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Resumen

“Estudio estructura funcién del activador transcripcional SdrP de Thermus
thermophilus”

La transcripcion es un proceso altamente regulado que ocurre en todos los
organismos vivos. En Thermus thermophilus, una de las proteinas encargadas de
regular este proceso es la proteina dependiente de la fase estacionaria (SdrP, por
sus siglas en inglés). SArP es miembro de la familia CRP/FNR, es homdlogo
estructural de la proteina activadora por catabolito (CAP) con un RMSD de 2.7 A
CAP y SdrP reconocen secuencias de DNA practicamente idénticas. Sin embargo,
SdrP no requiere ser activada para reconocer su sitio de union en el DNA. En el
caso de SdrP, se han reportado las secuencias de DNA que reconoce, los genes
que activa e incluso se ha resuelto su estructura tridimensional en ausencia de
ligandos. No obstante aun no se ha descrito el mecanismo por el cual SdrP
reconoce e interacciona con su sitio de unién en el DNA. En este trabajo se
purifico a SdrP como proteina recombinate en Escherichia coli. Con la proteina
pura, se analizé su capacidad de reconocer una secuencia consenso de DNA de
38 pb, utilizando un ensayo de movilidad seguido por cromatografia de exclusién
molecular. Se analizé su estabilidad térmica en presencia y ausencia de trehalosa,
monitoreando la fluorescencia intrinseca de la proteina y la fluorescencia de la
molécula acido 8-anilino-1-naftaleno sulfonico (ANS). Se realizaron ensayos de
cristalizacion del complejo SdrP:DNAgsg, utilizando la técnica de difusion de vapor
en gota sentada. Con los cristales obtenidos, se realizaron experimentos
preliminares de difraccidon de rayos X. Los resultados de estabilidad térmica,
muestran que SdrP sigue un proceso de desnaturalizacion de tres estados. Los
ensayos de movilidad seguidos por filtracion en gel, demuestran que la proteina
SdrP reconoce y se une al fragmento de DNA de 38 pb formando el complejo
SdrP:DNA. Con este complejo, se obtuvieron cristales en 11 condiciones
diferentes, de los cuales, uno de ellos difracta aproximadamente a 15 A.

PALABRAS CLAVE. CAP, SdrP, Desnaturalizacion térmica, Cristalizacion, Factor
de transcripcion.
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Abstract

“Structure and function characterization of SdrP protein from Thermus

thermophilus”

Transcription is a highly regulated process that takes place in all living organisms.
In the thermophilic bacteria Thermus thermophilus, one of the proteins that
regulate this process is the Stationary Phase Dependent Regulatory Protein
(SdrP). SdrP is a member of the CRP/FNR transcription factor family; SdrP has
23% of amino acid sequence identity and a RMSD of 2.7 A with the Catabolite-
Activated-Protein (CAP), which is the best-known member of the family. CAP and
SdrP recognize practically the same DNA sequence, nevertheless, SdrP doesn't
need to be activated to recognize its binding site on the DNA. For SdrP, it has been
reported the DNA sequences that recognizes, the genes that activates and the
crystal structure without ligands. However, the mechanism by which SdrP
recognizes and interacts with the DNA has not been described. In this work SdrP
was purified as recombinant protein in Escherichia coli. With the purified protein,
we analyzed the ability of SdrP to bind a 38 pb consensus-DNA sequence, through
a mobility shift assay, using size exclusion chromatography. The thermal stability
was analyzed with and without trehalose, by monitoring the intrinsic fluorescence
of the protein and the fluorescence of the molecule 8-anilin-1-naftalene sulfonic
acid (ANS). The crystallization assay of the complex SdrP:DNA was setup by the
sitting drop vapor diffusion technique. With the obtained crystals, preliminary X-ray
diffraction experiments were performed. The thermal stability results show the
denaturation process of SdrP follows a three state model. The mobility shift assay
followed by gel filtration shows that SdrP protein recognizes and binds to the 38 bp
DNA sequence, allowing us to get the SdrP:DNA complex. Crystals of the complex
were obtained in eleven different conditions, one of them diffracted at 15 A.

KEY WORDS. CAP, SdrP, Crystallization, Thermal denaturation.
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Introduccién

La transcripcion es un proceso fundamental en la expresion génica en los seres
Vivos y es un proceso altamente regulado. En bacterias, se conocen alrededor de
2,000 promotores a los que la RNAP se une con mayor o menor frecuencia. Esta
interaccion depende de la secuencia de nucleétidos de estas regiones. Este tipo
de regulacion es estatica y para abordar esta situacion las bacterias utilizan
elementos en trans. A este elemento se le denomina factor de transcripciéon (FT).
Los factores de transcripcidon, son proteinas que reconocen secuencias
especificas de DNA, tienen la capacidad de regular la expresiéon de mas de un gen
y pueden actuar bajo el influjo de estimulos fisicos o quimicos (Lee y col., 2012).

El control de la expresion génica por factores de transcripcion, ocurre cuando el
FT reconoce y se une a una secuencia de DNA. En este sentido, los FT se pueden
dividir en “reguladores positivos”, cuando activan la transcripcién al reclutar la
maquinaria transcripcional una vez unidos a su secuencia promotora y en
‘reguladores negativos”, que por el contrario, impiden la union de la maquinaria
transcripcional al unirse a una secuencia de DNA especifica. Dentro de los
factores que regulan la interaccion entre el DNA y el FT se puede mencionar la
identidad de la secuencia de DNA, la concentracién del FT y la unién de ligandos a
los FT permitiendo su interaccion con el DNA (Lee y col., 2012).

En bacterias se han identificado diversas familias de factores de transcripcion,
algunas de estas son Lacl, AraC, LysR, OmpR y CRP/FNR (Browning y col.,
2004). La familia CRP/FNR comprende alrededor de 369 proteinas, que en su
mayoria actiuan como activadores transcripcionales en presencia de un catabolito.
De forma general, estos FT regulan genes involucrados en el metabolismo de
carbohidratos, virulencia, germinacion y desarrollo morfologico. Estructuralmente,
la principal caracteristica de esta familia, es la presencia de un dominio N-terminal
de union a catabolito (CBD) y un dominio C-terminal de union a DNA (DBD). El
cAMP, el NO, el 2-oxoglutarato, el cGMP, el [4Fe-4S]** y el CO han sido
reportados como catabolitos afines al CBD de la familia CRP/FNR (Akyol y col.,
2009, Leey col., 2012).



La proteina activadora por catabolito (CAP) de Escherichia coli, también conocida
como proteina represora por catabolito (CRP) es probablemente el representante
mejor caracterizado de esta familia. CAP actua en funcion de los niveles de
glucosa en el medio, cuando los niveles de glucosa disminuyen, la concentracion
de cAMP aumenta, interaccionando especificamente con el dominio de unién a
catabolito de CAP. El cAMP es el regulador alostérico de CAP que promueve la
transicion de un estado “off” (inactivo) a un estado “on” (activado) (Popovych y
col., 2009).

Este FT se aisl6 por primera vez en 1970 por Emmer y col., quienes estimaron que
la constante de disociacion (Kp) de CAP por cAMP esta en el rango de 1-10 uM.
Se han identificado dos especies predominantes de CAP en el medio intracelular,
estas son apo-CAP y CAP-(cAMP),. La especie apo-CAP es incapaz de unirse al
DNA de manera especifica, mientras que la especie CAP-(cCAMP), presenta una
alta afinidad por secuencias especificas de DNA (Bostford y col., 1992). Al
comparar la estructura tridimensional de la forma apo-CAP contra las estructuras
tridimensionales de CAP-(cAMP), y CAP-(cAMP),-DNA, se observa que en apo-
CAP la hélice-F gira 60° y presenta una translacion aproximada de 7 A con
respecto a su posicion en las estructuras CAP-(cAMP), y CAP-(cAMP),-DNA. Este
cambio conformacional evita que apo-CAP pueda interaccionar y reconocer su
sitio en el DNA (Popovych y col., 2009, Figura 1Ay 1B). La posicién de la hélice-F
que se observa en las estructuras CAP-(cAMP), y CAP-(cAMP),-DNA es
estabilizada por interacciones en las que participan los residuos Val126-Phe136.
Estos residuos presentan una transicion “coil-to-helix” desencadenada por la union
de cAMP. De esta forma, los residuos Val126-Phe136 forman parte de la hélice-C
(residuos 110-136) en las estructuras CAP-(cAMP), y CAP-(CAMP),-DNA,
mientras que en la estructura de apo-CAP los residuos Val126-Phe136 no
presentan estructura secundaria, observandose una hélice-C mas corta (residuos
110-125) (Figura 2A-C, Popovych y col., 2009).

En 1989, Ebright y col. analizaron todas las secuencias reportadas a las que se
une CAP. A partir de este analisis se disefio una secuencia consenso de 22 pb: 5°-
AAATGTGATCTAGATCACATTT-3". Asi mismo, se determiné que la Kp de CAP



por esta secuencia es de 4.2x107'° M, observandose que CAP es 450 veces mas
afin por la secuencia consenso que por la secuencia del promotor lac. En otros
trabajos se ha descrito que la interaccion de CAP con el DNA ocurre mediante dos
mecanismos que se conocen como ‘lectura directa” y “lectura indirecta”. La
formacion del complejo CAP:DNA promueve que el DNA se pliegue sobre CAP
formando un angulo de 80-90° (Lawson y col., 2004, Passner y col., 2000, Napoli y
col., 2006).

En la bacteria termofilica Thermus thermophilus, se han descrito cuatro marcos de
lectura abiertos (ORF) que codifican para proteinas pertenecientes a la familia
CRP/FNR: TTHA1359, TTHA1437, TTHB099, TTHA1567. La proteina que codifica
el gen TTHA1437, es conocida como CRP y es homodloga estructural y funcional
de CAP, mientras que el gen TTHA1359 codifica la proteina conocida como
“Proteina Reguladora Dependiente de la Fase Estacionaria”’(SdrP) (Oshima e
Imahori 1974, Agari y col.,, 2008). SdrP, regula genes involucrados en el
metabolismo de nutrientes, control del estado redox, poliadenilacion del mRNA vy
reparacion de DNA. Este FT se expresa durante la fase estacionaria de
crecimiento a 70°C y bajo condiciones de estrés oxidativo. Bacterias de T.
thermophilus carentes del gen TTHA1359 presentan crecimiento deficiente y son
mas susceptibles al estrés oxidativo (Agari y col., 2008, Agari y col., 2010).

SdrP es un homodimero de subunidades idénticas de 202 residuos de
aminoacidos cada una. El dominio CBD comprende los residuos 1-82 y esta
formado por ocho hojas-3 con topologia “jelly roll” y una a-hélice posicionada entre
las laminas B6 y B7. EI dominio DBD se localiza en la regiéon C-terminal,
comprende los residuos 83-202 y esta formado por cuatro a-hélices y cuatro
hojas-B. El motivo “hélice-giro-hélice” de unién a DNA esta formado por la hélice-
a4 Y la hélice-ae. La hélice-a, conecta a los dominios N y C-terminal y forma la
interfaz de dimerizacion de SdrP (Figura 3A, Agari y col., 2008).

La caracteristica mas importante de SdrP con respecto a la familia CRP/FNR, es
que ha sido descrita como un factor de transcripcion que no requiere de un
modulador alostérico, encontrandose de forma permanente en una conformacién

“activada”. Esto se confirmé mediante el analisis de la estructura cristalografica de



la forma apo-SdrP, en la que se observan dos caracteristicas particulares. Una de
ellas es que SdrP en la posicion equivalente al sitio de union a cAMP observado
en CAP se encuentran residuos de cadena lateral grande como Arg50, Glu60,
Glu61, Tyr70 y Tyr170, por lo que la cavidad observada en CAP no existe en
SdrP. La otra evidencia cristalografica, es con relacion a la posicion de la hélice-E
de SdrP. La hélice equivalente a la hélice-E en CAP es la hélice-F, la hélice-E de
SdrP se encuentra en la misma posicién que la hélice-F en la estructura del
complejo CAP:DNA, por lo que se concluye que SdrP se encuentra
permanentemente en el estado “activado”. Esto concuerda con la capacidad que
tiene SdrP de activar la transcripcién en ausencia de cAMP o de 2-oxoglutarato
(Figura 3B-D, Agari y col., 2008).

El interés de nuestro laboratorio consiste en describir el mecanismo de interaccion
molecular entre SdrP y el DNA durante la formacion del complejo SdrP:DNA,
determinando la estructura tridimensional del complejo por cristalografia de
proteinas. Para ello, el objetivo principal de este trabajo fue el de iniciar las
pruebas de cristalizacion del complejo SdrP:DNA, obtener cristales del complejo y
realizar una caracterizacion preliminar por difraccion de rayos-X. Adicionalmente,
se realizaron experimentos de desnaturalizacién térmica de SdrP, monitoreados
por fluorescencia intrinseca de tirosinas o utilizando un fluoroéforo exégeno, el

acido 8-anilino-1-naftaleno sulfénico (ANS).



Metodologia

Clonacién de SdrP en el vector de expresion pET28-PPS

El gen sintético de SdrP optimizado para su expresion en E. coli se adquirid
clonado en el vector pGOV4 a la empresa Gene Oracle Inc. Para subclonar el gen
en el vector de expresion pET28-PPS, se utilizaron las endonucleasas de
restriccion Hindlll y Ndel (New England Biolabs). 0.3 ug de la construccion pGov4-
SdrP se trataron con 10 unidades de enzima Hindlll en 17 pl de amortiguador
NEB2 1X (NaCl 50 mM, TrisHCI 10 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1mM) con H,O libre
de nucleasas (H2Opgpc). La reaccion de digestion se llevo a cabo durante 3 horas
a una temperatura de 37°C. Terminado el tiempo, se adicionaron 4 unidades de la
enzima Ndel y se ajusto el volumen a 20 pl, la muestra se incubd a la misma
temperatura por 12 horas adicionales, posteriormente se inactivo la reaccion por
choque térmico a 65 °C por 10 minutos. El inserté de 700 pb, se purificod a partir de
un gel de agarosa utilizando el kit "QlAquick gel extraction". El producto de la
digestion purificado, se ligé en el vector de expresion pET28-PPS utilizando la
enzima T4 DNA ligasa, usando una relacion molar 1:3 vector/inserto. 0.05 pg de
vector, 0.15 ug de inserto, 1 ul de T4 DNA ligasa, en un volumen final de 10 pl de
amortiguador de ligacién 1X, se incubaron 2 horas a 37 °C seguidos de 12 horas a
16 °C, la reaccion se inactivo incubando a 65 °C por 20 min.

Se utilizaron 2 yl de la reaccion de ligacion para transformar células de E. Coli
DHb5-alfa competentes preparadas por el método de cloruro de calcio mediante
choque térmico. 50 ul de células competentes se descongelaron durante 5 min en
hielo, se afadieron 2 yl o menos de 0.01 ug de DNA y se incubaron por 20 min en
hielo, posteriormente se sometié a choque térmico en un bafo seco a 42 °C
durante 45 segundos y se incubaron 2 min en hielo. Se afiadieron 500 ul de medio
liquido Luria-Bertani (LB) y se incubaron 45 minutos a 37 °C. Al finalizar el tiempo,
se centrifugd la muestra a 2000 rpm, el pellet se resuspendié en 100 ul de medio
Luria-Bertani con Kanamicina a una concentracion de 50 ug/ml (LBkan) Yy se
sembraron en agar LByan. Las colonias transformantes se analizaron mediante

PCR de colonia utilizando la polimerasa HsTaq DNAy, y los oligos T7 Fwd: 5'-



TAATACGACTCACTATAGGG-3" y T7 Rev: 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGGTG-
3°. Para las colonias positivas, se aislé el DNA plasmidico segun el protocolo del
kit de purificacion de DNA Miniprep de Qiagen. La identidad del inserto se
determind por secuenciacion en el laboratorio nacional de biotecnologia ambiental
y médica (LANBAMA). Todas las muestras de DNA se analizaron mediante

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%.

Expresion de la proteina SdrP recombinante

Se transformaron células de E.coli Bl21-star competentes con 1-2 ul de la
construccion pET28-PPS-SdrP mediante choque térmico, de acuerdo al protocolo
descrito en la seccion precedente. A partir de una colonia, se creci¢ un pre-inoculo
de 50 ml en medio liquido LBkan, @ 37°C por 12-16 h a 190 rpm. El pre-inoculo se
utilizé para inocular 1L de medio LBya, fresco haciendo una dilucién 1:50, el cual
se incubo6 a 37 °C y 190 rpm hasta alcanzar una densidad optica (DOgoo) de 0.6-
0.7. La induccion de la expresion de la proteina se realizdé con isopropil B-D-1-
thiogalactopiranosido (IPTG) a una concentracion final de 1mM. La expresion de
SdrP se realizé a dos temperaturas, a 37 °C durante 4 hy a 18 °C por 18 h. El
cultivo celular se centrifugd a 12000 rpm por 10 minutos a 4 °C, el botén de células
o “pellet” se almacend a -20 °C hasta su uso. La expresion de la proteina se
analiz6 por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 15 % al tiempo

cero de la induccion y al tiempo final del cultivo (4 y 16 h).

Purificacion de la proteina SdrP

El pellet de células de un litro de cultivo se resuspendié en 30 ml de amortiguador
de lisis (AL: NaCl 300 mM, Tris HCI pH: 8 50mM, Imidazol 10 mM). La biomasa
resuspendida, se sonico usando cuatro amplitudes: 30%, 35%, 40% y 45%, por 9
ciclos de 30 s de sonicado y 35 s de descanso en hielo. El producto del sonicado
se centrifugd a 12000 rpm durante 10 min y se recupero el sobrenadante.

Cromatografia de afinidad a niquel (IMAC). El sobrenadante se inyect6 a una
columna de Ni-NTA; cromatografia de afinidad a niquel, previamente equilibrada
con 5 volumenes de columna (CV) de AL. Se recolecto el frente y se lavd con 3
CV de AL. Posteriormente, se realizaron tres lavados con 5 CV del amortiguador

6



de lavado Ala (NaCl 300mM, Tris HCI pH8 50mM) suplementado con
concentraciones crecientes de imidazol, Ala1 imidazol 10 mM, Ala2 imidazol 20
mM y Ala3 imidazol 50 mM. La elucion se realiz6 con un gradiente escalonado
usando 5 CV del amortiguador de eluciéon 1 (AE1, NaCl 300 mM, Tris HCI pH: 8 50
mM, Imidazol 100 mM) y el amortiguador de elucién 2 (AE 2: NaCl 300 mM, Tris
HCI pH: 8 50 mM, Imidazol 200 mM). Las muestras de cada paso se analizaron
por electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%. Las fracciones
donde se encontré una banda de = 24 kDa correspondiente a SdrP se colectaron,
se juntaron y se desalaron con una columna PD10 (GE Healthcare) en el
amortiguador AD (EDTA 2 mM, Tris-HCI pH:8 20 mM).

Cromatografia de intercambio iénico. Se inyectaron 20-30 ml de proteina
filtrada (0.22 uym) y desalada en amortiguador AD, a una concentracién de 1.2
mg/ml a una columna HiTrap Q HP de cromatografia de intercambio idnico,
previamente equilibrada con amortiguador AD. La muestra se recuperd, con un
gradiente lineal de 0 a 50% de amortiguador AB en 20 CV totales (AB, NaCl 1 M,
Tris-HCIlpH:8 20mM, EDTA 2mM), se recolectaron fracciones de 3 ml con un flujo
constante de 2 ml/min. Cada pico de elusion detectado por absorbancia a 280 nm
se analizd por electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%. Las
fracciones que contenian la proteina se juntaron y se concentraron por
ultrafiltracion a 2 ml (Vivaspin Turbo 10 kDa, Sartorius). La cromatografia de
intercambio io6nico y la de exclusidon molecular se realizaron en un equipo AKTA-
FPLC (GE Healthcare). La concentracion de proteina se cuantificé utilizando el
método de Bratford (Bradford M. Marion, 1976).

Cromatografia de exclusion molecular. Se inyectaron 0.5 ml de muestra filtrada
(0.22 ym) a una columna de exclusién molecular Superdex 75 10/300 GL (GE
Healthcare), equilibrada en el amortiguador AC (AC, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM,
Tris HCI pH: 8 20 mM). Se colectaron fracciones de 1 ml a un flujo de 0.8 ml/min
en modo isocratico con el amortiguador AC, el volumen de la corrida fue de 1.5
CV. Las fracciones se analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida al
15%, aquellas que contenian a la proteina se juntaron y se concentraron por

ultrafiltracién (Vivaspin Turbo 10 kDa, Sartorius) hasta alcanzar una concentracién



de 10-20 mg/ml. La proteina se guardd en alicuotas de 500 pl a 4 °C. El
rendimiento de proteina purificada por el litro de cultivo fue de 20-30 mg. la
concentracion de proteina se determiné utilizando el coeficiente de extincién molar
tedrico de SdrP (8940 M cm™).

Preparacion de DNA duplex de 38 pb para ensayos de cristalizacion y movilidad.

Se disefaron y adquirieron los siguientes oligonucleétidos, uno de 17 bases o
17mer con la secuencia 5'- ATTTCGAAAATTGTGAT y otro de 21 bases o 21mer
con la secuencia 5'- CTAGATCACAATTTTCGAAAT. El ensamble de estos dos
oligonucledtidos permite obtener la siguiente secuencia palindromica de doble
cadena:

5-ATTTCGAAAATTGTGAT|CTAG ATCACAATTTTCGAAAT-3'
3'-TAAAGCTTTTAACACTA GATC|TAGTGTTAAAAGCTTTA-5'

La reaccién de ensamble o "annealing" del DNA de 38 pares de bases (DNAgzg) se
llevé a cabo en un termociclador Bio-Rad. Se utilizé6 un gradiente de temperatura
de 90 a 20 °C, variando la temperatura cada 2 °C e incubando 2 min en cada

punto. La concentracion final del DNA3g fue de 0.2 mM.

Ensayo de movilidad del complejo SdrP:DNA3g

El ensayo de movilidad se realizd en el cromatografo de alta presion AKTA,
utilizando una columna Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare). Se realizaron
tres corridas independientes que correspondieron a:

1) 0.5 ml de proteina SdrP a una concentracién de 0.02 mM

2) 0.5 ml del DNA3s a una concentraciéon de 0.02 mM

3) 0.5 ml del complejo SdrP:DNA3s a una concentracion de 0.02 mM. El complejo
SdrP:DNA3s se formé mezclando 0.25 ml de DNA3sg 0.04 mM con 0.25 ml de SdrP
0.04 mM e incubando por 30 minutos a temperatura ambiente.

Las condiciones de corrida fueron las mismas para todas las muestras, flujo de 0.8
ml/min, con fracciones de 1ml. Estas ultimas se analizaron por electroforesis en
gel de agarosa al 4% para la muestra de DNA3g y de gel de poliacrilamida al 15%

para las muestras de SdrP y el complejo SdrP:DNAss.



Desnaturalizacion térmica de SdrP seguida por fluorescencia intrinseca

Un mililitro 1 yM de SdrP pura en amortiguador AC, se desnaturalizé con un
gradiente de temperatura de 5 a 80 °C en intervalos de 2°C, la muestra se incubd
por 10 min en cada punto. Se midi6 la fluorescencia intrinseca por triplicado con
un espectrofluorometro Shimadzu RT-5301, se registraron espectros de 281 a 500
nm utilizando una longitud de excitacion de 276 nm. De los datos obtenidos se
selecciond la intensidad de fluorescencia maxima (~304 nm) y se grafico el
incremento de fluorescencia con respecto al blanco en funcion de la temperatura.
Los datos obtenidos se ajustaron con la ecuacion doble de Boltzmann utilizando el
programa Origin Lab. La desnaturalizacién térmica se realiz6 en ausencia y

presencia de trehalosa 0.8M.

Analisis de la estabilidad térmica de SdrP utilizando ANS

El analisis con ANS se realizé en un espectrofluorometro Shimadzu RT-1503. 1 mli
1 uM de SdrP en el amortiguador AC, se titulé con una solucion stock de ANS 10
MM en alicuotas de 2 yl hasta alcanzar la saturacién a 5, 34 y 70 °C. La muestra
se incub6é 10 minutos a cada temperatura, se homogenizé por inversion y se
volvié a incubar 1 min antes de medir la fluorescencia. La longitud de excitacion
fue de 370 nm, se registré la emision de fluorescencia de 400 nm a 600 nm. De
los datos obtenidos, se seleccioné la intensidad maxima (512 nm), se resto el

blanco y los datos se graficaron en funcién de la concentracion de ANS.

Cristalizacion del complejo SdrP-DNA;;

El complejo SdrP:DNAgzg preparado en una proporcién 1:1.2 se concentré hasta
0.3-0.4 mM. Con este complejo se montaron gotas 1:1 complejo:precipitante
usando la técnica de difusidon de vapor en gota sentada con placas de 24 pozos
Intelli-Plates (ArtRobbins Instruments). El volumen de la gota de cristalizacion fue
de 2 pl, mientras que el volumen en el pozo del precipitante fue de 300 ul. se
exploraron 98 condiciones de cristalizacion, las cuales corresponden a los kits de
cristalizacion Crystal Screen y Crystal Screen 2 de Hampton Research.
Adicionalmente, se prepararon y probaron doce condiciones disefiadas a partir de



soluciones reportadas en las que cristaliza el complejo CAP-DNA (Tabla S1). Las
placas se incubaron a una temperatura de 16 °C y se observaron periddicamente
con un microscopio estereoscoépico (Motic SMZ-168). Aquellas condiciones en las
que se formaron cristales se volvieron a montar, variando la relacion

complejo:precipitante a 1:1, 2:1 y 1:2.

Caracterizacion preliminar de los cristales del complejo SdrP:DNA;s por

difraccion de rayos-X.

Los cristales utilizados en los experimentos de difraccion fueron incubados por 10-
15 segundos en una solucion crio-protectora que contenia 30% de PEG400
preparada con la solucion precipitante donde crecié el cristal. Posteriormente, los
cristales se montaron en asas o “loops” de nylon de 0.1-0.2 mm y se colocaron
directamente en el generador de rayos-X bajo el flujo continuo de nitrégeno liquido
a 100 K. El método utilizado para la caracterizacion preliminar de los cristales fue
el método de rotacion. Para cada cristal se tomaron dos oscilaciones a 0° y 90°
con 1° de rotacion. El tiempo de exposicion fue de 5 min para cada una. La
distancia entre el detector y el cristal se fijo a 100 mm y se utilizé una longitud de
onda de 1.542 A. Las imagenes se analizaron con el programa d*TREK (Rigaku)
utilizando el modo manual, se selecciond el grupo espacial con mayor simetria y
menor penalizacion. Estos experimentos se realizaron con un generador de rayos
X de anodo rotatorio MicroMax 007 y un detector de area R-AXIS IV++ (Rigaku),

en el Instituto de Quimica de la UNAM.
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Resultados y discusion

Clonacién del gen sintético de SdrP y expresién de la proteina SdrP

recombinante.

El gen sintético de SdrP, contenido en el vector de clonacion pGOV4, estaba
flanqueado por los sitios de corte para las enzimas Ndel y Hindlll. La presencia de
estos sitios, permitio aislar el fragmento de 700 pb correspondientes a SdrP (Fig.
4A). El gen se subclono en el vector pET28-PPS y se utilizé para transformar
células DH5-alfa. Se seleccionaron de 20 a 30 colonias capaces de crecer en
medio de cultivo con antibiético y se analizaron mediante PCR de colonia. En la
figura 4B, se observa el gel de agarosa que muestra las bandas correspondientes
a las colonias positivas, todas las bandas se encuentran en un peso aproximado
de 700 pb. Una vez que habiamos identificado clonas con el inserto que
correspondia al tamano esperado para el gen de SdrP, se seleccionaron dos
muestras que fueron secuenciadas en el laboratorio nacional LANBAMA. La
secuencia que se obtuvo confirmoé la presencia del gen que codifica para SdrP en
el marco de lectura correcto, el vector se guardé como pET28-PPS_SdrP.

En la figura 5 se observa una imagen del analisis por electroforesis en geles de
poliacrilamida de la expresion de SdrP a 37 y 18 °C. Los carriles 2 y 4
corresponden a la muestra tomada al tiempo cero para 37 °C y 18 °C
respectivamente, es decir, previo a la induccion con IPTG. En los carriles 3y 5 se
observa el patron de proteinas que se obtuvo a partir de las muestras tomadas a
las 4 horas a 37 °C y a las 18 horas a 18 °C, posterior a la induccion. Al comparar
el patrén de proteinas entre To-T4y To-T1s, S€ puede observar la expresion de la
proteina SdrP que aparece como una banda de alta intensidad con peso molecular
por encima de los 20 kDa (~ 22 kDa). Es interesante mencionar que, las células
Bl21-Star transformadas con la construccién pET28-PPS_SdrP tardan entre 7 y 8
horas en alcanzar una D.O.gy0 de 0.6-0.8. Otras proteinas en nuestro laboratorio
expresadas en el mismo sistema por lo regular demoran 4 horas en llegar a esta
misma D.O.g00. Esto puede deberse a que bajo estas condiciones experimentales
tenemos una expresion basal de SdrP en ausencia de IPTG. Lo cual altera la
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expresion de los promotores activados por CAP. Una posible solucién a este
problema es utilizar cepas BI21(DE3)pLys, las cuales expresan la lisozima T7 que

suprime la expresiéon basal de proteinas antes de la induccion.

Purificacion de la proteina SdrP recombinante

Se establecidé un protocolo de purificacion en tres etapas por cromatografia liquida,
que incluyen como primer pasé cromatografia de afinidad a niquel (IMAC),
seguida de cromatografia de intercambio iénico y finalmente cromatografia de
filtracion en gel.

Purificacion por IMAC. Como se puede observar en la figura 6A, en los carriles 2
y 3 se observa que la banda de proteina que corresponde al peso molecular de
SdrP se encuentra en la fraccion soluble del sobrenadante, en los carriles 4-10 se
pueden observar los lavados con los amortiguadores Ala1, Ala2 y Ala3. En la
figura 6B, los carriles 3-9, representan la elucion de SdrP con los amortiguadores
AE1 y AE2. Como se puede observar SdrP comienza a eluir con 100 mM de
imidazol y se observa que con 300 mM de imidazol SdrP deja de interaccionar con
la resina de niquel. La eficiencia de este paso de purificacion demuestra que el
fragmento de 6 histidinas de SdrP se encuentra expuesto al solvente y que puede
interactuar con la resina. El analisis densitométrico de los geles, muestra que la
pureza de SdrP en este punto de la purificaciéon, es mayor a 90%.

Cromatografia de intercambio idnico. En la figura 7, se esquematizan los
resultados de la purificacion por cromatografia de intercambio anidnico. En la
grafica de la figura 7A, en negro se representan las unidades de mili absorbancia
(mAU) a 280 nm en funcién del volumen de elucion de la muestra de SdrP. En
rojo, se muestra el gradiente de concentracion de NaCl en funcién del volumen de
elucién. El pico mas alto del cromatograma, corresponde a las fracciones 26-32,
con un volumen de elucién entre 120 ml y 140 ml. Asi mismo, podemos observar
que el inicio del pico corresponde a una concentracién aproximada de 250 mM de
NaCl. En la figura 7B, las bandas en los carriles 2, 3 y 4, corresponden a la
fraccién 28, 29 y 30. Asi mismo el peso de la banda, corresponde con el peso

molecular de SdrP.
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Cromatografia de exclusion molecular. En la figura 8, se representan los
resultados obtenidos en la ultima etapa de purificacion, que corresponde a la
cromatografia de filtracién en gel. En la figura 8A, se pueden observar dos picos,
el pico mas grande abarca las fracciones 10, 11 y 12 y el pico mas pequefio se
encontraba en la fraccién 16. Comparando estos datos con la curva de calibracion
de la columna, utilizando los siguientes marcadores de peso molecular 1.35, 17,
44, 158 y 650 kDa, identificamos a las fracciones 10-13 con un peso molecular
aproximado de 44 kDa. Por lo tanto, se analizaron las muestras de las fracciones
10, 11, 12 para determinar la presencia de SdrP. En la figura 8B, se pueden
observar las bandas que corresponden a las fracciones 10, 11y 12 (carriles 3, 4 y
5 respectivamente) que corresponden al peso molecular de SdrP (22 kDa del
monomero) lo cual a su vez corresponde con el peso calculado a partir del pico
maximo de elusion, que es de 44 kDa (dimero). Después de concentrar la muestra
la pureza calculada por densitometria fue cercana al 100% (Fig. 8B, carril 6). El
rendimiento obtenido de proteina pura utilizando este protocolo de purificacion fue

de 22 mg por cada litro de cultivo.

Ensayo de movilidad del complejo SdrP:DNA;s

La primer pregunta que abordamos fue si SdrP producida a partir de un gen
sintético como proteina recombinante en E. coli era capaz de unirse y reconocer
su sitio de union en el DNA. Para abordar esta pregunta, primero se disefio una
secuencia consenso, palindrémica, de 38 pb (Fig. 9A). Esta secuencia fue
disefiada considerando la secuencia consenso reportada por Agari en el 2008,
mientras que la longitud del DNA se disefio tomando como base las estructuras
reportadas del complejo CAP:DNA a mejor resolucion (Napoli y col., 2006). Para
analizar de manera cualitativa la interaccion SdrP con el DNA, se establecié un
protocolo de movilidad del complejo SdrP-DNAsg en una columna de exclusion
molecular Superdex200.

El experimento consistio en determinar la movilidad del complejo SdrP-DNA3s con
respecto a SdrP y al DNA de 38 pb. En la figura 9B, la grafica representa las
unidades de mAU de SdrP-DNA3s (verde), DNA3s (azul) y SdrP (rojo) en funcidn
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del volumen de elucién. Como se puede observar en la figura 9B, en la curva
verde las fracciones 13-14 corresponden al complejo SdrP-DNAsg, con un peso
molecular aproximado de 94 kDa. La curva azul correspondiente al DNA3g abarca
las fracciones 15-17 y corresponden a un peso molecular de 27 kDa, mientras que
la curva roja con las fracciones 14-16, donde se encuentra SdrP, corresponden a
un peso molecular de 44 kDa. El corrimiento hacia el eje de las ordenadas en la
curva de color verde indica que el peso molecular de la muestra SdrP-DNA3s es
mayor que el de SdrP y el DNA3s solos. Con estos datos podemos concluir que
SdrP es capaz de unirse a la secuencia consenso de DNA3g y que el complejo
SdrP:DNA es suficientemente estable como para ser purificado por cromatografia
de exclusion molecular. Estos resultados concuerdan con los reportados por Agari
y colaboradores en el 2008, donde demuestran que SdrP es capaz de activar la
transcripcion sin necesidad de un efector alostérico, es decir, que SdrP se

encuentra siempre en una conformacién “activada’.

Caracterizacion de la estabilidad térmica de SdrP

La caracterizacion de la estabilidad térmica de SdrP se realizd6 con muestras
purificadas por dos protocolos distintos. Uno de ellos corresponde al protocolo
reportado por Agari y colaboradores en el 2008, mientras que el segundo
corresponde a la metodologia reportada en este trabajo. La principal diferencia
consiste en que Agari y colaboradores utilizan en las primeras etapas de
purificacion un choque térmico de 70°C por 10 minutos como paso previo a la
cromatografia liquida en columna.

El perfil de desnaturalizacién térmica de SdrP purificada con choque térmico
(ScCt) se puede observar en la figura 10A. La grafica representa el cambio de la
intensidad de fluorescencia a 304 nm en funcion de la temperatura. Los datos
fueron ajustados a la ecuacion de Boltzman obteniéndose una Tm de 35.6 °C +/-
0.32. Sin embargo, como puede observarse en la figura 10A, el ajuste de los datos
no es bueno en el rango de 280-300 K y aparentemente no se alcanza la
saturacién del sistema. Analizando estos resultados y considerando que en un

experimento tipico de desnaturalizacion térmica o con agentes desnaturalizantes
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uno espera obtener un comportamiento sigmoideo (Lara-Gonzalez 2014). Se
decidié repetir este analisis en presencia de un agente estabilizador de la
estructura cuaternaria de las proteinas, en nuestro caso se utilizo trehalosa (Jai y
Rajiv 2003, Nishant e Ipsita 2008). El perfil de desnaturalizacién térmica de una
muestra de SdrP purificada en las mismas condiciones que el caso anterior pero
en presencia de 0.8M de trehalosa, se puede observar en la figura 10B. En este
caso es evidente que los datos describen dos curvas sigmoideas por lo que fueron
ajustados a una ecuacion doble de Boltzman y se calcularon dos valores de Tm
que corresponden a la transicién observada para cada sigmoide, con una Tml de
21.2 °C +/- 0.45 y una Tm2 de 46 °C +/- 0.74. El hecho de que durante la
desnaturalizacion térmica se observen dos transiciones indica que probablemente
se trata de un proceso de desnaturalizacion térmica en tres estados. En nuestro
caso, al tratarse de una proteina dimérica, el proceso de desnaturalizacién podria
incluir la siguiente transicién: dimero plegado -> monoémero plegado -> mondmero
desplegado.

Con los resultados anteriores nos preguntamos si la inestabilidad observada en
SdrP podia deberse al choque térmico que se usa durante el proceso de
purificacion propuesto por Agari y colaboradores en 2008. Para ello analizamos
una muestra de SdrP purificada sin choque térmico, es decir utilizando el protocolo
descrito en este trabajo. En la figura 11 se puede observar el perfil de
desnaturalizacion térmica de SdrP purificada sin choque térmico y sin trehalosa
(SsCt), los datos fueron ajustados a la ecuacién doble de Boltzman obteniéndose
una Tml de 13.73 °C +/- 0.3 y una Tm2 de 43.49 °C +/- 0.49. Estos resultados
apoyan un modelo de desnaturalizacion térmica en tres estados. Sin embargo aun
queda pendiente el experimento de desnaturalizacion térmica de SdrP purificada
sin choque térmico en presencia de trehalosa 0.8 M. Puesto que como se observa
en la figura 11, los datos no muestran de forma clara las dos sigmoides que se
observan en presencia de trehalosa (Figura 10B).

Continuando con la caracterizacién de SdrP en relacion al posible proceso de
desnaturalizacion térmica en tres estados que como se propuso anteriormente

podria incluir dimero plegado -> mondmero plegado -> mondémero desplegado.
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Analizamos la fluorescencia del ANS en presencia de SdrP a tres temperaturas 5,
34 y 70 °C. El ANS interacciona preferentemente con las regiones hidrofébicas de
las proteinas y cuando se encuentra unido a estas regiones hidrofobicas y es
excitado, su fluorescencia aumenta significativamente. Debido a esto, el ANS se
utiliza como un reactivo para seguir el proceso de desnaturalizacion térmica de
proteinas por ejemplo en experimentos de tipo termofluor (Matulis D. y col., 2005).
En la figura 12 se puede observar la intensidad de fluorescencia en funcion de la
concentracion de ANS a las tres temperaturas utilizadas. De acuerdo a nuestro
modelo y en relacion con los resultados de la figura 10B, a 5 °C podriamos tener a
SdrP como dimero y en concordancia con esto la fluorescencia de ANS en
comparacion con las otras dos temperaturas es practicamente nula. De acuerdo a
nuestro modelo, a 34 °C tenemos el mondmero plegado, en este caso el ANS
podria interaccionar con las regiones hidrofobicas de la interface de dimerizacién
expuestas al solvente y como consecuencia tenemos un aumento en la
fluorescencia de ANS, como se observa en la curva roja de la figura 12.
Finalmente, a 70 °C y de acuerdo con la Tm2 calculada de 42-44 °C tendriamos
presente la forma desplegada del monémero y con ello una exposicion significativa
de regiones hidrofdbicas al solvente. Los datos en negro de la figura 12
concuerdan con nuestro modelo observandose un incremento notable de la
fluorescencia de ANS. Sin embargo, aunque estos datos apoyan nuestro modelo
de desnaturalizacion térmica en tres estados, necesitamos realizar experimentos
adicionales que nos permitan identificar a cada una de las especies observadas en
los estados de transicion. Uno de estos experimentos podria ser un analisis de
dispersion dinamica de luz de SdrP a las mismas temperaturas utilizadas con
ANS. Podriamos diferenciar facilmente el peso molecular en solucion del dimero

(44 kDa) y el monémero (22 kDa) para confirmar nuestro modelo.
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Cristalizacion y difraccion por rayos X del complejo SdrP-DNA;s
Cristalizaciéon

Los ensayos de cristalizacion se realizaron empleando la técnica de difusion de
vapor en gota sentada a 16 °C. Después de 2-3 semanas de incubacion, 11 de las
96 condiciones de cristalizacion presentaron cristales (Tabla 1). En base a
propiedades como el tamafo y la forma/definicion del cristal, se seleccioné la
condicion CS17 como la condicion que produce los mejores cristales, esta
condicion contiene sulfato de litio 0.2 M, Tris-HCI 0.1 M, pH 8.5 y 30% de
polietilenglicol 4000 como precipitante. Otra condicion en la cual también se
producen cristales de buena calidad es la condicion CS25 (Tabla 1). Ambas
condiciones se utilizaron para producir mas cristales con un lote diferente de
complejo SdrP:DNA3sg, con el objetivo de observar reproducibilidad y contar con
suficientes cristales para experimentos de difraccion. Para ello, se prepararon
experimentos de cristalizacion usando diferentes proporciones del complejo
SdrP:DNA3s con respecto del precipitante y un rango de concentracion del
complejo SdrP:DNAss por arriba y por debajo de la concentracion usada en el
experimento inicial (0.2 mM, 0.4 mM y 0.6 mM), estos cristales crecieron en los
siguientes 3-4 dias. Adicionalmente, se incluyo un control negativo en el cual se
usé unicamente el amortiguador empleado en la preparacién del complejo
SdrP:DNAss. Esto, con el objetivo de descartar la posibilidad de que los cristales
que crecen en esta condicion fueran de alguna sal y no de proteina. En la figura
13A se puede observar una de las condiciones en las que se obtuvieron cristales
(CS22, Tabla 1).

Experimentos preliminares de difraccion de rayos-X

Como se menciona en la seccion de la metodologia los cristales fueron incubados
por 10-30 segundos en una solucién crio-protectora como paso previo a los
experimentos de difraccion. Esta etapa fue necesaria puesto que el experimento
se realiza a 100 K (-173 °C) con el objetivo de reducir al minimo lo que se conoce
como dafo por radiacidon. La principal ventaja de trabajar a esta temperatura es

que se puede colectar una serie de datos completos a partir de un solo cristal. Es
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por eso que actualmente de forma rutinaria la coleccién de datos de difraccion se
hace a esa temperatura tanto en equipos de difraccion de anodo rotatorio, tubo
sellado y en fuentes sincrotron. Sin embargo, es necesario tener un agente crio-
protector para evitar que se formen cristales de agua, puesto que estos difractan y
forman anillos de difraccion a 2.67 y 3.67 A, superponiéndose a la difraccion
correspondiente a la proteina de interés (Garman 2010). Dependiendo de la
solucion precipitante en la que crece el cristal, es posible utilizar diferentes
agentes crio-protectores, entre los mas comunes se puede mencionar el glicerol a
una concentracion final de 20-25%, pero también se puede usar PEG de bajo peso
molecular, MPD, etilen glicol, alcoholes, aceites e incluso sales (Garman E. y col
2003). En nuestro caso utilizamos como agente crio-protector PEG400 a una
concentracion final de 25-30% con lo que conseguimos obtener un estado vitreo
alrededor del cristal.

Los cristales analizados por difraccion de rayos X fueron los que crecieron en las
condiciones CS22, CS41 y CS45 (Tabla 1). Es importante resaltar que los cristales
producidos en las condiciones CS17 y CS25 que morfolégicamente fueron los
mejores, no han sido sometidos a este analisis. Para la coleccién de datos se
utilizé el método de rotacion, que es el método que se utiliza de forma rutinaria.
Este consiste, en colectar los datos de difraccion mientras el cristal es rotado en
pequefios incrementos, usualmente de 0.1° y hasta 2° (Rupp 2010). En nuestro
caso para cada cristal analizado se tomaron 2 imagenes u oscilaciones con 1° de
rotacién, a 0° y a 90° de distancia. De las tres condiciones analizadas hasta la
fecha, los mejores resultados que hemos obtenido fueron con los cristales de la
condicion CS45. A pesar de que estos cristales difractan a baja resolucion, el
analisis de estos datos con el paquete d*TREK nos permitié asignar un grupo
espacial provisional P4,242 y una celda con las dimensiones a=54, b=54 y c=147
(Figura 13B). Las condiciones encontradas hasta ahora deben ser optimizadas
para poder obtener cristales que difracten a alta resolucién (1.5 a 3 A). Por
ejemplo, se puede hacer un analisis minucioso al rededor de la condicion CS45
variando el pH, la concentracion del precipitante o probando aditivos (sales, iones,

detergentes). Alternativamente los cristales que ya tenemos podrian someterse a
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un proceso de deshidratacion (McPherson y col.,, 2011., Newman 2005). Sin
embargo, con la informacion que tenemos hasta ahora podemos concluir lo
siguiente. Los cristales que obtenemos al menos en el caso de la condicion CS45
y las condiciones CS17 y CS25 son cristales de proteina. La primera observacion
experimental que sustenta esta conclusion son los experimentos de cristalizacion
utilizando como control negativo el mismo amortiguador que se utilizé en la
formacion del complejo SdrP:DNAss. En todos los casos el control negativo no
formo cristales. Ademas, los cristales producidos en las condiciones CS17 y CS25
son extremadamente fragiles y se disuelven con el movimiento y con la
manipulacion directa bajo el microscopio, esto es tipico de cristales de proteina.
Sin embargo, la mejor evidencia de que se tratan de cristales de proteina se
observan en la figura 13-B. En la figura se pueden observar que todas las
intensidades colectadas, se encuentran a baja resolucion. Por el contrario, un
cristal de sal presenta muy pocas intensidades y normalmente éstas se
encuentran a mediana y muy alta resolucion. Mas aun, el tamafo de la celda
calculado es muy grande para una sal que contiene pocos atomos. En este caso
se puede hacer la siguiente estimacion. Si consideramos un volumen promedio
por residuo de aminodacido de 140 A3 y un volumen promedio para cada base
nitrogenada, pentosa y grupo fosfato del DNA de 314.3 A® (Nadassy y col. 2001,
Pommie y col. 2004), el volumen del complejo SdrP:DNA3s es aproximadamente
de 80,446.8 A3. El volumen de la celda calculada con las dimensiones a=54, b=54
y c=147 A es de 428,652 A3. Por lo que en este volumen podrian acomodarse dos
complejos de SdrP:DNA3s ocupando 38% del volumen de la celda, el 62% restante
estaria ocupado por solvente. Estos datos concuerdan perfectamente con la
mayoria de los casos reportados en el PDB donde se observa un rango de 40-
78% de contenido de solvente (Rupp 2010).
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Conclusion

En este trabajo, logramos obtener la proteina SdrP recombinante pura, utilizando
el gen sintético de SdrP, el cual se subclono eficientemente en el vector de
expresion pET28-PPS obteniendo asi la construccion pET28-PPS_SdrP. Las
condiciones establecidas en nuestro protocolo de purificacion nos permite obtener
un rendimiento de proteina pura de 22 mg por litro de cultivo. En estas condiciones
es posible concentrar nuestra muestra de proteina hasta 15-20 mg/ml.

A través del analisis de movilidad por cromatografia de exclusién molecular del
complejo SdrP-DNAgzg, pudimos determinar que la proteina SdrP purificada por
choque térmico, es funcional. Al comparar el patron de elucién del complejo, con
las muestras de SdrP sin DNA y de DNAsg sin SdrP, pudimos determinar que SdrP
es capaz de reconocer y unirse a esta secuencia consenso de 38 pb,
permitiéndonos obtener el complejo SdrP:DNAss. EI complejo es estable y puede
ser purificado por cromatografia de exclusion molecular.

El analisis preliminar de la desnaturalizacion térmica de SdrP indica que la
proteina pasa del estado nativo al estado desnaturalizado a través de un
intermediario que se puede detectar experimentalmente. Probablemente, los tres
estados que observamos corresponden al dimero plegado -> mondémero plegado -
> mondmero desplegado. A partir de estos datos, se estimaron dos valores de Tm
para la muestra SdrP purificada sin choque térmico, 13.6 y 44.2 °C.

Tenemos una condicion de cristalizacion para el complejo SdrP:DNAss, que
produce cristales capaces de difractar a 10-15 A. Estos cristales son de proteina,

pertenecen al grupo espacial P41242 y tienen una celda de a=54, b= 54 y c=147 A.
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Tablas y figuras

Tabla 1. Condiciones de cristalizacion del complejo SdrP:DNA;g

En la siguiente tabla se enmarcan las condiciones donde se observo la formacion de

cristales del complejo SArP:DNAgs.

No. Condicion Origen

1 | Citrato de sodio tribasico dihidratado 0.2 M Cristal screen, condiciéon 5
HEPES sodiopH 7.50.1 M
(+/-)-2-Metil-2,4-pentadiol 30% v/v

2 | Cacodilato trihidratado de sodio pH 6.5 0.1 M Cristal screen, condicion 7
Acetato de sodio trihidratado 1.4 M + PEG400

3 | Sulfato de litio monohidratado 0.2 M Cristal screen, condicion 17
Tris-HCI, pH 8.5 0.1M
Polietilenglicol 4000 30% v/v

4 | Acetato de sodio trihidratado 0.2 M Cristal screen, condicion 22
Tris-HCI, pH 8.50.1 M
Polietilenglicol 4000 30% v/v

5 | Cacodilato trihidratado de sodio pH 6.5 0.1 M Cristal screen, condicion 25
Acetato de sodio trihidratado 1.4 M
6 | HEPES sodio, pH7.50.1 M Cristal screen, condicion 29

Tartrato de sodio potasico tetrahidratado 0.8M

7 | Acetato de sodio trihidratado pH 4.6 0.1 M Cristal screen, condicion 34
Formato de sodio 2M

8 | Tris-HCI, pH8.50.1 M Cristal screen, condicion 48
Fosfato de amonio monobasico 2 M

9 | Citrato de sodio tribasico dihidratado pH 5.6 0.1M Cristal screen 2, condicién 17
Tert-butanol 35% v/v

10 | HEPES sodio 0.1M Cristal screen, condicion 41
2-propanol 10% v/v
PEG 4000 20% w/v

11 | Acetato dihidratado de zinc 0.2 M Cristal screen, condicion 45
Cacodilato trihidratado de sodio 0.1M
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A)

B)

Figura 1. Estructura terciaria de CAP

A) La estructura del dimero de CAP se representa como flechas y tubos. Las hélices-a
representadas como cilindros y las laminas- como flechas. De color magenta la region
N-terminal, en color cian la regién C-terminal. En verde se representan las moléculas de
cAMP unidas al sitio de union de cAMP (Passner y col., 2000). B) Superposicion del
dominio de unién a DNA (DBD) de apo-CAP (anaranjado) y CAP-cAMP; (azul) (Harman
2001), sefalando el giro de 60° de las hélices-F en ambas conformaciones (Popovych y
col., 2009).
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A) B) C)

Figura 2. Interacciones intermoleculares determinantes en el cambio

conformacional de CAP en presencia de cAMP

A) Estado inactivo: “Off” de CAP. En gris se muestran los dominios CBD y DBD. En verde
los residuos Thr127 y Ser128, involucrados en la interaccion directa con cAMP. En
anaranjado las hélices-F en posicion “off”. B) Estado activado: “ON” de CAP en presencia
de cAMP. En verde los residuos Thr127 y Ser128 forman puentes de hidrogeno con cAMP
provocando la formacién de la transicion “coil-to-helix”. Asi mismo, en anaranjado las
hélices-F se encuentran posicionadas 60° respecto a su posicion original, estado “on”. C)
El cambio conformacional que provoca la transicion del estado “off” al estado “on”, permite

a CAP interactuar con el surco mayor del DNA (Popovych y col. 2009).
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A) B)

C)
D)

Figura 3. Alineamiento estructural de los CBD, DBD e interfaz de unién del
dimero de CAP y SdrP

A) Estructura terciaria de SdrP, muestra la posicién de sus estructuras secundarias, en
cyan se presenta la region de dimerizacion. B) Alineamiento estructural del sitio de unién
a catabolito de CAP (verde) y SdrP (cyan). C) Alineamiento estructural de la hélice-F de
CAP y de la hélice-E de SdrP. D) Superposicion de la region Val126-Phe136 de apo-CAP
(anaranjado) y CAP-(cAMP), (azul). El alineamiento estructural y manipulacién de las

estructuras se realizé con el softwear Chimera.
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A) B)

Figura 4. Digestiéon y clonacion del gen sintético de SdrP

A) Digestion de la construccion pGOV4-SdrP. Se observan dos bandas, una de 4 kb
(superior) correspondiente al vector pGOV4 y una banda de 700 pb correspondiente a
SdrP (inferior). El analisis se realizé en geles de agarosa al 0.8 %. B) Analisis por PCR de
colonia del gen sintético de SdrP. Las bandas de los carriles 1-6 representan el producto
de PCR correspondiente al inserto clonado en el vector pET28, el analisis se realizé a en

un gel de agarosa al 0.8%. Se utiliz6 como control positivo el vector pET19 (carril (+)).
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Figura 5. Ensayo de expresioén de la proteina SdrP recombinante

Gel de poliacrilamida al 15%. Se muestra el andlisis del ensayo de expresion de la
proteina SdrP en el tiempo 0 y 4 horas después de la induccion para 37 °C (carriles 2 y 3).
En el tiempo 0 y a las 18 horas para 18 °C (carriles 4 y 5). La induccion se realizé a una

concentracion 1 mM de IPTG.
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A)

B)

Figura 6. Primera etapa de Purificacion (IMAC)

A) Muestras de la primera y segunda etapa de purificacion. El pellet del sonicado (So,), el
sobrenadante del sonicado (Sog) y fraccion del lavado de la columna Ni-NTA con 10 mM y
20 mM de imidazol (Lvy;). B) Muestras de la elucion de SdrP de la columna Ni-NTA (Ely;).
La muestra fue eluida con 100 mM y 300 mM de imidazol. El analisis se realizé por

electroforesis en gel de poliacrilamida al 15%.
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A)

B)

Figura 7. Segunda etapa de purificacion (intercambio iénico)

A) Cromatograma de la purificacién por intercambio i6nico. Se esquematizan los picos
correspondientes a la elucién de SdrP (negro) y el aumento de la concentracion de Buffer
B en porcentaje (rojo). B) Gel de poliacrilamida al 15%. Muestras de las fracciones

correspondientes al pico maximo (120 ml-140 ml).
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A)

B)

Figura 8. Tercera etapa de purificaciéon (exclusion molecular)

A) Esquema cromatografico que representa el pico de elusion por cromatografia de
exclusion molecular de la proteina SdrP (verde). B) Gel de poliacrilamida al 15%.
Representa las fracciones correspondientes al pico maximo de la figura 5A, carriles 2, 3,

4,5 (F09, F10, F11) y el concentrado de las tres fracciones ([SdrP]).
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A)
5'-ATTTCGAAAATTGTGAT | CTAG ATCACAATTTTCGAAAT-3'
3'-TAAAGCTTTTAACACTA GATC| TAGTGTTAAAAGCTTTA-5'

B)

Figura 9. Analisis de la interaccion entre SdrP y su secuencia consenso de DNA

A) Secuencia de 38 pb disefiada para realizar el analisis de la formacion del complejo
SdrP-DNAgs. B) Esquema cromatografico del ensayo de movilidad del complejo SdrP-
DNA;s. Se esquematizan la muestra de SdrP-DNA;s (verde), SdrP (guinda) y DNAgssg
(azul), obtenidos por cromatografia de exclusion molecular en una columna Superdex
200. El analisis de las fracciones correspondientes a los picos maximos de cada
cromatograma se realizé en geles de poliacrilamida al 15% para las proteinas y gel de

agarosa al 4% para el DNA.
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A)

B)

Figura 10. Desnaturalizacion térmica de la muestra ScCt de SdrP

A) Curva de desnaturalizacion de la muestra ScCt en ausencia de trehalosa. B) Curva de

desnaturalizacion de la muestra ScCt en presencia de trehalosa 0.8 M.
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Figura 11. Desnaturalizacion térmica de la muestra SsCt de SdrP

Grafica de la desnaturalizacion térmica de SsCt. Los datos del incremento en la

fluorescencia fueron ajustados matematicamente con la ecuacién doble de Boltzmann.
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Figura 12. Analisis de la desnaturalizacion de SsCt en presencia de ANS

Seguimiento de la desnaturalizacion de SdrP utilizando ANS. Grafica de la
desnaturalizacion térmica de SdrP seguida por ANS. Se representa las curvas
correspondientes a la titulacion de SdrP con ANS a 5 °C (verde), 34 °C (rojo) y 70 °C

(negro).
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A)

B)

Figura 13. Ensayo de cristalizacion del complejo SdrP-DNA

A) Cristal del complejo SdrP-DNA;s obtenido con el kit Cristal Screen HR2-110 (Hampton
research), en la condicion 0.1M de cocadilato de sodio trihidratado pH.- 6.5y 1.4 M de
acetato de sodio trihidratado. B) Patron de difraccion del complejo SdrP-DNA;s.
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