticos. Como la mayoria de los
fagos intestinales no estan identificados genéticamente y los estudios temporales
sobre la microbiota intestinal siguen siendo raros, quedan muchas preguntas

abiertas sobre las interacciones entre fagos, bacterias y el sistema inmunitario.

En general, los fagos estan altamente involucrados en la transferencia de
factores de virulencia a través de una variedad de mecanismos. Esto destaca a los
fagos como un importante EGM bacteriano, que contribuye a la aparicion de

nuevas cepas patogenas en bacterias.
13. Islas de patogenicidad

Los genomas de especies bacterianas pueden evolucionar a través de una
variedad de procesos que incluyen mutaciones, reordenamientos o transferencias
horizontales de genes. Informacion recopilada en los Gltimos afios de un nimero
cada vez mayor de genomas secuenciados han demostrado que los genomas
bacterianos albergan un nimero variable de genes accesorios adquiridos por
transferencia horizontal de genes que codifican rasgos adaptativos que podrian
ser beneficiosa para las bacterias bajo cierto crecimiento o condiciones
ambientales (Schmidt y Hensel, 2004). Muchos de los genes accesorios
adquiridos por transferencia horizontal forman bloques sinténicos reconocidos
como islas genémicas (IG). Las IG generalmente se reconocen como segmentos
de ADN discretos de entre ~ 10 y 200 kb de longitud (Dobrindt et al., 2004) que
contribuyen a la diversificacion y adaptacion de microorganismos a través de un
impacto significativo en la plasticidad y evolucién del genoma, la diseminacion
de la resistencia a los antibi6ticos y los genes de virulencia y a la formacion de

vias catabolicas.

Estas 1Gs se encuentran en el genoma bacteriano, pero son
significativamente diferentes de las regiones conservadas no moviles. Las
diferencias en la composicion de nucleétidos, el contenido de GC y el uso de

codones sugieren que las IGs se adquirieron en el cromosoma bacteriano a través
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de transferencia horizontal (Novick and Ram, 2016; Dobrindt et al., 2004; Hacker
and Carniel, 2001). En general, las IGs estan flanqueadas por repeticiones de 16
a 20 pb, similares a las observadas en fagos y también denominadas sitios attL y
attR (Fig. 0.2). Estos sitios actiian como sitios de reconocimiento para la escision
e integracion mediada por enzimas especificas en el cromosoma del hospedador
(Schmidt and Hensel, 2004). Las IG suelen incluir genes relacionados con la
movilidad, como integrasas, factores de conjugacion de plasmidos y genes
relacionados con fagos. La presencia de genes de movilidad sugiere que las IG
pueden ser EGM. Otros genes codificados por las IG proporcionan una ventaja
selectiva a la bacteria hospedadora, promoviendo el mantenimiento de la 1G
dentro su cromosoma. Dependiendo de la ventaja que confieran estos genes
codificados por IG, éstas pueden ser etiquetadas como islas patogenas,
simbidticas, metabolicas, de defensa o de resistencia (Schmidt and Hensel, 2004),

indicando la diversidad de estos elementos.

Uno de los tipos de IG mejor caracterizados son las islas de patogenicidad
de S. aureus (SaPlIs) (Novick et al., 2010). Las SaPls son satélites de fagos que
estan vinculados de manera innata a fagos temperados, conocidos como fagos
auxiliares. Las IG utilizan a los fagos auxiliares para su induccion y transferencia
a una nueva célula huésped bacteriana. Todas las SaPls comparten un ciclo de
vida comun (Briani et al., 2001). Los primeros estudios de movilizacién de SaPls
identificaron que estos IG residen de forma pasiva en el genoma bacteriano y su
ciclo vital es inducido por ciertos fagos auxiliares que promueven su escision del
cromosoma bacteriano y su posterior circularizacion. La induccion de una SaPl
residente en el genoma bacteriano por su fago auxiliar puede ocurrir después de
uno de estos dos eventos; (i) este fago también se encuentra residente en el
genoma de la misma bacteria como profago y su ciclo litico se activa por la
respuesta SOS bacteriana, o (ii) la bacteria portadora de la SaPl es infectada por
un fago auxiliar que sigue un ciclo litico (Maiques et al., 2006; Ubeda et al.,
2005; Ubeda et al., 2003; Miedzybrodzki et al., 2012). Las SaPls inducidas por
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fagos se escinden del cromosoma hospedador, se replican y se empaquetan en
particulas viricas producidas a partir de proteinas fagicas. Después de la lisis
celular mediada por el fago, estas particulas que contienen ADN de las SaPls se
transfieren de forma intra e intergenérica a otras bacterias (Chen et al., 2014,
Quiles-Puchalt et al., 2014). Esta serie de eventos se ha denominado “ciclo de las
SaPls”, un ciclo de escision-replicacion-empaquetamiento (ERE) sobre el que se
habla méas en profundidad en el siguiente apartado (Maiques et al., 2007) (Fig.
0.2).

Se han identificado una o mas SaPIs en todas las cepas clinicamente
relevantes de S. aureus secuenciadas. De hecho, la mayoria de las SaPls son
responsables del sindrome del shock téxico, junto con dos 0 mas superantigenos
(Kreiswirth et al., 1989; Lindsay et al., 1998). Ademas de esto, algunas SaPls
codifican genes adicionales involucrados en la formacion de biofilms (gj. las SaPl
denominada SaPlbov2) (Cucarella et al., 2001), resistencia a los antibidticos
(SaPIfusB) (Chen et al., 2013; O’Neil et al., 2007), o adaptacion del huésped
(SaPlbov4, SaPlIbov5s, SaPleql y SaPlov2) (Viana et al., 2010). Como portadores
de numerosos genes de virulencia y adaptacion bacteriana, las SaPls desempefian

un papel importante en la supervivencia y patogenicidad de S. aureus (Tabla 0.2).
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con la cabeza pequefia. Adaptada de Novick et al., 2010.

17



z

INTRODUCCION

umou| 10N 10°9T aseyeydsoyd |Auoiy suoiyreIn|/aselaysuel) |Auspe apisodk|fouly muww GOEST “i1s snonAydoudes 's GOESTISS
umou 10N 1253 ursioud Jajsuen |A1zoy V108 ZMW pue UBWMSN ‘9/yVSSIN ‘00EVSN 10D ‘GZES SUTess snaine s v9ldes
abeydoud snousfiopug 60°LT urajoud aguessisal BrupiniAl Jpw 22T4Y "Iis snaine 'S 22TIdes
umouy 10N 1002 (a0UE3SISal pIoe J1pIsn4) gsn4 gasny 950 auojd obiyadwi Juelsisal-pioe aIpisny ueadoin3 snaine g gasnyiyes
008 pue 08 L0VT VASHENQ) &9 V86ENY 1S snaine 'S cldes
(TLSSL) T uIxo3 awolpuAs 3o0ys AIxoL 151
008 ST DUHECINEINE %8s AjaAnoadsal ‘0GNW 13s SNAINE S pue GTEU 1iS SNaIne 'S TW|des pue Tujdes
(TLSSL) T UIXO0) 3WOIPUAS %I0UsS IIXOL 151 -
umou 10N 00'vT Qluboolu3 bas 00€VSN “4Is shaine S Sldes
juswilely urslod Buipig-ul|jIdiusd Ied
7 uIxojo8iug [ES
umou 10N 90'ST 2)UEGIEE el 710D "iis shaine 'S €ldes
Juawbely utajoid Bulpig-ul||I1uad Ied
g euIX010I8)UT gas
0 uIxojois)ug bas
€10 pue nog 20'sT 2JCRCEE el Z8CYNY “Nis snaine 'g Tides
Juawbely utajoud Buipig-ul|jio1uad Ied
(TLSSL) T uIxo3 awolpuAs 3o0ys AIxoL 151
umou 10N 606 UULRIENE [ 606144 “1is snaine 's TIdeS
O eUIX0l048)UT 295
abeydoud snousbopuz 07T O euIX0l048)Ug 295 ZMW 1S snaine 'S Zmul|des
abeydoud snousbopuz 0'vT anbojowoy Japodsues) Ogy swoIydLLIe anuy 0GNW "1 shaine 'S yW|des
008 12 (dwvg) usi01d pajeroosse-wjiyolg deq BZEA 1S shaine 'S ZnoqIdes
7 uIxojo8iug [ES
nOg pue TTd 80'ST 2 BUIX0J0J8IUT 298 2214y s snaine ' TAOQIdeS
(TLSS.L) T UIXO} SWOIPUAS %I0US IIX0 | 151
s3.030npul sofe (g>}) ouewre | 03onpo.d w9 00020]1Je1S9 9 BWOUSS) ojuews |3

(0T0Z “"Te 12 M2IAON ap epeidepe) SOPEIIJIP0I RIJUSINIIA 3P Sa1019.) A |des Se| ap opelsi] 'Z'0 e|gel

18



INTRODUCCION

Las SaPls provenientes de cepas de S. aureus que infectan a humanos
(SaPI1 a SaPl14) o al ganado bovino (SaPlbovl, SaPlbov2 y SaPlbov5) son las
mas estudiadas debido a su interés practico. Especialmente, SaPI1 (humana) y
SaPlbovl (bovina) serian las mas utilizadas en investigacién y, por lo tanto,
usadas como modelo. Todas ellas tienen una estructura parecida, donde se
identifica un core compuesto de 5 médulos conservados donde se encuentran los
genes necesarios para regular el ciclo biolégico de las islas (Fig. 0.3) (Novick,
2003; Novick et al., 2010):

i) Mddulo de integracion/escision: se encuentra a ambos lados de los
maédulos de regulacion transcripcional. Este modulo esta formado por una
integrasa (int) y un gen que codifica una proteina con actividad escisionasa (xis).
La tirosin-integrasa codificada por la SaPI cataliza la integracion de fragementos
circularizados de la SaPl en el cromosoma bacteriano. Esta integracion se
produce mediante la recombinacidn entre sitios de unidn especificos en el
cromosoma bacteriano (attC) y la SaPl (attS), que es similar al sitio attP del fago.
Este mecanismo crea regiones flangueantes hibridas junto a la SaPl integrada,
attL y attR (Fig. 0.2). La SaPl se asienta de forma estable en el cromosoma
bacteriano hasta la induccién mediada por fagos auxiliares. Una vez que se ha
inducido el ciclo de la SaPl, los promotores stl y str facilitan la expresion del
modulo de integracidn-escision. La expresion coordinada de int y xis permite la
escision correcta de los sitios attL y attR formando las formas intermedias de

fragmentos de SaPIs circularizados.
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ii) Mddulo de regulacion trasncripcional: formado por los genes stl y str,
que estan codificados en una orientacion divergente (Fig. 0.3). Estos dos genes
trabajan juntos para regular la activacion o represion transcripcional de los genes
de la SaPl. La proteina Stl es el represor maestro de las SaPl, uniéndose a la
region promotora situada entre los genes stl y str con el fin de inhibir la
transcripcion tanto de str como del resto de genes de la isla. Esta represion
mediada por Stl bloguea la escision y la replicacion de las SaPl, manteniendo la
integracion de los elementos en un estado inactivo dentro del cromosoma

bacteriano.

iii) Modulo de replicacion: donde podemos encontrar fusionados los genes
pri y rep. Mientras que el gen pri codifica para una primasa que aumenta
replicacion de la isla, el gen rep codifica para una proteina que ejerceria como
helicasa al unirse a las regiones ricas A-T del origen de replicacion, similar a
otros tipos de iniciadores especificos de replicon (Novick, 2010; Ubeda et al.,
2007a).

iv) Mddulo de empaguetamiento: el cual codifica para proteinas que
inhiben o reconducen el empaquetamiento del fago interviniendo en su ciclo
bioldgico (Fig. 0.2; Fig. 0.3). Por ejemplo, la proteina Ppi, la cual bloguea la
interaccién de la subunidad pequefa de la terminasa (TerS) codificada por fagos
sin afectar a la codificada por la SaPI (Baharoglu and Mazel, 2014; Ubeda et al.,
2007b). Ademas, otras proteinas como CpmA y CpmB redirigen el ensamblaje
de las procapsides del fago auxiliar para producir capsides mas pequefias que son
bioldgicamente viables para almacenar el genoma de la SaPI de menor tamafio,

pero no el del fago auxiliar (Figura 0.2) (Tallent et al., 2007; Tormo et al., 2008).
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v) Mddulo de patogenia 0 genes accesorios: Estos genes accesorios se
pueden encontrarse a ambos extremos del genoma de la isla. Muchos de estos
genes no se han analizado y su funcion se ha asignado en base a la homologia en
secuencia o por su localizacion. El nimero y la variedad de este mddulo varia
entre SaPls confiriéndoles ventajas adaptativas. Los genes de este modulo pueden
tener funciones como la resistencia a antibidticos o a infecciones de ciertos
bacteri6fagos, produccion de biofilms, transportadores de acetilo o de hierro
dependientes de ATP. A pesar de que muchos de estos genes presentan ortdlogos
en otros genomas, otros, como el que codifican para el superantigeno responsable
del sindrome de shock toxico TSST-1, se encuentran solo en las SaPls (Novick
et al., 2010).
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Figura 0.3. Alineacion genética de diferentes SaPls. La alinecion presenta a los genes
diferenciados por coloracién en base a su secuencia y a la funcion de la proteina
codificante: integrasas/escisionas (amarillo), reguladores de la transcripcién (azul
oscuro), pertenecientes al modulo de replicacion (morado), secuencia ori (rojo), genes
implicados en la encapsidacion (verde), como terS (verde claro), genes del médulo de
patogenia y genes accesorios (rosa) y genes codificantes para proteinas desconocidas
(naranja) (tomada de Novick et al., 2010).
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13.1 Ciclo bioldgico de las SaPls

Las SaPIs forman parte del genoma de la bacteria y se encuentran
integradas de forma estable, comportandose de forma similar a los profagos. Para
iniciar su ciclo bioldgico requiriere de un fago auxiliar en ciclo litico. El ciclo
ERE de las SaPls esta regulado por la proteina Stl, la cual, como se mencionado
anteriormente, actla como represor global de la replicacion de la isla y esta

codificada en la misma por el gen stl mencionado.

Los represores presentes en los fagos lisogénicos son susceptibles a una
respuesta SOS bacteriana para promover la de-repression e inducir el ciclo ERE,
sin embargo, los represores Stl requieren de una proteina inductora o de-represora
codificada por el fago que, tras su unién con el represor, activa del ciclo de la
SaPl (Tormo-Mas et al., 2010). Esta union se produciria de forma especifica y
provocaria la disociacion del represor Stl de su ADN diana en la isla, liberando
la zona promotora de la misma y activando asi la transcripcion de los genes que
actuaran en el ciclo ERE para la escision, replicacion y encapsidacion de la isla
(Tormo-Mas et al., 2010). No obstante, diferentes SaPIl codifican diferentes
represores Stl con secuencias altamente divergentes (Fig. 0.6). Esto ha dado lugar
a que los diferentes represores Stl requieran diferentes proteinas inductoras
codificadas por fagos. Como tal, dependiendo del St1 codificado por la SaPl, se
requieren diferentes proteinas inductoras para que se produzca la activacion de la
isla. Debido a que los diferentes fagos codifican varias proteinas que realizan la
misma funcién, solo los fagos que codifican el inductor de SaPI apropiado para
ese Stl especifico podran activar la isla codificante. Este requerimiento de una
proteina fagica para inducir el ciclo bioldgico de la SaPIl hace que ambos ciclos,
el de la isla y el ciclo litico del fago, se sincronicen temporal y secuencialmente.
Asi pues, tras comenzar el ciclo litico del fago y una vez se expresa la proteina
inductora capaz de interaccionar con el represor Stl de la isla, se provoca el
comienzo del ciclo ERE de la SaPl (Tormo-Mas et al., 2010; Lindsay et al.,

1998). Sin este mecanismo la transeferencia de las SaPls se veria gravemente
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afectada ya que éstas no expresan la totalidad de la maquinaria para su
transferencia, utilizando proteinas codificadas por los fagos auxiliares para poder
transducirse (Novick et al., 2010).

Uno de los ejemplos en este parasitismo que ejerce la SaPl sobre la
maquinaria del fago seria el uso de las proteinas encargadas en la encapsidacion
del ADN. Como se ha descrito en el modilo de empaquetamiento de las SaPls,
éstas no codifican proteinas estructurales para la formacion de viriones, sino que
utilizan las proteinas estructurales de los fagos auxiliares para formar capsides
para el empaquetamiento de los genomas de SaPl (Tormo et al., 2008; Ubeda et
al., 2007a). Sin embargo, las islas de patogenicidad si codifican dos grupos de
proteinas para mediar en este proceso. El primer grupo codifica la proteina Ppi
(interferencia de empaquetamiento de fagos). Ppi bloquea la interaccion de la
subunidad pequefia de la terminasa, TerS, codificada por fagos, pero no afecta la
TerS codificada por la SaPl. Esto asegura un empaquetamiento que aventajaria a
la SaPI priorizando el empaquetamiento de su ADN en lugar del del fago, lo que
conduce a unas altas frecuencias de transferencia y, en Ultima instancia, interfiere
con el ciclo de vida del fago auxiliar (Ram et al., 2012). Ademas, la mayoria de
las SaPI también contienen un "operon 1" que comprende genes morfogenéticos
y de interferencia relacionados con el empaguetamiento (Ubeda et al., 2007b). El
operon | estd controlado por un promotor dependiente de LexA, que dirige la
expresion de este grupo de genes (Ubeda et al., 2007b). Dentro del operdn I, las
SaPls codifican la subunidad pequefia de su terminasa (TerS). Esta proteina
forma complejos con la subunidad grande codificada por el fago, TerL, para
reconocer y escindir la secuencia pac especifica codificada por la SaPl (Ubeda et
al., 2007). Las secuencias pac son regiones del ADN del fago las cuales, una vez
escindidas, actian como iniciadoras del empaquetamiento del material genético
dentro de las cépsides mediante la formacion de concatomeros. Ademas, el
operén | también codifica las proteinas CpmA y CpmB, que redirigen el

ensamblaje de las procapsides del fago auxiliar para producir cépsides mas
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pequefias que solo son viables para los genomas de las SaPI (Figura 0.2) (Tormo
et al., 2008). Debido a que los genomas de las SaPls son mas pequefios que los
de los fagos auxiliares, cualquier fago empaquetado en estas pequefias capsides

careceria de genes esenciales y no seria funcional.

Por altimo, tras la lisis de la bacteria provocada por el fago, se liberan tanto
a las capsides contenedoras del material genético del fago como el de las SaPls.
Cuando estas particulas viricas infectan a una nueva célula, el material genético
de la SaP1 se inyecta al interior de la bacteria, lo que permite o bien entrar en un
nuevo ciclo ERE si la bacteria es infectada al mismo tiempo por un fago auxiliar

0, en caso contrario, integrarse en el genoma bacteriano (Novick et al., 2010).
13.2 Induccién y de-represion de las SaPls

Como se ha mencionado, las SaPlIs residen de manera estable en el
cromosoma bacteriano bajo el control del represor maestro, Stl. Mientras que Stl
permanece unido a los promotores divergentes de stl y str en las regiones
intergénicas de estos dos genes, la transcripcion del genoma de SaPl se reprime
(Fig. 0.4).

A) B)

Sti

st ‘—I [_*

[e— st] —— = —_— stl str
psr/ PSH Psf.’ Pw

SaPl integrada Ciclo“ERE” de la SaPI

Figura 0.4. Mddulo y control transcripcional de las SaPl. (A) La SaPl esta integrada
de manera estable y mantenida por el represor maestro Stl, el cual silencia la expresion
de los genes de la isla. (B)Induccion del ciclo de la SaPl debido a la interaccion de Stl
con una de las proteinas anti-represoras del fago, liberando asi los dos promotores (Pstl
y Pstr). Adaptado de Penadés y Christie, 2015.
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A diferencia del represor de fagos que experimenta la autolisis una vez que
se ha activado la respuesta SOS bacteriana, la SaPl con Stl requiere de una
interaccion con una proteina inductora codificada por fagos para iniciar la de-
represion de la isla (Tormo-Mas et al., 2010; Tormo-Mas et al., 2013; Leveles et
al., 2013). Estas moléculas inductoras son proteinas con funciones especificas
para el fago, pero presentaria una actividad alternativa o moonlighting al
funcionar como de-represores de la isla activando su ciclo. Estas proteinas fagicas
se unen a Stl formando un complejo que disocia al represor del ADN intergénico
permitiendo, en este punto, que los genes de la SaPI se puedan expresar para el
inicio del ciclo ERE (Fig. 0.4).

Antirepresor
codificado por fago
S

Ciclo “ERE” de las SaPI
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sri
dut
rinA
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@& =

SaPlbov2 / J \ J_ \ \ e
? e —
,/ stl \) Replicacion - quIP->dump
N del fago Dnal SaPI1

SaPI2

Figura 0.5 Induccion de las SaP1 por un fago auxiliar. Un fago alberga en su genoma
diferentes proteinas de-represoras. La interaccion de una de ellas con los Stl de las islas
lleva a la de-represion de ambos promotores Pstl y Pstr, iniciando el ciclo “ERE”.
Diferentes proteinas moonlighting actian como anti-represores. Las localizaciones en el
genoma de dichas proteinas anti-represoras estan representadas en la figura. Cada una
de estas proteinas tiene un represor Stl diana distinto codificados por SaPls distintas.
Sus funciones conocidas estan indicadas: Gpl15 (desconocida), Sak (recombinasa), Sri
(proteina de union a Dnal), Dut (dUTPasa). Adaptada de Penadés and Christie, 2015.
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Si atendemos a los represores Stl codificados por diferentes SaPls
podemos observar que presentan secuencias divergentes, lo que podria indicar
que las proteinas fagicas que reconocen para formar el complejo de de-repression
y la consiguiente la liberacion del ADN es diferente. Elegantes analisis han
confirmado este hecho (Fig. 0.4 y Fig. 0.5) (Tormo-Mas et al., 2010).

La variacion en las proteinas fagicas inductoras de las SaPls indica una
presion evolutiva para escapar de su actividad moonlighting al activar el ciclo de
laisla. La induccion de las SaPls es dafiina para el fago, ya que le obliga a generar
niveles reducidos de transferencia al tener capsides ocupadas por el material
genético que ha replicado la isla (Ram et al., 2012). Como tal, los fagos se han
esforzado continuamente por escapar de la inducciéon de SaPl a través del
intercambio 0 mutacién de los inductores, con la seleccion de nuevas variaciones
que presenten una baja afinidad hacia el represor Stl, aungue manteniendo su
actividad para el fago (Frigols et al., 2015). De hecho, se ha descrito que los fagos
reducen la expresion de los inductores de las SaPls para evitar la interferencia
perjudicial que supone la activacién del ciclo de la isla (Tormo-Mas et al., 2010;
Frigols et al., 2015). De esta manera, la evolucion de Stl para unir estas proteinas
fagicas con actividad moonlighting ha impulsado la evolucion del propio fago
estafilocdcico para escapar de ella. Esto ha desafiado al Stl a superar tales
mecanismos de escape. La existencia de mdltiples alelos de las proteinas
inductoras apoya la alta tasa de mutacion de la mismas para escapar de la presion
que el represor de la isla ejerce. Sin embargo, los represores Stl han evolucionado
conjuntamente para poder reconocer todas estas variantes, seleccionando asi el
tipo de fago que mas convenga a la isla. Esto explica de alguna manera la gran
divergencia tanto en secuencia y tamafio observada entre los represores Stl
codificados por diferentes islas (Fig. 0.6). De esta manera, estos EGM estan

atrapados en una continua carrera de armamento co-evolutivo.
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Sar1d
SaPIbovl
SaPInd
SaPIbov2
Sap12
SaPlmw2
SaPIbovd
Sap1l

Unconserved 6 -Comerved

Figura 0.6. Alineamiento de secuencia de doce represores Stl procedentes de islas de
patogenicidad estafilocécicas distintas. (SaPl4, SaPlbovl, SaPlbov2, SaPImw2,
SaPlbov3, SaPIm4, ShPI2, SaPI1, SaPI3, SaPl2, SsP15305, SaRlfusB). Los colores
indican la conservacion relativa de la secuencia por aminoacido, siendo el color rojo el
indicador del mas conservado y el azul el que menos. Figura adaptada del alineamiento
realizado por PRALINE (Simossis y Heringa, 2003; 2005).
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Por ello, un fago puede inducir a diferentes SaPls, al codificar para
maltiples inductores. Por el contrario, otros fagos no codifican ninguna proteina
inductora y, por consecuente, probablemente no son capaces de activar el ciclo
de ninguna SaPl conocida. Por ejemplo, el fago ¢80a induce SaPIbovl,
SaPlbov2, SaPlbovb, SaPI1 y SaPI2, lo que indica que codifica multiples
inductores de SaPl (Chen et al., 2014; Maiques et al., 2007; Ruzin et al., 2001;
Christie et al., 2010; Quiles-Puchalt et al., 2014). Por otro lado, el fago ¢80 solo
induce SaPlbovl y SaPI2 (Christie et al., 2010).

Trabajos realizados con mutantes en el fago $80c con diferentes
inactivaciones genéitcas han mostrado que este fago es capaz de activar el ciclo
de diferentes SaPls (SaPl1, SaPlbovl y SaPlbov2) a través de tres proteinas
fagica codificadas por el fago (la proteina Sri, una proteina desconocida
codificada por el gen orf15 y la dUTPasa codificada por el fago, respectivamente)
(Tabla 0.3) (Tormo-Mas et al., 2010).

Tabla 0.3. Ensayos mutacionales sobre proteinas inductoras de la movilidad de
diferentes SaPls. Representados los valores de particulas viricas obtenidas en un ensayo
de titulacién a partir de lisados de cepas no lisogénica de S. aureus RN4220, portadoras
de cada una de las SaPls indicadas en la tabla. (adaptada de Tormo-Mas et al., 2010)

Fago SaPlbovl SaPlbov2 SaPl1
Tituloisla Titulo Fago Tituloisla TituloFago Tituloisla Titulo Fago
$80wt 4,1x10 1,5x10° 1,3x10° 6,010’ 1,6x10° 1,1x10°
$80Adut  83x10° 4,4x10" 1,1x10® 9,1x10’ 2,8x10° 4,3x10°
¢80 Asri 5,3x10’ 2,1x10° 9,2x10’ 8,2x10’ 3,8x10° 2,3x10"
$80norfl5  3,9x10’ 1,8x10° 5,4x10° 3,0x10° 4,1x10® 4,1x10°
dllwt 1,8x10’ 6,3x10° ND ND ND ND
¢11Adut  9,2x10? 9,4x10° ND ND ND ND
ND: no determinado
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El hecho de que las dUTPasas sean enzimas ubicuas y que hayan sido
comparadas con las proteinas G eucariotas debido a su mecanismo de utilizar el
dUTP como un segundo mensajero llevd a la profundizacion del mecanismo

molecular que se desarrolla en esta tesis.
14. dUTPasas. Enzimas con funciones moonligthing

Como se ha mencionado, diferentes represores Stl de SaPls requieren
diferentes proteinas de fago especificas para la de-represion de la isla. En el caso
del represor Stl de SaPlbovl y SaPlbov5, siendo el mismo represor, esta proteina
inductora se trata de una dUTPasa (Tormo-Mas et al., 2010). La definicion
clésica de las dUTPasas las clasifica como enzimas ubicuas que regulan los
niveles celulares de dUTP para prevenir la incorporacion errénea de uracilo en el
ADN (Veértessy & T6th, 2009). Sin embargo, mas recientemente, las dUTPasas
(Duts) se han implicado en una variedad de procesos celulares, incluida la
regulacion del sistema inmunoldgico y la apoptosis (Ariza et al., 2009; Leang et
al., 2011; Madrid et al., 2012; Ariza & Williams, 2011; Chu et al., 1996).
Ademas, como proteinas inductoras del ciclo de SaPls, las Duts de fagos
estafilococicos controlan la transferencia de EGM Tormo-Mas et al., 2013;
Leveles et al., 2013; Penadés et al., 2013).

14.1 dUTPasas: funcién enzimatica

Una de las principales diferencias quimicas entre el ADN y el ARN es el
intercambio de nucleétido de timina (ADN) a uracilo (ARN). La Unica diferencia
entre el uracilo y la timina es un grupo 5-metilo encontrado en la timina (Figura
0.7). A pesar del intercambio de base nitrogenada, la regién donde se encuentra
este grupo 5-metilo no esta involucrada en la interaccion con la base
complementaria, la adenina, por lo que el emparejamiento de bases de Watson-

Crick ocurre de la misma manera tanto para el uracilo como la para timina.
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La mayoria de las ADN polimerasas no distinguen entre uracilo y timina e
incorporan indistintamente cualquiera de las bases en funcién de la proporcién

de nucledtidos disponibles dentro de la reserva celular.
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Figura 0.7. llustracion de la composicién quimica del dTTP y dUTP. Resaltado el
grupo metilo (circulo rojo) presente en el carbono 5 de la base nitrogenada de la timidina
que diferencia el dTTP del dUTP.

Ademas de la incorporacion erronea de uracilo por timina, otro de los
mecanismos que dan como resultado este tipo de desajuste mutagénico es la
desaminacion de la citosina, provocando el par U:G (Krokan & Slupphaug,
2002). De cualquiera de las maneras, la incorporacion de uracilo puede llevar a
una mutacién. Por ello, las células incorporan un mecanismo con el fin de
corregir la presencia del uracilo en el ADN conocido como la ruta reparadora por
escision de base (BER, base excision repair) que requiere el uso de una ADN
polimerasa. (Fig. 0.8). No obstante, y a pesar de este mecanismo, si hay una alta
relaciéon dUTP/dTTP la enzima reincorporara el uracilo en el ADN durante el
proceso de reparacién por BER. Esto desencadena a un evento de BER
hiperactivo que produce roturas en del ADN de doble cadena, la fragmentacion

del cromosoma y acaba en la muerte celular
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Dario en el ADN
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Figura 0.8. Representacion esquematica del ciclo de reparacion por escision.
Diagrama esquematico de la via de reparacion por escisién de bases (BER) para la
reparacion del ADN a lo largo del ciclo celular. El ciclo BER se inicia por el
reconocimiento de basas especificas dafiadas o inapropiadas dentro de la cadena de
ADN por unas enzimas llamadas ADN glicosilasas (que en el caso de la insercién de
uracilo intervendria la uracil-ADN glicosilasa). Estas enzimas forman sitios AP
(abasicos) que son escindidos por una AP endonucleasa. La ruptura deja a la cadena de
ADN con una sola hebra, la cual puede procesarse mediante el ciclo BER de ya sea por
la ruta corta o larga.
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Sin embargo, algunos estudios han cuestionado la suposicion de que toda
la incorporacion de uracilo al ADN es negativa. Por ejemplo, en respuesta a un
ataque, los linfocitos B periféricos pueden cambiar su afinidad e isotipo de
anticuerpos mutando somaticamente su ADN gendmico, manipulando las vias de
reparacion del ADN para que los desoxiuracilos no se reparen fielmente para
favorecer la generacion de diversos anticuerpos (Maul and Gearhart, 2010). En
el virus de la inmunodeficiencia humana (VVIH), el ADN generado después de la
infeccion de las células inmunitarias primarias estd altamente uracilado para
proteger el ADN viral de la autointegracion suicida (Yan et al., 2011). Ademas,
la investigacion sobre modelos de Drosophila encontr6 que este organismo puede
tolerar la acumulacion de uracilo en el ADN y tener un papel importante para su
metamorfosis (Muha et al., 2012). No obstante, todos los organismos han
desarrollado una bateria de enzimas que mantienen la reserva celular de dUTP
bajo, donde destacan las dUTPasas. Estas, en su papel clasico, catalizan la
escision de dUTP a dUMP (Fig. 0.9). Esto realiza dos funciones, previniendo la
acumulacion de dUTP en la célula y produciendo dUMP, que es el precursor de
la sintesis de dTMP (Fig. 0.10) (Vértessy and T6th, 2009). La creacion de dUMP
por las Duts es particularmente importante para Enterobacteria, Mycobacteria y
Plasmodia, ya que las dCMP desaminasas no estan presentes para proporcionar
la entrada directa en la via de sintesis de timidina como en otros organismos (Fig.
0.10) (Vértessy and Téth, 2009; O’Donovan et al., 1971; el-Hajj et al., 1988).
Las eliminaciones del gen de la dUTPasa son letales en E. coli y levadura, y se
ha asumido que casi todos los organismos de vida libre y algunos virus tienen
una Dut codificada en su genoma (el-Hajj et al., 1988; Baldo and McClure,
1999).
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Figura 0.9. llustracion de la catdlisis producida por las dUTPasas. La reaccion de
catdlisis descompone el dUTP en dUMP y pirofosfato (PPi) en un Unico paso.
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Figure 0.10. El rol enzimético clasico de las dUTPasas. (A) Rol de las dUTPasas. En
ausencia de dUTPasa el ratio dUTP/dTTP es alto ya que el dUTP no se hidroliza y por
lo tanto no proporciona el precursor del dTTP. Por lo tanto, durante el ciclo BER, el
uracilo seguird incorporédndose en el ADN en lugar de la timina y provocando finalmente
la muerte celular. En el caso de la citosina, la deaminacion puede corregir este fallo. (B)
Ruta de novo y silvestre para la biosintesis del dTTP. Las enzimas dCMP deaminasa y
timidina quinasa no estan presentes en Enterobacteria, Mycobacteria y Plasmodia.
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14.2 Clasificacidon de las dUTPasas

Las Duts se pueden clasificar en tres familias o tipos diferentes en funcion
de su estado de oligomerizacion. Como tales, las dUTPasas pueden ser enzimas
monomeéricas, homodiméricas u homotriméricas (Fig. 0.11). Dado el papel critico
de las dUTPasas en el metabolismo celular, no es sorprendente que su presencia
sea esencial para la supervivencia tanto de células procariotas, como Escherichia
coli, como de células eucariotas, como Saccharomyces cerevisiae. La enzima
también se ha identificado en Plasmodium falciparum, Mycobacterium
tuberculosis, tripanosoma y células humanas, asi como en varios grupos de

retrovirus e incluso algunos bacteriofagos.

Epstein-Barr Virus (2BSY) Leishmania major (2YAZ)

Dut monomérica Dut dimérica

Homo sapiens (3ARN)

Dut trimérica

Figura 0.11 Tipos de Dut. Se muestra la representacion de las estructuras de Duts
monomeéricas (EBV, 2BSY), diméricas (L. major) y triméricas (H. sapiens) junto al
sustrato representado en “sticks” amarillos.
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14.2.1 dUTPasas diméricas

Estructuralmente, las Duts diméricas estan formadas completamente por
hélices a, las cuales se dividen en dos subunidades idénticas. EI nimero hélices
o en las Duts diméricas es variable, (12 en T. cruzi, 11 en C. jejuniy 10 en L.
major) pero guardan un nlcleo estructural conservado donde se ubican 5 motivos
conservados que conforman el centro activo de la enzima (Fig. 0.12 y 0.13)
(Harkiolaki et al., 2004; Moroz et al., 2004), aunque estos son totalmente
diferentes a los que presentaban las Duts triméricas y monoméricas (Bernier-
Villamor et al., 2002). Para cada subunidad, las hélices o se distribuyen en un
dominio rigido y un dominio mavil. EI dominio rigido media la dimerizacion de
las subunidades formando el nicleo del dimero. Este dominio, como su propio
nombre indica, mantiene una posicion invariante e independiente de la union del
ligando o la catélisis. Por otro lado, el dominio mévil sufre cambios
conformacionales para acomodar el sustrato en el centro activo de manera
correcta (Fig. 0.14) (Harkiolaki et al., 2004).

En las Duts diméricas, cada centro activo estd formado por residuos
pertenecientes mayoritariamente a una subunidad, pero se complementa con
residuos pertenecientes al lazo de la subunidad contigua del dimero. En estado
apo la enzima presenta una conformacién relajada o abierta en la que los dos
centros activos estdn completamente expuestos al solvente y los dominios
moviles del dimero se localizan en posiciones distales respecto al cuerpo del
dimero (Fig. 0.14). En presencia de ligando la enzima presenta una conformacion
cerrada, mas compacta, mediante cambios conformacionales que, como se ha
comentado, involucran a las hélices o de los dominios moviles de cada uno de
los mondmeros, quienes sufren un desplazamiento de hasta 20 A con el que se

aproximan al dominio rigido acomodando al nucleétido (Fig. 0.14).
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Figura 0.12. Alineamiento de secuencias y motivos consenso en Duts diméricas. Se han
alineado Duts diméricas de diferentes organismos. El grado de conservacion de los
diferentes aminoacidos esté indicado con colores: desde rojo (altamente conservado)
hasta azul (no conservado).
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Leishmania major Trypanosoma cruzi
PDB (2YAY) PDB (10GL)

Campylobacter jejuni Superposicion
PDB (2CIC)

Figura 0.13. Representacién estructural de de Duts diméricas de diferentes
organismos. Se indica en la figura el organismo de procedencia de cada Dut asi como
el codigo de ascension de la base de datos para cada una de ellas. Cada una de las
proteinas esta coloreada con un color diferente: L. major (tonos morados), C. jejuni
(tonos azules) y T. cruzi (tonos verdes). Se muestra también una superposicion de los
mondémeros de las tres Duts nombradas visto desde la superficie de dimerizacién donde
se observa la conservacion de su plegamiento.
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Figura 0.14. Cambios conformacionales asociados a la accidn catalitica. En el panel
superior esta representado el cambio conformacional de la Dut de Trypanosoma cruzi
(tonos verdes) pasando de la forma apo (PDB 10GL) a la unida al ligando (PDB 10GK).
En el panel inferior, se muestra una superposicion de los monémeros de cada una de
ellas (apo; verde claro /con dUDP; verde oscuro). Observese el cambio confoirmacional
que provoca la unién del dUDP en las hélices a de cada uno de los dominios mdviles
(sefialado con flechas negras).
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14.2.2 dUTPasas triméricas

Al igual que las Duts diméricas, las Duts triméricas contienen cinco
motivos conservados que constituyen el centro activo de la enzima. Estos
motivos se distribuyen por toda la secuencia (Fig. 0.15). Los primeros cuatro
motivos estan situados en el core de la molécula en todas las estructuras
conocidas (motivos I-1V), sin embargo, el motivo V conservado a menudo esta
desordenado y, a veces, solo se observa cuando un analogo no hidrolizable del
dUTP esté presente en el centro activo (Varga et al., 2007; Vértessy et al., 1998).
El motivo V de las Duts triméricas comparte algunas caracteristicas con los P-
loops presentes en muchas familias de enzimas ATPasa y GTPasa, conocidas
como P-loop NTPasas (Pecsi et al., 2011). Este P-loop corresponde a la region
C-terminal de cada uno de los protémeros de la molécula y es necesario para la
discriminacion del sustrato y la hidrolisis de dUTP, ya que el motivo V flexible
sufre un cambio conformacional para cubrir el sitio activo después de la unidn
del ligando (Fig. 0.16) (Pecsi et al., 2011; Freeman et al., 2009).

Todas las Duts homotriméricas muestran una estructura terciaria muy
conservada. Como su nombre indica, cada una de ellas esta formada por tres
mondmeros idénticos. El cuerpo central de cada uno de los monémeros lo
componen nueve hojas  que se asocian en dos laminas  formando una
estructura similar a la de un barril. EIl cuerpo central se complementa con dos
hojas B anti-paralelas que se situan separadas del barril, una sola hélice o
compuesta por 4-7 aminoacidos, y un largo extremo C-terminal donde se
encontraria el P-loop (Fig. 0.17) (Cedergren-Zeppezauer et al., 1992).
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Figura 0.15. Alineamiento de secuencia de Duts triméricas de diferentes organismos.
Alineamiento de las Duts de procariotas (E.coli), eucariotas (humana) y Duts fagicas
(80 y ¢11). Los moitvos conservados entre ellas estan coloreados (motivo I, verde;
motivo Il, naranja; motivo Ill, azul; motivo IV, amarillo; motivo V, morado). Se
representa y sefiala en rojo el motivo no conservado y especifico de Dut, el motivo VI.

Figura 0.16. Cambio conformacional del motivo V en ausencia o presencia de ligando.
(Izquierda) Se muestran las estructuras de la Dut trimérica del fago 800 en ausencia
(mondmero en rojo) o presencia (trimero en verde) del ligando, dUTP, representado en
“sticks” (amarillo). El motivo V se encuentra desordenado en ausencia de ligando y no
esté presente en la estructura que carece del mismo, mientras que cuando el centro activo
estd ocupado el motivo V se posiciona sobre él (rosa). (Derecha) Representacion
monomeérica del cambio conformacional del motivo V. Coloreado como en la figura

izquierda.
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Figura 0.17. Representacion de un mondémero de la Dut homotrimérica de E. coli.
(PDB 1EUW). (lzquierda) Estructura del monémero con los elementos estructurales
resaltados en texto. Compuesto por nueve hojas g (amarillo) y una Unica hélice « (rojo)
que forman el cuerpo central desde el que se proyecta el P-loop del extremo C-terminal.
Se sefiala el extremo C-terminal de la molécula.

Estas tres subunidades se asocian a lo largo de un eje central de simetria
tipo 3 para originar el trimero que presenta una forma piramidal. Esta estructura
es altamente estable gracias a las interacciones entre las tres subunidades a tres
niveles: (i) los contactos entre subunidades adyacentes en la parte externa de la
molécula (ii) interacciones a lo largo del eje de simetria e (iii) interacciones
producidas por el extremo C-terminal en la base del cuerpo del trimero (Fig. 0.18)

(Persson et al., 2001).
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Figura 0.18. Estructura de la Dut trimérica de E. coli. Esta formada por la interaccion
de tres mondmeros idénticos (representados en amarillo, rosa y azul) que se agrupan
formando un canal justo en el eje de simetria de la molécula (indicado con un asterisco
negro). En la vista de la derecha se ha afiadido transparencias a dos de los mondmeros
para la mejor visualizacién de los contactos a través de su recorrido por la base de la
molécula.

A nivel de secuencia, las Duts triméricas contienen 5 motivos (I-V) altamente
conservados donde se encuentran los residuos encargados del reconocimiento e
hidrolisis del nuclettido (Figura 0.15) (McGeoch, 1990; Vértessy and Téth,
2009). De estos 5 motivos, 4 son aportados por dos subunidades adyacentes: una
subunidad aporta los motivos I, I1'y IV mientras que la segunda subunidad aporta
el motivo 111 (Fig. 0.19). La tercera subunidad, que es la que se encuentra mas
distante del centro activo, aporta el motivo V que corresponde al P-loop del
extremo C-terminal, el cual actia a modo de tapadera cubriendo el centro activo

(Garcia-Nafria et al., 2013; Vértessy et al., 1998).
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Figura 0.19. Participacion de los motivos conservados de la Dut trimérica del fago 80a
en la hidrdlisis. La estructura tridimensional muestra como los motivos I, 11 'y IV (azul,
naranja y verde, respectivamente) que intervienen en el centro activo provienen de uno
de los monémeros del homotrimero, mientras que el motivo Il (amarillo) y el motivo V
(rojo) lo hacen de otros diferentes. El nucle6tido situado en el centro activo se muestra
en “sticks”.

Ademas, los aminoacidos que participan en la union y en el proceso de hidrolisis
del dUTP se encuentran altamente conservados entre especies (Barabas et al.,
2013; Veértessy and Taéth, 2009). La hidrolisis ocurre por un ataque nucleofilico
de una molécula de agua coordinada por un aspartico conservado del motivo Ill
y que se posiciona en linea al fosfato o del dUTP. Este aspartico catalitico actla
como base polarizando al agua que ataca al fosfato o (Barabas et al., 2013;
Garcia-Nafria et al., 2013; Vértessy & T6th, 2009). Durante la fase de unién del
sustrato, el P-loop del extremo C-terminal se encuentra desordenado,
permitiendo que el dUTP se acomode dentro del centro activo donde el ion
magnesio le ayuda a disponer los fosfatos en una conformacion cataliticamente
competente. EI cambio conformacional que presentaria esta enzima seria la

correcta ordenacion del motivo V, necesaria para el proceso de catalisis.

44



INTRODUCCION

En este aspecto tanto las glicinas, ofreciendo flexibilidad, como la
fenilalanina, o en su defecto una histidina, que queda situada sobre el anillo de
uracilo presentes en este motivo, juegan un papel clave. Este motivo V,
proveniente de un mondmero diferente de la enzima, abrazaria el homotrimero y
taparia el centro activo después de la unién del sustrato (Garcia-Nafria et al.,
2013; Vértessy et al., 1998; Vértessy & Téth, 2009).

Ademds de los cinco motivos consenso, algunas Duts triméricas presentan un
motivo extra, denominado motivo VI 'y del que hablaremos mas adelante, el cual

es variable tanto en secuencia, como en longitud y posicionamiento.
14.2.3 dUTPasas monoméricas

Las Duts monoméricas se encuentran principalmente en los herpesvirus
de aves y mamiferos (Ariza et al., 2014). Estas Duts, al igual que las Duts
triméricas con las que comparten cierta homologia, contienen los cinco motivos
consenso caracteristicos que contribuyen a la formacion del centro activo
(Tarbouriech et al., 2005). Sin embargo, y al contrario de las Duts triméricas, en
las enzimas monomeéricas los motivos se reorganizan y se extienden sobre un
Unico polipéptido. Los pliegues estructurales de las Duts monoméricas imitan la
estructura de una trimérica y, de hecho, el centro activo monomérico es casi
idéntico al de la familia de las trimérica (Fig. 0.20). A pesar de que los dos
primeros dominios adoptan una estructura muy similar al cuerpo central de los
mondmeros en Duts triméricas, el tercer dominio es completamente diferente y
solamente existe una homologia de secuencia en el extremo C-terminal con el
motivo V de las Duts triméricas (Fig. 0.20) (Tarbouriech et al., 2005). Por ello,
la ubicacion de los motivos consenso en la formacion del centro activo es
diferente a la observada en las Duts triméricas. En las Duts monoméricas, los
motivos I, I1'y IV son aportados por uno de los dominios; el motivo 111 por el

segundo dominio y el motivo V por el tercero de los dominios.
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Todo esto puede indicar que las Duts monoméricas han evolucionado a
partir de un gen que codifica una Dut trimérica como resultado del proceso de
duplicacién, reordenamiento y fusion de un gen progenitor que codificaba para
una Dut trimérica (Baldo and McClure, 1999; Caradonna and Adamkiewicz,
1984; McGeehan et al., 2001; McGeoch, 1990). De hecho, se ha identificado una
nueva familia de Dut monoméricas que difiere de la de los herpesvirus. Las Duts
monoméricas de Drosophila virilis y Caenorhabditis elegans se codifican
mendiante un gen dut que fusiona tres copias de una Dut monomérica en un solo

polipéptido.

La existencia de estas diferentes formas de enzima Dut indica que estan
bajo presiones selectivas especificas de su entorno. Si su Unica funcion fuera el
control de los niveles de dUTP, entonces esta divergencia en la estructura
probablemente no seria necesaria. Esto se ve reforzado por la existencia de
dominios adicionales en ciertos Duts que estan involucrados en funciones no

cataliticas.
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Vista frontal Vista superior

Figura 0.20. Estructura de la Dut del Epstein-Barr virus. (A) Vista frontal y superior
de la Dut monomérica del Epstein-Barr virus (EBV) (PDB 2BT1) unida a dUPNPP
(anillos en amarillo y fosfatos en naranja). La Dut del EBV esta formada Gnicamente por
un mondémero (marrén claro) con un unico centro activo compuesto por los tres dominios
del monémero de la Dut del EBV (marrén claro, azul y rojo). Estos tres dominios emulan
la estructura global de las Duts triméricas incluyendo los motivos que forman el Unico
centro activo en esta familia de Duts. (B) Superposicion de la Dut monomérica del EBV
(colores anteriormente mencionados) y la Dut trimérica de E. coli (PDB 1LEUW) (verde).
Nétese la impariedad de uno de los mondmeros de la Dut de E. coli con uno de los
motivos de la Dut del EBV (motivo sefialado en rojo).
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14.3 dUTPasas como proteinas moonlighting
14.3.1 Descripcion y ejemplos de proteinas moonlighting

El moonlighting proteico es un fenémeno por el cual una proteina ancestral
que poseia originalmente una Gnica funcidn, a través de la evolucion ha adquirido
funciones adicionales. Muchas de estas proteinas moonlighting son enzimas,
receptores, canales i6nicos o chaperonas. La funcion primaria mas comun de las
proteinas moonlighting es la catalisis enzimatica, pero estas enzimas han
adquirido funciones secundarias no relacionadas. Algunos ejemplos de funciones
secundarias a la catalisis incluyen la transduccién de sefiales, la regulacion

transcripcional, la apoptosis, la motilidad y funciones estructurales. (Tabla 0.4).

Tabla 0.4. Ejemplos de proteinas moonlighting de diferentes organismos (adaptada de
Huberts y van der Klei, 2010).

) . ) Funcién
Reino Proteina Organismo — =
Primaria Secundaria
Aconitasa H. sapiens Ciclo TCA Homeostasis del hierro
ATF2 H. sapiens Factor de transcripcion Respuesta a dafios en ADN
Claritina H. sapiens Trafico de membrana Estabilidad el huso mitético
. Cristalinas Varios Estructural Varias
Animal - - - - -
Citocromo ¢ Varios Metabolismo energético Apoptosis
DLD H. sapiens Metabolismo energético Proteasa
ERK2 H. sapiens MAP quinasa Represor transcripcional
STAT3 M. musculus Factor de transcripcion Cadena de transporte de electrones
. Hexoquinasa A. thaliana Metabolismo de glucosa Control muerte celular
Presenilina P. patens y-secretasa Citoesquelética
Aconitasa S. cerevisiae Ciclo TCA Estabilidad del ADNmt
Aldolasa S. cerevisiae Glicdlisis Ensamblaje de V-ATPasas
Hongos Enolasa S. cerevisiae Glicdlisis Importe de ARNt mitocondrial
Galactoquinasa K. lactis Catabolismo de galactosa Inductor de genes de galactosa
Piruvato carboxilasa| H. plumorpha Enzima anaplerética Ensamblaje de la alcohol oxidasa
Aconitasa M. tuberculosis Ciclo TCA Proteina sensible al hierro
Procariotas Enolasa S. pneumoniae Glicolisis Unidn del plasminégeno
Tiorredoxina E. coli Antioxidante Subunidad de la T7 ADN polimerasa
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Se han descrito ejemplos de proteinas moonlighting en todos los
organismos desde plantas, levaduras, procariotas y animales (Tabla 0.4). Los
primeros ejemplos de proteinas moonlighting se describieron a finales de la
década de los 80, cuando Piatigorsky y Wistow (Piatigorsky and Wistow, 1989)
reportaron que ciertas cristalinas, proteinas estructurales en la lente del ojo en
vertebrados, eran en realidad enzimas previamente conocidas. Por ejemplo, la -
crystalina de pato se trataba de la enzima lactato deshidrogenasa (Hendricks et
al., 1988), mientras que la t-crystalina de tortuga era la enzima glucolitica a-
enolasa (Wistow et al., 1988). Otro ejemplo de proteina moonlighting es la
proteina mitocondrial del espacio intermembrana, el citocromo ¢, que forma parte
de la cadena de transporte de electrones. Sin embargo, tras su liberacion en el
citosol, la proteina juega un papel importante en la apoptosis. El citocromo ¢
citosélico forma un complejo con el factor de activacion de la proteasa apoptética
1 (Apaf-1), generando el comienzo de una cascada de sefializacion que produce
la muerte celular por apoptosis (Ow et al., 2008). Las funciones redox y pro-
apoptoticas del citocromo ¢ son completamente independientes (Hao et al., 2005;
Kluck et al., 2000). Es posible crear una variante del citocromo ¢ mutante que
funciona normalmente en la respiracion, pero gue no puede unirse a Apaf-1.
Viceversa, el citocromo ¢ no necesita tener una capacidad redox funcional para
inducir una respuesta apoptética. Por lo tanto, el citocromo ¢ también tiene las

caracteristicas de una verdadera proteina moonlighting.

Un hecho que llama la atencidn en este sentido, es que muchas de las
proteinas consideradas como moonlighting son enzimas ubicuas, es decir que
estan presentes en la mayoria de los organismos (Tabla 0.4) (Jeffery, 1999). Por
lo tanto, es I6gico pensar que esas funciones secundarias deberian haber surgido
después de su su funcién mas ancestral (su funcién primaria o candénica), la cual
deberia ser comin en todos los organismos donde la proteina esté presente
(Copley, 2012). A pesar de que la funcién canonica de una misma proteina en

diferentes organismos esté conservada, las nuevas funciones moonlighting que
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surgen a traves de la evolucion van a depender del organismo codificante y del
entorno. Asi pues, estas nuevas funciones serdn caracteristicas de especie, del
tipo celular o del momento en el que se exprese, y estando por tanto sometidas a
una mayor presién evolutiva.

La actividad moonlighting puede llevarse a cabo a través de las regiones o
residuos responsables de la funcion principal o canonica de la proteina, pero
también cabe la posibilidad de generarse a través de otras zonas de la proteina no

relacionadas con la funcion principal.

A pesar de parecer algo ventajoso al sacar el doble de partido de una misma
molécula, las funciones moonlighting son una espada de doble filo ya que se
presenta una complejidad afadida al tener que regular no una sino varias
funciones a diferentes niveles tanto en el espacio como en el tiempo, evitando
que las nuevas funciones adquiridas interfieran con la funcién canonica de estas
proteinas. Para ello, algunas de las estrategias que utilizan pueden ser (i) utilizar
la proteina en diferentes localizaciones celulares (intra o extracelular, en
organulos, ...); (ii) expresarla en diferentes tipos celulares (iii) el uso de ligandos
o cofactores que puedan unirse a la proteina a través de un mismo o diferente
sitio de unidn o (iv) el estado oligomérico a traves de la formacion de homo o
heterocomplejos (Fig. 0.22) (Jeffery, 1999). En la actualidad, se sugiere que la
mayoria de las proteinas presentan un cierto potencial moonlighting y que
dependiendo de modificaciones en zonas expuestas de su superficie o de la
adquisicion de motivos extras y del ambiente en el que se encuentre dicha
proteina, estas nuevas funciones pueden quedarse fijadas (Huberts and van der
Klei, 2010; Jeffery, 1999).
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Diferente localizacion intracelular Localizacion intra o extracelular

Expresion en diferentes tipos celulares

Union a ligandos o cofactores Diferentes sitios de union
Diferente estado oligomérico Formacion de complejos

Figura 0.21. Estrategias de regulacién de las diferentes funciones en una proteina
moonlighting.
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14.3.2 Las dUTPasas y sus roles moonlighting

Las diferencias entre la secuencia y el plegamiento de las dUTPasas
indica que estas enzimas se encuentran bajo presiones selectivas especificas de
su entorno. Si su unica funcién fuera el control de los niveles de dUTP, esta
divergencia probablemente no seria necesaria. Esto se ve reforzado por la
existencia de dominios adicionales en ciertos Duts que estan involucrados en

funciones no cataliticas.

Como anticipdbamos anteriormente, algunas Duts codifican un dominio
adicional denominado motivo VI al estar fuera de los cinco dominios
conservados necesarios para la funcion enzimatica. Este motivo VI extra se
encuentra en algunas Duts homotriméricas y su posicion, longitud, secuencia y
estructura varia en funcion del organismo que la expresa (Fig. 0.22). Por ejemplo,
en la Dut de Plasmodium falciparum el motivo VI se encuentra en el extremo N-
terminal, mientras que en Mycobacterium tuberculosis se encuentra en el C-
terminal (Fig. 0.22) (Veértessy & Téth, 2009; Chu et al., 1996; Chan et al., 2004)
Por otro lado, en las Duts enterocécicas y las pertenecientes a fagos
estafilocdcicos se colocan en el centro (Fig. 0.22) (Tormo-Mas et al., 2013;
Leveles et al., 2013).

Estos dominios adicionales han sido implicados en funciones secundarias
0 adicionales a la candnica y han propuesto a las Duts como moléculas
sefalizadoras. Por ejemplo, se ha demostrado que la Dut de rata (Rattus), a través
del motivo VI y su extremo C-terminal, interactda con el factor transcripcional
PPARa para reprimir la activacion transcripcional mediada por PPAR (Chu et
al., 1996). Asi mismo, la Dut de D. melanogaster tiene un motivo VI codificado
en el C-terminal (Békési et al., 2004). Esta Dut ha sido implicada en el desarrollo
temprano de la pupa, con mutantes delecionales especificamente letales en esta

etapa del desarrollo y no en otras (Muha et al., 2012).
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Figura 0.22. Posicionamiento del motivo VI en Duts de diferentes organismos.
Representadas las Duts de Mycobacterium tuberculosis, Enteroccocu faecium (cedida
por el Dr. Ciges-Tomas), Rattus norvegicus (modelo generado con I-TASSER),
Plasmodium falciparium (modelo generado con SWISS-MODEL) y de los fagos
estafilocécicos p80a y #11 resaltando el motivo VI de cada una en verde. Las Duts

se encuentran clasificadas segln su taxonomia.
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En el caso de la Dut codificada por M. smegmatis, el motivo VI esta
compuesto por cinco residuos localizados en la region C-terminal y que, a pesar
de no estar asociados con la actividad catalitica de la enzima, son esenciales para
la viabilidad bacteriana (Pecsi et al., 2012). De hecho, cuando una cepa knock-
out para el gen dut se complementaba con una Dut que era enzimaticamente
funcional, pero carecia de este motivo VI de cinco residuos, el fenotipo de la
misma no cambiaba. Esto sugiere una funcion reguladora de las Duts conferida,
al menos en parte, por el motivo VI. De manera similar, los patégenos
Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium leprae también codifican Duts
con un motivo VI, aunque hasta el momento no se ha encontrado ninguna funcién

de sefalizacion para estos Duts (Chan et al., 2004; Monot et al., 2009).

Como se ha comentado previamente, las Duts son enzimas ubicuas
presentes en organismos de todo tipo, incluso en los virus. Este caso es
especialmente interesante ya que, generalmente, las células huésped que infectan
ya codificaran una Dut. ;Qué sentido tendria entonces que un virus contenga un
gen dut en su material genético? Ciertos estudios han indicado que algunas de las
Duts virales pueden jugar un papel en la modulacion del sistema inmunolégico
del huésped. Por ejemplo, la Dut del virus de Epstein-Barr (EBV) esta
involucrada en una de las dos vias que usa el virus para controlar las citocinas y
asi promover la infeccion de monocitos y macréfagos (Ariza et al., 2009). La Dut
del EBV interactuaria con el receptor Toll-like 2 del huésped (TLR2) con el fin
de reclutar la molécula adaptadora MyD88, desencadenando la activacién de la
via de NF-kB. Esta via conduce a la regulacion positiva de la IL-10y las citocinas

proinflamatorias TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-8 en los macrofagos del huésped.

De manera similar, la Dut del Murid Gammaherpesvirus 68 (MuHV-68)
bloguea la expresion de la ruta de sefializacion del interferén tipo | (Leang et al.,
2011). Por otro lado, la Dut codificada por el sarcoma de Kaposi, un tipo de
cancer provocado por la infeccion del virus del herpes humano 8 (VHH-8) se

dirige a varios receptores de citocinas para regular negativamente la respuesta
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inmune del huésped. Estos efectos mediados por el sarcoma de Kaposi no
dependen de la funcion enzimética de la proteina. Ademas, la Dut del virus del
herpes asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV) regula negativamente a NKp44L,
uno de los ligandos expresados en las células infectadas por virus que los
linfocitos asesinos naturales (NK) reconocen en las células diana para su
destruccion (Madrid et al., 2012). Regulando negativamente la expresion de este
ligando, la dut del KSHV previene la destruccion de las células infectadas por el
virus. Como en otros ejemplos, este efecto no depende de la funcion enzimatica
de la Dut virica. Esto sugiere que los Duts codificadas por los herpesvirus

desempefian un papel importante en la regulacion inmunitaria.

Por ultimo, y como leitmotiv de este trabajo de tesis, se ha demostrado
que las Duts triméricas codificadas por bacteri6fagos que infectan a S. aureus
juegan un papel importante en la transferencia horizontal de los genes y/o factores
de virulencia codificados por las SaPls entre células huéspedes bacterianas.
Como inductoras de las SaPls, estas Duts de fagos activan el ciclo de la isla,
iniciando el ciclo ERE de la misma (Tormo-Méas et al., 2010). Estas Duts
triméricas también codifican el motivo VI presente en otras Duts con mecanismos
sefializadores o reguladores. En este caso, el motivo VI se sitla en la regidn
central de la enzima y es requerido para la induccion de SaPlbovl mediada por
la Dut del fago ¢$80a. (Dut80a) (Tormo-Mas et al., 2013). Debido a la importancia
del papel sefializador que presentan estas Duts en la diseminacion de genes
virulentos entre bacterias presentes en los seres humanos, esta tesis se ha centrado
en la elucidacion de los mecanismos moleculares mediante los cuales las Duts de
los fagos de S. aureus son capaces de promover la transferencia de genes

virulentos entre bacterias.
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OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo consiste en abordar desde el punto
de vista funcional, molecular y estructural, el estudio de las dUTPasas triméricas
codificadas por fagos de Staphylococcus aureus como moléculas sefializadoras
con actividad moonlighting por su capacidad de inducir la movilidad de islas de
patogenicidad de S. aureus por la interaccion directa con el represor general de

la isla, la proteina Stl.

Este objetivo general se aborda a traveés de los siguientes objetivos

parciales:

- Estudiar de manera funcional y estructural las dUTPasas triméricas
codificadas por fagos de Staphylococcus aureus. Indagar cuales son los
motivos implicados en el reconocimiento de la proteina Stl de SaPlIbovl
y su contribucion en la formacion de complejo.

- Descifrar la relacion entre la actividad enzimética y la capacidad de
interaccion con Bovl-Stl

- Estudiar la modularidad de Bovl-Stl como modelo de represor de ADN
atipico y su relacion con la capacidad de interaccionar con dUTPasas
triméricas y diméricas, proteinas estructural y secuencialmente
diferentes pero que presentan una misma funcion.

- Descifrar el mecanismo molecular de la interaccion de las dUTPasas
diméricas y triméricas mediante la obtencion de las estructuras de los

complejos Dut:Bovl-Stl y su posterior validacion in vivo e in vitro.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas bacterianas

Las cepas bacterianas utilizadas en este estudio se muestran en las tablas
presentes en el Anexo .
La clonacion y comprobacion de la secuencia en las cepas bacterianas de S.
aureus utilizadas en los experimentos in vivo fue realizada por el grupo del Dr.
Penadés en la Universidad de Glasgow. Los procedimientos para la preparacion
y el analisis de los lisados de fagos, ademas de la transduccién y transformacion
de S. aureus, se realizaron como se encuentra previamente descrito (Ubeda et al.,
2008; 2007).
La clonacién y comprobacion de las secuencias correspondientes a las cepas
bacterianas de E. coli, por otro lado, fueron realizadas como parte de este trabajo
en el laboratorio del Dr. Marina. La viabilidad o utilidad de las cepas se
comprobaba mediante pruebas de expresion y solubilidad una vez se obtenian

colonias transformantes de un plasmido previamente secuenciado.

Construccién de plasmidos

Las construcciones de plasmidos para expresar las diferentes proteinas
utilizadas en este trabajo (Anexo Il) fueron descritas previamente o fueron
preparadas mediante clonacion de productos de PCR obtenidos con los
oligonucledtidos listados en la tabla oligonucleétidos del Anexo Il11. Todos los
clones fueron comprobados mediante secuenciacion. Las proteinas Dut fueron
expresadas en S. aureus bajo las condiciones inductoras del promotor Pcad en el
vector de expresion pCN51, como se ha descrito previamente (Tormo-Mas et al.,
2010).

Las Duts que fueron expresadas en S. aureus bajo las condiciones
inductoras del promotor Pcad en el vector de expresién pCN51 se clonaron en el
laboratorio del Dr. Penadés como se ha descrito previamente (Tormo-Mas et al.,
2010).
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Las cepas de E. coli que contenian las Duts para su sobreexpresion y
posterior purificacion también fueron realizadas en el laboratorio del Dr. Penadés
en el vector pET28a. De esta manera, el gen dut se encuentra fusionado a una
etiqueta His6- codificada en posicion N-terminal de Dut y bajo el control de un
promotor T7 para su posterior sobreexpresion y purificacién por cromatografia
de afinidad. Adicionalmente, el plasmido pET28a proporciona resistencia a
kanamicina para la seleccion de clones trasformados con este vector. EI promotor
T7 permite la sobreexpresion del gen clonado downstrean mediante la enzima T7
RNA polimerasa. Para ello los vectores son transformados en células DE3, las
cuales contienen un lisdgeno de fago ADE3 que codifica para la T7 RNA
polimerasa bajo el control de un promotor lac, inducible por IPTG (isopropyl-p-
D thiogalactopyranosido). El tratamiento de células DE3 con IPTG induce la
expresion de la T7 RNA polimerasa y esta expresara los constructos codificados

aguas debajo de un promotor T7.

El gen que codifica para Stl de SaPlbovl fue clonado en el vector de
expresion pETNKI-hisSUMO3-LIC (facilitado por Patrick Celie, NKI Protein
facility). Este vector contiene una etiqueta de 6 histidinas para purificar por
afinidad y la proteina SUMO para incrementar la solubilidad. Esta etiqueta
HisSUMO3 fue eliminada utilizando la enzima SUMO Protease 2 (SENP2).

La clonacion se realizé mediante la técnica LIC (Ligation-Independent
Cloning) (Savitsky et al., 2010). El vector resultante, pETNKI-Stl, fue
secuenciado para su verificacion en el servicio de secuenciacién del Instituto de

Biomedicina de Valencia.
Mutagénesis dirigida

Los mutantes puntuales realizados en este trabajo se hicieron siguiendo el
protocolo del kit de mutagénesis dirigida Q5 (New England Biolabs) y sus
cebadores (Anexo Ill) fueron disefiados utilizando la herramienta online

NEBaseChanger que la casa comercial facilita. Esta técnica se basa en una PCR
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inversa desde el gen de interés con oligonucle6tidos que contienen la mutacion
deseada. El producto lineal de PCR con extremos romos es tratado con una
mezcla de enzimas quinasa, ligasa y Dpnl proporcionada con el kit. La quinasa
fosforila los extremos 57, posteriormente la ligasa circulariza el ADN y la enzima
Dpnl digiere el plasmido molde de la amplificacion, pues a diferencia del
producto de PCR el molde es un ADN metilado. De este modo se obtiene como
producto del tratamiento el plasmido que contiene el inserto con la mutacion
deseada. Posteriormente la mezcla es transformada en células E. coli DH5a

electrocompetentes de alta eficiencia proporcionadas con el kit.

Este trabajo utiliza muchas de las cepas creadas y cedidas por el grupo del
Dr. Penadés en la Universidad de Glasgow. No obstante, ciertos constructos y
mutantes puntuales fueron creados en nuestro laboratorio mediante mutagénesis
dirigida por la adicion de un coddn de stop (TAA) y/o cambio del aminoacido
codificante (Anexo Ill). Todos los mutantes sobre el represor Stl fueron
realizados por nuestros colaboradores y reclonados en nuestro centro mediante la
amplificacion de los genes con dos cebadores comunes para todas: Stl. OFA_Fw
y St OFA Rv (Anexo IlI). Una vez amplificado por PCR utilizando la
polimerasa KOD (Merk) los fragmentos resultantes fueron purificados siguiendo
las instrucciones del kit de purificacion de ADN (Macherey-Nagel). Tanto el
fragmento de PCR como el vector de eleccion (pLICSGCL), previamente
digerido con BseRl, eran tratados con la T4 polimerasa utilizando el sistema de
clonaje LIC y transformados en células de E. coli DH5a electrocompetentes,
donde colonias resultantes eran chequeadas por PCR ((DreamTaq polimerasa
(Thermo Scientific)), por electroforesis en gel de agarosa y secuenciadas
(Macrogen). Las colonias positivas eran incubadas en 4 mL de medio liquido
Luria-Bertani (LB) durante 16h y recogidas para la extracciéon del plasmido
mediante el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific) y posterior

transformacion en la cepa de expresion (BL21 / Rosseta 2).
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Electroforesis de agarosa

La electroforesis en gel de agarosa se emple6 para separar el ADN
genémico y plasmidico, asi como para la comprobacion de colonias
transformantes positivas. Las reacciones de PCR se verificaron utilizando
diferentes porcentajes de agarosa (Fisher Bioreagents) en funcion del tamafio del
material genético analizado. Los geles se prepararon con tampon Tris-acetato-
EDTA (TAE) 1X y GelRed (Thermo Scientific).

Un tampon de carga 5X (50% v/v glicerol, 50% v/v 1X TAE, azul de
bromofenol) se agreg6 a las muestras antes de cargarlas con una concentracion
final de 1X. Los geles se corrieron generalmente a 100V durante unos 40
minutos, o hasta que las bandas de la escalera de pesos moleculares (Fisher
Scientific) se separaron y se visualizaron facilmente. La visualizacion del ADN
se logré utilizando un transiluminador UV ULTima 16si Plus (Isogen Life

Science).
Preparacién de células de E. coli electrocompetentes

Se prepararon células de E. coli electrocompetentes (ambas cepas DH5a y
BL21 DE3) (Novagen) a partir de cultivos overnight incubados a 37°C a 120 rpm
(Innova43 incubator shaker series). Se inocularon los mililitros necesarios del
cultivo overnight para que la densidad Optica en un volumen final de 1L de
cultivo fuera 0,05 a 600 nm de longitud de onda (A). Se cultivaron a 37°C con
120 rpm en el mismo incubador a hasta una ODego de 0.4. El cultivo se dividio
entre dos tubos de centrifuga de 500 mL previamente autoclavados y se colocaron
en hielo durante 15 minutos para detener el crecimiento bacteriano. Los tubos se
centrifugaron a 4°C a 4000 rpm (Beckman Coulter J6-HC centrifuge) durante 10
minutos, el sobrenadante resultante se descartd y las bacterias sedimentadas
(pellet) se resuspendieron en 15 ml de una solucién de agua destilada (dH20)
estéril muy fria. Las bacterias se volvieron a sedimentar utilizando las mismas

condiciones, se descartd el sobrenadante y los pellets se volvieron a suspender en
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2 ml de la misma dH.O. Por ultimo, se les afiadid glicerol estéril en una
concentracion final de 15-20% y se congelaron a -80°C.

Transformacion de células de E. coli electrocompetentes

La transformacion de los plasmidos en células E. coli electrocompetentes
se realiz6 utilizando células competentes recién preparadas o alicuotas
congeladas. Se afiadieron entre 5-50 ng de ADN plasmidico purificado y se
colocé en una cubeta de electroporacion (VWR) con 1mm de paso Optico, la cual
posteriormente se coloc6 en un electroporador Electroporator 2510 (Eppendorf).
Inmediatamente después, se procedi6 a darles el choque eléctrico a 1700 V, tras
el cual se agregaron 900 ul de medio liquido LB y las muestras se incubaron a
37°C con 120 rpm de agitacion durante 1 h. Las células transformadas se
colocaron en placas de LB selectivas apropiadas para el plasmido, (100 pg / mi
de ampicilina (pLIC-SGC1) o kanamicina (pET28a y pETNKI 1.10).
Inicialmente, se colocaron en la placa 100 ul de mezcla de transformacion;
después de esto, el volumen restante se centrifugd a 4000 rpm (microstar 12,
VWR) durante 2,5 minutos, se eliminaron 400 pl del sobrenadante y el pellet se

resuspendid y se plaqued. Las placas se incubaron a 37°C durante 16 h.
Expresidn y purificacion de las proteinas

La expresién de las Duts en sus formas silvestres (wild-type, WT) y sus
mutantes, fusionadas a una etiqueta de histidinas, se realizé en células E. coli
BL21 (DE3) (Novagen) transformadas con el correspondiente gen clonado en el
plasmido de expresion pET-28a (Novagen). Las proteinas fueron
sobreexpresadas creciendo las células en medio LB suplementado con
kanamicina a una concentracion final de 33 pg/ml a 37°C hasta fase exponencial
de crecimiento (densidad dptica 0.5-0.8 medida a A=600 nm). Alcanzada la fase

exponencial, la induccién de las proteinas se realiz6 mediante la adicion de

Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) a una molaridad final de 1mM, tras
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la cual las células se cultivaron 16 horas a 20°C. Al dia siguiente, las células se
recogieron mediante centrifugacion a 5000 g 20 min a 4°C. Los cultivos de
células inducidos y crecidos eran utilizados el mismo dia de su recoleccion para
la purificacion de las proteinas sobreexpresadas. En caso contrario, las células
eran guardadas a -20°C. Todos los pasos descritos a continuacién fueron
realizados a 4 °C si no se menciona otra temperatura. Para la purificacion, los
pellets se resuspendieron en tampén A (75 mM HEPES pH 7,5, 400 mM NaCl y
5mM MgCly) suplementado con 1 mM de fluoruro de fenilmetilosulfonilo
(PMSF) y la mezcla resultante fue lisada mediante sonicacion a 20 W. El lisado
fue centrifugado durante 30 min a 16500 g y la fraccion soluble fue cargada en
una columna HiTrap FF Crude (GE Healthcare) previamente equilibrada con
tampon A. La columna se lavé con el mismo tampdén suplementado con 10 mM
de imidazol tras el cual las proteinas fueron eluidas con tampén A suplementado
con 500 mM de imidazol. Las proteinas eluidas fueron concentradas y cargadas
en una columna de exclusién molecular Superdex S200 (GE Healthcare)
previamente equilibrada con tamp6n B (75 mM HEPES pH 7.5, 250 mM NaCl y
5mM MgCly). Las fracciones fueron analizadas mediante SDS-PAGE y aquellas
fracciones de mayor pureza fueron seleccionadas, concentradas y guardadas a
—-80 °C.

Tanto para la expresion de Bovl-Stl como para todas aquellas proteinas
clonadas en el vector pETNKI 1.10 las transformaciones se realizaron en células
competentes E.coli BL21 (DE3)(Novagen). Las proteinas fueron
sobreexpresadas creciendo las células en medio LB suplementado con
kanamicina a una concentracion final de 33 pg/ml a 37 °C hasta fase exponencial
de crecimiento (densidad dptica 0.5-0.8 medida a A=600 nm). Alcanzada la fase
exponencial, la induccion de las proteinas se realiz6 mediante la adicion de de
IPTG (0.1mM), tras la cual las células se incubaron durante 16 horas a 20°C. Tras
su recogida mediante la centrifugacion del cultivo, el pellet se resuspendié en

tampon A suplementado con 1 mM de PMSF. Las células fueron lisadas
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mediante sonicacion a 20 W y el lisado fue centrifugado a 16500 g durante 30
minutos. La fraccion soluble fue cargada en una columna de afinidad HiTrap FF
Crude (GE Healthcare) previamente equilibrada con tampdn A. Tras un lavado
con 10 volumenes de columna con tampén A suplementado con 10 mM de
imidazol, la proteina fue eluida con tampon A suplementado con 500 mM de
imidazol. La proteina eluida fue digerida con SENP2 para eliminar la etiqueta
6xHis-SUMO con una relacion molar de 1:50 (proteasa:proteina eluida) durante
16 horas aplicando una lenta agitacién a 4°C. Tras la digestion, Stl wt fue
concentrada y cargada en una columna de exclusién molecular Superdex S200
(GE Healthcare) previamente equilibrada con tampén B. En cambio, los mutantes
truncados de Stl sin la region C-terminal eran pasados de nuevo por una columna
de afinidad para eliminar las etiquetas cortadas, asi como proteinas no digeridas.
La pureza de las fracciones recogidas fue analizada mediante gel SDS-PAGE vy
las fracciones mas puras y digeridas se juntaron, concentraron y guardaron a —80
°C.

Por Gltimo, los mutantes de Stl clonados en el vector pLIC-SGC1 fueron
transformados en células electrocompetentes Rosetta 2 (DE3) (Novagen). Las
proteinas fueron sobreexpresadas creciendo las células en medio LB
suplementado con ampicilina a una concentracion final de 100 pg/ml a 37°C
hasta fase exponencial de crecimiento (densidad dptica 0.5-0.8 medida a A=600
nm) donde se suplementaron con 0,5 mM de IPTG durante 16 horas a 20°C. La
purificacion de estos mutantes ocurria de la misma manera empleada para la

purificacion de las Duts y sus mutantes.
Electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE

La técnica de electroforesis por SDS-PAGE se utilizd6 como método de
comprobacién a la hora de confirmar la sobreexpresion, la solubilidad y/o el
estado de pureza de las muestras. Las proteinas fueron sometidas a un campo

eléctrico de 200V en presencia de un detergente anionico, asegurando la completa
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desnaturalizacion de muestras previamente calentadas a 95°C. Para hacer los
geles de acrilamida necesarios para la técnica se siguid la receta proporcionada
por la casa comercial (Bio-Rad). Para visualizar el resultado de la electroforesis
los geles de acrilamida eran tefiidos con una solucion de azul Coomasie G-250 al
0,008%.

Electroforesis no desnaturalizante Native-PAGE

La técnica de electroforesis por Native-PAGE se utiliz6 como método de
comprobacion a la hora de confirmar la formacion de complejos. Las proteinas
purificadas se mezclaron a una relacion molar 1:1 a una concentracién de 40 mM
en el tampdn B (volumen final 8 pl) y se incubaron a 4°C durante la noche. Las
muestras se cargaron en un gel al 8% de poliacrilamida y la electroforesis se
realizé a 4°C con un campo eléctrico de 100V durante el tiempo requerido para
la correcta separacion de las bandas. Los geles de acrilamida necesarios para la
técnica se realizaron siguiendo la receta proporcionada por la casa comercial
(Bio-Rad). La visualizacion del resultado de la electroforesis, los geles de
acrilamida eran tefiidos con una solucién de azul Coomasie G-250 al 0,008% y

destifiidos con dH-0.

Cuantificacidn de proteinas
Para cuantificar la cantidad exacta de proteina que teniamos en solucion se
utilizaron dos métodos: (i) el método Bradford mediante el reactivo Protein
Assay Dye Reagent Concetrate (Bio-Rad) y (ii) a partir del coeficiente de
extincion molar mediante el uso del NanoDrop ND-1000 Spectophotometer

(Thermo Scientific).
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Interferometria de biocapa (BL1)

La interferometria de biocapa (BLI) es una técnica dptica que analiza el
patron de interferencia de la luz blanca reflejada desde dos superficies: una capa
de proteina inmovilizada en la punta del biosensor y una capa de referencia
interna (Fig. M1). Cualquier cambio en el nimero de moléculas unidas a la punta
del biosensor provoca un cambio en el patrén de interferencia. La unién entre la
molécula inmovilizada en la superficie de la punta del biosensor y un analito en
solucion produce un aumento del grosor Optico en la capa de la punta del
biosensor, lo que da como resultado un desplazamiento de longitud de onda. Las
interacciones se miden en tiempo real, lo que brinda la capacidad de monitorear
la especificidad de unién, las tasas de asociacion y disociacién o concentracion
con alta precision y exactitud. Solo las moléculas que se unen o se disocian del
biosensor pueden cambiar el patron de interferencia y generar un perfil de
respuesta. Aquellas moléculas que no se unen o bien al biosensor o a la molécula
pegada a éste no afectan el patron de interferencia. Esta es una caracteristica Unica
de la interferometria de biocapa y amplia su capacidad para funcionar en muestras
crudas utilizadas en aplicaciones para interacciones proteina-proteina,
cuantificacion, afinidad, y cinética. Los parametros cinéticos de la interaccién,
afinidad de la unién (Kp) y constantes de asociacion (kon) y disociacion (koff),
entre las diferentes Duts y Stl se midieron mediante Interferometria de biocapa
(Biolayer Interferometry, BLI) utilizando el sistema BLITz (FortéBio). La
afinidad (Kp) se calcula dividiendo la constante de disociacion (Kef), que mide
cémo de rapido se disocia la unidn, por la constante de asociacion (Kon), que mide
la rapidez de la formacién del complejo. Para esta técnica, tanto la dilucion de las
proteinas como la linea base de los ensayos se llevaron a cabo en tampén B,
siendo suplementado cuando era necesario con el nucleétido correspondiente a
una concentracion final de 0,5 mM de dUPNPP. Para cada interaccion, la
correspondiente Dut fusionada a una etiqueta de histidinas fue inmovilizada

sobre un biosensor Ni-NTA (FortéBio) a una concentracion de 1-3 uM. Al menos
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cinco diluciones diferentes de Stl (desde 2 a 0,125 uM) fueron utilizadas en las
etapas de asociacion y disociacion para cada interaccion Stl:Dut medida,
ajustando la concentracion méas alta de Stl hasta un orden de magnitud por encima
el valor estimado de Kp. El célculo de los valores cinéticos y el analisis de los
datos se realizaron con el programa informatico BLItz Pro 1.2. Para ajustar los
datos se utilizé el modelo 1:1 de interaccién y se usaron controles Dut:Buffer,

Buffer:Stl para contrarestar el maximo ruido o contaminacion de la técnica.

Baseline Loading Baseline Association ‘ Dissaciation
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Figura M1. Pasos experimentales en un sensograma de BLI. (Baseline) Linea base con
tampdn de ensayo. (Loading) Unién de ligando al sensor. (Association) Exposicion del

analito al sensor. (Dissociation) Disociacidn de la interaccion.

Ensayo de actividad de dUTPasa
La actividad enzimatica de las dUTPasas fue medida mediante el ensayo
de verde malaquita (Malachite Green phosphate) (Pegan et al., 2010; Vardakou
et al., 2014). Este método cuantifica la actividad dUTPasa mediante la medicion

del fosfato inorganico (Pi) liberado en 200 I de volumen de ensayo con tampon

de reaccion (tampon B + 0,01 U de pirofosfatasa inorgéanica (Thermo scientific)
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y 0,1 ug de la correspondiente Dut) (Gongalves et al., 2011). Las reacciones
fueron iniciadas mediante la adicion de dUTP (concentracion final de 400 M) y
diferentes muestras fueron tomadas a los 0, 2, 4, 6, 8 y 10 min parando la reaccion
mediante la adicion de 50 pl de solucion para el revelado de verde malaquita.
Después de incubar 10 min a temperatura ambiente, la produccién de Pi fue
calculada basada en la absorbancia de la muestra a 630 nm y frente una curva
patron previamente determinada para el Pi. Las reacciones mostraron una
linealidad a lo largo del tiempo de reaccion y la velocidad inicial fue calculada
siguiendo este procedimiento utilizando el programa SigmaPlot (Systat Software,
San Jose, CA).

Ensayo de termoestabilidad

El ensayo de termoestabilidad se utiliz6 como medio para comparar el
estado o rigidez de plegamiento de diferentes proteinas frente a mutantes
puntuales de la misma. Este ensayo se realiz6 en el Sistema de PCR a tiempo real
7500 Fast (Applied Biosystems). Se cargaron muestras de 20 pl que contenian 5x
Sypro Orange (Sigma) y 20 uM de proteina en un tampdn gue contenia 75 mM
HEPES a pH 7,5 y 250 mM NacCl en placas de PCR de 96 pocillos. Cuando se
indica, la mezcla de muestra se complement6 con 5mM de MgCl; 0 1 mM de
dUPNPP (Jena Bioscience). Las muestras se calentaron de 20 a 85 ° C con una
velocidad de calentamiento de 1°C/min. La intensidad de la fluorescencia se
normaliz6 y analizdé con el software GraphPad Prism version 6 (GraphPad
Software, San Diego, California USA, www.graphpad.com) a través de el analisis

sigmoidal de Boltzmann.
EMSA

Con el fin de analizar la union de Srtl y sus mutantes puntuales a la region
13730-13949 del genoma de SaPlbovl que contiene el sitio de represion de Stl

que controla la expresion de str y xis (Mir-Sanchis et al., 2012), ésta se amplificd
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mediante PCR utilizando los cebadores Stl_ ADN_BR1
y Stl_ADN_BR2 cuyas secuencias se encuentran en el Anexo Ill. Estos
cebadores se modificaron con un fluoréforo en 5 'IR700 (Eurofins) y se utilizaron
sobre el ADN genémico de S. aureus 8325 como molde. El producto de la PCR
incluye. El producto de la PCR purificado (10 ng/ ul), el cual se encuentra
marcado con el fluor6foro mencionado y la proteina Stl se mezclaron en tampén
EMSA (50 mM HEPES (pH 7,5), 5 mM MgCl,, 75 mM NaCl y 0,5 mM EDTA).
Las muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Los geles
de poliacrilamida al 8% se sometieron a electroforesis en tampon Tris-Borato-
EDTA (TBE) a 100 V durante una hora de pre-corrido, seguido de la carga de las
muestras y su electroforesis correspondiente de aproximadamente 150 minutos a
100 V a 4°C. Los geles fueron analizados por Odyssey Imaging System (LI-

COR) por la excitacion del fluoréforo a 700 nm.

Formacién de enlaces di-sulfuro.

Los experimentos que incluyen a los mutantes sobre zonas de dimerizacién
de BovI-Stl (H73C y H188C) se realizaron mediante la oxidacion de la muestra,
y por consiguiente la formacion de los enlaces di-sulfuro, utilizando una
concentracién de 1mM cobre-fenantrolina (Cu-P). Las muestras con Cu-P se
incubaron durante 5 minutos a 37°C para ser estudiades posteriormente por SDS-
PAGE no reductor. La Cu-P se preparé mezclando 60 mM de CuSO4, 200 mM
de O-fenantrolina y 50 mM de NaH2PO4 (Casino et al., 2018).

Cromatografia de exclusion molecular (SEC) y SEC- Multi-Angle
Light Scattering (SEC-MALYS).

Los andlisis de SEC se llevaron a cabo utilizando una columna Superdex
200 Increase 10/300 GL (GE Healthcare) conectada a un AKTA Pure (GE
Healthcare) y equilibrada con 75 mM HEPES pH 7.5, 250 mM NaCl y 5 mM
MgCl,. Se inyectaban muestras que contenian 200 pg de proteina en la columna

y se eluyeron con el buffer de equilibrio a un flujo de 1ml/min. Los valores de
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volumen y absorbancia (UV280nm) de los cromatogramas fueron exportados y
graficados en el software GraphPad Prism para comparar el volumen de retencion
de cada muestra. En los experimentos de SEC-MALS el sistema de cromatografia
incluia ademas un sistema Wyatt DAWN HELEOS-II MALS (detector para la
caracterizacion de la masa molar y tamafio de macromoléculas y nanoparticulas
en solucién) y un refractémetro diferencial Wyatt Optilab rEX (Wyatt). Para la

recogida y el andlisis de los datos se utilizo el software Astra 7.1.2.
Termoforesis a micro-escala (MST).

Debido a que las Duts diméricas interaccionan con BovI-Stl rompiendo su
homodimero para interaccionar a través de la superficie de dimerizacion del
represor formando un heterodimero, tuvimos que utilizar una técnica diferente a
la interferometria de biocapa que permitiera la medicion de las cinéticas de
interaccion en solucion. Para ello, se llevo a cabo la termoforesis a micro-escala,
una tecnologia para el andlisis de interacciones entre biomoléculas basada en la
deteccién de cambios inducidos por temperatura en la fluorescencia de un
reactivo de marcaje unido a un ligando no marcado. Tanto Bovl-Stl como los
mutantes a cisteina (H73C y H188C) fueron marcados fluorescentemente con el
reactivo NT-647 amina del kit de marcaje proteico Monolith NT
Protein Labeling kit RED-NHS (NanoTemper Technologies) siguiendo las
instrucciones del fabricante. A modo de resumen, la proteina fue mezclada con
la solucion de marcaje 3x y se incubd durante 30 minutos en condiciones de
oscuridad. Posteriormente, se purificé por gravedad mediante las columnas que
provee el kit y se eluyeron con buffer 75 mM HEPES pH 7.5, 400 mM NaCl y 5

mM MgCl; para eliminar el exceso de reactivo de marcaje.

La proteina marcada se utilizé en los experimentos a una concentracién de
entre 150-300nM en funcion de su afinidad por las Duts. Previamente al
experimento, se asegurd que las proteinas se encontraran en el mismo buffer. Para

los ensayos con los mutantes con puentes disulfuro (H73C y H188C) en presencia
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de agente reductor, la preparacion de la muestra se realizd mediante la adicion
2mM de DTT para una concentracion final de 1mM al incubarlo con la Dut
analizada. Se realizaron diluciones seriadas de la Dut estudiada (rango entre 10
to 0.3uM) y se afiadi6 la proteina marcada, Stl, en una dilucién con un ratio 1:1.
Tras una incubacion de 15 minutos a temperatura ambiente las muestras se
cargaban en capilares “Premium Coated Capillaries”
(K005, NanoTemper Technologies) y se introducian en el sistema de MST
“Monolith NT.115” (NanoTemper Technologies) en el canal rojo usando 20% de
excitacion LED y un 40% de MST. Los resultados fueron analizados mediante el

software M.O. Affinity Analysis (NanoTermper Technologies).
Cristalizacion de proteinas y recogida de datos

Las proteinas fueron cristalizadas a concentraciones de entre 7-10 mg/mL
mediante la técnica difusion de vapor en gota sentada. En el caso de la
cristalizacion de complejos proteicos, la mezcla de ambas proteinas se realizo en
un ratio molar 1:1. Despues, las muestras fueron centrifugadas para eliminar el
precipitado formado tras la adicion y el sobrenadante fue incubado durante 16
horas a 4°C antes de afadirse a los diferentes screenings de cristalizacién
(JCSG+, Mollecular Dimensions; JBSI y JBSII, Jena Bioscience).

Para cada condicion donde se encontraban cristales, éstos fueron
directamente congelados en nitrogeno liquido con o sin necesidad de
crioprotectores en funcion de las caracteristicas de la solucién madre de dicha
condicién. Las estructuras resueltas provenian de cristales crecidos en las

siguientes condiciones (Tabla M1):
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Tabla M1: Condiciones de cristalizacion de las diferentes estructuras
obtenidas.

Estructura Condiciones de cristalizacién
Dut80aP**E Tipo | | 32% de etanol, 2% de PEG 1000 y 0.1 M Citrato fosfato pH 4.2
Dut80aP%%E Tipo 11 20% de Etanol, 10% Glicerol
Bovl-StINter 0.2 M Sulfato de litio, 0.1M Bis-Tris 25% PEG3350 pH 5.5
Dutp11:BovI-StINtr 24% PEG 1500, 20% Glicerol
Dutp85:BovI-StINtr 24% PEG 1500, 20% Glicerol
Dut80a:BovI-StINter 0.1M CAPS, 40% MPD pH 10.5

Los diferentes juegos de datos fueron recogidos para cada una de las
proteinas a 100 K en las instalaciones de los sincrotrones de DLS (Diamond Light
Source) (Oxford, UK) y ALBA (Barcelona, Espafa).

Las estadisticas de la recogida de datos se muestran mas adelante en el

apartado de resultados cuando se exponen las diferentes estructuras.
Determinacion y resolucion de las estructuras tridimensionales

Tras la difraccidn de los cristales de proteina por rayos X y la obtencidn
de las iméagenes de difraccidn, éstas eran indexadas por iMosflim (Powell et al.,
2013) mediante un procedimiento automatizado (autoindexacion) que
proporciona la orientacion del cristal, una estimacion inicial de las dimensiones
de la celda unitaria con una idea de la simetria cristalografica y un indice de cada
spot o reflejo (Evans, 2011; Powell, 2017). El proceso de escalado y agrupacion
de los datos se realiz6 con el programa Aimless (Evans and Murshudov, 2013)
del paquete CCP4 (Winn et al., 2011).
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Las estructuras fueron resueltas mediante reemplazo molecular utilizando
el programa Phaser (McCoy et al., 2007). Mediante el reemplazo molecular, las
fases ya conocidas de una molécula similar se injertan en las intensidades de la
molécula en cuestion. Estas fases se pueden obtener experimentalmente a partir
de una molécula homéloga o si las fases son conocidas para la misma molécula,
pero en un cristal diferente, simulando el empaquetamiento de la molécula en el

cristal y obteniendo fases tedricas.

Basandonos en los resultados previos publicados (Tormo-Mas et al., 2013)
para la resolucion de las estructuras de las Duts se han excluido del modelo inicial
de busqueda las zonas de alta flexibilidad como el extremo N-terminal, el motivo
V' y el motivo VI no conservado presente en las Duts triméricas de fagos. Esta
decisidn se basa en que: (i) los motivos flexibles normalmente no son visibles en
las estructuras obtenidas a partir de cristales y (ii) evitar imponer cualquier
posible conformacion estructural inicial en los motivos V'y VI que pudiera sesgar

el proceso de afinado de la estructura.

Una vez se obtienen las fases tras el reemplazo molecular, los datos y/o
estructura resultante debe refinarse para lograr un acuerdo entre el modelo
estructural (factores de estructura) y los datos experimentales (mapas de densidad
electronica). Los ciclos de refinado y construccion de modelo se realizaron
utilizando el programa Coot (Emsley et al., 2010) para ajustar la estructura a la
densidad electronica y el programa Refmac (Winn et al., 2011) para analizar
dicho refinamiento hasta obtener un buen balance entre los factores de estructura
calculados a partir del modelo cristalografico y los derivados de los datos de la

difraccion (R-factor).
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Durante el presente trabajo de tesis, se han obtenido diferentes estructuras

las cuales se han resuelto de la siguiente manera:

La estructura del mutante Dut800°*F fue resuelta mediante reemplazo
molecular utilizando Phaser (McCoy et al., 2007) y la estructura del trimero de
Dut80o. (PDB 3ZEZ; Tormo-Mas et al., 2013) como modelo.

IN®" se resolvid mediante

La estructura del complejo Dut$ll-Bovl-St
reemplazo molecular utilizando Phaser (McCoy et al., 2007) y la estructura del

trimero de Dut$11 (PDB 4GV8; Leveles et al., 2013) como modelo.

La estructura Bovl-StIN®" del complejo Dutd11-BovI-StIN® se us6 luego
como modelo en el reemplazo molecular para el conjunto de datos recopilados

de los cristales BovI-StIN®" solo.

Por Gltimo, los complejos Dut¢85:BovI-StIN®" y Dut80a:BovI-StiN®" se
resolvieron mediante reemplazo molecular utilizando el trimero de la Dut¢85 y

Dut800“'#*, respectivamente, y la estructura de StIN*".

Para practiamente todos ellos, tras generar un primer modelo inicial con la
ayuda de Phaser, el proceso de refinado se llevé a cabo como lo anteriormente
descrito. No obstante, para el complejo Dutp11-BovI-StIiN® las fases iniciales
obtenidas del reemplazo molecular se utilizaron para generar mapas de densidad
electronica de suficiente calidad para construir manualmente el modelo Bovl-
StIN®" en Coot (Emsley et al., 2010).

Modelo estructural del complejo Bovl-Stl:ADN

El modelo estructural de BovI-StIN®*" en complejo con ADN se generd
mediante una superposicion de su dominio HTH (residuos 12-83) con la porcién
equivalente (residuos 7-72) de la proteina controladora del sistema restriccion-
modificacion de Esp13961 (C.Esp13961) en complejo con su ADN diana (PDB
3CLC) (Ball et al., 2012). Para generar el dimero de BovI-StIN*" se superpuso el

monomero sobre de la segunda subunidad del represor dimérico C. Esp13961. El
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modelaje se finalizd mediante la sustitucion de la secuencia de ADN reconocida,
siendo la de Stl “TATCTCaatttGAGATA” (Leveles et al., 2013) (la region
palindrémica estd marcada en mayusculas). La minimizacion de energia del
modelo se llevd a cabo mediante: i) el modulo de minimizacion de energia del
software Chimera (Sagendorf et al., 2017) vy ii) el servidor de minimizacion de
energia Yasara utilizando la fuerza Yasara y los valores de minimizacion por
defecto. Ambos programas generaron modelos casi idénticos (RMSD de 0.4 A en
los carbonos alfa de ambos modelos) con un reconocimiento similar del ADN
(analizado con DNAproDB) (Jared et al., 2017). El analisis de contactos no
mostré choques entre los dimeros (la distancia mas corta fue de 2.65 A). El
modelo generado con Chimera fue el utilizado a la hora analizar los posibles
residuos de Bovl-Stl que intervendrian en la union al ADN ademas de utilizarse

para realizar las figuras de este trabajo de tesis.

80



81



82



RESULTADOS

83



84



CAPITULO |

85



86



CAPITULO |

Contribucion personal

Al inicio de mi incorporacion para realizar este trabajo de tesis, el grupo
de investigacion de la Dra. Vertessy publicd un articulo que cuestionaba el
modelo de la interaccion Dut:Bovl-Stl propuesto por el laboratorio del Dr.
Marina. Sus resultados, basados en el estudio de la interaccion de Stl de
SaPIBovl con la Dut del fago ¢11, concluian que la unién del dUTP a la enzima
inhibia la union del represor y por lo tanto la formacion de complejo con Bovl-
Stl. Esto ocurriria al competir ambos, represor y ligando, por el centro activo de
la dUTPasa. Ademas, su modelo sostenia que el motivo V de las Duts,
anteriormente propuesto como esencial por nuestro grupo, no se requeria para la
union a Bovl-Stl. Por otro lado, el mismo grupo a través de una publicacion
diferente concluia que el motivo VI adicional codificado por dUTPasas de fagos
tampoco era necesario para la induccion de la isla ya que la dUTPasa de
Mycobacterium tuberculosis, carente de motivo VI, era capaz de interaccionar
con Bovl-Stl. Por ello, como parte de este trabajo tesis, llevamos a cabo diferentes

experimentos para averiguar la clave de dichas discrepancias.

Asi pues, este capitulo se divide en dos partes. La primera re-evalua las
conclusiones de la Dra. Vertessy utilizado otras Duts de fagos de S. aureus vy,
ademas, indaga en el mecanismo de interaccién Bovl-Stl:Dut trimérica poniendo
en conjunto todos los datos obtenidos por ambos grupos de investigacion. Para
ello, mi contribucion en este apartado del capitulo ha sido participar en la
caracterizacion de la cinética de interaccion entre el represor Bov-Stl y las
diferentes variantes (wt y mutantes delecionales del motivo V y VI) de las Duts
modelo de ambos grupos. Por otro lado, la segunda parte del capitulo se centra
tanto en la inclusién de nuevos motivos participantes en el mecanismo molecular

de interacion como en el estudio de otras Duts triméricas.

Parte de estos resultados publicados como articulo cientifico en la revista

Nucleic Acids Research, y donde aparezco como co-autor, han sido previamente
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expuestos en una tesis de nuestro grupo paralela a esta. No obstante, la obtencion
de los mismos no solo ha sido parte de mi etapa como investigador predoctoral,
sino que pertenecen a un trabajo exclusivo de esta tesis. La inclusion y el estudio
del motivo IV como parte del mecanismo fue gracias a la cristalizacion,
difraccion y resolucion de las estructuras tridimensionales del complejo Bovl-
Stl:Dutp11, propio de este trabajo y del que hablaremos en otro capitulo. Gracias
a estos resultados fuimos capaces de unificar los diferentes mecanismos
propuestos y fueron clave para la base sobre la que se ha asentado el objteivo
general de esta tesis: descifrar el mecanismo molecular de la interaccion de las

Duts triméricas con el represor Stl de SaPlbov1.

Para todo ello ha sido necesario mi implicacion en la sobreexpresion de
las proteinas; el uso de diferentes técnicas de purificacion, que incluyen la
cromatografia de afinidad y exclusion molecular, y el uso de la interferometria
en biocapa (BLI) para la medicidn de la cinética de la union entre las diferentes
Duts por el represor de la SaPl. Ademas, la obtenicon de la estructura
tridimensional del complejo Bovl-Stl:Dut$ll se obtuvo por técnicas de
cristalografia y difraccion de rayos X de monocristales difractados en diferentes

sincrotrones (DLS en Oxford, UK; y ALBA en Barcelona, Espafa).
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Modelos previos de interaccion Bovl-Stl:Dut

Tanto los resultados previos de nuestro grupo de investigacion como los
de este trabajo de tesis sugieren que las Duts codificadas por bacteriéfagos que
infectan a S. aureus son las proteinas inductoras encargadas de la activacion y
transferencia de diferentes SaPls. Esta accidn se realiza por interaccion directa
con el represor Stl de SaPlbovl (Bovl-Stl), interfiriendo de este modo en su
funcién de represor en la isla de patogenicidad. Inicialmente, la propuesta de
nuestro grupo postulaba que esta interaccion podria ser favorecida cuando la Dut
se encuentra con el ligando en el centro activo. En este sentido el mecanismo
recordaba a otros mecanismos de proteinas transductoras de sefiales como las
proteinas G de eucariotas, donde la union del nucleétido, dUTP en el caso de las
Duts y GTP para proteina G, intervienen en el proceso de unién entre las
proteinas (Tormo-Mas et al., 2013) (Fig. 1.1A). Por otro lado, las proteinas G
sufren un cambio conformacional en una de sus subunidades que les permiten
gjercer su funcién enzimatica. Para el caso de las Duts triméricas, moléculas
modelo para este mecanismo, la unién del nucleétido al centro activo de la
enzima genera cambios conformacionales sobre uno de los motivos altamente
conservados, el motivo V. Esta similitud fue lo que llevé al grupo a proponer que
este elemento podria actuar como interuptor en el proceso, de forma anéloga a
las proteinas G. Ademas, y debido a la especificidad que presentan las Duts en la
union a la proteina diana, es probable que su motivo mas variable y especifico,

el motivo VI, también participe en dicho mecanismo de unién molecular.

No obstante, Szabo y colaboradores, mediante el uso y andlisis la Dut
codificada por el fago ¢11 (Dut$1l) propusieron un modelo diferente para la
interaccién entre la Dut y el represor Stl de SaPIbovl (Bovl-Stl). Para ello, estos
autores usaron diferentes métodos biofisicos in vitro (Szabo et al., 2014). En este
modelo (Fig. 1.1) estos autores proponian al dUTP como inhibidor de la

formacion del complejo, mientras que la forma apo era la encargada de
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interaccionar con Bovl-Stl inducciendo la isla. A pesar de las diferencias con
nuestro modelo inicial, ambos modelos propuestos implicaban al dUTP como un
segundo mensajero y pieza clave para los estados “on/off” del complejo. No
obstante, el mecanismo molecular por el que el dUTP impide que ocurra la
interaccion entre la Dut y Bovl-Stl era totalmente desconocido. Ademas,
contrariando nuestro modelo donde el mutante delecional para el motivo V de la
Dut80a era suficiente para inhibir la interaccion con BovI-Stl, este modelo,
proponia que el motivo V no intervenia en el proceso de regulacion (Szabé et al.,
2014). Ademas, los mismos autores propusieron que el motivo VI tampoco
tendria un rol en la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut o en la inhibicion de la
union de Bovl-Stl a su ADN diana. Esta propuesta se dervivaba de estudios de la
interaccion entre Bovl-Stl y la Dut de M. tuberculosis, la cual no contiene el
motivo VI pero si interacciona con el represor (Hirmondo et al., 2015) (Fig.
1.1B).

oA G

([ESl< [ES]

N

dUMP

Figura 1.1. Modelos propuestos para la interaccion Bovl-Stl:Dut. Se muestran los
diferentes modelos propuestos por (A) nuestro grupo de investigacion (Tormo-Mas et al.,
2013) y (B) el grupo al que pertenecen Szabo y colaboradores (Szabo et al., 2014),
representando los cambios del sistema enzima (E) y enzima-sustrato (ES) y su efecto
sobre la interaccion con el represor Stl.

Dada la controversia o contradiccion que suponen los dos modelos de

interaccion propuestos, decidimos revisar nuestros resultados utilizando técnicas
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de deteccion in vitro como la interferometria de biocapa (BLI), estudios
estructurales y resultados bioldgicos in vivo.

Confirmacion de los modelos propuestos. El papel de dUTP y de los
motivos V'y VI.

Como se ha comentado, existia ciertas diferencias en cuanto a la
implicacion del dUTP y de los motivos V' y VI de la Dut trimérica en la formacion
del complejo con Bovl-Stl. Al haberse derivado ambos modelos del estudio de
Dut diferentes, la Dut80c. en nuestro caso y la Dut¢ll en el caso Szabo y
colaboradores, decidimos analizar ambos modelos en paralelo. Como primer
punto estudiamos mediante la técnica de interferometria de biocapa (BLI) las
cinéticas de interaccion del complejo Bovl-Stl:Dut trimérica en presencia o
ausencia de dUPNPP, un analogo no hidrolizable del dUTP (Tabla 1.1). Para ello,
nos servimos tanto de las formas silvestres Dut80a"™ y Dut¢11"" como de
mutantes delecionales para los motivos V y VI y que fueron realizados como
parte de una tesis paralela a esta (Dut80c*V, Dut80a*"!, Dut¢p11 Y, Dutp11“"").
En el caso de los mutantes delecionales para el motivo V, los mutantes se crearon
mediante la insercidén de un codén de STOP (TAA) tras la Ser158 (Dut80a) y
Ser157 (Dut¢11). Por otro lado, para la construccion de los mutantes delecionales
para el motivo VI (residuos 96-123 para 80c. y 96-124 para ¢11), éste se sustituyd
por dos aminoacidos, Asn-Ser, los cuales conectarian las hojas f8 and (9
flanqueantes (Fig. 1.2).

Primeramente, se analizé si la presencia del dUTP era capaz de inhibir la
formacién de complejo. Como se observa en la tabla 1.1, y de acuerdo con el
modelo alternativo propuesto por Szabo y colaboradores (Szab6 et al., 2014), los
resultados mostraron que la presencia del dJUPNPP afectaba negativamente a la
interaccion entre Bovl-Stl y las Duts analizadas (Tabla 1.1). Asi pues, en

presencia de dUPNPP, la afinidad de ambas Duts por el represor disminuyd,
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aunque este efecto era mucho mayor para Dut¢1l que para Dut80c., ya que la
primera presentaba una disminucion en su afinidad de dos ordenes de magnitud
(de 1,8x10° a 3,0x107 M) mientras que la segunda era solo de uno (de 4,0x10®
a 4,7x107 M) (Tabla 1.1). El anélisis de sus constantes revelé que la caida del
valor de afinidad es efecto de una reduccidon de sus constantes de asociacion (Kon),
apoyando asi el mecanismo propuesto por Szabo y colaboradores donde el
represor Bovl-Stl y el dUTP competirian por la unién de la enzima (Szabd et al.,
2014). Por lo tanto, y en concordancia con esta hipétesis, el hecho de que la
presencia del dUPNPP afecte mas a la Dut¢p11"'" se explicaria con las diferentes

.

afinidades de las Duts en su forma apo por el represor (4,0x10°® para Dut80c."Y
y 1,8x10°° para Dutp11"'7).

Estos resultados ademas apoyan a los previamente demostrados en la
bibliografia mediante ensayos in vivo de la induccion del ciclo de SaPlbovl
(Tormo-Mas et al., 2010). En este caso, si analizamos estas constantes mas en
detalle, podemos observar que la diferencia entre ambas afinidades se debe a los
valores de ko (1,0x10°% para la Dut80a"'" y 9,2x10% para la Dut¢11"T) (Tabla 1.1).
Que el complejo Bovl-Stl: Dut¢p11"" se disocie de manera menos efectiva pone

de manifiesto su estabilidad comparado con el formado con la Dut80a™.

Habiendo confirmado que el dUTP inhibe la formacion del complejo de
las Duts triméricas estudiadas con Bovl-Stl, faltaba resolver la disputa de la
implicacién de los motivos V y VI en este mecanismo. Como se ha comentado
previamente durante la introduccion, las Duts presentan un motivo no conservado
altamente variable en secuencia y longitud al que se le denominé motivo VI (Fig.
1.2, Fig. 1.3). La presencia de este motivo en una Dut trimérica se ha relacionado
con funciones moonlighting en diferentes organismos (Chu et al., 1996; Muha et
al., 2012; Pecsi et al., 2012). Por ello, nuestro grupo de investigacion junto al
laboratorio del Dr. Penadés, propusieron que este motivo también seria clave para

la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut trimérica y, por lo tanto, de la funcion

92



CAPITULO |

moonlighting en la transferencia horizontal de genes (Tormo-Mas et al., 2010).
Los resultados de afinidad de Dut80a (4,0x10® M) y Dutpll (1,4x10° M)
obtenidos a través de la técnica BLI pusieron de manifiesto la superioridad de la
estabilidad del complejo Bovl-Stl: Dut11 (Tabla 1.1). Por ello, es légico pensar
que, debido a la conservacion de su secuencia y por lo tanto la similitud entre
ellas, esta diferencia de afinidad vendria dada por residuos o zonas variables entre

ambas, lo que centraria la atencion sobre el motivo VI (Fig. 1.2, Fig. 1.3).

Tabla 1.1. Cambios en las cinéticas de interaccion entre BovI-Stl y las Duts Dut80e™ "
y Dute11V" en presencia o ausencia de nucleétidos a) Proteina marcada con etiqueta
de histidinas. b) EI dUPNPP se us6 a una concentracién final de 0.5 mM. Valores
obtenidos mediante interferometria de biocapa (BLI).

Proteina® [ Nucledtido® | Kp (Kofi/Kon) (M) |  Kon (M™s?) Kot (s)
- 4,0x108 2,5x10% + 6x10% | 1,0x10%° + 3x10°°
Dut80a™ ™
dUPNPP 4,7x 107 3,0x10% + 2x10? | 1,4x10° + 3x10°
- 1,8x10° 5,4x10% + 3x10% | 9,2x10° + 3x10°®
Dute11WT
dUPNPP 3,0x 107 2,0x10°% + 1x10? | 6,0x10“ + 1x10°
Dut80a*Y - 5,3x107 1,7x10% + 4x10? | 9,0x10° + 2x10*
Dutp11*Y - 1,4x10° 2,8x10%* + 2x10? | 4,0x10° + 2x10°
Dut80a*"! - UND¢
Dutp11*V - 1,1x10°8 2,1x10* + 1x10? | 2,4x10* + 3x10°
Dutq)llAV"AVl - 1,1x107 1,7x10%+ 1x10% | 1,9x10% + 1x10°®
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Figura 1.2. Visualizacion espacial de zonas y residuos relevantes para la interaccion
Bovl-Stl:Dut usando como ejemplo la estructura de Dut80a™™. (A) Estructura del
homotrimero (monémeros en naranja, amarillo y rosa) de Dut80a"" (PDB 3ZEZ),
resaltando todos los motivos de la Dut (I, verde; Il, naranja; Ill, azul; IV, amarillo; V,
morado; VI, rojo) asi como los amino&cidos intercambiados del motivo IV en los
mutantes IV-11y IV-80. Los residuos analizados se muestran etiquetados y en forma de
sticks. (B) Alineamiento de las secuencias de las Duts fagicas Dut80a" y
Dut¢#11"".junto a Duts de procariotas (E.coli) y eucariotas (humana). Los motivos estan
coloreados de acuerdo a la figura del trimero.
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Unconserved ..4 567 I- Conserved

Dut80a
Dutphill
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Figura 1.3. Conservacion de secuencia entre Dut80a™™ y Dutgl1"W™ . Los colores
indican la conservacién relativa de la secuencia en cada posicién, siendo rojo muy
conservado y azul muy poco conservado (modificacion de alineamiento generado con
PRALINE alignment).

La especificidad en la union a Bovl-Stl medida mediante ensayos de BLI

en el caso del mutante a Dut80a*"!

resulté en una interaccién indetectable por la
técnica (>1x10° M). Por otro lado, los resultados con la Dut¢11 mostraron una
reduccién de un orden de magnitud en comparacion a la forma silvestre (de
1,8x10° M a 1,1x10®M). Con respecto a la implicacion del motivo V, el anélisis
de sus constantes cinéticas mediante BLI mostraron resultados que, aunque
contradictorios, planteaban un misterio muy interesante. En el caso de los
mutantes delecionales para el motivo V, y como se observa en la Tabla 1.1, la
afinidad del mutante Dut80o*" por Bovl-Stl disminuye en un orden de magnitud,
mientras que la del mutante Dute11*Y se ve inalterada. Que estas mutaciones
mostraran cambios tan dispares en su afinidad por Bovl-Stl fue una sorpresa ya
que la secuencia del motivo V para ambas es la misma. Por lo tanto, que la
eliminacion de una misma secuencia para dos proteinas practicamente idénticas
tenga resultados tan diferentes de nuevo solo se puede explicar a través de la

contribucién de zonas variables entre las mismas. Por ello, decidimos utilizar un
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doble mutante delecional para el motivo V' y VI (Dut$114¥*""). Dos escenarios
eran posibles con este mutante, o i) realmente el motivo V no esta
implicado en la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut$11 y la interaccion
presentaria valores similares a los mostrados previamente por el mutante
delecional para el motivo VI o ii) se observaria una disminucion en la afinidad
para este mutante. Como era de esperar, la mutacion Dut¢p11*V*Y! obtuvo valores
para la constante de disociacion dos 6rdenes de magnitud inferiores a la proteina
silvestre (1,1x107 M frente a 1,8x10° M, respectivamente) y de un orden de
magnitud comparado con el mutante Dut¢p11*"' (1,1x10°M) (Tabla 1.1). Por lo
tanto, estos resultados apoyan la implicacion del motivo V en la

interaccion con Bovl-Stl en ambas Duts.

Asi pues, estos datos sugerian que ambos, motivo V' y VI de las Duts
triméricas, estan implicados en la interaccion con Stl y que el motivo VI, variable
entre Duts, seria el que modularia la afinidad de las Duts triméricas por el
represor. No obstante, esta hip6tesis no encajaria con los datos obtenidos con los
mutantes delecionales para el motivo VI (Tabla 1.1). Si este motivo modulase la
interaccion, su delecidn deberia traer como consecuencia valores de afinidad
similares para todas las Duts desprovistas del mismo. Sin embargo, la Dut$11 es
capaz de mantener una buena afinidad por el represor incluso desprovista de
motivo VI, el cual parece ser clave para la Dut80o. Con el fin de encontrar
respuestas para este mecanismo de interaccién molecular incompleto, y dados los
resultados anteriores acerca de la inhibicion de la formaciéon de complejo en
presencia de ligando, decidimos estudiar el centro activo junto a los residuos

clave para la funcién enzimatica de la Dut.
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El centro activo como zona de anclaje en la formacién de complejo
Bovl-Stl:Dut trimérica.

Inicialmente, nuestro grupo propuso que el motivo V estaria implicado en
la formacion del complejo una vez sufre el cambio conformacional y se situa
sobre el centro activo tras su union con el ligando (Tormo-Mas et al., 2013), pero
el hecho de que tanto el dUTP como el represor compitan por el centro activo
descarta la hipétesis. No obstante, y debido a la confirmacion de la implicacion
de este motivo, pensamos en que la interaccion del motivo V con el represor

podria darse una vez Bovl-Stl interaccione con un centro activo libre.

Como se ha comentado previamente durante la introduccidn, la unién del
dUTP al centro activo de las Duts triméricas induce un cambio conformacional
en el P-loop situado en el motivo V e interviene en la hidrélisis. En este correcto
posicionamiento juega un papel clave un residuo (Phe o His) que interacciona
con la base nitrogenada del ligando situdndose sobre el anillo del uracilo y se ha
propuesto que tiene un papel tanto en el posicionamiento de este motivo sobre el
centro activo como en la actividad catalitica de las Duts (Mol et al., 1996; Pecsi
et al., 2010) (Fig. 1.2; Fig. 1.3). Por ello, junto con el mutante delecional del
motivo V, se genero6 el mutante F165A (Dut80a%*”) para analizarlo por BLI.
Datos de nuestro grupo y del grupo del Dr. Penadés publicados como parte de
una tesis paralela a esta muestran que esta mutacion genera una proteina
cataliticamente inactiva y que es ademas incapaz de inducir la movilidad de la
SaPl.

FI65A muestra una afinidad un

En analisis por BLI del mutante Dut80a
orden de magnitud menor que su forma silvestre por Bovl-Stl, presentando asi
resultados muy similares a los obtenidos con el mutante Dut80a*Y. Que el cambio
de un Unico residuo genere un impacto similar a la delecion de todo un motivo

indica su importancia en la formacion del complejo (Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Efecto de mutaciones sobre los motivos 111y V de las Duts 80a 'y ¢11 en la
interaccion con Bovl-Stl. a) Proteina marcada con etiqueta de histidinas. b) El dUPNPP
se usO a una concentracion final de 0.5 mM. Valores obtenidos mediante interferometria
de biocapa (BLI). ¢) UND indica la ausencia de interaccion bajo las condiciones
experimentales (Kp>1x10°M). Valores obtenidos mediante interferometria de biocapa
(BLI).

Proteina® | Nucle6tido® | Ko (Kofi/Kon) (M) |  Kon (M™s?) Kot (s)
- 4,0x10°8 2,5x10% + 6x10% | 1,0x103 + 3x10°®
Dut80a™' ™
dUPNPP 4,7x 107 3,0x10°% + 2x10% | 1,4x103 + 3x10°®
Dut80¢°8A - 1,6x107 2,6x10%+ 9x10? | 4,2x10° + 2x10*
Dut80¢ "84 - UND°®
Dut800™ 254 - 5,8x107 2,7x10% + 2x10? | 1,6x102 + 2x10*

A su vez, los resultados obtenidos mediante el uso de dos mutantes sobre
la Dut80a previamente caracterizados por el grupo y que pertenecen a una tesis
paralela (Dut80a”®A y Dut800."®* sobre el motivo 1ll) apoyan la idea de
necesitar un centro activo libre para facilitar el complejo Bovl-Stl (Tormo-Mas
et al., 2013). Estos mutantes presentan cambios en los residuos del centro activo
que participan en la hidrdlisis o union del nucleétido. La mutacién Dut80oP%4
se da sobre un residuo acidico que activa la molécula agua para el ataque
nucleofilico durante la hidrélisis del dUTP (Barabas et al., 2004; Chan et al.,
2004). Por lo tanto, este mutante es capaz de unir el nucle6tido, pero es deficiente
en su hidrolisis. Como se ve reflejado en la Tabla 1.2, el mutante Dut80o”%#
presenta una afinidad algo menor por Bovl-Stl respecto al WT (Kp de 161 nM
para Dut80a°®* frente 40 nM para Dut80a.*'"). Esta disminucion en la afinidad,
aunque pequefia, parece tener grandes consecuencias a nivel de los ensayos in
vivo, ya que este mutante no puede inducir el ciclo de la SaPI (Tormo-Més et al.,

2013). En cambio, la mutacion sobre la Y84 (Dut80a.*®"), un residuo encargado
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de la union del ligando en el centro activo, muestra una afinidad ain mucho
menor (por encima del limite de deteccion mediante BLI) por el represor Stl de
SaPlbovl (Tabla 1.2). Las afinidades para estos mutantes presentan una constante
de asociacion (Kon) igual a la de su variante silvestre, sin embargo, la constante
de disociacion (Koff) es mas grande en el caso de los mutantes, indicando que
dichos residuos no solo son importantes para su interaccion, sino que pueden
servir de puntos de anclaje que ayudarian a la estabilidad del complejo Bovl-

Stl:Dut trimérica.

Estos resultados ponen de manifiesto no solo la necesidad de un centro
activo libre sino también la capacidad de acomodar al nucle6tido, indicando que
los residuos encargados en su reconocimiento pueden ser probablemente los
mismos implicados en la unién a Bovl-Stl. Al menos, los resultados obtenidos
con Dut80aV" implican al motivo V a través de la F165 y al motivo I11 a través
de los residuos D81 e Y84.

Encontrando el eslabon perdido. La implicacion del motivo IV en la
unién de Bovl-Stl apoya un mecanismo de interaccion generalizado.

Como hemos comentado anteriormente, las secuencias de Duts triméricas
codificadas por fagos que infectan a S. aureus estan altamente conservadas a
excepcion del motivo VI (Fig. 1.3). Esto incita a pensar que existe un mecanismo
general de interaccién donde las Duts interaccionan con el represor Stl de
SaPlbovl a través de los mismos residuos o motivos donde el centro activo juega
un papel muy importante. Por ello, y como se ha mostrado en este mismo
capitulo, que dos Duts desprovistas de este Unico motivo variable tengan
afinidades diferentes implicaban a uno o mas factores que no habian sido
detectados previamente. Por ello, se compararon las secuencias de ambas Duts
eliminando los motivo VI y se concluyé que son basicamente idénticas a
excepcion de nueve residuos (Fig. 1.4). De estos nueve residuos, nuestra atencion
se centr6 en tres de ellos (Glul33/Argl34/11e135 en Dut80a, o0
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Aspl32/Lys133/Leul34 en Dutdll) ya que: i) se sitdan en la region donde los
motivos V y VI se aproximan, ii) forman parte del dominio conservado IV
implicado en la hidrolisis del dUTP y en la interaccion de los fosfatos del
nucledtido (\Vértessy and Téth, 2009).

Unconserved ..4 567 I- Conserved

Dutll
Dut80
Consistency

Dutll
Dut80
Consistency

DKL
ERI
667

Figura 1.4. Alineamiento de secuencia de Duts80a y Dutgll sin el motivo VI. Los
colores indican la conservacion relativa de la secuencia en cada posicion, siendo rojo
muy conservado y azul muy poco conservado (generado con el servidor de alineamiento
PRALINE).

Dutll
Dut80
Consistency 4 5

Para validar nuestra hipdtesis, intercambiamos estos tres residuos del
motivo IV que creiamos importantes para la unién a Bovl-Stl entre Dut80a y la
Dutp11 generando los mutantes Dut80a'V ™ y Dut¢11'V ¥ cada uno con los 3

residuos del otro.

La afinidad del mutante Dut$11'V® por el represor no se vio
practicamente afectada (3,3x10° M) (Tabla 1.3). Estos resultados apoyaban
nuestra hipétesis sobre el papel modular del motivo VI ya que, a pesar de
intercambiar los residuos del motivo 1V, la presencia de este motivo mantenia los
mismos valores que la version silvestre (3,3x10° M). No obstante, si se observé

IV-11

una clara diferencia entre el mutante Dut80a y su forma silvestre,

aumentando su afinidad un orden de magnitud (3,1x10° y 4,0x10® M,
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respectivamente) y consiguiendo valores similares a los presentados por la
Dut$11"". Por lo tanto, los resultados apuntaban a que estos tres residuos eran
capaces de modular la interaccion con Bovl-Stl junto al motivo VI. Para
confirmar esta hipotesis, decidimos realizar la misma mutacion en los mutantes
delecionales del motivo VI, generando los mutantes Dut80a*Y""V'* y Dut¢114V"
V80« De esta manera podriamos conocer su contribucion neta en la formacion
del complejo Bovl-Stl:Dut trimérica. En concordancia con nuestra hipotesis, los
resultados obtenidos sobre estos mutantes mostraron la importancia de los tres
residuos sefialados del motivo IV. En el caso de la Dut80a, esta mutacion no solo
demostro tener una afinidad por Bovl-Stl detectable por BLI, en contraposicion
del mutante Dut80a”¥' (Tabla 1.3), sino que ademéas estos valores fueron
superiores a los obtenidos con su version silvestre, siendo éstos similares a los
encontrados en Dutdp11"'". Por otro lado, en el caso de la Dut$11, el cambio de
estos tres residuos provocd que la afinidad del mutante Dut¢p11*Y' pasara de
1,1x10® M a ser indetectable por BLI (>1x10°M) (Tabla 1.3), lo que se

relacionaria con los resultados obtenidos por el mutante Dut80a”"' (Tabla 1.3).

Estos resultados se ven apoyados por los obtenidos in vivo por el grupo del
Dr. Penadés en la Universidad de Gaslgow. Mientras el mutante Dut80a*V!'V-1!
presenta bandas del ADN de la isla mas intensas que su version silvestre, el
mutante Dutd112V"V®¥ no parece generar una expresion detectable por el
Southern blot, confirmando que el cambio de los tres residuos del motivo IV
provoca un gran cambio en su capacidad de induccidn (Fig. 1.5). Se descart6 que
estos resultados fueran debidos a una diferencia de expresion de las Duts
mediante la comprobacion de los niveles de expresion proteica por Western Blot
(Fig. 1.5).
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Tabla 1.3. Cambios en las cinéticas de interaccion entre Bovl-Stl y los mutantes del
motivo IV en las Duts de los fagos 80a y ¢11 en presencia o ausencia de nucledtidos
a) Proteina marcada con etiqueta de histidinas. b) EI dUPNPP se us6 a una
concentracion final de 0.5. Valores obtenidos mediante interferometria de biocapa (BLI).
c) UND indica la ausencia de interaccion bajo las condiciones experimentales (Kp>
1x10°%M). Valores obtenidos mediante interferometria de biocapa (BLI).

Proteina® | Nucledtido®| P (}(<|\‘}Iﬁ)/K°") Kon (M?s?) Kot (s)
) 4.0x10° 2,5x10% + 1,0x10 + 3x10
Dut80a™" , 3 gﬁgi + |1 4x10-35 + 3x10
-7 ’ - ’ -
dUPNPP 4,7x 10 %102 5
5,7x10% + 2,6x10* + 6x10°
AVI-IV-11 _ -9 ’ ’
Dut80a 4,6x10 3%102 6
6,7x10% + 2,1x10* + 2x10°
Iv-11 _ -9 ) )
Dut80a 3,1x 10 %10 5
) 1.8x10° 5,4x10% + 9,2x10° + 3x10°
Dute11WT ’ SX10° 6
dUPNPP 3.0x 107 2,0x10% £ 6,0x10* £ 1x10°
' 1x10? 5
AVI-1V-
Dutell . UND®
7,5x10% £ 2,5x10* £ 1x10°
IV-80a _ -9 ) )
Dute11 3,3x10 1%10° 5

Por lo tanto, nuestros resultados en conjunto con los obtenidos in vivo
indican que solo el cambio de los residuos seleccionados del motivo IV hace que
una Dut tenga el fenotipo o la capacidad de unién de otra Dut. Asi pues, se
relaciona indudablemente al motivo 1V como una pieza clave del mecanismo de
interaccién con Bovl-Stl que condiciona la estabilidad del complejo a través de
la demanda de dominios adicionales, como el motivo I11, V y VI, en una misma
area donde todos deben proveer la superficie de interaccion para la formacién de

complejo y consecuentemente, la induccion del ciclo de la SaPlI.
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Alelo dut 80a clonado Alelo dut ®11 clonado
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Figura 1.5. Efecto de las mutaciones sobre el motivo 1V de Duts triméricas en la
replicacion de la isla de SaPlbovl. Escisién y replicacion de SaPlbovl tras la induccion
de los alelos dut de los fagos ¢80« y #11. Una cepa no lisogénica derivada de la cepa
RN4220 portadora de SaPlbovl se complementé con plasmidos derivados del pCN51
capaces de expresar las diferentes Duts etiquetadas con 3xFLAG. Se tom6 un mililitro
de cada uno de los cultivos (OD540 = 0.2) pasadas 2 horas tras el tratamiento con 2 uM

CdCI2 para obtener las muestras que fueron analizadas por gel de agarosa 0,7% y
Southern blot.

Caracterizacion in vitro de las Duts triméricas Dut80a, Dut¢1l Dut$85 y
Dut¢71bel

Habiendo delimitado e identificado las zonas que utilizan las Duts de los
fagos ¢80a y ¢11 para interaccionar con Bovl-Stl y habiendo propuesto un
modelo de interaccion generalizado en Duts triméricas para la formacion del
complejo con el represor de SaPlbovl, el siguiente paso de este trabajo fue
estudiar otras Duts triméricas de fagos estafilococicos. Previo a este trabajo de
tesis, el grupo del Dr. Penadés en la Universidad de Glasgow ya se habia
explorado la posibilidad de que nuevas Duts de fagos de S. aureus, en concreto
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las correspondientes a los fagos ¢85 y Dutdp71bel, pudieran ejercer la misma
funcion moonlighting. Estas Duts, el igual que el resto de Duts triméricas,
mantienen una secuencia muy conservada en los motivos implicados en el
reconocimiento e interaccion con Bovl-Stl, pero son altamente variables en el
motivo VI especifico (Fig. 1.6).

Motivo |

80a
phill
phi7lbel
phi8s
Consistency

80a

phill
phi7lbel
phig85
Consistency

80a

phill
phi71lbel
phiss
Consistency

otivo V

.................. i et o e e L0

80a
phill
phi7lbel

Figura 1.6. Alineamiento de secuencia de las dUTPasas codificadas por bacteriéfagos.
Los colores indican la conservacion relativa de la secuencia en cada posicién, siendo
rojo muy conservado y azul muy poco conservado (modificacion de alineamiento
generado con PRALINE aligment). Los motivos del I-V, conservados entre Duts
triméricas, se recuadran y etiquetan. El motivo VI muestra su alta variabilidad tanto en
longitud como en secuencia, abarcando toda la secuencia con tonos azulados.

Ademas, también contdbamos con la caracterizacion estructural realizada
en un trabajo de tesis paralelo por el Dr. Jordi Donderis, donde se observo la

conservacion no solo de secuencia, sino que todas estas Duts presentan una

estructura extremadamente similar para el cuerpo principal del enzima

104



CAPITULO |

correspondiente a la zona de secuencia conservada, guardando asi la misma
arquitectura entre ellas y con otras Duts triméricas (Fig. 1.7). En todas las
estructuras las subunidades que componen el trimero para cada una de estas tres
Duts presentan el plegamiento clasico de hebras p antiparalelas que definen un
barril B compuesto por 9 hebras y que incluye una sola a-hélice. Las tres
subunidades se organizan alrededor de un canal central que forma el eje del
trimero haciéndole tomar una apariencia piramidal (Fig. 1.2, Fig. 1.7). Sin
embargo, a pesar de tener resultados in vivo y estructurales y de haber sido
propuestas como inductoras de SaPIBovl, las Duts de los fagos ¢85 y ¢71bel

carecian de una caracterizacion in vitro, la cual fue llevada a cabo en este trabajo.

A Dut80a Dut¢d11 B

65
P

) ) (A
N ’ AY)!
AN

Dut¢85 Dutd71bel

Figura 1.7. Estructuras de Dut80«, Dutg85, Dutgrlbel y Dutgll. Estructura de los
homotrimeros de Dut80« (PDB 3ZEZ) (tonalidades de azul), Dut¢g85 (tonalidades de
verde), Dutgr1bel (tonalidades de amarillo) y Dut¢gll (tonalidades de rojo). EI motivo
VI (magenta) esta sefializado en todas las estructuras mediante flechas de color negro.
Las moléculas de ligando se encuentran representadas en sticks de color rojo (Dut80 ),
morado (Dut¢g85) magenta (Dut¢g71bel) y verde (Dut¢ll).
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En el caso de las mediciones por interferometria de biocapa de la
comparacion de la interaccion de las proteinas silvestres Dut¢85 y Dutd71bel
con Stl de SaPlbovl mostraron que la Dut$85 presentaba la mayor afinidad por
el represor, aunque sus constantes de disociacion son muy similares entre si
(1,03x10° M y 4,54x10° M para Dut¢85 y Dutdp71bel, respectivamente).
Ademas, estas constantes fueron comparables con la calculada anteriormente
para la Dutd11 (1,84x10° M) (Tabla 1.4). En ambos casos, los datos de afinidad
de la Dut$p71bel y la Dutp85 son un orden de magnitud superior a la que
presentaba la Dut80a. (4,01x10°M).

Los datos presentados anteriormente en este trabajo incluyeron al motivo

IV de las Duts en la ecuacion de la interaccion con Bovl-Stl, indicando que las
diferencias de afinidad entre la Dut80a y la Dutd11 eran debidas a la composicion
de los residuos de dicho motivo. Los presentes resultados apoyan esta propuesta
dado que tanto la Dut$85 como la Dutd71bel presentan una secuencia idéntica
de este motivo IV a la mostrada por la Dut¢11 (Fig. 1.6). Ademas, cabe destacar
que los mutantes delecionales para los motivos V' y VI de la Dut$85, en términos

de afinidad, se comportan del mismo modo que aquellos generados en la Dut$11,

lo que destaca la importancia del motivo IV en la union a Bovl-Stl (Tabla 1.4).
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Tabla 1.4. Medidas cuantitativas para la interaccion entre las Duts estudiadas y Bovl-
Stl. Estas medidas se han realizado mediante interferometria de biocapa (BLI). Las
proteinas marcadas con etiqueta de histidina fueron las Duts y sus mutantes delecionales,
enfrentados a Bovl-Stl sin etiqueta. UND indica la ausencia de interaccion bajo las

condiciones experimentales (Kp> 1x10M).

Proteina Forma Kp (M) Kon (M52 Kofr (1)
WT 4,01x108 2,50x10* + 6,04x10? 1,02x10% + 3,07x10°
Dut80a AV 5,33x107 1,70x10* + 4,01x10? 9,05x10* + 2,04x10°®
AVI UND
WT 1,84x10° 5,01x10* + 3,06x10? 9,19x10 + 3,04x10®
Dutel1 AV 1,42x10° 2,82x10% + 2,03x10? 4,07x10°° + 2,03x10°
AVI 1,14x10® 2,10x10* + 1,01x10? 1,41x10"* + 2,02x106
WT 1,03x10° 2,04x10% + 1,31x10? 2,09x10° + 1,04x10®
Dutp85 AV 2,64x10° 2,69x10* + 9,84x10! 7,10x10° + 1,95x10®
AVI 6,04x108 1,25x10* + 1,05x10? 7,56x10 + 1,07x10°
Duto71bel WT 4,54x107° 2,99x10* + 2,62x10? 1,36x10* £ 5,66x10°

El andlisis in vitro de la actividad enziméatica de estas Duts mostro ciertas
diferencias (Fig. 1.8 y Tabla 1.5). Mientras que las Duts 80a y ¢p71bel presentan
una velocidad maxima o actividad especifica similar, la Dut¢85 muestra una
capacidad catalitica superior con un valor que dobla la Vmax de ambas. Por otro
lado, la Dut$1l, aunque no tanto como la Dut$85, también es ligeramente
superior cataliticamente a Duts 80a y ¢p71bel. No obstante, la Km es muy similar

para todas ellas (Tabla 1.5).
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Figura 1.8. Representacion gréafica de las medidas de actividad de las Duts estudiadas.
Las mediciones fueron llevadas a cabo mediante la técnica de verde malaquita, una
técnica colorimétrica donde se mide la produccién de fosfato inorganico v,
posteriormente, se estudia mediante el analisis de Michaelis-Menten. Tanto el analisis
como la representacion grafica ha sido realizada mediante el programa GraphPad Prism
6 y se muestra una leyenda colorada para identificar las curvas.

Tabla 1.5. Resumen de los valores cinéticos de las Duts estudiadas. En la tabla se
muestran los valores de las constantes cinéticas enzimaticas para las Duts sometidas a
estudio. Los célculos han sido realizados por el programa GraphPad Prism 6.

Dut 80a ol1 085 @71bel
Vmax (umol/s™) 0,010 0,013 0,019 0,01
Kwm (UM) 750050 | 4,98+042 | 573+051 | 4,94+0,89
Keat (1) 2250 3569 5117 2710
Keat/Km (M?s? 30,0x107 71,7x107 89,3x107 54,9x107

A pesar de haber relacionado la actividad enzimatica de las Duts con su
capacidad inductora de SaPlbovl, los resultados obtenidos no muestran una
relacion lineal entre ambas variables. Aunque las Duts de los fagos ¢85 y ¢11
presenten velocidades méaximas ligeramente superiores, el hecho de obtener

valores con la Dut¢71bel iguales a los de la Dut$80a no permite establecer dicha

correlacion.
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Contribucion personal

Anteriormente nuestros colaboradores pusieron de manifiesto

que el mutante Dut800°%F

no podia inducir el ciclo SaPlbovl (Tormo-
Mas, et al., 2010), pero este mutante retenia la capacidad de hidrolizar
el dUTP cuando se sobreexpresaba en E. coli. El poder separar la
actividad enzimatica de la dUTPasa de la capacidad inductora Ilevo a
las Duts a ser consideradas proteinas moonlighting. Sin embargo, el
resto de mutantes analizados mostraban una fuerte correlacion entre la
actividad catalitica, la union a Stl y capacidad de inducir la
movilizacion de la isla. Descifrar la peculiaridad del mutante
Dut80a°*F ha sido una de las tareas de este trabajo de tesis que ha
tenido como objetivo el conocer las bases moleculares sobre el

mecanismo de interaccion BovI-Stl:Dut y la induccién de las SaPls.

Mi contribucidn a este capitulo se trata tanto de la caracterizacion in
vitro como estructural del mutante. Para ello, ha sido de nuevo necesaria
la sobreexpresion de la proteina mutante como su forma silvestre; el uso
de diferentes técnicas de purificacién, que incluyen la cromatografia de
afinidad y exclusion molecular; el uso de la interferometria en biocapa
(BLI) para la medicion de la cinética de la union entre las diferentes
Duts por el represor de la SaPl; el uso de la técnica de deteccion
colorimétrica de verde malaguita para la medicion de la actividad
dUTPasa; el céalculo de las temperaturas de desnaturalizacion en el
ensayo de termoestabilidad; asi como la cristalizacién y resolucion de
las diferentes estructuras tridimensionales del mutante D95E por
técnicas de difraccion de rayos X de monocristales. Estas estructuras se
resolvieron por reemplazo molecular a partir de datos de difraccién
recogidos en diferentes sincrotrones (DLS en Oxford, UK; y ALBA en

Barcelona, Espafia).
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La actividad dUTPasa esta ligada a la capacidad de unién a Bovl-
Stl en la Dut80a.

Como se ha comentado anteriormente, las mutaciones sobre el
centro activo o las deleciones del motivo V provocan cambios no solo
en la actividad enzimatica, sino que también disminuyen la afinidad de
las Duts por Bovl-Stl (Tabla 1.1). Asi pues, los mutantes del motivo 111
D81A 'y Y84l o los mutantes del motivo V F165A, G164S y el propio
mutante delecional (Dut80a*") son defectivos en actividad dUTPasa
(Tabla 1.2) y ademas disminuyen con un minimo de un orden de

magnitud su constante de afinidad por Stl (Tabla 1.1).

Esto es ldgico sabiendo que i) en Dut80o el motivo V es
necesario para formar un complejo estable con Bovl-Stl y que ii) la
presencia de dUTP en el centro activo inhibe la formacion de complejo
Bovl-Stl:Dut al, probablemente, estar utilizando los mismos residuos
para su interaccion y ser, por lo tanto, competidores. Sin embargo, un
mutante puntual generado en el laboratorio de nuestros colaboradores
de forma espontanea en la Dut80a donde se cambia el Asp95 por un
Glu (Dut80a°®F) planted un reto interesante que nos obligd a
replantearnos la afirmacion de que la actividad dUTPasa esta ligada a
la capacidad de la enzima en interaccionar con el represor de la isla
SaPlbovl, Stl.

Anteriormente nuestros colaboradores pusieron de manifiesto

D%E no podia inducir el ciclo SaPIbov! (Tormo-

que el mutante Dut80a
Mas, et al., 2010), pero este mutante retenia la capacidad de hidrolizar
el dUTP cuando se sobreexpresaba en E. coli. EI poder separar la
actividad enzimatica de la dUTPasa de la capacidad inductora llevd a

las Duts a ser consideradas proteinas moonlighting. Sin embargo, el
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resto de mutantes analizados mostraban una fuerte correlacion entre la
actividad catalitica, la union a Stl y capacidad de inducir la
movilizacion de la isla. Esta peculiaridad en el mutante Dut80a°%F
atrajo nuestra atencion, ya que consideramos que conocer sus bases
moleculares podria aportar informacion relevante sobre el mecanismo

de interaccion Bovl-Stl:Dut y la induccion de las SaPls.

Capacidad de induccién de SaPIs del mutante Dut80a""F.

Para realizar un estudio detallado del mutante Dut800P*E

comenzamos por analizar de forma detallada su capacidad de induccion
de SaPls. Para ello, el laboratorio del Dr. Penadés cloné en el vector de
expresion pCN51 inducible por cadmio (Charpentier et al., 2004) el gen
que codifica la proteina Dut800”*F. En este plasmido, la version
expresada de la proteina porta una etiqueta N-terminal 3xFlag,
consistente en 3 repeticiones de la secuencia
(DYKDHDGDYKDHDIDYKDDDDK) que nos permite seguir vy
cuantificar la proteina expresada en S. aureus utilizando anticuerpos
especificos frente a dicha secuencia (anit-Flag). Estudios anteriores han
demostrado que el indicador 3xFlag no afecta ni a las actividades
inductoras ni a las actividades enzimaticas de las Duts (Tormo-Mas et
al., 2013; Frigols et al., 2015).

De acuerdo a los resultados del grupo del Dr. Penadés, la

expresion del gen clonado en cepas que contienen SaPlbovl confirmé

D95E

que el mutante Dut80a">>" era incapaz de inducir el ciclo de la SaPl,

incluso cuando se sobreexpresaba (Fig. 2.1A). La cuantificacién con

P%E producido a partir de

anti-Flag mostré que los niveles de Dut80a
esta construccién eran comparables a los obtenidos cuando se utilizaba

un plasmido que codificaba para la proteina en su version silvestre (Fig.
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2.1A), indicando que la mutacion D95E no afecta la estabilidad o
expresion de la Dut.

Ademads, para completar la caracterizacion de las capacidades de

induccion in vivo del mutante Dut800 %%

, se utilizé un plasmido que
portaba un gen indicador de B-lactamasa fusionado a xis, downstream
de stl que codifica para Bovl-Stl (Fig. 2.1B). En condiciones normales,
una cepa de S. aureus RN4220 que porta este plasmido, el gen reportero
de la B-lactamasa no se expresa debido a la represion mediada por Bovl-
Stl que se expresa de forma constitutiva en el mismo plasmido. Esta
cepa se transformdé con los plasmidos pCN51 que expresan la
Dut80a°*F 0 su version WT y se analizé la capacidad de estas Duts
para inducir la expresion del gen reportero B-lactamasa en presencia o
ausencia de una concentracion inductiva de CdCl,. Como era de
esperar, la expresion de la forma WT inducia la expresion de -
lactamasa indicando que la union de esta Dut a Bovl-Stl es capaz de
desreprimir el gen, sin embargo, en las mismas condiciones, el mutante
Dut80a°*E no mostré sefial de p-lactamasa, confirmando que la

mutacion disminuye/impide la union a Bovl-Stl (Fig. 2.1C).

Finalmente, se introdujo la isla SaPlbovl y SaPlbov5 en una cepa
que contiene el mutante delecional para el gen dut del profago 80a.
Estas SaPlIs transportan un marcador tetM insertado en el gen tst. Este
marcador facilita los estudios de transferencia. Una vez que se
generaron estas cepas, se transformaron las células con los plasmidos
derivados de pCN51 que expresan las proteinas Dut80o™" o
Dut800"*F, junto con el plasmido pCN51 vacio como control. El ciclo
del fago se indujo por respuesta SOS usando mitomicina C y se analiz6

la transferencia de las islas (Tabla 2.1). En este tipo de experimento, si
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los genes dut clonados inducen el ciclo de SaPl, los fagos inducidos
empaquetan y transfieren la SaPl generando un titulo de la isla
significativamente mayor que para aquellas cepas donde no se produce
induccion.

Tabla 2.1. Analisis de complementacion de SaPlbovly SaPIbov5. a) nimero
de transductores/ml de cultivo, utilizando RN4220 como la cepa receptora. b)

Media de los resultados de tres experimentos independientes. La variacion
estuvo dentro del 5% en todos los casos.

Titulo SaPI>®
SaPlI Dut expresada | Sin CdCl; | 1 uM CdCl,

SaPlbov1l Dut80a"’ 8,63x10° 9,43x107
SaPlbov1l Dut80aP%>t 8,07x10? 3,58x103
SaPlbov1l - 9,57x10? 1,47x103
SaPlbov5 Dut80a"’ 7,19x103 1,32x10°
SaPlbov5 Dut80aP%>t 3,68x10° 4,88x103
SaPlbov5 - 5,11x103 5,09x10°
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Figura 2.1. Induccion de SaPIbovl y SaPIbov5 por Dut80a D95E. (A) Un
derivado no lisogénico de la cepa RN4220 portador de SaPlbovl o SaPlbovs
se complementd con plasmidos que expresaban la 3xFLAG-Dut80a (wt o
D95E), o con el pldsmido vacio pCN51. Se recogié 1 mL de cada cultivo
(densidad éptica (OD540 = 0,3) 3 h después del tratamiento con CdCl, 5 uM
y se usé para preparar lisados estandar, que se resolvieron en un gel de
agarosa al 0,7%, Southern blot y se sondaron para ADN de SaPl. En ausencia
de fagos auxiliares, el ADN de SaPIl aparece como moléculas circulares
cerradas covalentemente (CCC) en lugar de los mondmeros lineales que se
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observan después de la induccion y el empaquetamiento mediados por fagos
auxiliares. El panel inferior es una transferencia Western como control al
nivel de expresién de proteina. (B) Representacion esquematica de la fusion
transcripcional blaZ generada en el plasmido pJP674. (C) Las cepas que
contienen plasmidos derivados pJP674 y pCN51 que expresan Dut80a o
Dut80a. D9SE se analizaron para determinar la actividad [-lactamasa en
ausencia de o 5 h después de la induccion con 5 uM CdCI2. Las muestras se
normalizaron para la masa celular total. Los datos son de un experimento por
triplicado. Las barras de error representan a la d.e. Los asteriscos denotan
significacion estadistica en p <0.01 usando un test t de Student no pareado.

De acuerdo con los resultados anteriores, cuando se sobreexpreséd

el mutante Dut800 %

no aumenté su titulo y, por lo tanto, la
transferencia de las islas SaPl, lo que confirma su incapacidad para
inducir el ciclo de la isla. Por el contrario, la forma silvestre
experimentd un aumento en su titulo de al menos 2 érdenes de magnitud
como es esperable cuando existe una induccién activa del ciclo de la

SaPl (Tabla 2.1).

Estructura del mutante Dut80¢°%¢,

Como se ha comentado anteriormente, el mutante Dut80a %

no
podia inducir el ciclo SaPIbovl (Tormo-Mas, et al., 2010). No obstante,
el hecho de conservar su actividad catalitica puso de manifiesto su
validez como proteina moonlighting al poder realizar una de sus
funciones sin necesidad de la otra. Sin embargo, esta divergencia no

habia sido estudiada en profundidad y planted un reto para este trabajo.

La estructura tridimensional de Dut80a habia mostrado que el
Asp95 es responsable de quelar un ion divalente en el canal central de
la Dut (Fig. 2.2A) Dado que este residuo se localiza al comienzo del
motivo VI (Fig. 2.2A) y que nuestros estudios previos demostraron que,

aungue necesario para la induccion del ciclo de las SaPls, este motivo
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es prescindible para la actividad dUTPasa (Tormo-Mas et al., 2010;
Tormo-Mas et al., 2013) se planteé la interesante posibilidad de que la
mutacion D95E afectara especificamente a conformacion de este
motivo VI. Para evaluar esta posibilidad abordamos la resolucién de la

estructura tridimensional del mutante Dut80aP%F

por difraccion de
rayos X, donde decidimos dos protocolos alternativos de purificacion:
el primero de ellos incluia MgCl, en el tamp6n de purificacion, mientras
que el segundo no, permitiéndonos evaluar el impacto a nivel
estructural de este ion. Ambos protocolos de purificacion resultaron en

D95E

cristales de Dut80a en complejo con dUPNPP, obteniéndose en

unas condiciones finales de cristalizacion muy similares. Para el

D%E purificado en ausencia de Mg** (Tipo 1), la

mutante Dut80a
condicion de cristalizacion consistia en 32% de etanol, 2% de PEG
1000 y 0.1 M de citrato de fosfato pH 4.2. En cuanto al mutante
Dut80aP*E purificado en presencia de Mg?* (Tipo I1) se obtuvieron
cristales en condiciones que contenian 20% de etanol y 10% de glicerol.
Ademas de la similitud entre las condiciones de cristalizacion, los
cristales de ambos tipos, una vez difractados, mostraron un grupo
espacial y unas dimensiones de celda casi idénticas tanto entre ellas
como con los cristales previamente reportados de la proteina Dut80a™""
y otros mutantes de la misma (Fig. 2.2B y C, Tabla 2.2, PDB:33ZEZ)
(Tormo-Mas et al., 2013). A su vez, una vez procesadas las reflexiones,
ambos cristales presentaron una sola molécula de Dut en la unidad
asimétrica que era capaz de generar el trimero por simetria

cristalografica.
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Tabla 2.2 Coleccion de datos y estadisticas de refinado. *Los valores entre
paréntesis pertenecen a la capa de mayor resolucion.

Dut80a D9SE
Coleccion de datos Cristal de tipo | Cristial de tipo 11
Linea del rayo DLS-104 ALBA-XALOC
Longitud de onda (A) 0.97949 0.97921
Grupo espacial P2,3 P2,3
Dimensiones de la celda (A) a=b=c=67.19 a=b=c=87.21
a=B=y=90 a=B=y=90
Resolucién (&) 38.99-2.85 87.27-2.5
(3.00-2.85) (2.6-2.5)
Reflexiones Unicas 5130 (740) 7924 (882)
Completitud (%) 96.1 (96.1%) 100 (100%)
Multiplicidad 2.2(2.3) 18.0 (18.1)
1/o(l) 5.2 (2.20) 15.4 (2.0)
Rpim 0.083 (0.320) 0.038 (0.573)
CC(1/2) 0.992 (0.803) 0.898 (0.658)
Refinado
Ruork 0.2283 0.2257
Riee 0.2775 0.2805
NUmero de atomos
Proteina 1200 1300
Ligandos/iones 29 30
Aguas 21 14
Rmsd, uniones (A) 0.0057 0.0059
Rmsd, angulos (%) 1.04 1.14
Plano Ramachandran
Preferidos (%) 98.04 95.71
Permitidos (%) 1.96 3.68
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Figura 2.2. Estructuras del mutante Dut80aP*F. Dut80a"" y Dut80a%F
forman trimeros similares. (A) Estructura de Duz80a"™ (PDB: 3ZEZ13) y (B)
Dut80aP%E correspondientes a las purificaciones de Tipo 'y (C) Tipo Il. El
Asp95 y Glu95 que ocupan la parte central del canal del trimero se
representan como sticks en las estructuras wt y mutantes, respectivamente. El
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ion Mg coordinado por el aspartico en la posicion 95 se muestra como una
esfera etiquetada (Mg). En la estructura del Dut80a""™ (mondmeros
individuales en diferentes tonalidades de amarillo), el motivo V (azul oscuro)
y el motivo VI (cian) implicados en la interaccidn Stl se resaltan y se etiquetan.
El Motivo VI también esta etiquetado en el mutante D95E Tipo | (monémeros
en diferentes tonos de azul) y Tipo Il (mondmeros en tonalidades rojas), pero
el Motivo V solo esta etiquetado en el Tipo Il ya que solo es parcialmente
visible en esta estructura. Los nucleétidos en el centro activo se muestran
como sticks y etiquetados (dUTP).

Las similitudes entre los mutantes y las demas estructuras de la
Dut800 ya resueltas anticipaban una estructura y organizacion
cuaternaria casi idéntica a la proteina silvestre. Sin embargo, la
construccion de los modelos a partir de los datos obtenidos con los
cristales producidos con proteina purificada en ausencia (Tipo 1) o
presencia (Tipo Il) del ion de magnesio mostraron diferencias
estructurales que, aungue pequefias, conllevaban unas implicaciones
mecanisticas relevantes. Como se muestra en la figura 2.2, la mutacién
D95E induce la reorientacion de la nueva cadena lateral del Glu para
evitar la repulsion electrostatica entre los grupos carboxilato. Sin
embargo, esto sucede de diferentes maneras en ambos tipos de cristales.
En los cristales de Tipo I, en ausencia de ion Mg, se produce una
rotacion de la cadena lateral de alrededor de 80 grados sobre el &tomo
del carbono B que aleja los carboxilatos del Glu y los dispone en una
posicion donde son incapaces de coordinar el ion de magnesio y el canal
central pasa a estar ocupado por una molécula de agua (Fig. 2.2 y Fig.
2.3). Sin embargo, en los cristales de tipo Il la rotacion es mucho
menor. Esto se debe a que en los cristales de Tipo II, un ion Mg ocupa
el canal central en una posicién casi idéntica a la que se observo en la
proteina WT, que ayuda a compensar las cargas de los glutamicos como

ocurre con los asparticos en la forma WT (Fig 2.2 y Fig 2.4).
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Notablemente, el ion de Mg en los cristales de Tipo Il mantiene una
esfera de coordinacion similar a la de la proteina WT, la cual se pierde
en los cristales Tipo | (Fig. 2.3y Fig. 2.4). El calculo de su valor RMSD,
indicador de la distancia espacial entre dos 4&tomos que ocupan una
misma posicién al superponer dos estructuras (Maiorov and Crippen,
1994), indic6 que el cambio en la coordinacion del Mg®* solo parece
provocar movimientos leves en el core de la proteina afectando
Unicamente a cadenas laterales de residuos tanto vecinos como
distantes. Ademas, la estructura de la cadena principal permanece
inalterada (RMSD inferior a 0,3 A? para la superposicion de todos los

atomos de Co de ambos tipos de cristales con la proteina WT) (Fig. 2.5).
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wT D95E-Tipo | D95E-Tipo I

Figura 2.3. Reorganizacion del canal central inducida por la mutacion
D95E. La superposicién estructural de las estructuras Dut800™" y Dut80aP%°F
muestra que la mutacion D95E induce pequefios cambios estructurales en el
canal central del trimero restringidos a la reorientacion de la cadena lateral
del residuo 95. La disposicion del Glu95 en el cristal del Tipo | afecta la
coordinacion del ion Mg en el canal central y esta posicion esta ocupada por
una molécula de agua (esfera gris etiquetada como W-Tipo I). Sin embargo,
en los cristales de Tipo Il, las cadenas laterales del Glu95 adquieren una
conformacién alternativa que permite la coordinacién del ion Mg (esfera
magenta etiquetada como Mg-Tipo I1) pero desplazada con respecto al ion Mg
observado en la estructura WT (esfera magenta etiquetada como Mg-WT).

Contrariamente a nuestra hip6tesis inicial, el motivo VI
permanecié invariable, aunque la superposicion de los modelos
estructurales de las formas WT con los mutantes mostraron
desplazamientos desde el residuo 114 hasta el 121 con un RMSD >0.5
A, los cuales son mayores en esta region que el promedio del protémero
(0.3 A) (Fig. 2.5).
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Figura. 2.4. Localizacion de los residuos 95 en Dut80a WT y en el mutante
D95E. Vistas del canal central alrededor del residuo 95 en los cristales
Dut80a. WT (PDB: 3ZEZ;) y D9SE Tipo Iy Tipo Il que muestran los mapas
2Fo0 — Fc utilizados para modelar las estructuras (contorneadas a 1.0 o nivel).
El ion de Mg y sus moléculas de agua coordinadas se pueden modelar en los
mapas WT y D95E Tipo Il. En el caso del cristal D95E Tipo |, solo una
molécula de agua podria modelarse en esta posicion.
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Sorprendentemente, las principales diferencias estructurales se
observan a distancia, lo que sugiere una accion epistatica debido a la
unioén del ion Mg al canal central. En los cristales tipo I de Dut80a°%F
donde el ion Mg esta ausente, el motivo conservado V estaba totalmente
desordenado a pesar de encontrarse el nucleétido dentro del centro
activo (Fig. 2.2 y Fig. 2.5). Por el contrario, en los cristales del Tipo I,
que retienen el ion Mg, el motivo V era visible sobre el centro activo
con una conformacion idéntica a la observada en la proteina de tipo
silvestre (Fig. 2.5), pero la densidad del mapa fue menor o incluso
ausente para algunos residuos (Ser158, Gly164, Gly169 y Val170) (Fig.
2.6), indicando una estabilizacion méas débil de este P-loop C-terminal.
De acuerdo con resultados anteriores del grupo, los mutantes de la
Dut80a que se vieron afectados en su capacidad para ordenar el motivo
V fueron incapaces de inducir el ciclo de la SaPl. Los resultados
estructurales actuales confirman los problemas que la Dut800"*F tiene
para organizar este motivo sobre el centro activo, aunque esté ocupado
por el nucledtido. Este resultado refuerza la idea de que el motivo V
desempefia un papel esencial en la depresion de SaPl mediada por la
Dut del fago 80a. Ademas, las estructuras del mutante Dut80a°%*€ Tipo
I'y Il confirman el efecto alostérico propuesto entre el canal central y el
centro activo (Szabo et al., 2016), mostrando la fina correlacion entre

la unién del ion Mg vy la organizacién del motivo V.
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WT D95E- Tipo | D95E- Tipo Il

MotivoVVI

Figura. 2.5. Comparacion estructural de las estructuras mutantes Dut80a
WT y D95E. La superposicién estructural de Dut80a"" (tonalidades verdes) y
los mutantes D95E Tipo | (tonalidades azules) y Tipo Il (tonalidades rojas) se
muestran en dos vistas ortogonales (izquierda). Las tres estructuras son
practicamente idénticas, excepto en la regién del motivo VI (derecha) donde
se observan pequefios desplazamientos, y en la regién del Motivo V (parte
inferior derecha) que adquiere movilidad en el mutante D95E, imposibilitando
su parcial (Tipo I1) o total (Tipo I) localizacion.
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DOSE-Tipoll + — —

Figura 2.6. Localizacién espacial del Motivo V en Dut80a""" y Dut80a°%*
Tipo Il. Los mapas 2Fo-Fc (contorneados a 1.0 alevel) alrededor del motivo
V C-terminal muestran la ausencia de densidad para varios residuos en el
cristal D95E Tipo Il (arriba), lo que indica que esta region presenta una gran
flexibilidad. Al contrario, la estructura wt (PDB: 3ZEZ; parte inferior) mostro
una densidad clara para la region completa (Tormo-Mas et al., 2013). Los
nucledtidos cubiertos por el motivo V se muestran en cian y naranjay los iones
Mg como esferas.
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Como se espera para un efecto general, la accion epistatica de la
mutacion D95E no se limita al motivo V, sino que también tiene un
impacto en el motivo | y/o el motivo VI. Esto concuerda con las
diferencias estructurales observadas entre Dut80a°*F y el Dut80a™" en
la punta del motivo VI, justo en la region donde convergen los motivos
IV, V y VI (Fig. 2.5), que hemos propuesto como el area donde se
anclaria Bovl-Stl. Cuando se comparan ambas estructuras, las
diferencias del motivo VI son ligeramente mas obvias en dos regiones
que comprenden los residuos 116-121 y otra que se centra en el residuo
110 de este motivo, siendo este Gltimo el punto donde los motivos V' y
VI estdn mas cerca en presencia de ligando (Fig. 2.5). Sin embargo, esto
plantea la interesante cuestion de como puede ser posible que un
mutante que tiene dificultades para ordenar el motivo conservado V

retenga su actividad enzimatica.

Caracterizacion in vitro del mutante Dut80a°°°F.

Estudios iniciales habian sugerido que la actividad enzimatica no
se vio afectada en el mutante Dut80a°*F (Tormo-Maés et al., 2010)
aungue nuestros estudios previos habian mostrado que si ocurria para
el resto los mutantes que eran incapaces de desreprimir SaPls (Tormo-
Mas et al., 2013, Frigols et al., 2015). Ademas, nuestros resultados
recientes sugieren que el motivo V juega un papel importante en la
interaccién Bovl-Stl-Dut. Para resolver esta discordancia y armonizar
estos resultados aparentemente contradictorios, caracterizamos en
profundidad las constantes cataliticas del mutante Dut80a°*F. Aunque
este mutante es cataliticamente activo, como se ha mostrado
anteriormente (Tormo-Mas et al., 2010), el andlisis reveldé que los

parametros cinéticos de velocidad maxima (Vmax) y afinidad por el
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ligando (Kwm) se ven afectados por la mutacion (Fig. 2.7A). Como se

muestra, Dut80aP%E

es ligeramente menos competente en términos
cataliticos que la proteina WT, con valores de Vmax y Kcat alrededor
de 2,5 veces inferiores a la del WT (Tabla 2.3). La afinidad por el dUTP
es de aproximadamente 4 veces inferior en el mutante, siendo el Km 7.5
uM en el WT y 32.2 uM en la Dut80a"**F. Esta reduccion es similar a
la observada en el mutante delecional del motivo V de la Dut80a
(Dut80a™) (Tormo-Mas et al., 2013), que correlacionaba la
estabilizacion del motivo V sobre el centro activo con la afinidad por el
nucle6tido. Ademas, confirmamos la alteracion de la Ku por
calorimetria de titulacion isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry,
ITC), obteniendo una reduccién en la afinidad por el nuclettido de
magnitud similar con unas Kp de 2.9 uM para el WT y 9.4 uM para el
mutante (Tabla 2.3). Estos resultados indican que la mutacién produce
una inhibicidn alostérica con un fenotipo no competitivo con respecto
al sustrato.
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Figura 2.7. La mutacion Dut80oa DY95E disminuye la actividad y la
estabilidad de la proteina. (4) La actividad dUTPasa de Dut80a WT (circulos)
y D95E mutante (cuadrados) se midi6 mediante ensayos de verde de
malaquita. Las velocidades iniciales se calcularon a diferentes
concentraciones de dUTP y los pardmetros cinéticos (Tabla 3) se
determinaron a partir de estas curvas utilizando el software GraphPad. Las
curvas son el resultado de seis ensayos independientes. (B) Ensayos de cambio
térmico. Perfiles representativos de la curva de desnaturalizacion térmica de
Dut800. wt y DISE mutante en sus estados apo y en presencia de MgCl, 0
dUPNNP-MgCl,. La Tm calculada de al menos tres experimentos
independientes se muestra en la Tabla 2.3.
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Tabla 2.3. Caracterizacion in vitro de Dut80o WT y D9SE. UND: unidn no
detectada en las condiciones experimentales utilizadas. Kp> 1 uM.

Proteina Dut80a’" | Dut80a**t
Vmax (umol/s™?) 0,010 0,004
Km (M) 7,50 0,50 |32,20 + 4,24
Cinéticas enzimaticas
Keat (s) 2250 968
Keat/Km (Ms?) 30x10’ 30x10°
ITC Ko (uM) 2,9 9,4
Apo 52,10+0,12 (51,50 £ 0,02
Despliegue térmico 5 mM MgCl, 54,5+0,12 | 52,4 £ 0,02
dUPNPP 58 £ 0,09 52,3+0,04
Apo 0,04 0,44
BLI Kp (IJ.M)
dUPNPP UND UND

En conjunto los datos estructurales y funcionales apoyan que la
mutacion produce un efecto general sobre la proteina que afecta de
manera epistatica al centro activo sin tener un fuerte impacto local en
la arquitectura de la proteina. Para confirmar esta propuesta, analizamos
la estabilidad térmica del mutante mediante un ensayo de termofluor.
Tanto la forma silvestre como el mutante D95E mostraron curvas de
desnaturalizacién térmica similares, lo que indica que la disociacion del
trimero y el despliegue del protémero estan coordinados (Fig. 2.7B). De
acuerdo con la desestabilizacion general propuesta inducida por la
mutacion, se observd una reduccion peguefia pero constante en la
temperatura de desnaturalizacion para el mutante Dut80a D9SE. Cabe
destacar que la presencia del nucle6tido trifosfato aumentd la
temperatura de desnaturalizacién de la forma WT alrededor de seis

grados (Tabla 2.3). Por su parte, el ion de magnesio produjo una
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estabilizacion mas modesta de solo dos grados (Fig. 2.7B; Tabla 2.3).
A la inversa, ni la presencia del nucle6tido ni el ion tuvieron un efecto
similar sobre la temperatura de desnaturalizacion de la proteina mutante
Dut800"%*F, produciendo una estabilizacion inferior a un grado (Fig.
2.7B; Tabla 2.3) que se correlaciona estrechamente con los datos
estructurales y funcionales descritos anteriormente. En conjunto, estos
resultados apoyan la hipdtesis de que la mutacion D95E tiene un efecto
desestabilizador sobre la proteina que se transfiere epistaticamente
sobre el centro activo, perturba el estado conformacional del motivo V
y restringe su capacidad para adoptar una conformacion cataliticamente
competente.

Analisis de la interaccion BovI-Stl-Dut80a°*.

Finalmente, para completar la caracterizacion del mutante
Dut800"%F, analizamos in vitro la interaccion de este mutante con el
represor Bovl-Stl. Para ello utilizamos la técnica interferometria de
biocapa (BLI) que hemos utilizado anteriormente para la caracterizar
esta union para Dut¢11, Dut80a y multiples mutantes de las mismas.
Los datos mostraron que la mutacion D95E elimina, por debajo del
limite de deteccion (Kp> 1 uM), la capacidad de la Dut80a para
interactuar con el represor, tanto en ausencia como en presencia del
nucleétido (Tabla 2.3). Como se ha mostrado anteriormente (Fig. 2.1),
esta reduccion de la afinidad tiene consecuencias dramaticas in vivo, ya

D95E

que el Dut80a"""" no es capaz inducir el ciclo de la SaPl.
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Contribucion personal

A pesar de ser un trabajo de tesis centrado en el estudio de las
Duts triméricas, el hecho de que el represor Bovl-Stl sea también capaz
de interaccionar Duts diméricas obliga a mencionarlas para poder tener
una visién global del mecanismo de interaccion Dut:Bovl-Stl. Por ello,
en este capitulo se introducen las diferencias estructurales de una Dut
dimérica, obtenida previamente por el Dr. Jordi Donderis y que
planteaba la posibilidad de la mencionada modularidad del represor.
Esta modularidad confirmada separé en este punto el estudio del
represor Stl de SaPlbovl en los constructos Bovl-StiN® (que
interacciona con Durs triméricas) y BovI-StI“*" (que interacciona con
Duts diméricas). En el caso de este trabajo de tesis, nos centramos en
las Duts triméricas y, por lo tanto, en el constructo BovI-StIN*", el cual
no solo interacciona con las Duts triméricas, sino que presenta un
dominio HTH de union a ADN. Por ello, mi contribucion en este
capitulo se basa en todo el analisis de BovI-StIN*". Esto implica tanto
el disefio, clonacion, expresion y purificacion tanto del mutante
delecional como del resto de mutantes utilizados en el capitulo.
Ademas, también pertenece a este trabajo tanto la obtencion de la
estructura la region N-terminal y dominio intermedio del represor,
como el disefio mutacional y ejecucién de la validacion y
caracterizacion in vitro de la unién al ADN y la dimerizacion de Bovl-
Stl a través del puente disulfuro mediante la mutacién H73C. Para ello,
ha sido necesaria la sobreexpresién todas las proteinas incluidas en el
capitulo y el uso de diferentes técnicas de purificacion, que incluyen la
cromatografia de afinidad y exclusién molecular; el uso tanto de la
interferometria en biocapa (BLI) como de la termoforesis a microescala

(MST) para la medicién de la cinética de la unién entre el mutante
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H73C de Bovl-Stl con las diferentes Duts; el calculo de las temperaturas
de desnaturalizacion en el ensayo de termoestabilidad; el uso de
distintas técnicas de electroforesis como Native-PAGE y EMSA,; asi
como la cristalizacion y resolucion de la estructura tridimensionales del
mutante BovI-StIN*" por técnicas de difraccion de rayos X de

monocristales.
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Comparacion estructural de Duts diméricas y triméricas

Se conoce que las Duts diméricas y triméricas presentan un
plegamiento radicalmente diferente y no relacionado (Penadés et al.,
2013). Sin embargo, dado que ambas catalizan la misma actividad
enzimatica e interaccionan con el represor Stl de SaPIbovl, planteamos
la hipétesis de que ambos tipos de Duts podrian haber conservado un
dominio o motivo comln entre ambas que fuera responsable de la
interaccion con Bovl-Stl. Como se ha indicado previamente en la
introduccion de este trabajo de tesis, las Duts diméricas presentan 5
motivos conservados (I-V) que divergen en secuencia con los motivos
cataliticos de las Duts triméricas. Dado que ambas son dUTPasas y en
las Duts triméricas los motivos implicados en la interaccion con el
ligando son esenciales para la interaccién con el represor Bovl-Stl
(Capitulos 1-2, Tormo-Mas et al., 2013), buscamos en la Dut dimérica
del fago 011, cuya estructura pertenece a un trabajo de tesis paralelo,
si sus motivos cataliticos muestran una topologia similar a pesar de no

presentar similitud de secuencia.

Como se adelantaba en la introduccidn de este trabajo de tesis, la
estructura de las Duts diméricas y triméricas son completamente
diferentes (Fig. 3.1). Ademas, y a pesar de realizar la misma funcion
enzimatica, la superposicioin de las estructuras tridimensionales puso
de manifiesto que la forma de reconocimiento y union del dUTP diferia
también entre ambos tipos Duts. Estas diferencias ya habian ido
descritas previamente por otros investigadores (Harkiolaki et al., 2004),
y al igual que éstos, observamos que las principales diferencias se dan
en la orientacion del plano del uracilo y especialmente en la disposicion

de los fosfatos (Fig. 3.1). Ademas, los fosfatos B y v difieren en su
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disposicion relativa, quelando un solo metal divalente en las Duts
triméricas (esfera rosa, Fig. 3.1) que induce una conformacion cerrada
de los fosfatos, frente a dos iones en las diméricas (esferas verdes, Fig
3.1) que mantiene los fosfatos extendidos (Hemsworth et al., 2013). Por
lo tanto, que las estructuras tridimensionales de ambos tipos de Duts y
la arquitectura de sus centros activos sean divergentes y, en
consecuencia, también lo sea la disposicion espacial de los residuos que
rodean a los nucledtidos, sugieren firmemente que i) Duts diméricas y
triméricas unen al represor Stl de SaPlbov1 de diferente modo y por lo
tanto Bovl-Stl debe tener diferentes dominios y/o formas de interaccion
para reconocer a las Duts triméricas y diméricas o ii) las Duts utilizan
diferentes motivos estructurales para la formacion del complejo Bovl-
Stl:Dut.
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Figura 3.1. Diferencias estructurales entre Duts diméricas y triméricas de
fagos de S. aureus. Representacién de la (A) Dut dimérica Dut$O11 (PDB
5MIL) y (B) la Dut trimérica Dut80« (PDB 3ZEZ). Las moléculas de dUPNPP
en los centros activos estan representadas como sticks. (C) La superposicion
de las moléculas de dUPNPP en los centros activos de la Dut¢O11 (base
nitrogenada y desoxirribosa en azul y fosfatos en gris claro) y Dut80« (base
nitrogenada y desoxirribosa en amarillo y fosfatos en naranja) muestra que
las moléculas de nucle6tido unidas adquieren diferentes conformaciones,
incluido el nimero y la disposicion de los iones Mg (esferas verdes y rosas
para Dut¢O11 y Dut80a respectivamente).

143



CAPITULO 1lI

El represor Stl de SaPlbovl como una proteina modular

Para ir mas lejos con estos analisis, generamos un conjunto de
mutantes delecionales en el represor Stl de SaPlbov1l con la idea de que
algunos de estos mutantes afectarian selectivamente a la interaccion del
represor con cada uno de los tipos Duts estudiadas. El andlisis de
secuencia in silico mediante el servidor X-talPred (Slabinski et al.,
2007) indic6 que Bovl-Stl seria principalmente una proteina helicoidal
con un dominio HTH de unién de ADN en el extremo N-terminal
(residuos 1-80) y un dominio C-terminal de funcion desconocida seguin
reflejo el servidor Pfam (EI-Gebali et al., 2019) (Fig. 3.2). Mediante el
modelado tridimensional de la estructura de Bovl-Stl se identificaron
dos dominios en esta region C-terminal, uno intermedio entre ambos
extremos (residuos 81-166) y otro en la region mas C-terminal (residuos
176-267). Entre estos dominios C-terminales (residuos 167-175), la
prediccion de la estructura secundaria mediante X-talPred advirtio de
una posible zona desordenada (Fig. 3.2). Estos resultados se vieron
apoyados por el andlisis de la secuencia mediante el programa predictor
GeneSilico MetaDisroder, que identificé como problematica la misma
zona (Fig. 3.2; Kozlowski et al., 2012). En base a este estudio
generamos dos variantes delecionales de Bovl-Stl: una que constaba
solo del dominio C-terminal (BovI-StI°™"; residuos 176-267) y otra
contenedora del dominio HTH de unién a ADN junto con el dominio
intermedio de funcion desconocida (BovI-StIN*": residuos 1-156).
Desafortunadamente, estos mutantes no pudieron analizarse in vivo, ya
que los represores mutantes generados por Stl habian perdido la

capacidad de unir al represor de la SaP1 y bloquear su ciclo.
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Figura 3.2. Disefio de modelos y construcciones de Bovl-Stl. (A)
Representacion de los modelos de Bovl-Stl producidos por los servidores
Phyre2 e I-Tasser. La estructura se divide en un dominio HTH N-terminal
(rosa) y una porcién C-terminal (azul claro y oscuro) separados por una
region de baja complejidad (morado). (B) Prediccion de la estructura
secundaria mediante el servidor online X-TalPred donde muestra la
compsicion principal de hélicies a (rojo) junto a las zonas desordenadas
(subrayadas). (C) Prediccién de zonas desordenadas mediante el servidor
online GeneSilico MetaDisorder.
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Para evaluar estos mutantes in vitro, dichos constructos fueron
clonados y sobreexpresados en E. coli y fueron testados mediante la
técnica de Native-PAGE. Curiosamente, BovI-StIN®" perdia la
interaccion con la Dut trimérica del fago ¢11, pero no con la dimérica
DutpO11. A la inversa, la eliminacion del subdominio C-terminal en la
construccion Bovl-StlI“*" disminuye la union a la Dut dimérica, pero no

a la trimérica (Fig. 3.3).

Ademas, y como ya se ha mostrado en trabajos anteriores, se
confirmé que la interaccién con la version silvestre del represor Bovl-
Stl inhibe la actividad dUTPasa de las Duts tanto diméricas como
triméricas (Fig. 3.3; Hill y Dokland, 2016; Szabo et al., 2014). Sin
embargo, quisimos analizar qué ocurria con los mutantes delecionales.
Observamos que Bovl-StI®® inhibe la actividad dUTPasa de las Duts
diméricas, pero no de las triméricas, mientras que la construccién Bovl-
StIN*" tiene la capacidad opuesta (Fig. 3.3), de acuerdo con los ensayos
de interaccion por Native-PAGE (Fig. 3.3).

El hecho de que SaPlbovl-Stl tenga regiones especificas para
interactuar selectivamente con las Duts triméricas y diméricas plantea
y apoya la idea de que la proteina ha podido desarrollarse o haber
evolucionado a partir de un represor simple que incluye tan solo un
dominio de unién a ADN como se observa en otros fagos (represores
tipo cl) adquiriendo nuevos modulos/dominios para interactuar de

distintas formas con las diferentes Duts.
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Figura 3.3. Stl de SaPlbovl tiene diferentes regiones para interactuar con
las Duts triméricas y diméricas. (A) Se utilizaron ensayos de cambio de
movilidad en gel nativo para probar la capacidad de union de la
Dut$O11(dimérica) y Dutgll (trimérica) con versiones completas y truncadas
de Bovl-Stl. La aparicién de bandas con migracién alternada con respecto a
las proteinas individuales (marcadas con un asterisco) indica la formacion de
un complejo. (B) La actividad de la dUTPasa para la DutgO11y la Dutgll se
midié mediante un ensayo de verde de malaquita en presencia y en ausencia
de variantes de Stl. El curso del tiempo de la reaccion se representa como el
desarrollo de color verde (medido a 630 nm). Los resultados son

representativos de tres experimentos independientes.
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Nuestros intentos de obtener cristales de proteina de Bovl-Stl
nunca resultaron en la obtencién de una estructura tridimensional. No
obstante, atendiendo a la presencia de esta zona de baja complejidad
anteriormente propuesta, se acometio la cristalizacon de las proteinas
resultantes de los constructos previamente descritos como BovI-StIN*"
(residuos 1-156) y BovI-StI®™" (residuos 176-267) (Fig. 3.4A). Estas
construcciones que eliminaban la region predicha como destructurada
permitiénron obtener cristales proteicos a partir de los cuales resolver

con éxito sus estructuras tridimensionales (Fig. 3.4B y Fig. 3.4C).

A partir de este momento, y debido al gran reto que suponia,
nuestro grupo de investigacion definié dos lineas de trabajo que, aunque
trabajando en paralelo, apuntaban a objetivos diferentes: el estudio de
la interaccion de Bovl-Stl con Duts triméricas de fagos estafilocdcicos
a través de los dominios HTH y dominio intermedio y, en
contraposicién, el estudio de la interaccion de Bovl-Stl con las Duts
diméricas de fagos estafilococicos a través del dominio C-terminal. Asi
pues, y a partir de este capitulo, este trabajo de tesis se centra en las
Duts triméricas y en su mecanismo molecular de interaccion con el
represor Stl de SaPlbovl. No obstante, y como medida para tener una
imagen global del trabajo realizado en el laboratorio durante esta tesis
y comparar las diferencias entre la interaccion del represor con Duts
triméricas y diméricas, se mencionara parte de los resultados obtenidos

por otros miembros del laboratorio para la interaccion Dut-Bovl-Stl®

ter
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Figura 3.4. Estructura de los dominios Stl de SaPlbovl. (A) Secuencia de
Bov1-Stl. Los elementos estructurales se muestran sobre la secuencia
coloreada como (B) y (C). (B) Representacion de Bov1-StIN'", Se muestran
dos vistas ortogonales de la estructura y se etiquetan los extremos N-terminal
y C-terminal. EI dominio HTH esta coloreado en magenta y el dominio
intermedio en azul, con la hélice a5 de conexion en verde. (C) Estructura de
Bov1-StI°*r. Representacion del dimero BovI-StI®®" con protdmeros
coloreados en morado y amarillo.
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La estructura cristalina de Bovl-StI"™ se resolvio a una
resolucion de 1,8 Ay mostré una copia tnica de la proteina en la unidad
asimétrica (Tabla 3.1). La densidad electrénica permitid trazar la
totalidad de la proteina con la excepcion de los siete residuos N-
terminales y los dos C-terminales. BovI-StIN"" presenta un plegamiento
a helicoidal, tal como lo anticip6 el modelado in silico, compuesto por
10 hélices a (al residuos 13-24, a2 29-33, a 3 40-48, a 4 57 -65, a5
69-82, a6 86-90, a7 92-107, a8 109-114, a9 118-131y al0 141-152)
(Fig. 3.4Ay 3.4B). Las cuatro primeras hélices a (al- a4) corresponden
al dominio de unién al ADN, presentando el plegamiento arquetipo de
hélice-giro-hélice (HTH) (Fig. 3.4B) observado en maltiples
represores, asi como otras proteinas de union al ADN (Wintjens y
Rooman, 1996) (Fig. 4.8). La hélice a5 conecta el dominio HTH con
las cinco hélices restantes. Nombramos esta porcion de la proteina
como “dominio intermedio” debido a su localizacion en la secuencia de
la proteina (Fig. 3.4A y 3.4B). Una busqueda de proteinas que
presentasen similitud estructural con Bovl-StIN®" utilizando el
programa DALI (Holm y Laakso, 2016) identificd claramente las
coincidencias para el dominio HTH, pero no revelé ninguna
coincidencia significativa para el dominio intermedio. Asimismo,
aungue no sea un resultado estrictamente propio de este trabajo de tesis,
nuestro grupo resolvio la estructura de Bovl-StI°™ a una resolucion de
2.2 A. Bovl-StI®® también es un dominio a-helicoidal que forma un
haz de tres hélices antiparalelas (Fig. 3.4C). Hemos nombrado estas
hélices como all (residuos 181-196), al2 (202-226) y al3 (242-265)
para seguir la numeracion BovI-StIN*" (Fig. 3.4A y 3.4C). Nueve
residuos (230-238) que corresponden a un bucle que conecta all- al2

estaban desordenados, asi como los tres residuos en los extremos N-
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terminal y C-terminal de la molécula. La unidad asimétrica del cristal
contiene una sola copia de BovI-StI“™', pero el analisis de posibles
ensamblajes por el software PISA (Krissinel y Henrick, 2007) propuso
una organizacion dimérica mediada por la interaccion reciproca de la
porcion N-terminal de las hélices all y al3, expandiendo el paquete
de tres a seis hélices (Fig. 3.4C), donde alrededor de 900 A? del area de
superficie total se enterraria por monoémero tras la dimerizacion de
BovI-StI“™", lo que sugiere un dimero estable que se confirmé por
analisis en cromatografia de exclusion de tamafio molecular (SEC) (Fig.
3.5).

N-ter Cter

Bovl-st1""  Bovl-St"™" Bovl-Stl
Peso moleculartedrico 31.5 19 11
Peso molecularcalculado 70 21 22

£ C-ter
g 307 mm N-ter
2 = WT
— 20+

2

2

5 104

2 J

< o] A A A

10 15 20 25 30
Volumen de retencién (mL)

Figura 3.5. Cromatografia de exclusion molecular. BovI-Sti"™ (negro) Bovl-
StINt" (verde) y BovI-StI®*" (rosa). El peso molecular se dedujo de los
volimenes de elucion (tabla) y es compatible con una organizacion dimérica
para BovI-StI"T y BovI-StI®*" y monomérica para BovI-StINt",
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Tabla 3.1. Coleccidn de datos cristalograficos y de refinamiento de Bovl-
St'N—ter

| Bovl-StI"*'
Coleccion de datos
Linea del rayo DLS 1-03
Longitud de onda (A) 097623
Grupo espacial C2
Dimensiones de a=132,54 b=34,55 ¢=36,99
celda (A) 0=y=90 B=95.96
lucion (A)? 3364-18
Resolucidn (A) (183- 18)
Reflexiones totales 100090 (4685)
Reflexiones Unicas 15780 (777)
Completitud (%) 100 (99,4)
Multiplicidad 6,3 (6,0)
1/o(1) 124 (9,7)
Rpim 0,09 (0,574)
CC1/2 0,985 (0,574)
Refinamiento
Ruork 0,172
Riree 0,216
Numero de atomos 1303
Proteina 1208
Agua 85
Otros 10
Rmsd. Enlaces (A) 0,0183
Rmsd. Angulos (°) 1,782
Plano Ramachandran
Preferido (%) 98,6
Permitido (%) 14

2 Los numeros entre paréntesis indican el valor de la celda con

la mas alta resolucion
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Reconocimiento del ADN por Bovl-Stl

Segun el servidor DALI (Holmy Laakso, 2016), el dominio HTH
de Bovl-Stl se superpone bien con los dominios correspondientes de
diferentes proteinas de unién al ADN, mostrando RMSD entre 1.3-2.3
A después de la superposicion con proteinas relacionadas
estructuralmente (Fig 3.6).

Varias de estas proteinas son miembros de la superfamilia HTH XRE
(nimero de acceso SMART SM00530 o PFAM HTH_3), que incluye a
los represores de la familia 434 Cro o las proteinas controladoras de los
sistemas de restriccion-modificacion bacteriana (R-M), con las cuales
el dominio HTH BovI-Stl se superpuso particularmente bien (Fig. 3.6).
La superposicion del dominio HTH de BovI-StI"* con la porcion
equivalente de la proteina controladora del sistema de modificacion-
restriccion Esp13961 (C. Espl3961) en complejo con ADN (PDB
3CLC) (McGeehan et al., 2008) nos permitié generar un modelo del
complejo Bovl-Stl:ADN. Dado que Stl y C. Espl396l reconocen
operadores con similar arquitectura (dos sitios de reconocimiento
pseudo-palindromicos separados por un “espaciador" de 4-5
nucleétidos) (Ball et al., 2012; Papp-Kadar et al., 2016), la
superposicion de dos BovI-StIN* en los dominios HTH equivalentes
de C.Esp13961 en su estructura unida a ADN nos permitié generar un
modelo biol6gico plausible del dimero Stl de SaPIbovl unido al ADN
(Fig. 3.6 y 3.7A). Este modelo revel6 residuos gque potencialmente
deben participar en el reconocimiento e interaccion con el ADN (Fig.
3.7B).
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Figura 3.6. Comparacién de la estructura de Bovl-Stl con el controlador
C.Espl1396l. A la izquierda, (A) la estructura del dimero de C.Esp1396l
(protémeros en amarillo) unido a ADN. Esta estructura fue la utilizada para
generar la mostrada a la derecha, superponiendo dos monémeros de BovlI-Stl
(B) coloreado como en figura 3.4. (C) Superposicion de Bovl-StiN®ry C,
Esp13961 (PDB 3CLC), donde se muestra la identidad estructural del dominio
de HTH (magenta para Bovl-Stl y amarillo para C. Esp13961) y de la hélice
a5 (verde), usada por Bovl-Stl como nexo de unién entre HTH y dominio
intermedio. Las hélices a estan numeradas. Se muestran dos vistas
ortogonales.
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En este modelo, Bovl-Stl reconoce el ADN insertando la hélice
a3 del motivo HTH en el surco principal del ADN (Fig. 3.7A'y 3.7B).
En esta posicion, los residuos Q40, N41 y N45 podrian posicionarse
para leer la secuencia de nucledtidos (Fig. 3.7B). Ademas, la R51 desde
la hélice a4 se proyecta hacia el surco mayor y se colocaria a la distancia
correcta para el reconocimiento de ADN. Previamente se habia
mostrado que la doble mutacion Q40A y N41A afectaba grave y
negativamente a la unién de Bovl-Stl a su promotor diana en base a los
experimentos de EMSA (Nyiri et al., 2015), lo que respalda nuestro
modelo de reconocimiento de ADN. Ademas de los residuos ya
indicados que podrian participar en la lectura directa del ADN, nuestro
modelo propone que los residuos Q29, S44, N48 y R22 podrian
desempefian un papel importante en la lectura indirecta al interactuar
con el esqueleto de ADN. Los primeros tres residuos coordinan un ion
sulfato en la estructura BovI-StIN*" que podria imitar a un fosfato de
ADN, ya que la superposicién con el complejo C. Espl13961-ADN
coloca a este sulfato en la posicion de un fosfato del esqueleto del ADN
(Fig. 3.7B).
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Figura 3.7. Analisis estructural del modelo de union a ADN del dimero Bovl-
Stl. (A) Modelo propuesto del dimero de Bovl-Stl unido al sitio de represion
palindromico de SaPlbovl. El dimero de Bovl-StIN*" se muestra con un
protdmero en magenta y el otro en verde, y el operador de ADN en grisy su
superficie en blanco. La unién del dimero se basa en la superposicion de
protémeros de BovI-StIN" individuales con el complejo de C. Esp13961 y su
operador de ADN palindrémico (PDB: 3CLC). Los elementos estructurales
del dominio HTH de unién al ADN y la hélice conectora estan etiquetados en
orden desde el extremo N-terminal. (B) Vista cercana de la interaccion
modelada de HTH-ADN. Los residuos de proteina que interactuarian con el
ADN en el modelo se resaltan como “sticks”, se colorean por tipo de atomoy
se etiquetan. Se representa al fosfato presente en la estructura de BovI-StIN
como “sticks” amarillos.
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Figura 3.8. Analisis funcional del modelo de unién a ADN del dimero Bovl-
Stl. (A) Transcripcion de str no regulada debida a mutaciones en el dominio
de unién al ADN del represorBovl-Stl. ElI diagrama superior izquierdo
muestra un esquema de una fusidn transcripcional con el gen reportero blaZ.
Los ensayos de f-lactamasa se realizaron en el laboratorio del Dr. Penadés
en la Universidad de Glasgow con cepas lisogénicas codificantes para las
Duts ¢11, 4800 o gNM1 que contenian el represor Bov1-Stl o derivados con
las mutaciones puntuales. Se tomaron muestras después de 90 minutos en
ausencia o después de la induccién de fagos con mitomicina C. (B) Evaluacién
in vitro de mutaciones en el dominio de unién al ADN de Bovl-Stl. EMSA de
BovI-StI"Ty de los mutantes en los residuos predichos para interactuar con el
ADN en el modelo de panel (B). En presencia de Bovl-StI"T, la banda
correspondiente a la regién del operador de ADN stl-str, marcada como ADN
libre, desaparece y se observan dos nuevas bandas correspondientes a
complejos de ADN-Stl (marcadas como complejos | y 11). Para los mutantes
de Bovl-Stl, las bandas correspondientes a los complejos de Stl-ADN
desaparecen casi por completo, mientras que la mayor parte del ADN aparece

en la posicion inferior del gel como ADN libre.
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Para confirmar experimentalmente nuestro modelo, generamos
mutaciones puntuales de Bovl-Stl cambiando los residuos descritos
anteriormente por alanina generando los mutantes de Bovl-Stl R22A
(BovI-StI?%%), Q29A (Bovl-StI®®4), S44A (Bovl-StI5**), N45A
(BovI-StIN®4), N48A (BovI-StiN**) y R51A (Bovl-StI?*'4). Ademas,
generamos el mutante E47A (BovlI-StI¥*’4), ya que nuestro modelo
mostraba que podia intervenir en la unién al ADN mediante la
interaccion con los residuos R22 y Q29. Para probar si estas mutaciones
tuvieron un impacto en la unién al ADN y por lo tanto en la represion
mediada por Bovl-Stl en la isla de patogenicidad, el grupo del Dr.
Penadés en la Universidad de Glasgow realizd experimentos in vivo
infectando con diferentes fagos cepas de S. aureus que portaban
plasmidos con el gen reportero de p-lactamasa mencionado en varias
ocasiones durante esta tesis (Fig. 3.8A). Se generaron plasmidos
individuales que codificaban para Bovl-Stl y para los mutantes antes
indicados. Como se esperaria para los residuos relevantes para el
reconocimiento y la unién del ADN, todos los mutantes propuestos
presentaron una expresion constante del gen reportero de p-lactamasa
incluso en ausencia de induccién de fagos, al no poder unir ADN y, por
lo tanto, reprimir su replicacion (Fig. 3.8A). Adicionalmente, para
confirmarlo in vitro, estos mutantes de Bovl-Stl se sometieron a
experimentos de EMSA usando la regién promotora de stl y str de
SaPlbovl a la que se une el represor Bovl-Stl (Fig. 3.8B). Todos los
mutantes BovlI-Stl presentaron una capacidad reducida o nula en la
union del ADN a la region promotora en comparacion con la proteina
silvestre, en estrecha correlacion con los experimentos in vivo (Fig.
3.8B).
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Para confirmar que el efecto mostrado en estos mutantes se debia
exclusivamente a la mutacién y no a una desestabilizacion de la
estructura de la proteina, se realizaron experimentos de SEC y
termofluor que confirmaron que estos mutantes forman dimeros en
solucion como la proteina WT vy tienen un rango de temperatura de
desnaturalizacion (Tm) similar, descartando que las deficiencias
funcionales observadas se debieran a efectos secundarios estructurales
inducidos por las mutaciones (Fig. 3.9). Estos resultados respaldan
nuestro modelo de reconocimiento de ADN por Bovl-Stl, identificando
una serie de residuos dentro del dominio HTH de Bovl-Stl que son

esenciales para el reconocimiento de ADN y la represion de la isla.

Por otro lado, los ensayos de B-lactamasa no permitian
discernir si la Duts eran capaces de reconocer a estos mutantes
debido a la incapacidad éstos de unir el ADN de la isla,
presentando asi altos niveles del gen reportero incluso en
ausencia de Duts (Fig. 3.8). Para responder a esta pregunta se
analiz6 la interaccién de las Duts triméricas del fago ¢11 con
estos represores mediante ensayos de Native SDS-PAGE (Fig.
3.10).
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Figura 3.9. Impacto de las mutaciones puntuales de los residuos de
Bovl-Stl implicados en el reconocimiento del ADN en la
oligomerizacion y la estabilidad. (A) Perfiles de cromatografia de
exclusién por tamafio de BovI-StI"" y dos mutantes representativos en
la unién al ADN. (B) Curvas de despliegue térmico de BovI-StI"T y dos
mutantes representativos de la bateria realizada. Los valores de Tm de
despliegue estan calculados a partir de tres experimentos
independientes.
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Figura 3.10. Los mutantes sobre el HTH de Stl interaccionan con la
Dutgll. Ensayo de gel nativo usado para testar la interaccion de la
Dutgll trimérica con los mutantes de Stl disefiados para romper la
interaccion con el ADN de laisla. Se usa Stl en su forma silvestre como
control.

Como se observa en la figura, todos los mutantes generados
para anular la interaccién con el ADN son capaces de
interaccionar con Dutdll, aunque se observa variaciones en las
posiciones de las bandas que podrian indicar afinidades diferentes
(Fig. 3.10). Al unicamente querer validar la integridad estructural
de dichos mutantes y confirmar que mantienen la capacidad de
interaccién con las Duts no se ahondo mas en la caracterizacion de

estas diferencias.
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La de-represion de SaPIbovl es inducida por la rotura del
dimero BovI-Stl.

BovI-Stl es un dimero en solucién como nuestro analisis SEC ha
confirmado (Fig. 3.5). Sin embargo, el BovI-StIN*" es monomérico en
solucion (Fig. 3.5), lo cual es sorprendente ya que los represores de la
familia 434 Cro y los controladores RM suelen forman dimeros en
solucion principalmente a través de la interaccion del dominio HTH y
la hélice a5 que le sigue (Dubrava et al., 2008). Para obtener mas
informacion sobre la relacion entre la dimerizacion de Bovl-Stl, la
represion de la SaPl y la interaccion con las Duts, analizamos nuestro
modelo bioldgico propuesto del dimero de Stl de SaPIbovl, que parece
ser compatible con el reconocimiento de la caja de Bovl-Stl como se
respalda en los resultados in vivo e in vitro. EI modelo también parece
ser compatible con una organizacion dimérica, ya que no se observan
choques importantes entre los mondmeros, y, 10 que es mas importante,
la posible superficie de dimerizacion seria proporcionada
principalmente por la hélice a5 como se observa en otros miembros de
la superfamilia HTH_XRE (Fig. 3.6). Ademas, el bucle que conecta las
hélices a3 y a4 (La3a4) y el comienzo de la hélice a8 también
contribuirian a la superficie de dimerizacion, lo que proporciona una
superficie total en el modelo dimérico de alrededor de 2400 A?
(calculado por PISA (Krissinel y Henrick, 2007) (Fig. 3.6). Todos los
residuos proporcionados por la hélice a5 a esta superficie de
dimerizacion son polares, incluido un puente salino doble producido
por la interaccion de Arg74 y Asp77 (Fig. 3.12A), lo que implica que
la interaccion es principalmente hidrofila. Sin embargo, el analisis PISA

le da al dimero una puntuaciéon de significancia de formacion de
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complejo de 0.0, lo que sugiere una nula probabilidad de formacion.
Dado el papel de la hélice a5 en la dimerizacion de la familia
HTH_XRE, analizamos si este elemento también contribuye a la
formacion y estabilizacion del dimero BovI-Stl, como sugiere nuestro
modelo. Primero mutamos Arg74, que participaria en un puente salino
en la hélice a5, a alanina (BovI-StI?"*4) y este mutante fue testado tanto
in vitro como in vivo. Aunque el Bovl-StI*"** present6 un
comportamiento dimérico en la SEC (Fig. 3.11A), el andlisis de su
termoestabilidad mostr6 una temperatura de desnaturalizacion 7,5
grados inferior que la proteina WT, apoyando la idea de que R74
contribuye a la estabilizacion del dimero (Fig. 3.11B). Ademas, los
ensayos de EMSA mostraron que BovI-StI?** es altamente defectuoso
en la union al ADN (Fig. 3.8B) y los ensayos de B-lactamasa in vivo
realizados como se ha descrito previamente confirmaron que este

mutante habia perdido la capacidad de represora (Fig. 3.11C).
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Figura 3.11. Impacto de la mutacion puntual R74A en Bovl-Stl. (A) Perfiles
de cromatografia de exclusion molecular por tamafio de BovI-StI"™ y Bovl-
StIR7A mutante. (B) Curvas de despliegue térmico de BovI-StI"T y BovI-StIR74A
y la Tm de despliegue calculada a partir de tres experimentos independientes.
(C) Los ensayos de p-lactamasa se realizaron con cepas que contenian la
version silvestre de SaPlbovl o derivados con las mutaciones puntuales de
Bovl-Stl indicadas, ademas de incluir cepas lisogénicas de fagos codificantes
de las Duts @11, 80a o ®NM1I, segln se especifique. Se tomaron muestras
después de 90 minutos en ausencia o después de la induccion de fagos con
mitomicina C. Todos los datos son el resultado de tres experimentos
independientes. Se realiz6 un ANOVA de 2 vias con la prueba de
comparaciones multiples de Sidak para comparar las diferencias de medias
entre el control BovI-StI"™ y el mutante, dentro de las columnas. Los valores
de p ajustados significativos para el ensayo StIR** fueron los siguientes: ®11
StIR™A no inducido = <0,0001 ****; 80a BovI-StIR™*A no inducido = <0.0001
k. GNM1 BovI-StIR7#A no inducido = <0.0001 ****, Bovl-StIR7** inducido
= <0.0001 ****, Todos los demés valores de p no fueron significativos.
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Para demostrar si la estabilizacion del dimero de Bovl-Stl mejora
su afinidad por el ADN, mutamos el residuo H73 de la hélice o5 a
cisteina (BovlI-St1"3%) ya que nuestro modelo de dimero en la region
N-terminal de la proteina predecia que este residuo se ubicaba a una
distancia adecuada para formar un enlace disulfuro con el residuo
equivalente de la segunda subunidad del dimero (Fig 3.12A).
Paralelamente a este trabajo, también se hizo lo mismo con el residuo
equivalente en la regién C-terminal que mostraba una distancia
adecuada para formar un enlace disulfuro basandonos en la estructura
experimental de BovI-StI®™ (Fig. 3.12A). Para ello, el residuo H188 de
la hélice all, se mut6 a cisteina (Bovl-StI"#). El analisis de SDS-
PAGE en condiciones no reductoras confirma la presencia del dimero
covalente para ambas mutaciones, Bovl-Stl"*¢ y BovI-Stl"#C cuya
cantidad aumenta en presencia del agente oxidante cobre fenantrolina
(Cu-P) (Fig. 3.14A). Cuando se introdujo la mutacion H73C en la
version truncada de Stl que contiene la parte N-terminal, Bovl-StI™
©rH73C s generaban dimeros unidos covalentemente en presencia de Cu-
P, a diferencia de su version silvestre truncada, BovI-StIN*' que es
monomérica en solucion (Fig. 3.14B). Ademas, los ensayos de EMSA
mostraron que los mutantes BovI-StI"”*¢ y BovI-StI™®€ siguen siendo
capaces de unirse al ADN (Fig. 3.13). Por su lado, Bovl-StIN®rH"3C
presenta una mayor afinidad por la unién al ADN apareciendo las
bandas correspondientes al complejo BovI-Stl:ADN a concentraciones
mucho mas bajas de la proteina (Fig. 3.13 y 3.14C), presentando asi una
fuerte evidencia de la mayor eficacia del estado dimérico de Stl para

unir a su promotor diana y validando de nuevo nuestro modelo.
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Figura 3.12. Dimerizacién de Bovl-Stl e interaccion con la Dut. Localizacion
del puente disulfuro especifico disefiado en base al modelo de dimero de Bovl-
Stl. (izquierda) Se generé un modelo de longitud completa de Stl dimérico
unido a ADN a partir de las estructuras BovI-StIN* y BovI-StI®t", utilizando
la estructura del complejo C. Esp13961-DNA como plantilla (PDB: 3CLC). El
modelo Bovl-Stl estd coloreado en diferentes tonos de magenta para un
protomero y verde para el otro. Los tonos son claros, medios y oscuros para
los dominios HTH, medio y C-terminal, respectivamente. EI ADN esta
representado como superficie. Las cisteinas introducidas para inducir la union
covalente se muestran como “sticks” y estan coloreadas, con carbonos en
blanco y azufre en amarillo.
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Figura 3.13. Analisis de la dimerizacion de Bovl-Stl e interaccion con la Dut.
Los experimentos con EMSA muestran que los dimeros de Stl estabilizados por
enlaces disulfuro H73C o H188C se unen al promotor Stl de SaPlbovl de
manera similar a la proteina de tipo silvestre. Sin embargo, estos dimeros
covalentes, pero no la proteina de tipo silvestre, son resistentes a la
disociacién del ADN inducida por la Dut dimérica Dut¢DI, mientras que solo
el dimero St1 mediado por los enlaces H73C es resistente a la disociacion
inducida por la Dut trimérica Dutg11.

Cuando Stl esté reprimiendo la replicacién del ADN mediante su
unién al promotor de la isla lo hace en su forma de dimero, pero las
Duts podrian inhibir esta represion uniendo el dimero de Stl o por el
contrario rompiendo este dimero y comprometiendo el estado
oligomérico que es requerido para unir al ADN. Por ello, analizamos la
capacidad de unién de las Duts a Bovl-Stl cuando éste se encuentra en
su forma de dimero estable mediante los mutantes capaces de generar
los puentes disulfuro. Ademas, cuantificamos la constante de afinidad

de estos mutantes de Bovl-Stl hacia Duts triméricas y diméricas
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mediante diferentes aproximaciones. Asi, se midi6 dicha constante del
complejo Bovl-Stl:Dut por interferometria de biocapa (BLI) para la
Dut$p11 como modelo de Dut trimérica y por termoforesis a microescala
(MST) para la Dut¢O1l como modelo de Dut dimérica. Ambos
mutantes a cisteina disminuyen la afinidad tanto por Duts diméricas
como triméricas, aungue el efecto es mayor en BovI-StI""*¢ (Tabla 3.2).
Sin embargo, la introduccion de un agente reductor revierte este efecto
y ambos mutantes recuperan una afinidad casi idéntica a la mostrada
por la forma WT de las Duts correspondientes (Tabla 3.2), lo que indica
que esta reduccioén de la afinidad se debe a la presencia de una cierta
cantidad de dimeros de BovI-Stl unidos por crosslinking en la muestra,
como se observa en SDS-PAGE (Fig. 3.14). Este hecho se confirma por
la realizacién de ensayos en presencia de Cu-P donde se fuerza a la
dimerizacion de toda la muestra y con ello a la pérdida total de
interaccién con ambos tipos de Duts (Tabla 3.2). Estos resultados
confirman que las Duts interaccionan con los monémeros de Stl y la
consiguiente rotura del dimero impide la union del represor Stl a sus

promotores diana.

Los ensayos de EMSA mostraron que, a diferencia de Bovl-
StI"T, el mutante Bovl-StI"3¢ unido covalentemente, tanto en su
version completa como en la version truncada (Bovl-StINt™M73C) - es
insensible a la presencia de la Dut¢pll (trimérica) y la Dut¢DlI
(dimérica), permaneciendo unido al ADN incluso cuando hay altas
cantidades de ambas, demostrando que la rotura del dimero de BovI-Stl
es necesaria para la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut y la
interferencia con la unién al ADN (Fig. 3.14). BovI-St™*" también es
insensible a la Dut¢DIl (dimeérica) ya que carece del dominio C-

terminal, requerido para interactuar con Duts diméricas.
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Por otro lado, la Dut¢ll aln conservaba cierta capacidad de
desplazar al mutante BovI-StI"'#¢ del ADN diana, lo que indica cierta
union de BovI-StIM8C:Dut¢11 (Fig 3.14), aunque la afinidad deberia
reducirse considerablemente ya que mediante BLI no se podia concluir
una interaccion (Kp> 1 uM).

Tabla 3.2. Afinidades de union entre BovI-StI"T y los mutantes de
dimerizacion con Duts triméricas y diméricas. (a) Las interacciones de Bovl-
Stl:Dutgll se midieron mediante interferometria de biocapa. (b) Las
interacciones de Bovl-Stl:DutgDI se midieron termoforesis a microescala. (c)
El ratio Sefial/ruido se calculé dividiendo la amplitud de la respuesta por el
ruido del run. (d) EI DTT y la Cu-P se utilizaron a concentraciones de 1mM.
(e) UND (union no detectada) en condiciones experimentales siendo dicho
limite de Kp<1x10® M (BLI) y ratio sefial/ruido<5 (MST).

Dut¢11 (BLI)2 Dut¢DI (MST)®
KD (M) Kon (M-1s-  Koff (s-1) KD (M) Signal/
(10-9) 1) (104) (10-6) (10-10) noise
StIWT 1,73  2,14+0,01 37694 3,0 10,5
StIH73c 10,30 2,45+0,01 252+5,29 148 48,8
StjH18ec 2,57 2,190,001 56,3+5,01 63,9 15,6
StI"T + DTTd 6,72  4,18+0,08 281%22,7 8,6 14,8
St"73¢+ DTTd 522 2,19+0,02 11494 12,7 12,4
Sti"% DTTd 510 1,54+0,01 78,4+4,35 61,3 15,1
St"T+ Cu-Pd 11,60 2,32£0,01 270%5,27 4,2 171
StI"73¢ + Cu-Pd NBDe NBDe 0,7
StIH188C 4+ Cu-Pd NBDe NBDe 3,2
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Figura 3.14. Estudio de los dimeros forzados de Bovl-Stl. His 73 y His 188
de Bovl-Stl se mutaron a cisteina para facilitar la produccién de dimeros
forzados mediante la formacidn de un puente disulfuro tanto en (A) la forma
silvestre (StIH73C y StIM88C respectivamente) como en (B) el mutante delecional
del motivo C-terminal (StIN*73C) mediante la adicidn del reactivo oxidante
cobre-fenantrolina (Cu-P) en dos concentraciones diferentes (0.5mM y 1mM)
(C) Ensayos EMSA con Bovl-StIiN*ry el mutante BovI-StlN-teH73C,
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Contribucion personal

Descifrar del mecanismo molecular de la interaccion Dut:Bovl-
Stl ha sido en gran parte gracias a la obtencion de las estructuras de los
complejos de este represor tanto con Dut triméricas como diméricas,
mencionados en este capitulo. Como se hace eco a lo largo de la tesis,
tanto en este capitulo como en el resto, los experimentos in vivo se
realizaron en el laboratorio de nuestro colaborador, el Dr. Penadés.
Ademas, y como se refleja en el apartado correspondiente, la resolucion
y caracterizacion del complejo Dut dimérica:BovI-StI®*™" pertenece a la
tesis doctoral del Dr. Ciges-Tomas pero se introducen en esta tesis para
aportar una vision mas general de la represion modular de Stl. No
obstante, mi contribucidn personal en este capitulo corresponde al resto
de los resultados presentados, lo que incluye la resolucion y analisis de
las estructuras tridimensionales de los tres complejos Dut
triméricas:BovI-Stl presentados (Dutd11:BovI-StiN*", Dut$85:Bovl-
Sty Dut800:BovI-StiN*) asi como la validacion de estas
estructuras a través de ensayos mutacionales. Para ello, ha sido
necesaria la clonacion y la sobreexpresion todas las proteinas incluidas
en el capitulo y el uso de diferentes técnicas de purificacion, que
incluyen la cromatografia de afinidad y exclusién molecular; el uso de
técnicas de electroforesis como Native-PAGE; asi como la
cristalizacién y resolucién de las estructuras tridimensionales de los
complejos anteriormente mencionados por técnicas de difraccion de
rayos X de monocristales. Estas estructuras se resolvieron por
reemplazo molecular a partir de datos de difraccion recogidos en
diferentes sincrotrones (DLS en Oxford, UK; y ALBA en Barcelona,

Espafia).
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IN-ter

Estructura tridimensional del complejo entre BovI-StI™™'y

la Dut trimérica del fago ¢11

Delimitadas ya las zonas mas importantes utilizadas por Bovl-Stl
para interaccionar con las Duts triméricas de los fagos de S. aureus y
viceversa, solo nos quedaba visualizar a nivel atdmico los residuos
exactos que la mediaban para de este modo comprender el mecanismo
molecular de esta interaccion. Para ello abordamos la resolucion de la
estructura tridimesional del complejo entre la Dut trimérica del fago
¢11 (Dutp11), una de las Duts que se han utilizado como prototipo para
la caracterizacion de la interaccion con Stl de SaP1Bovl, y Bovl-StI™
*rEl hecho de utilizar el fragmento N-terminal de Bovl-Stl, definido
en el capitulo anterior, en lugar de la proteina en su versién completa
no fue algo arbitrario. Tanto durante este trabajo de tesis como
anteriormente en el laboratorio se intentd cristalizar sin éxito el
complejo Bovl-Stl:Dut. Consideramos que este fracaso podria ser
debido en parte a la estructura que Bovl-Stl que presenta en una zona
cuya prediccion de estructura secundaria la asigha como desordenada.
Esta zona conferiria una alta flexibilidad al represor que dificultaria la
formacidn de cristales de proteina. Por ello, y tras disefiar un fragmento
con menor complejidad y flexibilidad molecular el cual mantiene la
afinidad por las Duts triméricas, se optd por invertir nuestros esfuerzos
en conseguir dicho complejo utilizando el fragmento mencionado,
BovI-StIN*", Todos los cristales reportados en esta tesis, incluidos los
del complejo, se obtuvieron mediante la técnica difusion de vapor en
gota sentada. En el caso de los complejos de proteinas, se incubaban
ambas proteinas a un ratio molar 1:1 y una concentracion final de 7-10
mg/mL. Este complejo generd cristales en gotas con condiciones de

24% PEG 1500 20% Glicerol, condiciones crioprotectoras a partir de la
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cual se pudieron congelar los cristales sin necesidad de alterar la
composicion del medio. Posterior a su difraccion, el complejo se
resolvié mediante reemplazo molecular utilizando Phaser (McCoy et
al., 2007) y la estructura del trimero de Dut¢p1l (PDB 4GV8; (Leveles
et al., 2013)) como modelo. Las fases iniciales obtenidas del reemplazo
molecular se utilizaron para generar mapas de densidad electrénica de
suficiente calidad para construir manualmente el modelo BovI-StIN® en
Coot (Emsley et al., 2010) y obtener finalmente la estructura del
complejo a una resolucion de 2.52 A (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Coleccion de datos cristalogrdficos y de refinamiento de Dut®11-

Bovl-StIN-ter
| Dut®11-BovI-Sti™™
Coleccion de datos
Linea del rayo DLS I-04
Longitud de onda (A) 0,9282
Grupo espacial pP321
Dimensiones de celda (A) a=b=14449 ¢=149
0= B=90 y=120
Resolucién (A)? 3255%3225522)
Reflexiones totales 649186 (27668)
Reflexiones Unicas 61269 (3036)
Completitud (%) 100 (100)
Multiplicidad 10,6 (9,1)
I/o(l) 12 (1,2)
Rpim 0,052 (0,745)
CC 12 0,999 (0,477)
Refinamiento
Ruork 0,197
Riee 0,24
NUmero de atomos 9321
Proteina 9072
Agua 193
Otros 56
Rmsd. Enlaces (A) 0,0147
Rmsd. Angulos (°) 1,734
Plano Ramachandran
Preferido (%) 98,5
Permitido (%) 15
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Figura 4.1 Estructura cristalina del complejo Dutpll-Bovl-StIN,
Estructura del complejo entre el Dut trimérico del fago ¢ll (protémeros
coloreados en amarillo, azul y magenta) y tres moléculas de Bovl-StIN-ter
(protémeros coloreados en cian, verde y naranja). Se muestran dos vistas
ortogonales.
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Figura 4.2. Estructura de las interacciones del complejo Dutp11-Bovl-StIN-
r (A) Vista en primer plano de la interaccion de un protémero de Bovl-StIN
¢ con el trimero Dutpll. Solo dos de los tres protémeros de Dutpll entran
en contacto con una molécula de Bovl-Stl (coloreada como en la figura 4.1).
Los residuos involucrados en las interacciones se resaltan en barra, se marcan
y se colorean por tipo de atomo con los carbonos en el mismo color que la
molécula correspondiente. Para mayor claridad, solo se muestran y etiquetan
los elementos estructurales de BovI-StIN*" involucrados en la interaccién. Los
motivos cataliticos conservados de la Dut también estan etiquetados. (B) El
dUTP se coloco en el centro activo de la Dutpll en complejo Bovl-StINter
mediante la superposicién con la estructura de Dutpl1-dUTP (PDB 4GV8) y
se muestra en “sitcks” con atomos de carbono en verde. El ion Mg quelado
por el dUTP se muestra como una esfera cian. La Dutpl 1 se representa en
superficie y BovIStIN*" se colorea como en la figura 4.1
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La unidad asimétrica del cristal presentaba un trimero de Dut al
que se asociaban tres mondmeros de BovI-StiN*", Ademas, en la unidad
asimétrica quedaba una copia libre de cada una de las proteinas, las
cuales generaban por simetria cristalogréafica un trimero de Dut al que
se unian de nuevo tres BovI-StiN*'. La estructura mostr6 que la Dut
mantiene su arquitectura trimérica e interactdia con tres mondmeros de
BovI-Sti*" independientes (Fig. 4.1), lo que confirma la
estequiometria 1:1 propuesta previamente para el complejo de ambas
proteinas (Szabo et al., 2014). La comparacion del complejo BovI-StIN-
®":Dutd11 con las estructuras de ambas proteinas por separado mostro
que la formacion del complejo tan solo induce cambios
conformacionales minimos en el represor, indicando que las estructuras
de las proteinas en solucién son competentes para la interaccion (Fig.
4.3). Para la Dut¢11, la estructura del trimero tanto libre (PDB 4GV8)
(Leveles et al., 2013) como unido a BovI-Stl son virtualmente idénticas
(RMSD de 0.16 A para la superposicion de 161 residuos) (Fig. 4.3A).
Por otro lado, la union de Bovl-StIN*" a la Dut induce en el represor un
pequefio movimiento de rotacién (alrededor de 18 grados, calculado
con DynDom 3D (Poornam et al., 2009) entre los dominios HTH y el
dominio intermedio, actuando la hélice a6 como una bisagra (Fig.
4.3B), soportando la idea de que existe cierta independencia entre

ambos dominios.
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Dut®11 (PDB 4GV8)
Dut®11 en complejo con Bovl-StI "

B
Bovl-St|N-ter
Bovl-StiNter en complejo con Dut¢p11
Dominio
intermedio
Dominio
HTH

Figura 4.3. Cambios conformacionales en BovI-StiN'*" y Dutp11 inducido
por la formacion de complejos. (A) Las estructuras cristalinas del trimero de
Dutol1, tanto en complejo con BovI-StIN*" como en forma libre (PDB 4GV8);
se superpusieron. se muestran dos vistas ortogonales, con los protémeros de
la forma libre en diferentes tonos de verde y los protomeros de la Dut en
complejo con Bovl-StIN'®" en diferentes tonos de magenta. (B) Las estructuras
de BovI-StIN®" obtenidas en su forma libre (verde) o en complejo con Dutpl 1
(morado) se superpusieron. EI dominio HTH esta coloreado en un tono mas
claro.
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La comparacion individual de cada uno de los dominios de Bovl-
StiN*" en la estructura libre con la unida a la Dut mostré que en el
complejo el dominio HTH (RMSD de 1.19 A para 55 residuos) sufre
un namero mayor de reorganizaciones locales que el dominio
intermedio (RMSD de 0.58 A para 60 residuos), afectando
principalmente a la hélice a3 de reconocimiento de ADN y al bucle
siguiente que en ambas se encuentra parcialmente desordenado y que
conecta a ésta con la hélice o4. Ademas, y como ya se observo en la
estructura libre, los nueve residuos N-terminales y los dos C-terminales
de BovI-StiN*" también se encuentran desordenados, lo que indica que
la formacion del complejo no estabiliza esta parte de la proteina. Del
mismo modo, los quince residuos C-terminales de Dutpll, que
corresponden al motivo V de las Duts que cubre el centro activo una
vez unido el nucleotido, también se encontraba desordenados en el

complejo.

Los residuos del dominio intermedio de BovI-Stl median la

unién a la Dut trimérica imitando al sustrato

BovI-StIN*" se une principalmente a Dutpll a través de
interacciones con residuos que conforman el centro activo de la Dut,
impidiendo la unién del nucleétido y el consiguiente posicionamiento
del motivo V (Fig. 4.2). EI complejo muestra que el represor inserta la
hélice a8 y el bucle de conexién a8-a9 (La8a9) en el centro activo de
la Dutpll, imitando el nucledtido e interaccionando con residuos
cataliticos de los motivos conservados de las Duts triméricas (Fig. 4.2).
De este modo, los residuos de St1 Y112 e Y113 en la hélice a8 ocupan
la posicion del anillo de nucleétido ribosa y pirimidina,

respectivamente, estando la Y112 interactuando con los residuos
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cataliticos D81 e Y84 del motivo Il de la Dut cuyas funciones,
previamente mencionadas, son cataliticas y de especificidad por el
ligando, respectivamente, y la Y113 con los residuos S65, G66 y S69
del motivo Il (Fig. 4.2; Tabla 4.2). El residuo de Bovl-Stl Y105
proyectandose desde la hélice a7 se coloca en la posicién ocupada por
el fosfato v del dUTP, mientras que el residuo Y106 ubicado en la
misma posicion interacciona via puentes de hidrégeno con las cadenas
laterales de los residuos H21 y D24 al comienzo del motivo | de la Dut
(Fig. 4.2; Tabla 4.2). El residuo H21 de la Dut$11 también interactla
con el residuo N102 de Bovl-Stl. En la parte opuesta del centro activo,
el residuo Y116 de Bovl-Stl se proyecta desde el La8a9 para insertarse
entre los residuos del motivo IV de la Dut interaccionando con la K131.
La Y116 de Bovl-Stl también interacciona con la R64 de la Dut$11, un
residuo catalitico clave del motivo Il (Fig. 4.2). El residuo D117 en el
Bovl-Stl, también en el La8a9, forma un puente salino con el residuo
K131 del motivo IV (Fig. 4.2; Tabla 4.2). Finalmente, Stl también
interacciona con el motivo VI propio de las Dut de fagos de S. aureus
al realizarse un contacto hidrofdbico entre el residuo 1110 de ese motivo
y la Y116 de Bovl-Stl (Fig. 4.2; Tabla 4.2). En consecuencia, esta
region corta de Bovl-Stl ocupa el centro activo de la Dut y contacta con
los residuos de todos los motivos cataliticos conservados con la
excepcion del motivo V, que permanece desordenado en el complejo
Dut¢11-Stl, ademas de con el motivo divergente, el motivo VI. Este
modo de interaccidn explica i) la inhibicion de la actividad dUTPasa de
las Duts triméricas ya que Bovl-Stl compite con el dUTP utilizando los
residuos Y122 e Y113 para ocupar el centro activo, y ii) el bloqueo que
hace el dUTP a la unién de Bovl-Stl a la Dut al ocupar su sitio de unién
(Fig. 4.5 capitulo 1V; Szabo et al., 2014).
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Adicionalmente, los residuos R74 y D77 de la hélice a5 de Bovl-
Stl que conecta el HTH y el dominio intermedio también participan en
la formacién de complejo, creando un area de interaccion secundaria y
de menor importancia. En esta area de interaccion, los residuos R74 y
D77 forman puentes salinos con residuos de la Dutd11 que preceden al
motivo I, E18 y R15 respectivamente (Fig. 4.2).
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Tabla 4.2. Interacciones intermoleculares del complejo Dut¢11:BovI-StIN-

ter

StiN-ter Dut @11
Elemento Residuo 'Iiipo de Elemento Residuo T‘ipo de Distancia

estructural atomo estructural atomo A)
55 (VAL) CB cD 3.89
a4 OD7 1 149 (GLU N 785
56 (ASN) —xp3 P (G 0 285
OH 20 (ASN) | ND2 3.72
70 (TYR) . CD 346
cG 3.78
o5 18 (GLU) [_OE1 241
74 (ARG) | NH1 OE2 339
CD 327
001 NHT 3.60
77 (ASP) —5m2 15 (ARG) 7z 7

LB1B2 :
98 (TYR) OH 311
102 (ASN) | OD1 20(ASN) | OD1 349
. CET 366
21 (HIS) 3.72
a6 cZ ND1 3.70
106 (TYR) 379
OH oD 378
24 (ASP) —5p3 314
0 85 (HIS) N 308
109 (GLY) N LB7B8 g4 (TVR) OH 3.62
57 79 (LYS) 0 3.50
OH N 371
81(ASP) —5p7 281
CB e+ 337
327
CG 3.36
M2 (TYR) —p3 LR788 o1 3.51
[hF: 84 (TYR) 347
a7 CE2 g%

cG :
- 371
CB 3.78
65 (SER) o) 3.49
o) at 66 (GLY) N 355
59 (SER) 0G 3.05
113 (TYR) o e
cz B8 89 (GLY) N 339
OH 295
T4 (SER)|__CB 70 (TYR) CD 3.88
o NH1 3.35
at 765
C 84(ARG) | NH2 354
CD1 3.40
La7as | "6 (TYR) —Fg7 Lsope | JOME] | _CG2 359
CE2 T11(LYS) | CE 3.83
z N 3 81
LBog10 | 133(LYs) [ cB 3.96
117 (ASP) | OD1 NZ 276
a9 152 (LEU) 0 o 70 (TYR) NZ 3.03
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Validacion del modelo cristalografico del complejo
Dutd11:BovI-StIN

Anteriormente, hemos caracterizado varias mutaciones en
Dut$p80a y Dutdpl1l, mutaciones que involucran los residuos de los
motivos cataliticos conservados y que afectan significativamente la
interaccion Bovl-Stl:Dut. Estas incluyeron la mutacion de los residuos
cataliticos D81 e Y84 a diferentes residuos que tanto in vivo como in
vitro dificultan completamente o reducen fuertemente la induccién de
la isla (Tabla 1.2 capitulo I; Tormo-Mas et al., 2013). Ademas,
mediante ensayos mutacionales, previamente demostramos in vivo e in
vitro que tres residuos en el motivo 1V modulan la afinidad de Dut:
BovlI-Stl (Tabla 1.3 capitulo I). EI complejo que se muestra en este
trabajo revela que la Dutdll interactia con Bovl-Stl a través del
residuo K113 (Fig. 4.2), que corresponderia a la R134 de la Dut$80a,
lo que confirmaria por qué el cambio en este residuo contribuye a esta

diferencia en la afinidad.

Los resultados anteriores validaban ciertas interacciones de este
modelo a través del uso de mutantes en las Duts. No obstante, y debido
a gue proponiamos un modelo de interaccion generalizado para las Duts
triméricas, decidimos hacer la contrapartida y validar el modelo
cristalografico desde el lado del represor Bovl-Stl, realizando
mutaciones en aquellos residuos implicados en el reconocimiento y
unién segun la estructura. Asi, estos mismos mutantes podrian utilizarse

independientemente de la Dut que se estudiara.
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A la hora de validar dichas interacciones, se utilizaron las Duts
triméricas estudiadas como modelo en nuestro laboraorio, Dut$80a,
como aquella presente en nuestro complejo, y Dut$p1l, que habia sido
utilizada como modelo por el la boratorio de la Dra. Vetessy. También
se utilizaron Duts diméricas (DutoNM1, DutdO11, Dut¢pDI) a modo de
control para asegurarnos que dichas mutaciones sobre BovI-StI*" solo

afectaba a la union especifica a Duts triméricas.

Los residuos mutados en Bovl-Stl fueron aquellos que, en la
estructura, se posicionaban en el centro activo de la Dut e interaccionan
con los distintos motivos de la misma. Dichas mutaciones fueron, al
igual que de los mutantes generados para estudiar la interaccion de
BovI-Stl con el ADN (Capitulo 111), una sustitucién de su aminoacido
por una alanina. Asi pues, se generaron los mutantes Y106A (Bovl-
StV Y112A (BovI-StI"*?4), Y113A (Bovl-StIY'*4) e Y116A
(BovlI-StI"®4), En la parte in vivo, analizada por el laboratorio del Dr.
Penadés, los mutantes Bovl-StI"'%A Bovl-StIY'**A y Bovl-StlY11A
generaron unos resultados indistinguibles a los de la version WT
utilizando el sistema reportero de p-lactamasa descrito anteriormente
(Fig. 4.4). Estos resultados muestran que dichos mutantes reprimen el
sistema reportero y son de-reprimidos tanto por Duts triméricas como
diméricas de forma similar al represor WT. Por el contrario, la mutacién
Y112A (Bovl-StI"'?4) aunque mantenia la afinidad por las Duts
diméricas, mostrd una capacidad reducida de interaccionar con las Duts
triméricas ya que cuando estas eran expresadas el sistema era incapaz
de inducirse (Fig. 4.4). El doble mutante Y112 e Y113 a alanina (Bovl-
StI"YA4) exacerbo este efecto, produciendo una variante de BovI-Stl que
mantenia su capacidad de ser inducida por Duts diméricas, pero perdia

practicamente por completo la capacidad de ser inducida por Duts
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triméricas (Fig. 4.4). Para confirmar el efecto de estas mutaciones, el
grupo del Dr. Penadés recombind los mutantes BovI-StI"*** y Bovl-
StIYYA* en cepas de S. aureus que contenian la isla SaPlbovl junto a
una Dut clonada en un plasmido inducible por CdCl.. Asi, cada cepa
portaba su isla con la version de Bovl-Stl correspondiente (BovI-StI™T,
BovI-StIY*?* y Bovl- BovI-StIY"*4) y tras inducir la expresion de la
Dut se analizaba si era capaz de inducir la transcripcion de la SaPl. El
ciclo ERP unico de los SaPIl genera moléculas circulares cerradas
covalentemente (CCC) de ADN de la isla las cuales se pueden
visualizar utilizando la técnica de Southern Blot (Fig. 4.5). Por lo tanto,
una reduccion o ausencia de la "banda CCC" indica una reduccion o la
no induccién de la replicacién de la SaPl. Cuando se sobreexpreso la
Dutd1l en pCN51 a través de la induccién con CdCl,, en las cepas
mutantes de Bovl-Stl se redujo la induccién de SaPlbovl en
comparacion con la version WT (Fig. 4.5). Sin embargo, cuando las
Duts diméricas Dut¢DI, DutoNM1 y DutpOl1ll se expresaron, la
induccion de SaPlbovl en las cepas mutantes fue equivalente a la del
WT, indicando que las mutaciones BovI-StlY!*A y BovI-StlY"** afectan
la interaccién de Bovl-Stl con Duts triméricas, pero no con diméricas
(Fig. 4.5). A modo de control, se realiz6 un ensayo de Western Blot
donde se muestra que cada Dut se expres6 de manera similar en
presencia de los diferentes mutantes de Bovl-Stl, indicando que las
diferencias observadas se debieron a las mutaciones de Bovl-Stl y no
debido a la cantidad de Dut en el medio (Fig. 4.5).
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Figura 4.4. Analisis in vivo del reconocimiento y union de la Dut trimérica
a Bovl-Stl. Las mutaciones Bovl-StlY1'A y BovI-StI"Y* reducen o anulan la
interaccion de Bovl-Stl con las Duts triméricas, pero no con las Duts
diméricas. Todos los datos son el resultado de tres experimentos
independientes. Se realiz6 un ANOVA de 2 vias con la prueba de
comparaciones multiples de Sidak para comparar las diferencias de medias
entre el control BovI-StI"" y los mutantes, dentro de las columnas. Los valores
de p ajustados significativos fueron los siguientes: #11 inducido BovI-StlY112A
= 0.0013 **, inducido BovI-StIY"" = <0.0001 ****; ¢800 inducido por Bovl-
StIY112A = 00,0035 **, inducido por StIY11?A YIBA = <0,0001 ****; sNM1
inducido por BovI-StI"*?A = 0.0008 ***, todos los demas valores no fueron
significativos.
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Figura 4.5. Evaluacién in vivo del reconocimiento y unién de la Dut
trimérica a BovI-Stl. Escision y replicacién de la isla SaPlbov1 después de la
induccién de BovI-StI"T, BovI-StI"2A y BovI-StIYYAA, Las cepas que contienen
SaPlIbovl con Bovl-StI"T, BovI-StlY1'?A y BovI-StIYY* se complementaron con
pldsmidos que expresan la Dut triméricos ¢11 o las Duts diméricas ¢O11,
#NM1 o ¢DI las cuales estaban etiquetadas con 3xFLAG. Las muestras se
aislaron 3 h después de la induccién con 1 uM de CdCI2 y se realizaron
transferencias de Southern Blot usando una sonda de integrasa de SaPlbov1.
La banda superior es ADN "Bulk", que incluye SaPI cromosémico, fagico y
replicante. CCC indica ADN de SaPlI circular cerrado covalentemente. En
estos experimentos no estaba presente ningun fago auxiliar, por lo que el ADN
de SaPl extirpado y replicado aparece como parte del ADN “Bulk” 0 como
moléculas CCC, no los monémeros lineales que se ven después de la induccion
y el empaquetamiento mediados por el fago auxiliar. Los paneles inferiores
debajo de cada Southern Blot son transferencias de Western Blot realizadas
con un anticuerpo anti-FLAG para controlar la expresion de las Duts.
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Figura 4.6. Evaluacion in vitro del reconocimiento y unién de la Dut
trimérica a Bovl-Stl. Se utilizaron ensayos de cambio de movilidad en gel
nativo para probar la capacidad de unién de las proteinas Bovl-Stl de tipo
silvestre y mutantes a la Dutg11 trimérica y DutgDI dimérica. La aparicion
de bandas con migracion alternada con respecto a las proteinas individuales
(marcadas con un asterisco) indica la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut
Para definitivamente analizar la funcion de estos residuos en el
ciclo biolégico de la SaPl y su relacién con el mismo se utilizaron
ensayos de interferencia con diferentes cepas contenedoras de un
profago que codificaba una de las Duts ¢11, $80a (triméricas) 0 pNM1
(dimérica) junto con el BovI-Stl WT o sus mutantes (BovI-StI"T, Bovl-
StIY12A o BovI-StlI"YA4). Cuando el profago es inducido, expresa la Dut
codificada en su genoma y es capaz asi de inducir el ciclo de la isla si
tiene la habilidad de unirse al represor Stl. La isla se replica y es capaz
de utilizar las capsides del fago para empaquetar su propio ADN,
haciendo que el nimero de particulas viricas disminuya. Utilizando
SaPIBovI con BovI-StI'YT como control, analizamos si las islas con los

represores mutantes fueron inducidas por los diferentes fagos en
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funcion de si se redujo o no el titulo de fagos. En concordancia con los
experimentos anteriores (Fig. 4.4 y Fig. 4.5), las islas con Bovl-Stl
mutante (BovI-StI"**?A y BovI-StIYY***) no mostraron una reduccion en
el titulo de fagos cuando eran infectadas con los fagos que codifican
Duts triméricas (11 y ¢80a), indicando que no existe interferencia
debido a la falta de induccion de la SaPl1 (Fig. 4.7). Por el contrario, el
fago que codificaba la Dut dimérica §NM1 mostro niveles de titulos de
fagos reducidos tanto en los mutantes como en el WT, lo que indica la
induccidn y la interferencia de SaPl (Fig. 4.7). No se pudo analizar el
titulo de fago de $O11 porque no produce placas visibles en la cepa
receptora RN4220.

En paralelo, los experimentos in vivo realizados en el laboratorio
del Dr. Penades fueron contrastados in vitro en nuestro laboratorio. Para
ello, los mutantes de BovI-Stl fueron clonados y transformados en cepas

de expresion para su posterior purificacion y andlisis.

La caracterizacion in vitro de la formacion del complejo
Dut:Bovl-Stl usando Native-PAGE confirmé que las mutaciones
Y112A e YYAA reducen la capacidad para interaccionar con la
Dut¢11, como muestran los datos in vivo. Ademas, mostraron que la
mutacion Y116A produce en Bovl-Stl un efecto similar. La mutacién
Y113A también afecta la interaccion con Dut triméricas, aunque en
menor medida (Fig. 4.6). Sin embargo, ninguna de estas mutaciones
afectd la capacidad de Bovl-Stl para formar complejos con la Dut
dimérica ¢DI (Fig. 4.6). Estas dos Duts, Dut$ll y DutdDlI, se
seleccionaron como representantes de Duts triméricas y diméricas ya
gue sus complejos con Bovl-Stl son facilmente apreciables por Native-

PAGE. Estos resultados confirman que Bovl-Stl interacciona con las
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Duts triméricas mediante multiples residuos involucrados en los
motivos cataliticos, pero, también, y como ya se habia comentado en el
capitulo anterior, que estos sitios de reconocimiento deben diferir de
aquellos involucrados en la interaccién con las Duts diméricas.

StwT StlY112a

®11 -trimérica
80a -trimérica

HNM1 -dimérica

StIYYAA Sin isla

O11 -trimérica

80a -trimérica

$NM1 -dimérica

Figura 4.7. Ensayo de deteccion de fagos por titulacion. Se utilizan las Dut
triméricas codificadas por los fagos @11y 80a y la Dut dimérica que codifica
el fago ®NML en céspedes bacterianos de cepas RN4220 sin SaPl, con
SaPlbovl BovI-StI"T, o con SaPlbovl con mutantes Bovl-StI"'?A o Bovl-
StIYYAA, Los lisados diluidos en serie (10 veces) se vieron en el césped del S.
aureus indicado. El titulo del fago en unidades formadoras de placas por mL
(UFP/ mL) utilizado para cada punto se indica en la placa.
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Co-cristalizacion del complejo BovI-Stl:Dut¢pO11.

Gracias al estudio de BovI-Stl como proteina modular y al disefio
de los mutantes truncados, nuestro grupo de investigacion consiguid
resolver la estructura tridimensional de una Dut dimérica, la Dut del
fago $0O11 (DutpO11), en complejo con la porcion del represor Stl que
interacciona con este tipo de Duts, el dominio C-terminal BovI-StI“™"
a 2,9 A de resolucion. Aunque este trabajo corresponde a una tesis
paralela del Dr. Ciges-Tomas, se describe en esta tesis para un posterior
analisis comparativo con los resultados presentados aqui. La estructura
del complejo Dut¢O11- Bovl-StI®™" se resolvié mediante reemplazo
molecular utilizando las estructuras de cada componente individual
previamente resuelto por nuestro grupo (Capitulo I11). La unidad
asimetrica del cristal presentaba una sola copia del heterocomplejo, con
un monémero de Dut¢O11 y otro de BovI-StI®™", demostrando asi una
estequiometria 1:1 que ya habia sido propuesta anteriormente tanto por
nuestro grupo (Donderis et al., 2017) como por otros investigadores
(Hill & Dokland, 2016; Hill et al., 2017). Tanto Dut¢O11 como Bovl-
StI® son homodimeros en solucién, pero para formar el
heterocomplejo Bovl-StI™®:Dut¢O11, ambas proteinas explotan su
propia superficie de homodimerizacion de tal manera que cada proteina
imita reciprocamente a la segunda subunidad del homodimero (Fig.
4.8). El represor Bovl-StI®®" proporciona la parte N-terminal de sus
hélices de dimerizacion ally al3, mientras que la Dut¢O11 contribuye
con las hélices de dimerizacién a2 y a5, generando una superficie de
interaccion de aproximadamente 1100 A% (Fig. 4.8 y 4.9A). La
superposicion de  BovI-StI°®  del heterocomplejo  Bovl-StI®
©":DutpO11 con el homodimero BovI-StI*" muestra que las hélices

all y al3 en el homodimero Bovl-Stl ocupan posiciones similares a
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las hélices a2 y a5 de la Dut¢O11, que confirma tanto el mimetismo

estructural como el mecanismo molecular utilizado por Bovl-Stl para

interactuar con las Duts diméricas (Fig. 4.9B).

Figura 4.8. BovI-StI®*" imita al de Duts diméricas. Representacion de las
estructuras de los homodimeros Dut®O11 (PDB 5MIL, Donderis et al., 2017)
(izquierda) y BovI-StI®®" (abajo) y un heterodimero Bovl-StI®*":Dut®011
(derecha) en orientacion idéntica por superposicion de un protémero del
homodimero en el componente correspondiente en la estructura del
heterodimero. Obsérvese que para formar el heterodimero Bovl-StI®
r:Dut011, el protémero Bovl-StI® ocupa una posicién idéntica al segundo
protomero del homodimero Dut®O11, simulando la interaccion de este
protomero en la formacion del complejo.
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Figura 4.9. Estructura cristalina del complejo BovI-StI°*-Dut¢O11. (A)
Representacion de Bovl-StI®® en complejo con la Dut dimérica del fago
#011. DutgO11 esta coloreado en naranja y BovI-StI°® en azul, con el
"pestillo™ que se proyecta sobre el centro activo Dut resaltado en plrpura. Los
elementos estructurales de ambas proteinas estdn marcados. (B) El mimetismo
de pareja por Bovl-Stl. Vista detallada de las hélices de heterodimerizacién
BovI-StI®*":Dut¢O11 coloreadas como (A) superpuestas al homodimero
BovI-StI®*" que muestran las hélices de dimerizacion del segundo protémero
BovI-StI®*" en cian. Los residuos que interacttian en el complejo BovI-StI®
- DutgO11 se muestran en barras y se colorean por tipo de atomo con los
&tomos de carbono en el color idéntico a la molécula correspondiente. (C)
Vista detallada del pestillo BovI-StI®*" que se proyecta sobre el centro activo
DutgO11 (coloreado como en (A). se muestran en palos y se etiquetan, al igual
que sus contrapartes Bovl-StIc,
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Ademas, Bovl-Stl proyecta un loop largo que conecta las hélices
al? y al3 en el centro activo de la Dut¢O11 (Fig. 4.9A y 4.9C). Este
loop (residuos 230-241), desordenado en la forma libre de BovI-Stl®*"
(Fig. 4.8), adquiere una conformacion de hélice de un solo giro
asemejandose al cierre o “latch” del centro activo que tiene la Dut¢pO11
proveniente del otro mondmero de Dut cuando ésta es un homodimero
(Fig. 4.9C y 4.8).

Sin embargo, este latch presente en Bovl-Stl se inserta en el centro
activo de la Dut¢O11 y ocupa la posicién del nucleétido, imitando
varias de sus interacciones (Fig. 4.9C y 4.10). EI mimetismo del dUTP
producido por el latch de Bovl-Stl explica por qué inhibe la actividad
dUTPasa de las Duts diméricas y también por qué el sustrato dUTP es
un inhibidor competitivo de la interaccién Bovl-Stl:Dut dimérica
(Capitulo 4). En conjunto, la estructura apoya la idea de que el dominio
C-terminal de Bovl-Stl imita estructuralmente tanto al sustrato dUTP

como a la superficie implicada en la formacién del dimero en la Dut.
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Figura 4.10. BovI-StI®* latch imita el sustrato dUTP-Mg. El sustrato dUTP-
Mg se coloco en el centro activo de DutpO11 en complejo con BovI-StIct"
mediante la superposicion de la estructura de DutpO11-dUTP (PDB 5MIL) y
se muestra en barras con atomos de carbono en verde. El ion Mg quelado por
el dUTP se muestra como una esfera cian. DutpO11 esta representado en
superficie y Bovl-StI®*" pestillo en caricatura semitransparente y coloreado
en parpura. Los residuos BovI-StI®*" que imitan las interacciones de sustratos
se muestran en barras y se etiquetan.
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Caracterizacion funcional del reconocimiento e interaccion

entre Bovl-Stl:Dut dimérica

Como hemos visto anteriormente, los residuos de Bovl-Stl
identificados como contribuyentes al complejo Bovl-Stl:Dut trimérica
no tienen impacto en la interaccion con Duts diméricas, lo que implica
que en este complejo estan involucrados un conjunto diferente de
residuos. Gracias a la obtencion del complejo BovI-Stl:Dut dimérica se
probaron varias mutaciones sobre el represor BovI-Stl in vivo e in vitro
para analizar la importancia de diferentes residuos en este complejo.
Primero, analizamos el papel del latch mimético (residuos 231-
NHHYDAIKGK-240) reemplazando este loop por una secuencia
conectora “GGGS” (BovI-StI®®%%). El analisis in vitro utilizando
Native-PAGE mostrd que esta mutacion eliminaba la interaccion con la
Dut dimérica DI (DutDI), mientras que los ensayos por EMSA
confirmaron que mantiene la interaccion con su promotor diana (Fig.
4.11A y 4.11B). Como se esperaba para un elemento estructural
involucrado exclusivamente en el reconocimiento de las Duts
diméricas, la eliminacion del latch en el mutante BovI-St'®®®S solo tiene
un efecto menor en la interaccion con la Dutp11 trimérica (Fig. 4.11A).
Una mutacion puntual doble mas refinada y dirigida solo a los residuos
H232 (a Asp) y Y234 (a Ala) del latch, los cuales median interacciones
importantes con la Dut, para generar el mutante BovI-StI"Y™P* fue
suficiente para abolir la interaccion con la Dut¢DI; de nuevo, este
mutante mostré una capacidad de unir al ADN comparable a la del WT
y era capaz de interaccionar con la Dut$ll trimérica (Fig. 4.11A y
4.11B). Ademas, se observaron resultados idénticos eliminando
Unicamente la cadena lateral del residuo Y234 (Bovl-StI¥?**4) (Fig.

4.11A y 4.11B). El fuerte efecto de esta mutacion puntual se puede
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entender debido al hecho de que no solo media el contacto con la Dut,
sino que también desempefia un papel estructural en el mantenimiento
de la arquitectura del latch; El Y234 apila su anillo aromatico entre las
cadenas laterales de los residuos del latch K238 y M242 (Fig. 4.9C).
Ademas, se confirm6 por EMSA su papel en la de-represién in vitro
mediante el analisis de la capacidad de las Duts para liberar estos
mutantes de Bovl-Stl del ADN de la isla. Como se observd para las
formas WT de Dut¢$11 y Bovl-Stl (Hill y Dokland, 2016; Szabo et al.,
2014), la formacién del complejo Bovl-Stl:Dutd11 con las versiones
mutantes Bovl-StI°®®S, BovI-Stl""PA o BovI-StIY?*** interfiere con la
capacidad de unién al ADN vy lo libera, confirmando una interaccion
entre los mutantes y la Dut trimérica (Fig. 4.11B). A la inversa, la
capacidad de estos mutantes para unirse al ADN no se vio afectada por
la presencia de la Dut¢DIl (Fig. 4.11B), en consonancia con los

resultados anteriores.

Como se hizo con el caso de las Duts triméricas, nuestros
colaboradores analizaron in vivo el impacto de estas mutaciones en el
represor Bovl-Stl utilizando el sistema indicador de [B-lactamasa
descrito anteriormente (Fig. 4.13). En correlacién con los resultados in
vitro, las mutaciones BovI-StI°®®%, Bovl-StI"YPA y BovI-StlY?*A
afectaron a la capacidad que presentanban los fagos con Duts diméricas
para activar el sistema reportero, mientras que los fagos que codificaban

Duts triméricas mostraron un fenotipo similar al WT.

Se utilizaron cepas que contenian profagos que codificaban Duts
diméricas o triméricas (¢11, $80a 0 dNM1) para observar los niveles
del titulo de fago utilizando el ensayo de titulacion de fagos, explicado

anteriormente, en cepas receptoras que contenian Bovl-StI'", Bovl-

202



CAPITULO IV

StI°¢%, Bovl-St1HYPA o Bovl-StlY?*** como represor de la SaPl. En la
version WT de Bovl1-Stl, la inducciéon de los fagos condujo a la
desrepresion de laisla 'y, por lo tanto, a la interferencia que su expresion
produce a los fagos, causando niveles reducidos de particulas viricas
tanto para los fagos que codificaron Duts diméricas como triméricas
(Fig. 5.13). Sin embargo, mientras que los fagos que codifican Dut
triméricas (11 y ¢80a) mostraron titulos de fagos reducidos en
presencia de los mutantes Bovl-St'®¢5| BovI-StI"Y"P4y Bovl-StlY2*A,
los que codificaban Duts diméricas presentaron un titulo elevado (Fig.
4.14).
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Figura 4.11. Evaluacion in vitro del reconocimiento y la unién de las Duts
diméricas a BovI-Stl. Las mutaciones Bovl-StI'?%A, Bovl-StlHY-PA y Bovl-
StI®GCS anulan la interaccion de BovI-Stl con los Duts diméricos, pero no con
los Duts triméricos. (A) Los ensayos de Native-Page muestran que los
mutantes BovI-Stl"23*A, BovI-StI"Y-PA y BovI-StI®®CS han perdido su capacidad
de formar complejos con la Dut dimérica DutgDl, pero conservan su
capacidad de interactuar con la triméricas Dutg11. (B) La capacidad de unién
al ADN de Bovl-Stl, BovI-Stl¥%34A Bovl-StIPA y Bovl-StI®®®S mutantes se ve
interrumpida por la Dutg11 segun lo verificado por los ensayos EMSA. Por el
contrario, la DutgDI solo es capaz de interrumpir la capacidad de union al
ADN del Bovl- StI"T, pero no de los mutantes, lo que permite que estas
variantes de Bovl-Stl sean incapaces de formar complejos con las Duts
diméricas
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Figura 4.12. Evaluacion in vivo del reconocimiento y la union de las Duts
diméricas a Bovl-Stl. Escision y replicacion de BovI-StI"T y BovI-StIY?3# o
BovI-StIHY-PA después de la induccion de las Duts clonados. Las cepas que
contenian la forma silvestre de la isla SaPIbovl y sus mutantes Bovl-StIY234y
BovI-StIHY-PA se complementaron con plasmidos que expresaban o la Dut
trimérica ¢#11 etiquetada con 3xFLAG o alguna de las Duts diméricas
Dut$O11 y DutgNM1. Las muestras se aislaron 3 h después de la induccion
con 1 uM de CdCl; y se realizaron transferencias de Southern usando una
sonda de integrasa SaPlbovl. La banda superior es ADN "en masa", que
incluye SaPl cromosomico, fagico y replicante. CCC indica ADN de SaPI
circular cerrado covalentemente. En estos experimentos no estaba presente
ningun fago auxiliar, por lo que el ADN de SaPI extirpado y replicado aparece
como parte del ADN en masa o como moléculas CCC, no los mondmeros
lineales que se ven después de la induccidn y el empaquetamiento mediados
por el fago auxiliar. Los paneles inferiores debajo de cada Southern son
transferencias de Westernblot con un anticuerpo anti-3xFLAG a modo de
control de expresion para la Dut.
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$11 - Dut trimérica ¢NM1 - Dut dimérica
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Figura 4.13. Anélisis in vivo del reconocimiento y la union de las Duts
diméricas a Bovl-Stl. Los ensayos de f-lactamasa se realizaron con cepas que
contenian la isla de SaPlbovl en su forma silvestre o derivados con las
mutaciones puntuales de Bovl-Stl indicadas, ademés de ser cepas lisogénicas
codificantes para las Duts ¢11, ¢80a o ¢NM1, segln lo especificado. Se
realiz6 un ANOVA de 2 vias con la prueba de comparaciones multiples de
Sidak para comparar las diferencias de medias entre el control BovI-StI'"T y
los mutantes, dentro de las columnas. Los valores de p ajustados significativos
fueron los siguientes: ¢11 BovI-StI®C®S inducido = 0.0013 **; ¢80« inducida
por Bovl-StI"YPA = 0,0124 *; gNM1 inducido por Bovl-StlY?*** = <0.0001
**** inducido por Bovl- StI"Y-PA = <0.0001 ****, inducido por Bovl-St|®CCS
= <0.0001 ****, todos los demés valores no fueron significativos.
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StwT StlY234A

®11 - trimérica

80a - trimérica

$NM1 -dimérica

StIHY-DA Sinisla -

®11 - trimérica

80a - trimérica

$NM1 - dimérica

Figura 4.14. Ensayo de deteccion de fagos. En este ensayo se utilizaron los
fagos @11y 80a y ®PNM1 que codifican para sus respectivas Duts, triméricas
o diméricas, en céspedes bacterianos de cepas RN4220 Se compara el efecto
de la interferencia entre cepas con BovI-StI"T, con SaPIbovl mutantes StlY2344

o StIY-PA g sin SaPl. El titulo del fago (UFP/mI) utilizado para cada punto se
indica en la placa.
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CAPITULO IV

Cristalizacion del complejo Dut$85:BovI-StIM"

Tras conseguir nuestra primera estructura tridimensional de un
complejo Bovl-Stl:Dut quisimos intentar reproducir este resultado
utilizando otras Duts de fagos previamente analizadas por el grupo del
Dr. Penadés en la Universidad de Glasgow y que, como se ha mostrado
en capitulos anteriores, mantienen la capacidad de inducir el ciclo de
SaPlbov1l a pesar de presentar diferentes afinidades por Bovl-Stl (Tabla
1.4). Resultados anteriores han apoyado nuestra propuesta acerca de
que el mecanismo de interaccion entre las Duts es generalizado, sin
embargo, hasta el dia de hoy no se ha tenido una evidencia a nivel
estructural. Por ello, y aprovechando la experiencia adquirida tras
trabajar con las versiones truncadas de Bovl-Stl (BovI-StiN®y Bovl-
StI°®", nuestros esfuerzos se focalizaron en conseguir mas estructuras
de complejos con otras Duts para i) reforzar la validacion de las
interacciones observadas en el complejo con la Dut$ll, ii) validar
nuestra hipotesis del mecanismo de interaccion generalizado en el
complejo Bovl-Stl:Dut trimérica y iii) analizar a nivel molecular las

diferencias observadas en las afinidades entre Dut y Stl.

Nuestra hipotesis, previa a la obtencién de los resultados,
postulaba que la cristalizacion de complejos Bovl-Stl:Dut seria mas
factible si dicho complejo fuera mas estable. Por ello, priorizamos la
cristalizacién con Duts de fagos que presentaban mayor afinidad por
BovlI-Stl, como Dut¢ll (Taba 1.4). Una vez resuelto este complejo,
abordamos la obtencidn del complejo con la Dut del fago ¢85 ya que
presentaba constantes de afinidad muy similares y un motivo IV
idéntico al de la Dut¢ll (Tabla 1.4, Fig. 1.6), resultando en la
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CAPITULO IV

cristalizacion, seguida de su difraccion y resolucion de la estructura
molecular tridimensional, del complejo Bovl-Stl:Dut$85 (Fig. 4.15).

Figura 4.15. Estructura cristalina del complejo Dutp85-Bovl-StIN*r. (A)
Estructura del complejo entre la Dut trimérica del fago ¢85 (protomeros
coloreados en tonalidades de verde) y tres moléculas de Bovl-StINter
(protémeros coloreados en rojo, amarillo y naranja). Se muestran dos vistas
ortogonales. (B) Superposicion de los mondmeros de los complejos Bovl-
StIN®" - Dutp85 (Dut verde y BovI-StIN® en naranja) y BovI-StIN®":Dutp11 (Dut
en amarillo y BovI-StIN® en cian).
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CAPITULO IV

Tabla 4.3. Coleccion de datos cristalograficos y estadisticos de refinamiento

de Dut®85-Bov|-StIN*r

Dut®85-BovI-StIN®™"

Coleccion de datos

Linea del rayo ALBA-XALOC
Longitud de onda (A) 1,03326
Grupo espacial P6(3)22
Dimensiones de a=b=84,15 c=191,96
celda (A) 0=p=90 y=120
, - 95,98 - 2,60
Resolucion (A)
(2,64 - 2,60)
Reflexiones totales 26176 (2542)
Reflexiones Unicas 13088 (1271)
Completitud (%) 100 (99,98)
Multiplicidad 2,0 (20)
I/o(l) 18,02 (2,08)
Rmerge 0,02355 (0,3123)
CC1/2 1 (0,796)
Refinamiento
Rwork 0,2428
Rfree 0,2967
NuUmero de dtomos 2400
Proteina 2321
Agua 51
Otros 28
Rmsd. Enlaces (A) 0,07
Rmsd. Angulos (°) 1,01
Plano Ramachandran
Preferido (%) 96
Permitido (%) 4

& Los numero entre paréntesis inducan el valor de la celda con la

mas alta resolucion
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CAPITULO IV

Los cristales del complejo BovI-StIN*":Dut$85 se obtuvieron por
equilibrio de vapor en gota sentada frente a una solucion de 24%
PEG1500 y 20% glicerol. Dicha condicion se asemeja a la del del
complejo con la Dut¢ll ya que ambas cuentan con la presencia de
alcoholes. Tras su difraccion, la estructura fue resuelta por reemplazo
molecular, utilizando las estructuras de sus componentes previamente
resueltas por el grupo, a una resolucion de 2.6 A (Tabla 4.3), revelando
una organizacion idéntica al del anterior complejo BovI-Stl:Dut$11. La
unidad asimétrica presenta un monémero de Dut$p85 unido a un
mondmero de BovI-StIN*". Explotando la simetria cristalografica, la
Dut forma el trimero prototipico de esta familia de enzimas que une 3
monomeros independientes de de BovI-StIN'*. Estos monémeros de
BovI-StI"*" ocupan cada centro activo del trimero de la Dut y median
interacciones similares a las observadas en el complejo Bovl-
Stl:Dut¢11 para realizar esta unién. (Fig 4.15 y Tabla 4.4). De nuevo,
la comparacion de ambas proteinas que forman el complejo con sus
formas libres solo revelé pequefios cambios, lo que confirma que las
Duts triméricas presentan una conformacién competente en solucion
para la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut (Fig.4.15 y Fig. 4.16).
Para la Dut$85, la estructura Apo como la unida a Bovl-Stl son
virtualmente idénticas (RMSD de 0.4329 A) (Fig. 4.16). La
comparacion individual de cada dominio HTH de BovI-StIN*', el que
se encuentra en la estructura libre y el unido a la Dut, mostré un RMSD
de 0.726 A para 55 residuos, en comparacion al dominio intermedio con
un RMSD de 0.606 A para 60 residuos. Al igual que lo observado en la
estructura libre, los primeros once residuos del BovI-StIN*" se
encontraban desordenados en el complejo, pero por el contrario la

estructura del represor BovI-StiN* en complejo con la Dut$85

211



CAPITULO IV

presentaba ordenada la region C-terminal en su totalidad, hasta el
residuo T156. Esto indica que la formacion del complejo, a pesar de no
estabilizar el inicio de la proteina, puede estabilizar el final de ésta, lo
que ese confirma posteriormente en el andlisis de las interacciones
(Tabla 4.4). De forma similar a lo que se observé en el complejo Bovl-
Stl:Dut¢11, los ultimos quince residuos C-terminales de la Dut$85, que
corresponden al motivo V de las Duts, también se encontraron

desordenados.

La vista de este complejo recuerda extremadamente al obtenido
anteriormente con la Dut¢pll. De hecho, la superposicion de los
complejos  Bovl-StiN®:Dut¢p85 y Bovl-StiN®:Dutg11, donde las
regiones de los motivos V' y VI se eliminaron dejando el core altamente
conservado de la molécula, muestra un alineamiento estructural
practicamente idéntico (Fig. 4.15B) con un valor de RMSD de 0.3191

A para la superposicion del mondmero y 0.4812 A para el trimero.

A pesar de su parecido estructural sin los motivos V y VI, si
aparecen ciertas diferencias cuando se compara la Dut$85 en su forma
apo con la obtenida en el complejo con BovI-StiN*", Primero, y algo
gue se hace evidente simplemente teniendo en cuenta el namero de
residuos visibles, es que no somos capaces de ver el motivo V en la
estructura. Por otro lado, el motivo VI, ausente desde el residuo Arg98
(R98) al 1le117 (1117) en la forma libre del represor, se observa en su
totalidad en el complejo, siendo capaz de organizar los residuos 108 a
114 en hélice a (a2). A pesar de esta aparente organizacién en hélice
cuando la proteina se encuentra en complejo, ninguno de los residuos

gue la componen estan realizando contactos con el represor. Sin
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CAPITULO IV

embargo, otros residuos de este motivo si lo hacen (Tabla 4.4),
sugiriendo que esas interacciones estabilizan el motivo VI.

A ™
Dut®85 + dUpnpp
Dut®85 en complejo con Bovl-Stl ™~
B
SiNter
Dominio
intermedio
Dominio
HTH

Figura 4.16. Cambios conformacionales en BovI-StIN**" y Dutp85 inducidos
por la formacion de complejos. (A) Las estructuras cristalinas del trimero de
Dutp85, tanto en complejo con BovI-StiN*®" como con dUpnpp; se
superpusieron. Se muestran dos vistas ortogonales, con los protdmeros de la
forma en complejo en verde y los protdmeros de la Dut con nucledtido en rosa.
Se utiliz6 la forma con nucleétido para esta comparacion ya que es la Unica
estructura de esta Dut disponible. No se muestra el nucleétido, pero si el
motivo V ordenado. (B) Se superpusieron las estructuras de Bovl-StINter
Obtenidas en su forma libre (azul) o en complejo con Dutp85 (naranja).
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CAPITULO IV

Tabla 4.4. Interacciones intermoleculares del complejo Dut¢85:BovI-StIN-

ter

stver Dut ¢85
S Residuo T,Ipo de Elemento Residuo TJpo de Distancia
estructural atomo estructural atomo

La3a4 56 (ASN) obi LB5B6 160 (GLN) N 2.74
ND1 0 2.96
OH 20 (ASN) ND2 3.06
CE1l CA 3.95
70 (TYR) CD 3.76

CB .
18 (GLU) cB 3.84
a5 CG 3.77
NH2 OE1 2.76
74 (ARG) 3.06

NE 20 (ASN)

OE2 3.48
LB1p2 NH1 3.12

77 (ASP) 0oD2 15 (ARG) -
NH2 3.19
98 (TYR) OH 20 (ASN) ND2 3.57
102 (ASN) OD1 NE2 3.48
CE2 21 (HIS) CE1 3.52
ND1 3.24
a7 OH OD1 2.73

24 (ASP

106 (TYR) ( ) 0OD2 2.94
(6] 85 (HIS) N 2.84
CD1 LB7BR8 8 (GLY) C(::A 222

84 (TYR) -
109 (GLY) N OH 3.63
B7 79 (LYS) (0] 2.97

OH .
81 (ASP) N 2.99
0OD2 2.66
CZ 3.87
CB CD1 3.98
CE1 3.35
3.29
CG CZ 3.76
cD1 3.47
a8 112 (TYR) CD1 3.50
LB7B8 CE1 3.81
84 (TYR) 3.79
CZ 3.57
cD2 CD1 3.77
CE2 3.79
CD2 3.98
| ses

CE2 -
CD2 3.84
CZ CG 3.96
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N 2.86
uzyr)| O 68 89 (GLY) 0 3.39
0 66 (GLY) N 3.69
o A CA 3.98
cD 3.93
114 (SER al .
—— S e
cB '
cD 3.35
o 64 (ARG)|  NH2 253
NZ 3.61
CEL g12  |1auys)| cB 4.00
cz 3.82
OH N 2.64
cD 3.49
L 116 (TYR E1 122 (LE
agad evR)l  C (ILE) CG1 3.98
CB 3.87
LB10B11 cG o
cG (Motivo Vi) '
123 (LYS) 3.96
cDb 3.76
cD2 ‘
cG 3.97
117 (AsP)| _op1 812 | 144(LyS) NZ 271
NHI oo T s
120 (ASP) oo e
NH2 131 (ARG) '
0oD2 3.68
a9 124 (LYS) CG e cz 3.88
(Motivo VI) -
127 (GLU)| _ OFEL NEZ 3.62
128 (LEU)|  cD1 132 (GLY) CA 3.66
cB cG 3.70
131(GL 133 (LE
LG 7 33 (LE) N 2.98
Lasato | 133 Lvs) cG 101 (ILE) cG2 3.56
NZ 99 (ASP) 0 2.97
c LB8a2 cz 3.94
146 (LYS) (Motivo Vi) 3.96
al0 = 103(PHE)| ., o
147 (LEY)| __cD2 3.82
154 (THR)|  CE2 a 70 (LYS) cG 3.17
La10a11 LB10B11
155 (AsP)|  cB oty |126TYR)| b2 3.56

Como se puede deducir por la Tabla 4.4 y por su comparacion

con la tabla de contactos del complejo BovlI-StiN®:Dut$11 (Tabla 4.5),

existen ciertas interacciones en un complejo que no se dan en el otro.

Asi, los residuos pertenecientes al mutante BovI-StIN*" (Asp 120, Lys
124, Glul27, Leul28, Glu 131, Lys133, Lys146, Leuld7 y Aspl55)
del LB10B11 y LP8a2,

estan interaccionando con

residuos
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CAPITULO IV

correspondiente al motivo VI de la Dut$85, lo que podria explicar por
qué los residuos del extremo C-terminal de BovI-StIN*" son visibles en
la estructura del complejo, pero no en la estructura libre. Como se ha
mostrado previamente en este trabajo, el motivo VI de la Dut$85 es el
mas extenso de todas las Duts estudiadas en este trabajo (Fig. 1.6, Fig.
1.7). Debido a esto, las numeraciones de los residuos de las Duts
difieren a partir del inicio de este motivo VI. Ademas, este motivo no
solo difiere en la longitud de su secuencia, sino en la propia
composicion de aminoacidos y en su conformacion estructural con un
valor de RMSD de 0.9103 A en la superposicion de los monémeros de
las Duts en complejo (Fig.1.7, Fig. 4.17 y Fig. 4.18). Esto explica la
diferencia de contactos entre estos dos complejos, ya que los residuos
de la Dut$85 implicados son Asp99, 11e101, Phel03, Tyr126, Argl31,
Gly132 e 11e133, todos ellos pertenecientes del motivo VI (Tabla 4.4).
No obstante, el motivo VI de las Duts triméricas de S. aureus presentan
un S-hairpin conservado que se posiciona de manera idéntica. En
concreto, en este elemento existen un par de residuos conservados
ubicados en la misma localizacion espacial cuando ambas estructuras
son superpuestas (Fig. 4.18) y que en la Tabla 4.5 aparecen marcados
en amarillo. La conservacion secuencial y espacial de estos residuos
gue ademas se encuentran interaccionando con el represor en ambos
complejos indica tanto su importancia como la del motivo VI en la

interaccién con el represor Bovl-Stl.
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CAPITULO IV

Tabla 4.5. Comparacidn de interacciones intermoleculares del complejo
Dutg85:BovI-StIN*" y Dutgp11:BovI-StIN*", Resaltadas en gris aquellas
interacciones ausentes en comparacion y en amarillo aquellos residuos que,
aunque de numeracion diferente, son equivalentes espacialmente al
superponer ambas estructuras.

st Dutd1l Dut¢85
Elemento Residuo Elemento Residuo Elemento Residuo
estructural estructural estructural
Lo3ad 55 (VAL) B11 149 (GLU)
56 (ASN) LB5B6 160 (GLN)
70(TYR) 20 (ASN) 20 (ASN)
a5 18 (GLU) 18(GLU)
74 (ARG)
20 (ASN)
77 (ASP) LB1R2 15 (ARG) LB1R2 15 (ARG)
(ASN) 21 (HIS)
21 (HIS)
a7 24 (ASP) 24 (ASP)
106 (TYR) 85 (HIS)
85 (HIS) 83 (GLY)
LB7p8
109 (GLY) LB7B8 84(TYR) 84 (TYR)
112 (TYR) 79 (LYS) B7 79 (LYS)
81 (ASP) 81 (ASP)
- B8 89 (GLY) B8 89 (GLY)
e
%9 (SER) 66 (GLY)
al ( ) al
114 (SER) 70(LYS)
70 (LYS)
64 (ARG) 64 (ARG)
Lagas | 1s(1w) i
LB8R9 (ILE) LB10B11 (ILE)
111 (LYS) 123 (LYS)
117 (ASP) LB9B10 133 (LYS) B12 144 (LYS)
120 (ASP)
9 124 (LYS) 131 (ARG)
127 (GLU) LB10B11
128 (LEU) 132 (GLY)
131 (GLU) 133 (ILE)
La9a10 133 (LYS) ;glilsl'?
146 (LYS L2 ( )
al0 (LYS) 103 (PHE)
147 (LEU)
a9 152 (LEU) al 70 (LYS)
154 (THR) al 70 (LYS)
La10all
e 155 (ASP) [B10B11 | 126(TVR)

217



CAPITULO IV

Figura 4.17. Comparacién del motivo VI de Dutpl1 y Dutp85 em complejo
con BovI-StIN*®r, Se muestran las estructuras de la Dutp85 (verde) y Dutepll
(rojo) centradas en el motivo VI, resaltado del resto de la molécula con
tonalidades mas fuertes del mismo color.

Figura 4.18. Superposicion estructural de Dutp11y Dutp85 en complejo con
BovlI-StIN", Se muestran las estructuras de la Dutp85 (verde) y Dutel1 (r0jo)
centradas en el motivo VI. Los residuos a destacar se encuentran etiquetados,
mostrando (A) los pertenecientes al motivo VI'y (B) el motivo IV.
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CAPITULO IV

Cristalizacion del complejo Dut805*?:BovI-StI™*"

Tras la obtencién de dos estructuras que muestran como esta
ocurriendo la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut trimérica hemos
podido validar que se trata de un modelo generalizado de interaccion.
Sin embargo, las estructuras tridimensionales obtenidas no mostraban
una de las propuestas de nuestro modelo inicial, la contribucién del
motivo V a la formacion de este complejo. Sin embargo, nuestros
estudios in vitro e in vivo apoyaban que este motivo se encuentra
modulando la interaccion e incrementa de la afinidad por el represor.
Esto es de especial relevancia para la Dut80a, donde este motivo es
crucial para que exista interaccion ya que el mutante delecional para
este motivo disminuye la afinidad por el represor al medirse por
interferometria de biocapa de un orden de magnitud, pasando de 4,0 x
10®%4a5,3x107 My es incapaz de desreprimir in vivo a SaPlbovl (Tabla
1.1, Fig. 1.3). Por el contrario, la deleccion de este motivo en Dut$ll
no genera un cambio tan significativo en su constante de afinidad (Tabla
1.1). Hipotetizamos que si para el complejo con la Dut80c la
interaccién de este motivo con el represor es tan necesaria es posible
que un cristal de dicho complejo contenga un motivo V ordenado, pese
a la alta flexibilidad intrinseca observada para este motivo, y por lo
tanto pudiésemos visibilizarlo y analizar su contribucion en la
formacién del complejo. Sin embargo, el intento de cristalizacién de
este complejo no obtuvo ningln resultado satisfactorio. Como hemos
comentado, uno de los factores importantes a la hora de generar
cristales de complejos proteicos depende de la afinidad de los
componentes. Es posible que el hecho de tratarse de la Dut con la menor
afinidad por Bovl-Stl tenga un gran impacto en términos de

cristalizacion.
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CAPITULO IV

Ensayos evolutivos de las Duts triméricas realizados por el
laboratorio del Dr. Penadés en Glasgow reveldé mutantes puntuales en
la Dut80a con una afinidad in vivo por el represor Bovl-Stl alterada.
Uno de estos mutantes que presentaba la mutacion E112K
(Dut80aF**?¢) que se localizaba en el motivo VI mostraba una mayor
capacidad de desreprimir la isla (datos no mostrado). Tras producir de
forma recombiante dicho mutante se analiz6 in vitro la afinidad hacia
el represor por interferometria de biocapa, donde se observo un cambio
en la afinidad de un orden de magnitud frente a la proteina silvestre,
mejorando de 4.0x10-8 M (Dut80a"'") a 7.0x10-9 M (Dut800F'?%K)
(Tabla 4.6).

Tabla 4.6. Valores cinéticos obtenidos por interferometria en bicapa (BLI)
de la interaccion BovI-Stl: Dut80aF??K. (a) Proteina marcada con etiqueta de
histidinas.

Proteina® Ko (Koft/Kon) (M) Kon (M™s™) Kot (s™)
Dut80a™’ 4,0x10°® 2,5x10% +6x10% | 1,0x10°+3x107
Dut80a
Dut80a 1% 7,0x107° 4,1x10% +3x10% |2,9x10°£3,3x10°

Dado el aumento en la afinidad, pensamos que este mutante
podria ser un buen candidato para resolver la estructura tridimensional
y se abordd su cristalizacion en complejo con BovI-StIN*". A la hora de
realizar los ensayos de cristalizacion del complejo, se utilizaron dos
aproximaciones diferentes. Una de ellas fue siguiendo la misma tactica
que el resto de los complejos descritos anteriormente y que consistia en
utilizar relaciones molares 1:1 la Dut con la construccion de Bovl-StI
fEn la segunda, que a nivel experimental era idéntica, se utilizd un

segundo constructo de Bovl-Stl que hasta ahora no se ha descrito.
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Previamente en el laboratorio, cuando se gener6 el mutante BovI-Stl™
*' que carecia del dominio C-terminal, importante para la dimerizacion
del represor y su interaccion con Duts diméricas, se realizaron dos
variantes del mismo: una donde el codén del STOP insertado en la
secuencia se encontraba después del aminoacido 156 y otra después del
176, abarcado la segunda construccion la totalidad de la regién de baja
complejidad descrita en el capitulo 4. Asi, ambos constructos de Bovl-
Stl se utilizaron en los ensayos de cristalizacion con el mutante
Dut8005?X, pero tan solo se obtuvieron cristales del complejo que
incluia al constructo de Bovl-Stl de mayor tamafio (1-176). No
obstante, y aunque disten 20 aminoacidos de diferencia, seguiremos
llamandolo BovI-StiN*" en la memoria de la Tesis y se tratara de la
misma forma que su variante mas corta ya que solo se usa en esta
estructura y como se describe a continuacion, no existen diferencias
notables ni en la estructura resultante ni en los contactos realizados en

la misma.

El complejo Bovl-StiN*®":Dut800f? generd cristales en
condiciones de 0.1M CAPS pH 10.5 y 40% MPD, difractando a una
resolucion de 2.35 A y cuya unidad asimétrica estaba compuesta por
dos copias de BovI-StiN*"y Dut8005'?2K, que formaban dos complejos
Dut8005'?X:BovI-Stl independientes. Los cristales pertenecian al
grupo cristalografico P3 y explotaban la simetria de este cristal para
generar cada uno de los complejos, un trimero de Dut caracteristico con
3 moléculas de Bovl-Stl unidas, mostrando una organizacion
cuaternaria con estequiometria 1:1 idéntica a los complejos Bovl-
Stl:Dut trimérica anteriores (Fig. 4.19). Cada mondmero de BovI-StIN®"
ocupa un centro activo de la Dut trimérica y media las mismas

interacciones en el core de la molécula que el resto de complejos, siendo
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los residuos Y112 e Y113 de BovI-StiN*" los encargados de mimetizar
las interacciones que tendria con el nucleétido (Fig. 4.19 y Tabla 4.8).
Al igual que en los anteriores casos, la comparacion de ambas proteinas
que forman el complejo con sus formas libres solo revel6 pequefios
cambios (Fig. 4.20). Para la Dut80a, la estructura tanto libre como la
unida a BovI-Stl son virtualmente idénticas (RMSD de 0.48 A). La
comparacion individual de cada dominio HTH de BovI-StIN*", el que
se encuentra en la estructura libre y el unido a la Dut, mostré un RMSD
de 0.454 A para 55 residuos, en comparacion al dominio intermedio con
un RMSD de 0.684 A para 60 residuos. En cuanto a la porcion extra
que presentaba este constructo de BovI-StiN*" (residuos 157-176) tan
solo en uno de los monémeros pudo observarse, y de forma parcial,
hasta la Leul66, mientras que en la otra molécula tan solo se observo

densidad electronica hasta el residuo Thr154.

De acuerdo con nuestra hipdtesis, el motivo V se encontraba
presente en la estructura, aportando de este modo informacién sobre la
contribucién del P-loop en complejo con Bovl-Stl y el del papel que
jugaba en la interaccion con el mismo. Sin embargo, a pesar de poder
observar por primera vez el motivo V en un complejo, su densidad
electronica era débil para ciertas partes de dicho loop, apoyando su
naturaleza altamente flexible, siendo ademas diferente en cada una de
las subunidades de la unidad asimétrica. Para la cadena A, el extremo
C-terminal de la Dut80a!?¢ deja de ser visible a partir del residuo
E155 para volver a estar presente a partir de la Lys163 (K163) y hasta
la Gly166 (G166) (Fig. 4.19A). Sin embargo, la cadena B, a excepcion
de la Val157 (V157), el motivo V esta presente casi en su totalidad,
siendo visible hasta el residuo G166 (Fig. 4.19B). Por otro lado, y al

contrario también que el trimero generado con la cadena A, el motivo
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VI del trimero generado con la cadena B se encuentra desordenando
desde la Ile114 (1114) hasta la Ala119 (A119) (Fig 4.19B).

Figura 4.19. Estructura cristalina del complejo Dut80a-BovI-StIN*". (A) Dos
vistas ortogonales de la structura del complejo entre la Dut trimérica del fago
800, (protémeros coloreados en tonalidades de azul) con tres moléculas de
BovI-StIN*" (protémeros coloreados en beige, amarillo y naranja). Este
trimero se ha creado mediante simetria cristalografica utilizando la cadena A.
Se sefialan con flechas los motivos V (flecha roja) y VI (flechas negras). En
este caso, el motivo V no se puede ver en su totalidad, pero si el motivo VI. (B)
Se muestran dos vistas ortogonales de la misma estructura, pero creada
mediante simetria cristalografica utilizando la cadena B. Se sefialan con
flechas los motivos V (flecha roja) y VI (flechas negras). En este caso ocurre
lo contrario, si podemos ver el motivo V, pero parte del motivo VI esta
desordenado.
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Dut80a Apo (3ZF2)
Dut80a en complejo con Bovl-Stl ™

sﬂNlev

stiN** en complejo con Dut80a

o E

Dominio
HTH

Figura 4.20. Cambios conformacionales en Bovl-StIN-ter y Dut80a
inducidos por la formacion de complejos. (A) Las estructuras cristalinas del
trimero de Dut80a, tanto en complejo con BovI-StIN" como con su forma libre
se superpusieron. Se muestran dos vistas ortogonales con los protémeros de
la forma en complejo en azul y los protémeros de la Dut en su forma libre en
amarillo (3ZF2). No se muestra el nucleétido, pero si el motivo V ordenado.
(B) Se superpusieron las estructuras de Bovl-StIN*" obtenidas en su forma
libre (verde) o en complejo con Dut80a (naranja).
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Tabla 4.7. Coleccion de datos cristalograficos y estadisticos de refinamiento
de Dut80a-Bovl-StIN-tr

| Dut80a-BovI-Sti"™"
Coleccion de datos
Linea del rayo DLS 1-04
Longitud de onda (&) 0,9282
Grupo espacial P3
Dimensiones de a=b=89,74 ¢=94,073
celda (A) 0=p=90 y=120
., eia 77,79 - 2,50
Resolucion (A)
(2,87 - 2,80)
Reflexiones totales 220455 (15971)
Reflexiones Unicas 20833 (1513)
Completitud (%) 99,8 (98,1)
Multiplicidad 10,6 (10,6)
1/o(l) 142 (2,7)
Rmerge 0,152 (0,867)
CC1/2 0,997 (0,793)
Refinamiento
Ruork 0,2196
Riree 0,2559
Numero de dtomos 5043
Proteina 4935
Agua 32
Otros 76
Rmsd. Enlaces (A) 0,01
Rmsd. Angulos (°) 111
Plano Ramachandran
Preferido (%) 97,77
Permitido (%) 2,23

# Los nlmero entre paréntesis inducan el valor de la celda con la

mas alta resolucion
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Tabla 4.8. Interacciones intermoleculares del complejo:BovI-StINter:

Dut80aF12¥

ster Dut 80a
Elemento Residuo T,|po de Elemento Residuo TJpo de Distancia
estructural atomo estructural atomo
La3a4 55 (VAL) £G2 LB10 150 (GLN) €D 3.65
56 (ASN) 0oD1 N 3.13
70 (TYR) OH 20 (ASN) ND2 3.67
a5 CB 18 (GLU) CD 3.98
77 (ASP) 0D2 15 (ARG) NH2 3.01
102 (ASN) OD1 NE2 2.85
LB1B2
CE 21 (HIS) cD2 3.66
CZ 3.86
OD1 2.74
7 OH 24 (ASP
a 106 (TYR) (ASP) 5p; 3.14
(0] 85 (HIS) N 2.89
CA 3.97
LB7B8 CD1

C 678 84 (TYR) 3.81
109 (GLY) N OH 3.49
B7 79 (LYS) 0 3.23

OH .
81 (ASP) N 3.07
0OD2 3.08
CZ 3.88
CB CD1 3.95
CE1 3.32
3.28
CG CZ 3.85
cos |2

112 (TYR CD1 -
( ) LB7R8 CE1 3.77
84 (TYR) 3.61
cD2 CZ 3.72
a8 CD1 3.76
CE2 3.98
CE1 CD 3.78
3.99
CE2 CG 3.99
cz 3.90
CB 3.98
CE2 3.39
CZ N 3.47

8 89 (GL

B ©Ly) 3.10
113 (TYR) o 3.66
OH 3.41
al 65 (SER) 0G 2.79
N 3.74
114 (SER) ) 70 (LYS) NZ 3.11
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o) al 64 (ARG) NH2 2.69
NH1 3.07
116 (TYR) CE1 LR8R9 3.36
Lo8a9 = (votivo vy | 109 (LE) cD1 57
OH N 3.09
10 [134 (ARG)

117 (ASP) oD1 8 (ARG) NH2 3.22
c 3.74
128 (LEU) €b2 120 (HIS) CA 3.77
C CD2 3.99
ad OE2 3.21
131 (GLU) OEL 120 (HIS) ND1 3.64
121 (LEV) N 3.17
147 (LEV) CD2 CG2 3.76
C 3.84
LB8R9 cD1 o1
CB (Motivo VI) | 104 (ILE) 75

150 (GLN CG1 '
al10 CD 3.91
OE1 N 3.42
NE2 103 (THR) 0G1 2.96
NE2 3.39
151 (ILE) 119 (ARG) \H2 3.44
Lo10011 |L53(SER) 0 3.05
154 (THR) C 115 (PHE) CE2 3.73

Con el fin de validar la estructura de este nuevo complejo, y
debido a que i) este complejo presentaba nuevas variables y ii) la
Dut80a no muestra la misma afinidad por Bovl-Stl que las otras Duts
analizadas en este trabajo, quisimos comprobar si las mutaciones sobre
Bovl-Stl utilizadas para validar el complejo Bovl-Stl:Dut$11 tenian el
mismo efecto sobre la interaccion Bovl-Stl:Dut80a o, por el contrario,

presentaban un mayor efecto sobre ésta (Fig. 4.21).
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A STLWT STLY112 STLY113 STLYYAA  STLY116

Dut80a - + - + - + - + - %

¥ TN

STLWT STLY1i2 STLYia3 STL STL Y116

Figura 4.21. Prueba de la capacidad de union entre la Dut80a y los mutantes
puntuales de Bovl-Stl. Gel nativo donde se muestra el cambio de movilidad
de las diferentes proteinas testadas cuando éstas son incubadas juntas. La
primera calle corresponde a (4) Dut80a o (B) Dutg$11 sola. En las siguientes,
se detalla con simbolos si esa calle tiene la proteina Stl sola (-) 0 en complejo
con la Dut correspondiente (+). El asterisco marca el cambio en la movilidad
de las bandas indicando la formacion de complejo. En el caso de la Dut80a,
el asterisco marca el cambio en la densidad de la banda de BovlI-Stl ya que el
complejo no presenta una banda clara como en el caso de la Dutpl 1.
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Si se comparan los resultados obtenidos en la misma prueba
realizada con el complejo Bovl-Stl:Dut¢ll (Fig. 4.5) se pueden
observar dos principales diferencias: (i) la mutacién Y113A no muestra
signos de interaccion con la Dut80a, sin embargo, mantiene la
capacidad de interaccionar con la Dut¢ll y (ii) la mutacion Y116A
genera el efecto contrario, manteniendo algo de interaccion con la
Dut80a, pero no con la Dut$l1.

Que la mutacién puntual Y113A genere un efecto tan grande en
la Dut80a, pero no en la Dut$11 es razonable si tenemos en cuenta que
la primera presenta una menor afinidad por el represor en su estado
silvestre. Por ello, leves disminuciones de la afinidad por la mutacion
de los residuos implicados en la formacion del complejo pueden ser
suficientes para romper el complejo en Dut80 pero no en Dutll. Por
otro lado, el efecto de la mutacién puntual Y116A sobre la Dut80a es
comprensible ya que este residuo esta interaccionando directamente con
el motivo 1V. Cuando el aminoacido con el que interacciona es una
lisina (K133) (Tabla 5.2), como en el caso de la Dut¢11, la afinidad por
el represor aumenta, siendo el mutante Dut80o'V*' la prueba de la
importancia de la secuencia del motivo IV (Tabla 1.1). Sin embargo, en
el caso de la Dut80a, el residuo encargado de interaccionar con la Y116
es una arginina (R134). Si esta unién no genera una estabilidad como
lo hace cuando hay una lisina, es normal que esta interaccion no sea tan

importante para la formacion del complejo BovI-Stl:Dut80a.
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El efecto de la F165 en el complejo BovI-Stl:Dut80a.

A pesar de conocer la necesidad el motivo V en la Dut80a, hasta
la obtencion del complejo con el represor StIN*" no ha podido atribuirse
ningln rol para este motivo puesto que hasta la fecha se desconocia su

conformacion en complejo.

Estos datos han permitido detallar las interacciones que tiene el
motivo V con el represor Bovl-Stl, que utiliza las hélices a5, 06 y a7
para su reconocimiento (Tabla 4.8 y 4.9). Tres residuos del P-loop,
R160, E162 y F165, jugan un papel clave en la interaccion con Bovl-
StV Mientras que la R160 interacciona con los residuos N102 y F106
de Bovl-Stl Gnicamente a través de la cadena principal, contactos
realizados a través de la cadena lateral por E162 y sobretodo por el
residuo F165 consolidan la interaccion de este motivo con el represor.
Este residuo aromatico es crucial para la actividad enzimatica de las
Duts, situando su anillo aromatico sobre el anillo de uracilo del ligando,
un paso clave en la estabilizacion del motivo V sobre el centro activo
una vez el nucleédtido ha ocupado su lugar (Garcia-Nafria et al., 2013).
Sin embargo, cuando la Dut80a esta en complejo con Bovl-Stl el centro
activo estd ocupado por este Ultimo, siendo imposible que el P-loop se
organice de la misma manera que lo hace en presencia de nucleétido
(Fig. 4.22). No obstante, esta fenilalanina vuelve a ser un elemento
clave para el motivo V, ya que se introduce en un pocket hidrofébico
gue se genera en el dominio intermedio Bovl-Stl generado por las
hélices a5 y a7 (Fig. 4.23 y Tabla 4.9).

Este pocket hidrofébico esta formado por los residuos 167, P68 e
171 provenientes de la hélice o5, y F91, F94 e Y98 desde la hélice a7,

realizando interacciones hidrofdbicas a través de los carbonos de sus
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cadenas laterales con la F165 de la Dut (Tabla 4.9). De este modo la
Phel65 queda totalmente rodeada de residuos hidrofébicos y ancla el
motivo V a Bovl-Stl. Adicionalmente, los residuos R160, G161y E162
del LB10 correspondiente al motivo V de la Dut80a"*?¥ se encuentran
interaccionando con diferentes residuos de la hélice a7 de BovI-StIN*"
a través de interacciones entre carbonos. No obstante, mientras la R160
y la G161 utilizan el carbono de la cadena principal, E162 es capaz de
hacerlo a través de su cadena lateral. Finalmente, el residuo D95 de
BovI-StIN*" realiza una interaccion idnica con el nitrégeno de la cadena

principal del motivo V de la Dut a través de su cadena lateral.

Figura 4.22. Cambios conformacionales en el motivo V de la Dut80a.
Superposicion de la Dut80aWT unida a nucledtido (rojo) con su mutante
800E112K (azul) en complejo con BovIStl (amarillo). Se destaca la posicion
del motivo V, con la Phel65 dibujada en “sticks”. Mientras la F165 en rojo
interacciona con la base nitrogenada del nucleétido, la coloreada en azul lo
hace con el pocket hidrofobico de Bovl-Stl.

231



CAPITULO IV

Tabla 4.9. Interacciones intermoleculares del complejo Dut80a*®*?¥:Bovl-

StIN+er centrados en el motivo V.

Dut 80a Stiver
Elemento Residuo T’|po de Elemento Residuo TJpo de Distancia
estructural atomo estructural atomo
160 (ARG) C 106 (TYR) CD2 3.90
CA 102 (ASN) C 3.92
161 (GL .
Gy 103 (LYS) CA 3.52
C 3.95
CG 4.00
102 (ASN
G o7 02 (ASN) CB 3.82
162 (GLU) < 3.26
CB 99 (SER) CA 2.80
LB10 CB 2.98
(Motivo V) CA CA 3.96
N OD1 3.35
ASP
CD2 95 (ASP) CG 3.57
CD1 3.47
165 (PHE)| _ CE1 Ladas | 68 (PRO) cb 3.75
cz ab 71 (ILE) CD1 3.72
a7 98 (TYR) CD2 3.78
CG Lada5 67 (ILE) CG 3.92
166 (GLY) N 66 (GLY) 0 3.41

En el complejo BovI-StiN*":Dut80a%¥, la contribucion de las
interacciones realizadas a través de la Phel65 del motivo V
introduciéndose en el pocket hidrofébico de Bovl-Stl apoya nuestros
resultados anteriores (Tabla 1.1). Como se puede observar en la tabla,
la mutacién F165A sobre la Dut80a tiene el mismo efecto que la
delecién completa del motivo V. A pesar de presentar interacciones
otros residuos del motivo V, y debido a que las validaciones de las
demas interacciones se enfocan en mutaciones sobre Bovl-Stl y no
sobre la Dut, se realizaron mutantes puntuales sobre alguno de los
residuos del pocket hidrofébico de Bovl-Stl. La aproximacién de estas
mutaciones fue intentar generar un mutante que pudiera impedir a la
Phel65 de la Dut introducirse dentro del pocket hidrofébico, siendo
seleccionadas las siguientes: 167W, F91R y D95R. Todas estas

mutaciones en Stl mostraron in vivo la pérdida de la capacidad represora
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de la isla al observar que SaPls portando represores con estas
mutaciones replicaban de forma constante e independiente de proteina
inductora.

Figura 4.23. El motivo V se estabiliza mediante su unién a un pocket
hidrofébico de Bovl-Stl. Imagen detallada del pocket hidrofobico y de cdmo
la Phel65 de la Dut80a (vista en stick azul) se introduce en él. Los residuos
que conforman el pocket y que interaccionan con la F165 estan coloreados en
gris y etiquetados con el tipo de residuo y su posicion en la secuencia de Bovl-
Stl.
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No es PEG todo lo que reluce

El complejo Bovl-StiN*":Dut800F?< ha mostrado por primera
vez el papel que el motivo V de las Duts triméricas desempefia en la
union a Bovl-Stl. Aunque importante para todas ellas, el motivo V es
crucial en la unién de Dut80a y solo ésta dispone de dicha estructura
visible en su estructura tridimensional. Por ello, y debido a los datos
que este complejo mostro, reanalizamos los datos disponibles para los
otros complejos Dut trimérica:BovI-StIN*" descritos en la memoria de
tesis, donde se encontro la presencia de densidad electronica tanto en el
modelo tridimensional del complejo con Dutd11l como con Dut¢$85, la
cual coincide exactamente con el anillo de la fenilalanina F165 del
complejo de la Dut80a. (Fig 4.24 y 4.25).

Estas densidades electronicas habian sido asignadas inicialmente
a pequefias moléculas provenientes de las condiciones de cristalizacion,
como el PEG, al no observarse continuidad con la cadena polipetidica.
Asi pues, analizado los datos del complejo Bovl-StIN*:Dut80a5 K,
indicaria que corresponde a la insercion del residuo de Phe en el pocket
hidrofdbico. Sin embargo, esta interaccién debe ser muy transiente e
impide el ordenamiento del motivo V, al no ser una conformacion
constante para todas las moléculas que permita generar los datos de
difraccion necesarios para su resolucién. Este hecho esta en
consonancia con la menor contribucién que presenta este motivo para

la union de Dut$85 y Dutp11 a Stl.
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Figura 4.24. Densidad electrénica del complejo Dut¢ll:Bovi-Stl.
Superposicion de los complejos  Dutgll:BovI-StiNt  (azul) vy
Dut800F?K:BovI-StIN®" (amarillo). La densidad electrénica (morada) tras la
superposicién revela que una molécula de PEG (verde) podria estar mal
posicionada, correspondiendo a la F164 de la Dut en cuestién.
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Figura 4.25. Densidad electrénica del complejo Dut¢85:Bovi-Stl.
Superposicion de los complejos Dut#85:BovI-StiN®  (naranja) vy
Dut800F?K:BovI-StIN®" (amarillo). La densidad electrénica (azul) tras la
superposicién revela que una molécula de PEG (verde) podria estar mal
posicionada, correspondiendo a la F174 de la Dut en cuestién.
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Revision y propuesta de un nuevo modelo de interaccién Bovl-
Stl:Dut

Los resultados previos del grupo acerca del estudio de estructura
y funcién de la dUTPasa del fago $80c. y su capacidad de inducir el
ciclo de la isla SaPIbovl a través de la union a su represor, Bovl-Stl,
llevaron a proponer a las Duts codificadas por fagos de S. aureus como
proteinas con actividad moonligthing sefializadora y un mecanismo de
accion analogo a las proteinas G (Tormo-Mas et al. 2013). Esta
propuesta estaba basada en que (i) tanto las Duts como las proteinas G
utilizan un nucledtido que actiia como segundo mensajero, modulando
la unién a la proteina diana, (ii) que implican P-loop(s) (dos en el caso
de las proteinas G y uno en Duts), elementos estructurales que cubren
el centro activo de la proteina y que estan involucrados en la unién de
las proteinas diana, y (iii) que la hidrdlisis del nucledtido alterna la
forma activa/inactiva de la proteina para poder interaccionar con la
proteina diana. Sin embargo, el andlisis biofisico llevado a cabo por
Szabo y colaboradores utilizando la Dut del fago $11 como modelo,
mostro que el dUTP dificulta la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut
(Szabd et al., 2014). Esta observacion llevo a los autores a proponer un
modelo de interaccién alternativo de induccién del ciclo de la SaPl por
las Duts. En este modelo se asumia que los niveles intracelulares de
dUTP en S. aureus son elevados en condiciones de crecimiento y que
la Dut del fago trabajaria con su actividad enzimatica, previamente a la
replicacion de la isla/fago, induciendo su ciclo una vez los niveles de
este nucledtido fueran suficientemente bajos. De este modo el fago se
replicaria en un ambiente libre de dUTP, evitando asi la incorporacion
de este nucledtido a su genoma y las posibles mutaciones que ello

implicaria. Sin embargo, y a pesar de la ldgica que pueda soportar esta
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propuesta, el modelo de Szabo y colaboradores implicaria que en
ausencia de fagos los niveles de dUTP en S. aureus serian altos y, como
recoge la literatura publicada, comprometerian la viabilidad celular,
siendo en ocasiones letales para organismos tanto procariotas como
eucariotas (Castillo-Acosta et al., 2013; Dengg et al., 2006; el-Hajj et
al., 1988; Pecsi et al., 2012).

El grupo del Dr. Penadés en la Universidad de Glasgow
comprobé experimentalmente, al no poder medir los niveles de dUTP
in vivo, si el mutante knock-out para el gen dut del fago (Adut)
presentaba efectos negativos sobre la transferencia de las SaPls.
Utilizando el fago ¢80a que codifica las proteinas inductoras de las islas
SaPlbovl (a través de las Duts), SaPI1 (a través de Sri) y SaPIbov2 (a
través del ORF15), se demostré que el mutante Adut no se vio afectado
en su capacidad para inducir y transferir las islas SaPI1 y SaPl12, pero
I6gicamente si SaPlbovl (Tormo-Mas et al., 2010) . Para completar este
estudio, y analizar como la ausencia del gen dut influye en la
transferencia de SaPlbovl, se hizo uso un mutante knock-out para el
represor de SaPlbovl (A4stl). Este mutante se induce de forma
constitutiva en ausencia de cualquier fago inductor debido a que la isla
no se encuentra reprimida por falta de la proteina represora (Ubeda et
al., 2008). Este mutante se transfirio a cepas portadoras del fago ¢80a
y a otra cepa Adut del fago ¢80a. Los profagos de ambas cepas fueron
inducidos usando mitomicina C, y se analizé la transferencia del
mutante As¢/ de SaPlbov1.
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Los resultados mostraron que, en el caso del fago con la mutacién
Adut, se observa una frecuencia tipica de la transferencia mediante
transduccion generalizada y no es especifica de SaPI (Fig. 5.1), lo que
indica la viabilidad del fago en ausencia de Dut y rebate la necesidad
de una detoxificacion del medio celular para la biologia del fago.
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Figura5.1. Efecto en lareplicacion y transferencia de SaPlbovl del mutante
Astl. Cantidad de transductantes (log,,) encontrados tras inducir un mililitro

de cultivo de cepas RN4220. Se representa para cada caso en forma de barra
la media de tres mediciones independientes junto a su desviacion tipica. Los
grupos se compararon utilizando el test chi-cuadrado de Yates para calcular
los P valores; las diferencias que estadisticamente significativas estan
indicadas mediante un asterisco (P< 0.001).

Por lo tanto, el modelo propuesto por Szabo y colaboradores con
la implicacion fisiologica de las Duts de fagos en generar un entorno de
replicacion de las SaPl libre de uracilo, la ausencia de datos
experimentales y los resultados in vivo de nuestros colaboradores con

fagos defectivos en Dut no apoyarian esta propuesta.
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Es cierto que las condiciones de dUTP alto se han demostrado
ser letales para varios organismos a menos que se carezca, bien de
forma natural o artificial, del gen ung que codifica para una proteina
clave para la reparacion de base por escision en el ADN (el-Hajj et al.,
1988), pero los mismo autores demostraton que S. aureus carece de
dUTPasa (Kerepesi et al., 2016), por lo que i) 0 bien presenta otros
mecanismos para mantener los niveles de dUTP bajos, lo que
descartaria el papel detoxificador que proponen Szabo y colaboradores
para la Dut de los fagos, o ii) este organismo es capaz de vivir en un
ambiente uracilado, lo que llevaria a pensar que un fago, especializado
en parasitar a esta especie, ha debido adaptarse a vivir en ese ambiente
y no necesitaria de maquinaria extra para cambiar los niveles de dUTP.
Por lo tanto, teniendo en cuenta que un fago es capaz de replicarse de
manera normal en ausencia de Dut y que su presencia en el genoma no
justificaria una funcion detoxificadora previa a la replicacion de la isla
y/o fago, no parece que esta propuesta sea el factor clave en la

regulacion de la union entre la Dut y el represor Stl.

Aungue estos autores no estuvieran de acuerdo con la propuesta
inicial del mecanismo sefializador de las Duts que las comparaba con
proteinas G y con la participacion del dUTP como segundo mensajero,
consideramos que sus resultados apoyan conceptualmente el
mecanismo de sefalizaciébn que el grupo propuso anteriormente
(Tormo-Mas et al., 2013). A pesar de que Szabo y colaboradores
demostraron que la conformacion de la enzima cuando presenta dUTP
bloguea la interaccién con Stl y por tanto la induccién del ciclo de la
isla, en lugar de favorecerla como habiamos propuesto inicialmente

(Tormo-Mas et al., 2013), este resultado confirma que el dUTP controla
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los estados on/off de la sefializacién mediada por la Dut en el proceso
de uniodn a Stl, confirmando su papel de segundo mensajero.

Debido al efecto inhibidor del dUTP en la union Bovl-Stl:Dut
propuesto por Szabo y colaboradores utilizando la Dut¢pll como
modelo, quisimos revisar las propuestas anteriores de nuestro grupo
utilizando otras Duts de S. aureus con el fin de generalizar el modelo
de sefializacion y asi incluir nuevas evidencias y que pudieran explicar
todas las observaciones tanto in vitro como in vivo que presentamos en

el capitulo 1 de esta tesis.

Después de confirmar que el dUTP también bloquea la
interaccion con Bovl-Stl en nuestra dUTPasa modelo (Dut80a),
analizamos el efecto del nucledtido utilizando tanto algunos de los
mutantes caracterizados previamente en los estudios originales del
grupo (Tormo-Mas et al., 2013) asi como generando una nueva bateria
de mutantes disefiados especificamente para este trabajo. Ademas,
también se analizaron algunas de estas mutaciones sobre la Dut$11 para
descartar la posibilidad de que existieran dos mecanismos alternativos
en la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut. Los resultados tanto in vivo
como in vitro sobre estos mutantes implican inequivocamente la
intervencidn de los motivos V y VI en el reconocimiento y la unién de
Bovl-Stl, como se propuso anteriormente, pero con diferente
contribucién en funcidn de la Dut que intervenga en la interaccién con
el represor Bovl-Stl. Ademas, este nuevo analisis ha confirmado la
participacion del motivo IV en este reconocimiento y mecanismo de
union BovlI-Stl:Dut. Espacialmente el motivo IV se encuentra en la zona
donde coinciden los motivos V y VI y estd involucrado en la

coordinacion entre el magnesio y la cadena de fosfatos (Vértessy and
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Téth, 2009). Ademas, los residuos del motivo IV analizados se
encuentran situados en las proximidades de la region C-terminal del
motivo V conservado y del pirofosfato, dos de los elementos que sufren
mayores cambios conformacionales durante el proceso de catalisis (el
primero cambia de conformacion y el segundo se elimina al hidrolizarse
el dUTP).

Esta parte del trabajo ayud6 a delimitar el area de reconocimiento
que Bovl-Stl utiliza para unirse a las Duts y a definir la funcion de cada
uno de los motivos de esta Gltima: mientras que el motivo VI, altamente
variable entre fagos, y el motivo IV conservado de las Duts conferirian
especificidad a la enzima por Bovl-Stl y actuarian como primer y
principal punto de anclaje para la formacion del complejo con el
represor, el motivo V actuaria como una especie de interruptor
molecular que afadiria estabilidad a la interaccion Bovl-Stl:Dut. Esta
actuacién como interruptor seria dependiente de la presencia del
nucleétido, actuando el dUTP como segundo mensajero adoptando un
estado off cuando esta unido al centro activo, tal y como mostraron
Szabo y colaboradores (Szabd et al., 2014) y se ha confirmado en este

trabajo.

Apoyandonos en estos datos, y previamente a la resolucién de la
estructura de un complejo Bovl-Stl:Dut, propusimos un modelo de
interaccién (Fig. 5.3) en el que Bovl-Stl es capaz de reconocer la forma
apo (con el centro activo libre) de la Dut interaccionando a través de
los residuos de los motivos IV y VI del centro activo. Ademas, nuestros
datos también apoyarian una aportacion del motivo Il a través de

residuos como el Asp81 (Tabla 1.1).
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En cuanto al motivo V de la region C-terminal de la Dut, una vez
Bovl-Stl se encuentre anclado, y debido a su naturaleza altamente
flexible, interaccionaria con Bovl-Stl estabilizando asi el complejo de
manera alostérica acercandolo e interaccionado con él. Por el contrario,
cuando el dUTP se encuentra unido a la Dut, éste induce el
ordenamiento y estabilizacion del motivo V sobre el centro activo,
impidiendo asi el acceso de Bovl-Stl a su zona de anclaje e
imposibilitando la unidn. De esta manera, la participacion sinérgica de
tres motivos, dos de los cuales muestran variabilidad en su secuencia,
en el proceso de la formacion del complejo Bovl-Stl:Dut explicaria las
diferencias observadas en la afinidad por Bovl-Stl entre la Dut80a y la
Dut$11.

Nuestros datos ponen de manifiesto que el motivo V es Unica y
estrictamente necesario para la Dut80a. puesto que el mutante
delecional del motivo V en la Dut$l1l sigue manteniendo una buena
afinidad por el represor BovI-Stl. Esto parece ser debido a que, mientras
que la combinacion de los motivos 1V y VI en la Dutgp1l genera una
zona de anclaje de alta afinidad para Bovl-Stl, en el caso de Dut80a. la
afinidad generada por la combinacion de estos motivos mas baja. No
obstante, a la hora de inhibir la unién de BovlI-Stl el motivo V juega el
mismo papel en ambas Duts ya que la conformacién inducida por la
union del dUTP al centro activo de la molécula impide el acceso de
Bovl-Stl a su lugar de unién. Aunque el modelo de nuestro grupo era
inicialmente erréneo en la funcion particular de las diferentes formas
del nucleétido en el mecanismo, nuestros nuevos datos apoyan el

modelo inicialmente propuesto para las Duts andlogo a la proteina G-
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Figura 5.2. Alineamiento de secuencia de las Duts del fago 80a de S. aureus
junto las Duts de Mycobacterium tuberculosis y de Homo sapiens. Los
colores indican la conservacion relativa de la secuencia en cada posicion,
siendo rojo muy conservado y azul muy poco conservado (adaptado del
alineamiento generado con PRALINE). Los motivos I-V conservados en Duts
se encuentran remarcados y anotados.

El hecho de que los dominios cataliticos participen en la unién a Bovl-
Stl explicaria el por qué otras Duts de diferentes especies como M.
tuberculosis, D. melanogaster o incluso la humana son capaces de
interaccionar con Bovl-Stl (Benedek et al., 2017; Nyiri et al., 2018).
La alta conservacién de los residuos que componen los motivos y que
son utilizados por Bovl-Stl para la unidn explican esta promiscuidad
(Fig. 5.2). La ausencia del motivo VI en otras Duts con capacidad de
interaccionar con Bovl-Stl pone de manifiesto que este motivo no es
estrictamente necesario. Sin embargo, nuestros resultados apoyan la

idea que al menos éste estaria ejerciendo una funcion moduladora al ser
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capaz de mejorar las constantes de afinidad en las Duts de fagos que si
lo integran en su secuencia (Tabla 1.1) en comparacion a aquellas que
no lo tienen (Nyiri et al., 2018).

Se ha propuesto que estos EGM son satélites de fagos que
generan una interferencia severa en la reproduccion del fago ayudante
(Ram et al., 2014). En consecuencia, los fagos han evolucionado para
evitar la induccidén de las SaPl, generando variantes de las proteinas
inductoras que presentan diferente afinidad por los represores Stls de
las SaPlIs (Frigols et al., 2015). Siguiendo esta estrategia, los fagos que
codifican Duts han debido evolucionar (Fig. 5.4) hacia variantes de
estas enzimas gue posean una muy baja afinidad por el represor Bovl-
Stl pero que mantenga la funcidn que debe realizar para el fago. Un muy
buen ejemplo de esta estrategia seria la mostrada en este trabajo; la
Dut80a presenta una afinidad por Bovl-Stl un orden de magnitud
inferior con respecto a la Dut¢1l pero mantiene una similar actividad
catalitica. Todos los fagos de S. aureus estudiados codifican Duts en su
material genético, sugiriendo que esta proteina es muy importante para
la biologia del fago, proponiendo que, ademas de una actividad
catalitica gque se mantiene intacta, existe otra funcién o funciones que
proponemos como sefializadoras. Bovl-Stl, por su parte, ha tomado
ventaja de esta esencialidad. Partiendo de la hipétesis sobre una funcion
moonlighting de las Duts, éstas deben interaccionar con algin otro
elemento del hospedador. Nuestra propuesta es que el represor Bovl-Stl
ha emergido mimetizando la estructura de alguna de las dianas con las
que la Dut del fago interacciona, representando un fascinante ejemplo

de parasitismo molecular.
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Motivo VI

MotivoV |

Figura 5.3. Modelo de interaccién entre Duts de fagos de S. aureus con
Bovl-Stl. (A) Cuando el dUTP es hidrolizado por la Dut el motivo V (verde)
se pliega y la localiza sobre el centro activo de la enzima, impidiendo el acceso
de Bovl-Stl a la zona de anclaje compuesta por el motivo IV (naranja) y el
motivo VI (azul). (B) Sin el plegamiento del motivo V debido a la asuencia de
ligando, la zona de anclaje con los motivos 1V y VI se encuentra accesible y
permite que Bovl-Stl interaccione en la zona del centro activo. (C) Cuando
Bovl-Stl se une a la Dut, el motivo V se plegaria e interaccionaria con el
represor estabilizando el complejo. Las estructuras se muestran en superficie
utilizando para la Dut (diferentes tonos de azul) las estructuras obtenidas
experimentalmente de Dut80« (PDB 3ZEZ) y para Stl (turquesa). Modelo
generado in silico mediante I-Tasser (Yang et al., 2015) a partir de la
secuencia de Stl. (Szab¢ et al., 2014).
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Figura 5.4. Alineamiento de secuencia de Duts codificadas por fagos.
Comparacion de las Duts codificadas por diferentes fagos de estafilococos.
Los motivos I-V conservados en Duts se encuentran remarcados y anotados.
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Efectos epistaticos y el ordenamiento del motivo V. La
importancia de la sinergia en las Duts.

Los analisis funcionales y enzimaticos han mostrado una
correlacion directa entre la capacidad catalitica de las Duts codificadas
por los fagos y su capacidad de inducir la movilizacion de las SaPls,
habiéndose siempre observado que aquellas mutaciones en las Duts que
disminuian o eliminaban su actividad enzimatica presentaban
capacidad reducida o nula para inducir la isla (Capitulo 1; Tormo-Mas
et al., 2013; Frigols et al., 2015). Dado que todas estas mutaciones
afectan a residuos ubicados en el centro activo de la enzima, el motivo
V conservado o el motivo VI especifico de especie, regiones que
localiza en una misma zona se presuponia que dichos residuos debian
estar directamente involucradas en la unién al represor Stl. Por ello
consideramos que la mutacion D95SE en la Dut del fago 80a, localizada
en una posicion de dificil acceso en el canal central del dimero y alejada
del centro activo, que no eliminaba la actividad del enzima, pero si
incapacitaba para inducir la isla parecia apropiada para estudiar el
mecanismo molecular del reconocimiento Dut-Stl. ElI Asp95 esta
posicionado al comienzo del motivo VI y su cadena lateral esta
orientada hacia el canal central donde, en el trimero, los tres grupos
carboxilo coordinan un ion metalico. La presencia de iones metalicos
en el canal central del trimero de Dut también se ha visto en otras
especies, principalmente en Duts de organismos eucariotas, aunque la
posicion relativa del ion dentro del canal y los residuos de coordinacién
podian variar (Fig. 5.5; Szabo et al., 2016).
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Se consideraba relevante las interacciones que ocurren en el
canal central de las Duts por su analogia con lo observado en las dCTP
deaminasas (DCD-DUT), las cuales comparten un nicleo estructural
homotrimérico comun a las dUTPasas (Johansson et al., 2003; Helt et
al., 2008; Vértessy and Toth, 2009) (Fig. 5.6). En ambos tipos de
enzimas, las tres subunidades forman un canal central y presentan tres
sitios activos equivalentes en las hendiduras entre subunidades (Fig.
5.6). La comunicacion alostérica entre los sitios activos de las enzimas
de la familia DCD ha sido investigada en varias especies (Helt et al.,
2008; Price, 1974; Bjornberg et al., 2003; Johansson et al., 2007),
mostrando que estas enzimas presentan cooperatividad y que el canal
central juega un papel principal en este proceso (Helt et al., 2008;
Johansson et al., 2007). Esta cooperatividad esta mediada por un “loop”
ubicado en la interfaz entre el sitio de unién de nucledtidos y el canal
central. El loop alostérico puede adoptar las conformaciones activas e
inactivas mutuamente excluyentes. EI cambio conformacional de un
loop facilita el mismo cambio conformacional en los otros dos loops del
trimero por interacciones realizadas a través del canal central (Helt et
al., 2008; Johansson et al., 2007). Recientemente, se ha analizado si las
Duts presentan un comportamiento alostérico similar, mostrando que
ese tipo de comunicacion no existe y que cada centro activo de estas

enzimas funciona de forma independiente (Szabo et al., 2016).
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Figura 5.5. Estabilizacién del canal central en las Duts. Seccion transversal
del canal central de (A) la Dut humana (PDB 1Q5H), (B) de E. coli (PDB
IRNS), (C) de M. tuberculosis (PDB 3HZA) y (D) del fago ¢85 al nivel de la
unidn de uracilo en el centro activo. Las cadenas laterales dentro del canal y
los ligandos se muestran como sticks. Se sefialan los iones metalicos Mg?* y
Ni?* que se representan como esferas coloreadas en azul y verde,
respectivamente.

Las diferencias en el comportamiento entre las DCD-DUT vy las
Dut se explican por la reduccion en la flexibilidad del canal central
inducida por la presencia en éste de iones metalicos y/o la de residuos
hidréfobos (Fig. 5.5). Esta modificacion no solo explica la ausencia de
comunicacion alostérica entre los centros activos, sino también la
mayor especificidad para el dUTP que muestran las Duts en

comparacion con las DCD-DUT. El incremento en la especificidad se
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obtiene ademas por el desarrollo concomitante del P-loop C-terminal
(motivo V), caracteristico de las Duts y ausente en las DCD-DUT, que

permite la discriminacién del ligando y mejora la eficiencia catalitica
de las mismas (Fig. 5.6; Szabo et al, 2016).

Figura 5.6. Diferencia del motivo V entre DCD-DUTs y dUTPasas.
Superposicion de un monomero de la DCD-DUT de Methanocaldococcus
jannaschii (PDB 1PKK, naranja) en complejo con dCTP (base nitrogenada y
desoxirribosa en verde y fosfatos en naranja) y el trimero de la Dut80o (PDB
3ZEZ, azul, amarillo y rosa).

La interrelacion evolutiva entre el incremento de rigidez en el
canal central y la aparicién del motivo V parece conectar ambos
elementos estructurales, como lo demuestra el mutante D95E. Nuestros
datos estructurales con dicho mutante muestran dos instantaneas de este
proceso conformacional. Mientras que el Asp95 de la Dut80a silvestre
es capaz de coordinar el ion metalico en el canal central de la Dut y
ordenar correctamente el P-loop del motivo V, el mutante D95E
presenta dificultades para llevar a cabo el mismo proceso, confirmando
gue es un proceso finamente controlado y que los cambios en el canal
central se transfieren epistaticamente al motivo V de la regién C-
terminal (Fig. 2.2 y Fig. 2.5).
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Ademas, hemos demostrado que en el caso de las Duts
codificadas por fagos, dichos cambios también afectan a otros
elementos estructurales como ciertas regiones del motivo VI (Fig. 2.5).
En este Gltimo caso, no podemos distinguir si se trata de un efecto
directo, ya que Asp95 se coloca al comienzo del motivo VI, o un efecto
indirecto a través del motivo V, ya que nuestros datos estructurales
anteriores mostraron que ambos elementos interactian. Cabe destacar
que estos pequefios efectos epistaticos en diferentes elementos
estructurales no son suficientes para anular la actividad catalitica, pero
tienen un enorme impacto en la capacidad de la Dut80a para interactuar
con el represor Bovl-Stl. Este efecto se explica por la contribucion
sinérgica de cuatro elementos estructurales diferentes (motivos I, 1V,
V y VI) en el proceso de unién a Stl mostrada anteriormente en este
trabajo (Tabla 1.1).
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Modulacion de Bovl-Stl. La evolucion de las SaPls.

La manera en que las SaPI han adquirido la capacidad de explotar
procesos conservados de los fagos mediante la interaccién con proteinas
estructuralmente no relacionadas como los de-represores de la isla
representa una adaptacion evolutiva notable. Nuestros resultados
muestran un escenario en el cual el represor Bovl-Stl puede interactuar
con proteinas inductoras estructuralmente diferentes, aunque con la
misma actividad, debido a la existencia de diferentes dominios. De esta
forma, el represor Stl de SaPIBovl es una proteina modular que
presenta tres dominios correspondientes a i) un dominio HTH N-
terminal requerido para reconocer el promotor de ADN, ii) un dominio
intermedio agregado al dominio anterior para reconocer Duts triméricas

y iii) un tercer dominio C-terminal para reconocer Duts diméricas.

La presencia de estos diferentes dominios permite pensar que
existe una coevolucion y una carrera armamentistica establecida entre
los fagos auxiliares, que tratan de evitar la induccién de la SaPl, y las
islas parasitas, que tratan de sincronizar su ciclo con estos fagos (Frigols
et al., 2015). Este mecanismo también podria ser responsable, al menos
en parte, de la distribucion generalizada de las islas cromosémicas
inducibles por fagos (PIClIs, phage inducible cromosomal islands) en la
naturaleza, teniendo en cuenta que recientemente se ha demostrado la
existencia de estos elementos en organismos grampositivos (Fig. 5.9)
(Martinez-Rubio et al., 2017) y gramnegativos (Fillol-Salom et al.,
2018).
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Figura 5.7. Mapas genémicos para PICI y elementos relacionados. Los PICI
identificados originalmente en E. faecalis y L. lactis en comparacién con los
de SaPI1y SaPlbovl (Adaptada de Martinez-Rubio et al., 2017).
Suponemos que al comienzo de la “relacién” entre un fago y una
PICI, una proteina fagica Unica pudo haber sido originalmente
seleccionada por la isla para sincronizar su ciclo utilizandola como de-
represor. Para escapar de este proceso deletéreo, el fago pudo utilizar
diferentes estrategias como mutar dicha proteina o sustituir el gen que
codifica esta proteina por otro que codificara para una proteina no
relacionada, pero con funciones similares para el fago. Estos cambios
le darian una ventaja selectiva al no inducir el ciclo de la PICI. Como
respuesta, y en el caso concreto de las SaPls, la isla podria haber

reclutado un nuevo represor Stl que reconociese otra proteina del fago
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0 haber evolucionado su represor Stl para reconocer a las variantes
mutacionales y/o las nuevas proteinas fagicas estructuralmente no

relacionadas.

Tabla 5.1. Duts triméricas y diméricas inducen PICls de diferentes especies
estafilococicas a través de su unién con represores homdlogos a Stl de
SaPlIbovl. Los resultados muestran 5 experimentos independientes de ensayos
de p-lactamasa. Los niveles de induccion se basaron en las unidades
calculadas por ml con los siguientes rangos: (-): sin induccion, < lunidad /
ml; (+): baja induccién, 1-5 unidades / ml; (++): induccién moderada, 5-10
unidades / ml; (+++): alta induccion, > 10 unidades/ml. Se realizd un ANOVA
de 2 vias con la prueba de comparaciones maltiples de Sidak para comparar
las diferencias, siendo, en todos los casos estadisticamente significativas (p
<0,05).

Duts
Diméricas Triméricas
dNM1 | ¢o11 b11
PICIs
SaPlbovl ++ ++ +++
ShoCl794_SEPI ++ ++ +++
ShaCl51-48 + + +

El hecho de que los represores Stl interactden con proteinas
estructuralmente no relacionadas que realizan la misma funcién, como
Duts triméricas y diméricas, hace que esta estrategia sea Unica en su
naturaleza y extremadamente efectiva. Hemos identificado homoélogos
a las islas SaPlbovl y SaPI12 en diferentes especies estafilococicas como
S. haemolyticus y S. hominis cuyos represores son capaces de
interaccionar con las Duts diméricas y triméricas de fagos de estas y
otras especies de Staphylococcus (Fig. 5.10 y Tabla 5.1). El hecho de
gue algunas islas presenten proteinas muy similares apoya la idea de

gue algunos elementos ancestrales han podido ser transferidos
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horizontalmente entre las diferentes especies, donde una vez instalados,
podrian haber evolucionado de manera independiente con el fin de

adaptarse al nuevo hospedador.

SaPIBovl Stl
8aPIC0673
_ShoCIl
_ShaCIl
Consistency

SaPIBovl Stl
SaPIC0673
_SheCIl
_ShacIl
Consistency

SaPIBovl_stl
SaPIC0673
_ShoCIl
_ShacIl
Consistency

SaPIBovl_Stl
SaPIC0673
_ShoCIl
_ShacIl
Consistency

SaPIBovl Stl
SaPIC0673
_ShoCIl
_ShaCIl
Consistency

SaPIBovl StlE
5aPIC0673
_ShoCIl
_ShaCIl
Consistency 5

Figura 5.8. Alineamiento de secuencias homologas a Bovl-Stl codificadas
por diferentes especies de S. aureus. Los colores indican la conservacion
relativa de la secuencia en cada posicion, siendo rojo muy conservado y azul
muy poco conservado (adaptado del alineamiento generado con PRALINE).
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Nuestros resultados a través del estudio de la interaccion Bovl-
Stl:Dut respaldan que, en lugar de cambiar el represor en respuesta a la
sustitucion del de-represor por el fago, SaPIBovl adapta su represor

reclutando dominios capaces de reconocer estos nuevos de-represores.

En términos de aumentar la capacidad de transferencia de las PICIs a
través de la infeccion por fagos, una estrategia mas simple podria haber
sido el seleccionar a los represores Stl que pueden interactuar con
proteinas que realizan diferentes funciones para el fago. De esta
manera, independientemente del fago que infecte, se seleccionaria una
proteina vital para la biologia del fago. Sin embargo, dado que los fagos
tienen mosaicismo y codifican multiples versiones de proteinas no
relacionadas que realizan la misma funcion, esta estrategia
seleccionaria fagos insensibles a las SaPI que codifican la combinacion
correcta de proteinas no inductoras. Por el contrario, y dado que los
procesos a los que apuntan las PICIs estan extremadamente bien
conservados en los fagos estafilocécicos, el hecho de que interaccionen
con diferentes versiones de proteinas involucradas en el mismo proceso
bioldgico limita la capacidad de los fagos para superar el parasitismo
de las islas, asegurando la transferibilidad de estos elementos. Por lo
tanto, nuestros resultados muestran que las interacciones del fago-PICI
representan un microcosmos notable dentro del universo intracelular
bacteriano, destacando a las PICIs como uno de los parasitos

subcelulares mas fascinantes y efectivos.
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Reconocimiento del ADN y dimerizacion de Bovl-Stl

La comparacion de secuencias de SaPIbovl Stl con represores Stl
homologos de diferentes especies de estafilococos, también inducidos
por Duts diméricas y triméricas de S. aureus, revela que las posiciones
propuestas para el reconocimiento del ADN estan completamente
conservadas, apoyando que las secuencias de los represores se
conserven entre las especies estafilocécicas (Fig. 5.11). Este estudio
utilizé predicciones estructurales del represor Stl de SaPlbovl para
identificar tres dominios diferentes dentro de la proteina. A partir de
esto, el trabajo de modelado estructural realizado identific6 una serie de
residuos de interés, que se testaron in vitro, los cuales posteriormente,
gracias a la obtencion de la estructura de la region N-terminal e
intermedia de Bovl-Stl pudimos comprobar como podrian estar

interviniendo.

La identificacion de los residuos R22, Q29, S44, E47, N48, N45
y R51 de Bovl-Stl como importantes para la union al ADN se
correlaciona con trabajos previos que identificaron el dominio HTH N-
terminal y, mas especificamente, los residuos Q40 y N41 como
importantes para la unién al ADN (Nyiri et al., 2015). Ademas, esto
coincide con otros reguladores transcripcionales conocidos que
presentan un dominio HTH y forman dimeros para unir dos secuencias
palindromicas (McGeehan et al., 2008). La induccién de genes bajo la
represion de varios reguladores de la familia 434 Cro, como SinR,
implica la interrupcion de las interacciones cuaternarias mediadas por
los dominios carboxi-terminales y la disgregacion de la forma
competente para la union de la proteina al ADN (Lewis et al., 1998).

Como en el caso de SinR, el cual se disocia del ADN al interaccionar
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con Sinl formando un heterodimero (Colledge et al., 2011), la de-
represion de SaPlbovl también se produce por la interrupcion del
dimero del represor Bovl-Stl. Mantener intacto el represor Stl permite
que el proceso de de-represion sea transitorio; la de-represion podria
revertirse si se rompe el heterodimero Bovl-Stl:Dut, lo que abre la

posibilidad de una regulacién precisa de este proceso.

La mutagénesis dirigida de Bovl-Stl, guiada por nuestras
estructuras y los modelos derivados de ellas, nos ha permitido descifrar
qué residuos son importantes para la unién al ADN. Una vez que se
transfiere la PICI, se adapta a las Duts inductoras de los fagos de la
nueva especie hospedadora, explicando asi las diferencias en los
residuos involucrados en la interaccion. Dado que Stl reconoce el centro
activo de las Duts y estas regiones se conservan tanto en la secuencia
como en la estructura dentro de cada tipo de Dut, el proceso de
adaptacion solo habria requerido una modesta divergencia en la
secuencia (Fig. 5.11). Por el contrario, no seria necesario alterar los
residuos de unién al ADN una vez en un nuevo hospedador, ya que esta
region solo interactta con el ADN codificado por la SaPl, lo que explica
la conservacion del dominio HTH entre diferentes Stls de diferentes
PICI (Fig. 5.11).
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Figura 5.9. Alineacién Cluwstal de represores homdlogos a Bovl-Stl de
PICIs de diferentes especies. Los residuos que participan en el
reconocimiento de ADN (resaltado con fondo azul) estdn completamente
conservados. Los elementos estructurales secundarios del dominio HTH se
representan sobre la secuencia y se colorean en azul.

Nuestros resultados, conjuntamente con otros, apoyan esta idea
ya que hemos demostrado que el sustrato dUTP actla como un
inhibidor de la union de Bovl-Stl a las Duts tanto diméricas como
triméricas, con el nucle6tido capaz de actuar como un interruptor de la
represion de la SaPl (Szabo et al., 2014). Ademas, este nuevo
mecanismo de de-represion requiere una dimerizacién débil que
permita la conversién rapida a mondmeros y la consiguiente exposicion
de los residuos involucrados en el reconocimiento de de-represor.
Apoyando este punto, el constructo de Bovl-Stl que incluia los

dominios N-terminal e intermedio (BovI-StIN®"), que es muy similar a
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los represores canonicos de la familia 434 Cro, es monomérico en
solucion. Esto indica que el dominio intermedio tiene una capacidad de
dimerizacion débil que podria atribuirse al alto caracter hidrofilo de la
hélice a5, donde destacan los residuos R74 y H73 que parecen estar
implicados en la dimerizacion de Bovl-Stl. En los represores
candnicos, la hélice a5 es el principal elemento de dimerizacion, pero
en BovI-Stl, la presencia del dominio C-terminal adicional parece ser el
actor principal en la contribucién a la dimerizacion, compensando la
capacidad débil del dominio intermedio. En este sentido parece que el
represor Bovl-Stl ha distribuido su superficie de dimerizacion en
maltiples areas de interaccion débil a lo largo de su superficie de
dimerizacion. Esta estrategia parece equilibrar su actividad como
represor, lo que requiere una organizacion dimérica estable, con su
activacion promiscua que involucra la deteccion de multiples proteinas

inductoras no relacionadas.
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Mimetismo. La elegante estrategia de BovlI-Stl para
interaccionar con las Duts.

Una vez propuesto el modelo de interaccion Bovl-Stl:Dut tras
analizar las areas responsables de esta union, y sobre todo tras el estudio
de Bovl-Stl como una proteina modular, pudimos obtener las
estructuras tridimensionales de los complejos Bovl-Stl:Dut e indagar a
un nivel molecular como se estaba produciendo esta union. El trabajo
realizado indica que los moédulos adquiridos por el represor Stl para
reconocer las Duts objetivo son estructuralmente diferentes. Sin
embargo, la estrategia de reconocimiento parece ser similar, siendo en
ambos casos un mecanismo que imita las interacciones mediadas por el
sustrato, dUTP, permitiendo un mecanismo transitorio de de-represion
mencionado anteriormente. Sin embargo, entre estos dos tipos de
complejos se observan ciertas diferencias: para las Duts triméricas, el
dominio intermedio de Bovl-Stl inserta una hélice en el centro activo,
mientras que para las Duts diméricas, el dominio C-terminal de Bovl-
Stl utiliza un loop altamente flexible que adquiere una conformacién
estable solo cuando ocupa el sitio de union del dUTP. Sin duda estas
estrategias alternativas se deben a las amplias diferencias que presentan
los centros activos de las Duts diméricas y triméricas, impuestas por sus
mecanismos cataliticos alternativos (Hemswoth et al., 2013; Barabas et
al., 2013). Ademas, el dominio C-terminal de Bovl-Stl también agrega
un segundo mecanismo de mimetismo al emular la superficie de
dimerizacion de las Duts diméricas. Este segundo mecanismo de accién
debe estar relacionado con la mayor contribucion del dominio C-
terminal a la dimerizacion del represor Stl, de manera que la rotura de
ambos dimeros y la produccién de un heterodimero Stl-Dut asegure la

de-represion de SaPl.
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Estos resultados coinciden con los anteriormente descritos que
indican que un mutante truncado para los motivos HTH N-terminal y
motivo intermedio de Stl de SaPlbov1 (residuos 176-267; BovI-StI“*")
podria interactuar con las Duts diméricas, pero no con las Duts
triméricas, mientras que un mutante truncado para el extremo C-
terminal (residuos 1-156; BovI-StIN™) podria interactuar con los Duts
triméricas y no con los Duts diméricas. La region HTH N-terminal ha
sido implicada anteriormente en este trabajo en la interaccion con las
Duts triméricas, pero, y aunque implicada, aqui establecemos que los
residuos Y112 e Y113, pertenecientes al dominio intermedio, son los
vitales para esta interaccion. Para las triméricas, se ha establecido un
mecanismo parecido a un mimetismo estructural, donde los anillos de
las tirosinas de la hélice a8 de BovI-Stl se sitlian en el centro activo e
interaccionan con los residuos que estarian interaccionando con el
ligando canonico de la Dut, el dUTP (Tabla 5.2).

Este mecanismo mimético ocurre en todas las Duts triméricas de
las cuales se ha obtenido complejo con el mutante truncado de Bovl-Stl
(BovI-StIN*"). Sin embargo, existen otros puntos de unién como se
observa en sus respectivas tablas de contactos. La variabilidad del
motivo IV en la Dut80a con respecto al resto de Duts mostradas en
complejo con el represor afecta directamente a su afinidad por el mismo
y puede ser la explicacion de por qué el motivo V es un elemento clave
en la formacion del complejo Dut80a:BovI-Stl y solo tiene un efecto
sumatorio en el resto de Duts. Ademas, también se observan nuevos

contactos a través del motivo VI en el complejo Dut$85:Bovl-Stl.
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Tabla 5.2. Sustitucion de residuos en el centro activo tras el mimetismo de
Stl.

Dut®1l | Dut®85 | Dut8Ox duTpP st
Motivos Residuo Elemento estructural | Residuo
20 (ASN
| (ASN) Py 70 (TYR)
64 (ARG) 116 (TYR)
PB
I Pa
65 (SER iri
(SER) Deoxm.bosa 113 (TYR)
Uracilo
66 (GLY) PB
78 (GLY) Uracil -
79 (LYS) Deoxiribosa 112 (TYR)
80 (ILE) Uracilo i
1 Deoxiribosa
81 (ASP) 112 (TYR)
Pa
84 (TYR) Deoxiribosa 109 (GLY)
. 112 (TYR)
Uracilo
89 (GLY) Y113 (TYR)
v 136 (GLN) | 147 (GLN) | 137 (GLN) Pa -

No obstante, a pesar de presentar una nueva bateria de residuos
localizados en zonas donde la Dut¢11 no los presenta, la constante de
afinidad por Bovl-Stl de ambas enzimas se encuentran dentro del
mismo orden de magnitud (Tabla 1.4). Esto podria indicar que, como
ya hemos comentado anteriormente con los mutantes delecionales del
motivo VI, este motivo no es el principal para la union de Bovl-Stl, pero
si proporciona ciertos contactos que aumentan la afinidad por el
represor. Si las interacciones producidas con los residuos pertenecientes
a los cinco motivos cataliticos son suficientes para estabilizar el
complejo, la contribucién del motivo VI puede no jugar un papel vital,
al menos para mediar la de-represion de la isla. Si por el contrario la
afinidad inicial mediada por estos motivos es baja, el motivo VI tendra

un rol mas importante en la formacién de un complejo estable que es
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requerido para desplazar al represor Stl del ADN, como es el caso de la
Dut80a (Tabla 1.1 y Tabla 1.4).

Habiendo identificado los residuos involucrados en la formacion
del complejo Bovl-Stl:Dut y sabiendo que la mayoria estan conservados
en las demas Duts de fagos estafilococicos es posible explicar la
interaccion de Bovl-Stl con Duts de otros organismos como
Mycobacterium tuberculosis (Hirmondo et al., 2015) y la dUTPasa
humana (Nyiri et al., 2018) al conservar los residuos que median la

interaccion con Stl (Fig. 5.12).

Ademas, es posible realizar el mismo analisis a la inversa. Como
se ha comentado previamente, existen diferentes PICIs con proteinas
homologas al represor Stl de SaPlbovl. Algunas de ellas ademas han
sido testadas y se ha confirmado su interaccion con las Duts. Los
residuos responsables de la formacién de complejo Bovl-Stl:Dut, ya
sean triméricas o diméricas, se encuentran parcialmente conservados
entre las diferentes especies estafilocécicas, lo que explica las

variaciones en la afinidad de los mismos frente a las Duts (Fig. 5.13)

La participacion de los residuos cataliticos de las Duts en la
interaccién confirma la relevancia del nucle6tido como regulador del
complejo Bovl-Stl:Dut. Los nucleétidos contribuyen a la sefializacién
celular en todas las formas de vida (Hancock, 2010). Entre otros, el
AMPc y el GTP desempefian funciones fundamentales al controlar un

gran namero de vias celulares en eucariotas (Hancock, 2010).
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Figura 5.10. Alineacion ClustalW de Duts de diferentes especies. La
secuencia de los residuos involucrados en el reconocimiento de las Duts
triméricas (amarillo) se conservan parcialmente entre las diferentes especies.
Los residuos del p-hairpin del motivo VI propuestos en la interaccion se
encuentran marcados en verde.
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-MSELPTHYGTIIKKLRKYMKLTQVEMSRLTGFSONTISNHENGKRNIGVNEIEN
-MSELPTHYGKIIKALRKYFNITQSKLSKKTGFSONTISNHENGKRNIGVNEIET
-MLELPSHYGTIIKTLRKYMKLTQNELSERTGFSQNTISNHENGNRNIGVNEIET

Cod) a5 a6 a7
YGKGLGIPSY-—--—ILHRISDEFKEKGYSPTLNDFGKFDKMYSYVNKAYYNDGDIYYSS
YLNALTVNDFRFSQSTFFEIAEDLKKNGSSVILNNIKLFLKIYEYVTYARNNDSDIYYYH
YAEKLNVSYN————— LIIRFSEDLFENGYSKALDQFQDFQKIYNYFLKAYYNEADIYFYS
— _FILKINDELNNN--NEFLESFHEFLRIYNFVDKAYYKEGDIYFSS
—LILKINDELNNN--NEFLESFHEFLRIYNFVDKAYYKEGDIYFSS
—_LIFKINEEMKNTGQSDTLKNFPAFYKIYQLANKAYLNEGDIYFYS
— _ITLKISEEYDKEGFSKTLENFEEFLKLYNFVSEAYYNDSDIYYYS
_VIHRISDELKEKGYSPTLNDFSKFDKIYNYVKKAYYNESDIYFSS
— _VVHRISDEIKGKGYSPTLNDFSIFDKMYSYVKKAYYNESDIYFSS
YSKGLGVPSY————— VVHRISDEFKEKGYSPTLNDFSKFDKMYSYVRKAYFNEGDIYFSS

DDLDREAIKIFNIILGTKYNEDNITYEFILDIYKQILSIEINKSDPK—
IDEYKETLEILDMLKNSNIDINSVSYEYIKKLCIEILHKNDN

YDKLEEALKIFNLLRETNVDVNNVSYEYVTDLYKQILSNDVNVSKSSTKNIENK---NMP
YDKFEEALKIFNLLRETNVDVNNVSYEYVTDLYKQILSNDVNVSKNSTKNIENK---NMR
YDIFDEALEIYNILKKKGMDVYNIDYDYFLDLYKQLLSKENNVLS——————— KK--—-ED
YDTFDETVEIMNILKQANVDITNVTYDYVLDIYKQILSDDSNYSIKKYGILADKEDLEK—
YDLYDETIKILELLNESKIDISRISYEYVLDLYKQILSGGLNTSIANYETLAKRKRLNEQ
YDLYDETIELLELLKDAKIDVNNVSYEYVLDLYKQILSNSFNKSKTNYETLAKKRKLNDN
YDMYDETIKLLDLLKEAKIDVNDVSYEYVLDLYKQILSNDLDKSTRNYETLAKNRKSNDT

'N--LETHNDRKKALAEIEKLKEESIYLGEKLRLV!
E--PKTHNEIINAIGKTFDLEEQSLELGKLLKDI
AETDKNNINAEALIKEAEILKQKSLKISERLYHY.
LLEDKSNIDKNALITKALQLKETSLELSEKLQHA!
LLEDKSNIDKNALITKALQLKETSLELSEKLQYA!
ESKIKSDKDIENAIEKSRITESKSLITIANKLKQA!
K--YESFEDKEKAYEESFELEKESTIALSKKLKLT
N--LDSHEDRKKALKEIESLKKEAINLGERLQLV.
N--LETHDNRKKALEEIEQLKEEALNIGEKLRLV]
SD--LETHDNRKKALEEIEKLKEETITLGKRLRLV:

YE¥PDRLEHQKKIILEKDTN- 267
EKFPQETREAREYLKSLLKED 256
E DEFIEQFKNCK--- 248
SH DEFIEQIKNSK 256
SH DEFIEQIKNSK-—- 256
F KEFRERIINLKQGD 252
F. QEFRNNLNLK---- 257
N EDHKNFILEKENN- 261
Y EEHRKFILGQENN- 261
Y ETHKNFILEKENN- 261
Figura 5.11. Alineacion ClustalW de SaPlbovl Stl con represores

homologos a Stl de PICIs de diferentes especies.
Auriococcus indicus se incluye como género externo

La secuencia Stl de
dentro de la familia

Staphylococcaceae y Streptococcus pneumoniae que representa una especie
mas alejada del orden de Lactobacillales. Los residuos que participan en el
reconocimiento de ADN (resaltado con fondo azul) estdn completamente
conservados, mientras que los residuos involucrados en el reconocimiento de
las Duts triméricas (amarillo) o diméricas (verde) se conservan parcialmente

entre los represores de Stl.

Los elementos estructurales secundarios se
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DISCUSION

representan sobre la secuencia de Stl de SaPlbovl y se colorean en azul,
amarillo y verde para los dominios de unién a ADN de HTH, medio y C-
terminal, respectivamente.

La alteracion de estos finos mecanismos se asocia con maltiples
enfermedades, incluido el cancer (Etienne-Manneville and Hall, 2002).
Los nucledtidos de sefializacion procariética, como di-AMP ciclico (di-
AMPc), di-GMP ciclico (di-GMPc) y tetra- o pentafosfato de guanosina
((p) ppGpp) contribuyen a la virulencia bacteriana (Corrigan and
Grundling, 2013; Romling et al., 2013; Kalia et al., 2013). Nuestro
grupo, al igual que otros, hemos propuesto que las Duts son moléculas
de sefalizacion, que involucran al dUTP como un segundo mensajero
(Penadés et al., 2013). Proponemos que las Duts que llevan dominios
adicionales tienen proteinas diana con las que interacttian utilizando un
mecanismo de activacion/desactivacion dependiente de dUTP,
controlando asi los procesos celulares clave. La reciente y emocionante
evidencia que utiliza el complejo Bovl-Stl:Dut apoya esta hipotesis. En
este complejo, el dUTP bloquea la interaccién Bovl-Stl:Dut, mientras
que la degradacion del nucledtido hace que las Duts sean capaces de
inducir el ciclo de la SaPl al liberar el centro activo. Por lo tanto, la
importancia biol6gica de las Duts y el dUTP se ha subestimado hasta la
fecha y el concepto de Duts como moléculas sefializadoras,
involucrando a dUTP como un segundo mensajero, representa un
cambio de paradigma que requiere una investigacion profunda. Las
bases moleculares establecidas en este trabajo de tesis apoyan esta
propuesta y ayudarian a comprender muchos sistemas biolégicos, desde

los fagos hasta los eucariotas.
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CONCLUSIONES

1-

El reanalisis del modelo de interaccion entre Duts triméricas de
fagos de S. aureus y el represor Stl de SaPlbovl ha confirmado
el papel de los motivos cataliticos conservados 11, IVy V en la
formacion del complejo Bovl-Stl:Dut trimérica. EI motivo VI,
pese a la variabilidad en su secuencia, adopta la estructura
conservada de un pS-hairpin que ha sido implicado en la
formacion del complejo, actuando en sinergia con el resto de

motivos implicados en el reconocimiento y union del represor.

La resolucion de la estructura tridimensional de los complejos
de Duts triméricas de fagos de S. aureus y Stl de SaPlbovl
muestra como mecanismo molecular de unién el mimetismo
del sustrato por parte del represor, explicando la relacion que
existe entre la actividad enzimatica de la Dut y la de-represora,

y confirmando el papel de segundo mensajero para el dUTP.

Este mecanismo de interaccion es generalizado a todas las Duts
triméricas de fagos de S. aureus como los datos estructurales y
funcionales confirman y explican por qué el represor Stl es un

inhibidor general de Duts triméricas.

El estudio del mutante Dut80a°% confirma el papel del canal
central y la importancia de los efectos epistaticos sobre el
mecanismo molecular de las Duts mediante la correcta
ordenacion del P-loop C-terminal donde esta incluido el motivo

V de la enzima.
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CONCLUSIONES

5-

El represor transcripcional Stl de SaPlbovl es una proteina
multidominio compuesta por tres mddulos con funciones
especificas. Un dominio N-terminal HTH de interaccion con
ADN, un dominio intermedio para la interaccién con Dut
triméricas, y un dominio C-terminal para la interaccion con Dut

diméricas.

La capacidad de la proteina Stl de SaPIbovl de interaccionar
con Duts triméricas y diméricas de fagos estafilocécicos, las
cuales son diferentes en estructura y secuencia, apoya que este
represor ha evolucionado para interaccionar con proteinas no
relacionadas estructuralmente pero que median una misma

funcion.

A pesar de la similitud del dominio HTH N-terminal del
represor Stl de SaPlbovl con otros represores de la familia Cro,
BovlI-Stl dimeriza por el modulo C-terminal, encargado

también de la unién con Duts diméricas.

Gracias a su caracter modular, los represores Stl podrian
evolucionar modificando o reclutando otros dominios con el fin
de aumentar la transferencia de la isla dirigiéndose hacia otras
moléculas de diferentes procesos de los fagos sin necesidad de
alterar el dominio HTH de union a ADN conservado entre

diferentes islas.
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Anexo | (listado de cepas)

Cepa Descripcion Referencia
RN450 NCT;81312’5¢I|1t;r$ ii;agos Laboratorio colaborador
RN4220 Cepa'derivada de RN.45(,) Laboratorio colaborador

defectiva para la restriccén

DH5a Cepa de transformacion Novagene

BL21 Cepa de expresion Novagene

Rosetta 2 Cepa de expresion Novagene
JP5359 BL21 pJP753 Tormo-Mas et al., 2010
JP9351 BL21 pJP1146 Tormo-Mas et al., (2013)

AM1 BL21 pJP1702 Este trabajo

AM2 BL21 pJP1838 Este trabajo

AM3 BL21 pJP1843 Este trabajo

AM4 BL21 pJP1132 Tormo-Mas et al., 2013

AMS5 BL21 pJP1147 Tormo-Mas et al., (2013)

AM6 BL21 pJP1145 Tormo-Mas et al., 2013

AM7 BL21 pJP1562 Frigols et al., 2015

AMS8 BL21 pAM1 Este trabajo

AM9 BL21 pAM?2 Este trabajo
AM10 BL21 pJP666 Tormo-Mas et al., 2010
AM11 BL21 pJP1828 Este trabajo
AM12 BL21 pJP1795 Este trabajo
AM13 BL21 pJP1829 Este trabajo
AM14 BL21 pJP1830 Este trabajo
AM15 BL21 pJP1841 Este trabajo
AM16 BL21 pJP1842 Este trabajo
AM17 pCH1001 Frigols et al., 2015
AM18 - Este trabajo
AM19 - Este trabajo
AM?22 BL21 pJP2040 Donderis et al., (2017)
AM23 BL21 pJP2048 Bowring et al., 2017
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Cepa Descripcion Referencia
AM?24 BL21 pAM3 Este trabajo
AM25 Rosetta 2 pAM4 Este trabajo
AM26 Rosetta 2 pAM5 Este trabajo
AM27 Rosetta 2 pAM6 Este trabajo
AM28 Rosetta 2 pAM7 Invitrogen
AM?29 Rosetta 2 pAMS8 Este trabajo
AM30 Rosetta 2 pAM9 Este trabajo
AM31 Rosetta 2 pAM10 Este trabajo
AM32 Rosetta 2 pAM11 Este trabajo
AM33 Rosetta 2 pAM12 Este trabajo
AM34 Rosetta 2 pAM13 Este trabajo
AM35 Rosetta 2 pAM14 Este trabajo
AM36 Rosetta 2 pAM15 Este trabajo
AM37 Rosetta 2 pAM16 Este trabajo
AM38 Rosetta 2 pAM17 Este trabajo
AM39 Rosetta 2 pAM18 Este trabajo
AMA40 Rosetta 2 pAM19 Este trabajo
AMA41 Rosetta 2 pAM20 Este trabajo
AMA42 Rosetta 2 pAM21 Este trabajo
AMA43 Rosetta 2 pAM22 Este trabajo
AM44 Rosetta 2 pAM23 Este trabajo
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Anexo Il (listado de plasmidos)

Cédigo Dut Gen Plasmido Descripcion Referencia
- - pet28a Vector de expresion His-LIC Novagen
pJP753 dut80a™’ pet28a pET28a-dut80a"’ Tormo-Mas et al., (2010)
pJP1146 dut80a”Y pet28a pET28a-dut80a™" Tormo-Mas et al., (2013)
pJP1702 dut80a™! pet28a pET28a-dut80a™"' Este trabajo
pJP1843 dut80a'V! pet28a pET28a-dut80a V! Este trabajo
pJP1132 80 dut80aP8A pet28a pET28a-dut80a 84 Tormo-Mas et al., (2013)
pJP1145 dut80a®* pet28a pET28a-dut80a"®* Tormo-Mas et al., (2013)
pJP1562 dut8005164s pet28a pET28a-dut80a®164 Frigols et al., (2015)
pAM1 dut80016>A pet28a pET28a-dut80ae* Este trabajo
pAM2 dut80aP%E pet28a pET28a-dut80a %%t Este trabajo
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Cédigo Dut Gen Plasmido Descripcion Referencia
pJP666 dutp11WT pet28a pET28a-dutp11V’ Tormo-Mas et al., (2010)
pJP1828 dutd11®V pet28a pET28a-dutp 112V Este trabajo
pJP1795 dutp112V pet28a pET28a-dutp 112V Este trabajo
pJP1829 | 11 dutp114V2Y pet28a pET28a-dutp114V-AY Este trabajo
pJP1830 dutp11°VFIesA pet28a pET28a-dutp114V-F16eA Este trabajo
pJP1841 dutd11oVH-veoa pet28a pET28a-dutgp114V-ve0a Este trabajo
pJP1842 dutd11'Veoe pet28a pET28a-dutgp11'V80 Este trabajo
pCH1001 dutdp8sWT pet28a pET28a-dut$p85W" Frigols et al., (2015)
- ¢85 dut$h85~Y pet28a pET28a-duth85~Y Este trabajo
- dut$p8s-V! pet28a pET28a-duth 852" Este trabajo
pJP2040 | ¢DI dutpDIVT pet28a pET28a-dutdpDIWT Donderis et al., (2017)
pJP2048 | $011| dutpO11WT pet28a pET28a-dut$p011"’ Bowring et al., (2017)
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Cédigo Gen Plasmido Descripcion Referencia

- - PETNKI 1.10 | Vector de expresion His-SUMO3-LIC NKI Protein Facility
PAM3 st"T | pETNKI 1.10 PETNKI 1.10-st" Este trabajo
pAM4 stV | pETNKI 1.10 PETNKI 1.10-stINter Este trabajo
pAMS stINterH73C 1 BETNKI 1.10 PETNKI 1.10-st|NterH73¢ Este trabajo

- - PETNKI 1.1 Vector de expresion His-LIC NKI Protein Facility
pAM6 st|cter PETNKI 1.1 PETNKI 1.1-stIcter Este trabajo

- - pLICSGC1 Vector de expresion His-LIC Invitrogen
pAM7 st|R22A pLICSGC1 pLICSGC1-st|R??A Este trabajo
pAMS st|Q29A pLICSGC1 pLICSGC1-st|%A Este trabajo
pAM9 st|>*4A pLICSGC1 pLICSGC1-st[**4 Este trabajo
pAM10 stIN4>A pLICSGC1 pLICSGC1-st|NA Este trabajo
pAM11 st|F47A pLICSGC1 pLICSGC1-st|®47A Este trabajo
pAM12 st|N48A pLICSGC1 pLICSGC1-st|N48A Este trabajo
pAM13 st[R>1A pLICSGC1 pLICSGC1-st|?51A Este trabajo
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Cédigo Gen Plasmido Descripcion Referencia
pAM14 st|H73¢ pLICSGC1 pLICSGC1-st|"73¢ Este trabajo
pAM15 st|R74A pLICSGC1 pLICSGC1-st|?74* Este trabajo
pAM16 st|Y112A pLICSGC1 pLICSGC1-st|'112A Este trabajo
pAM17 st[Y1134 pLICSGC1 pLICSGC1-st|Y113A Este trabajo
pAM18 st|YYAA pLICSGC1 pLICSGC1-st|Y112AY113A Este trabajo
pAM19 st[Y116A pLICSGC1 pLICSGC1-st|Y116A Este trabajo
pAM20 st[Y2344 pLICSGC1 pLICSGC1-st|Y23%A Este trabajo
pAM21 st|YH-AD pLICSGC1 pLICSGC1-st|HAP Este trabajo
pAM22 Y pLICSGC1 pLICSGC1-st|®6%S Este trabajo
pAM23 st|H188c PETNKI 1.1 PETNKI 1.1-st|H188¢ Este trabajo
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Anexo lll (listado de oligonucledtidos)

Plasmido Oligonucleétidos Secuencia (5'-3')
pAM1 80a_F165A_Fw AGAAAAAGGCGCAGGAAGTAGCGGAG
80a_F165A_Rv CCACGTTCTGAAACACTTTC
AM?2 80a_D95E_Fw TATCAAGAATGAGCATGAAGATG
80a_D95E_Rv TTAATCCCTAAATTGCCATG
DAM3 StI-M1SUMO-Fw CCAGCAGCAGACGGGAGGTATGGAAGGAGCTGGTCAAATGGCAG
StI-N267SUMO-Rv GGCGGCGGAGCCCGTTAATTAGTGTCTTTTTCAAGTATGATTTTTITTTG
pAMA Stl_Nter_STOP_Fw CACTGATACATAA AAATCAATAATAAATTACG
Stl_Nter_STOP_Rv GAAAGGATTTGTTTGTACAAC
DAMS Stl_NterH73C_Fw TATATTCTATGCAGAATATCAGATGAGTTTAAAGAAAAAG
Stl_NterH73C_Rv CTGGGTATACCTAAACCTTTAC
DAMG FwStl1-8_K175-N267 CAGGGACCCGGTAAAAAAAGAGAAGTAACAATAGAAG
RvStIpETNKI1-8 CGAGGAGAAGCCCGGTTAATTAGTGTCTTTTTCAAGTATG
pAM7 a Stl_OFA_Fw TACTTCCAATCCATGATGGAAGGAGCTGGTCAAATG
pAM 19 Stl_OFA_Rv TATCCACCTTTACTGTCATTAATTAGTGTCTTTTTCAAGTATG
0AM20 2 SaPlbov1-orf20-102m TACTTCCAATCCATGATGGAAGGAGCTGGTCAAATGGC
DAM22 SaPlbov1-orf20-103c TATCCACCTTTACTGTTAATTAGTGTCTTTTTCAAGTATG
Estos plasmidos fueron utilizados utilizando los mismos oligonucleétidos pero diferentes moldes de ADN
bAM23 Stl_H188C_Fw TGGTGAATTTTGCGAAAAATATTTAAAACTATTATTC
Stl_H188C_Rv ATTTCTTCTATTGTTACTTCTC
N/A Stl_ADN_BR1 (5’-AAACATATTCTCACCTCCTCG-3?)
StI_ADN_BR2 (5’-TAAATCCTGTCCTTTCACTCAA-3’)
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