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Resumen

Analisis estructural y funcional de la proteina Clp de Xanthomonas
axonopodis pv. citri

Clp (Crp-like protein) es un regulador de la expresion de factores de virulencia en
la bacteria gram negativa Xanthomonas axonopodis pv. citri, fitopatdgeno
causante del cancer de los citricos y de gran importancia econémica. Este factor
de transcripcion pertenece a la familia CRP/FNR presentando 45% de identidad de
secuencia con CAP (por sus siglas del inglés Catabolite Activator Protein), sin
embargo es unico en su clase por dos cuestiones. En primer lugar es capaz de
unirse al ADN sin necesidad de unirse a su ligando, y esta union a ligando solo
provoca su inhibicion. Ademas el ligando que une es c-di-GMP, a diferencia de la
mayoria de los integrantes de la familia que unen AMPc como es el caso de CAP.
Nuestro objetivo es resolver la estructura tridimensional del complejo Clp-ADN.
Para esto se expres6 Clp en la cepa BL21 (DE3) Star de Echerichia Coli,
induciendo la expresion de la proteina con 0.4 mM de IPTG a 28 °C durante 16
horas tras un choque frio de 2 horas. La purificacion se realizd6 mediante tres
pasos cromatograficos, IMAC, intercambio idnico y por ultimo exclusion molecular.
El proceso tuvo un rendimiento final de 0.6 mg/litro de cultivo. La proteina Clp
recombinante obtenida presentd actividad biolégica evaluada por un ensayo de
movilidad monitoreado mediante exclusion molecular, mostrandose que el tiempo
de retencion del complejo Clp-ADN disminuye (10 mL = 197242 Da) con respecto
al ADN solo (11.8 ml = 65493 Da). Por analisis de Thermofluor se observé que el
cloruro de sodio, el glicerol, el cloruro de litio y el acido glutamico aumentaron la
estabilidad térmica de Clp.

PALABRAS CLAVE: Clp, CAP, factores de transcripcion, c-di-GMP, proteina-ADN
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Abstract

Structural and functional analysis of the Clp protein of Xanthomonas
axonopodis pv. citri
The Crp-like protein (Clp) is a global regulator of the expression of virulence factors
in gram negative bacteria Xanthomonas axonopodis pv. citri. phytopathogen that
causes citrus cancer, which is economically important. This factor belongs to the
CRP / FNR family and presents 45% of sequence similarity with Catabolite
Activator Protein (CAP). However it is unique in its class for two reasons: first, it is
able to bind DNA without binding to its ligand, and the ligand binding causes
inhibition. Furthermore, the binding ligand is c¢-di-GMP, unlike most family
members, such as CAP, that bind cAMP. Our goal is to solve the three-
dimensional structure of Clp-DNA complex. Clp was expressed in the BL21 (DE3)
Star Escherichia coli strain, inducing protein expression with IPTG 0.4 mM at 28 °C
for 16 hours after a cold shock for 2 hours. Purification was performed by three
chromatographic steps, IMAC, ion exchange and lastly molecular exclusion. The
process had a final yield of 0.6 mg / liter of culture. Recombinant Clp obtained
presented biological activity evaluated by size-exclusion mobility shift assay,
showing that the retention time of the Clp-DNA complex decreases (10mL =
197,242 Da) compared to DNA alone (11.8ml=65,493Da). Sodium chloride,

glycerol, lithium chloride and glutamic acid increased the thermal stability of Clp.

KEYWORDS: Clp, CAP, transcription factors, c-di-GMP.
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Introduccion

Las bacterias patogénicas gram negativas pertenecientes al género Xanthomonas
causan dafnos severos en algunos cultivos vegetales alrededor de todo el mundo,
y muestran gran especificidad patégeno-hospedero (Boch and Bonas, 2010). Entre
estas se encuentran Xanthomonas spp., incluyendo Xanthomonas campestris pv.
Campestris (Xcc), Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) (syn. Xanthomonas
citri, Xanthomonas campestris pv. citri o Xanthomonas citri subsp. citri) (Cubero
and Graham, 2002). Xac causa cancer citrico, una enfermedad que afecta las
diferentes especies comerciales de citricos alrededor del mundo ocasionando
pérdidas millonarias.

El Factor Sefnal Difusible (DSF por sus siglas del inglés Difusible Signal Factor),
acido cis-11-metil-2 dodecanoico, media la virulencia en Xanthomonas spp. Las
sefales mediadas por DSF regulan la expresién de al menos 165 genes
involucrados en diversas funciones (Y. W. He et al., 2007). En el caso particular de
Clp, un estudio comprob6 que una delecion en el gen que codifica para el DSF, o
cualquiera de los genes que codifican para proteinas involucradas en su cascada
de senalizacion, provoca una disminucion de 1.5 a 1.8 veces de la tasa de
transcripcion de Clp (Y.-M. Hsiao et al., 2005). El sistema de quérum sensing (QS
del inglés Quorum Sensing) media la cascada de sefalizacion de este factor
(Zhang, 2010). En Xcc, al igual que en los organismos que presentan este
mecanismo, mediante QS se detecta un umbral de densidad bacteriana y esto
conlleva a la expresion de los genes de virulencia. En condiciones de baja

densidad bacteriana, el receptor de DSF se encuentra formando un complejo con
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la sintasa de este factor e inhibiéndola, pero a alta densidad bacteriana ocurre un
cambio conformacional en este receptor que libera a la sintasa que es capaz
entonces de sintetizar mas DSF (He and Zhang, 2008). (Figura Sumplementaria
1). La relacion entre el QS y el DSF involucra también a varios genes rpf (del
inglés regulation pathogenicity factors). En la sintesis del DSF interviene una
enoil-CoA hidratasa que esta codificada por el gen rpfF, mientras que RpfC y RpfG
constituyen dos elementos reguladores (Y.-W. He et al., 2007). RpfC detecta al
DSF y fosforila a RpfG, el cual es una fosfodiesterasa del c-di-GMP (por sus siglas
del inglés de ciclic diguanosil monophosphate), que al ser escindido libera GMP
(Rott et al., 2013).

La molécula de c-di-GMP, considerado como segundo mensajero (Romling et al.,
2013), es una molécula sefial implicada en la regulacion de varias funciones en
bacterias, incluyendo biosintesis de celulosa (Weinhouse et al., 1997), motilidad
bacteriana (Simm et al., 2004), formacion de biopeliculas (Hickman et al., 2005) y
produccion de factores de virulencia extracelulares (Ryan et al., 2006). Existen
diversos tipos de efectores que estan regulados por esta molécula, entre los que
se encuentran PilZ,PelD, FleQ,PleD,LapD (Zhang, 2010), y mas recientemente
descubierto Clp (Lu et al., 2012). Clp es muy afin por el dinucledtido (KD = (1.61+
0.22) x 107 M). Esta unién provoca la inhibicion de la unién de Clp con el ADN
(Hsiao et al.,, 2008; Leduc and Roberts, 2009), por lo que el dinucledtido se
considera un regulador negativo de la transcripcién de los genes de virulencia,
conllevando a una evidente disminucion de la virulencia de la bacteria (Tao et al.,

2010).



Clp (por sus siglas del inglés Crp like protein) es un factor de transcripcion
presente en Xanthomonas spp. Se ha observado en varios estudios que la
delecion del gen clp, que codifica para la proteina del mismo nombre, provoca
alteraciones en la virulencia de Xanthomonas campestris pv. Campestris
(Xcc).(Akimoto-Tomiyama et al., 2014). Segun Hsiao y colaboradores en 2005 una
delecion de clp provoca una disminucion del 82%, 65% y 82% en la produccién de
proteasa, celulasa y exopolisacaridos respectivamente, los cuales constituyen
factores de virulencia de estas bacterias (Y. M. Hsiao et al.,, 2005). Se han
identificado 299 genes que son regulados por Clp en Xcc, de ellos 260 de manera
positiva y 39 negativamente, los cuales se encuentran involucrados en varias
funciones: sintesis de exopolisacaridos (EPS), resistencia a farmacos vy
desintoxicacién, sintesis del flagelo y motilidad, reacciones hipersensibles,
patogenicidad, captacion de hierro, metabolismo de proteinas, ciclo del TCA,
respiracion, componentes de membrana, transportadores, metabolismo de acidos
grasos y proteinas hipotéticas (Y. W. He et al., 2007).

Clp es un factor de transcripcion de la familia CRP/FNR. Esta comprende
alrededor de 369 proteinas, que en su mayoria actian como activadores
transcripcionales en presencia de un catabolito, aunque existen ejemplos también
de algunos que no necesitan ser activados como SdrP y otros, como en el caso de
Clp que es inhibido por el catabolito (Agari et al., 2008; Tao et al., 2010). CAP (del
inglés Catabolite Activator Protein), principal proteina de esta familia, es el factor
de transcripcion mas ampliamente estudiado de E. coli, por lo cual constituye una
proteina modelo para entender el mecanismo de iniciacion de la transcripcidon en

procariontes. Al igual que CAP, Clp es un homodimero de aproximadamente 50
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kDa en el que cada subunidad esta organizada en dos dominios, un dominio N-
terminal (residuos 1-136) que constituye el sitio de unién a AMPc, y un dominio C-
terminal que comprende el motivo hélice-giro-hélice de union a ADN (residuos
139-209) (Popovych et al., 2009). Existen dos conformaciones predominantes de
CAP, apo-CAP (sin AMPc) y CAP-(AMPc); (con un AMPc unido por subunidad). La
especie apo-CAP es incapaz de unirse al ADN de manera especifica, mientras
que la especie CAP-(AMPc), presenta una alta afinidad por secuencias especificas
de ADN (Bostford y col., 1992), presentando una afinidad 450 veces mayor por su
secencia consenso que por su sitio de union en el operdn lac (Ebright et al., 1989)
Clp ha sido descrito en varios integrantes del género Xanthomonas,
principalmente en Xanthomonas campestris pv. campestris asi como en
Xanthomonas axonopodis pv. citri. En Xac presenta un 45% de identidad de
secuencia con la proteina CAP de E.coli.,, conservando los seis residuos que
hacen contacto con AMPc en CAP (Weber and Steitz, 1987), excepto S83 en CAP
que corresponde a E99 en Clp (Tao et al., 2010). Esto sugiere que esta proteina
presenta un sitio de uniéon a nucleétido. Sin embargo, aqui radica una de las
principales diferencias con el factor de transcripcion CAP, ya que el nucledétido que
une Clp no es precisamente AMPc sino el dinucleétido ciclico c-di-GMP.

Chin y colaboradores en 2010 resolvieron la estructura en solucion de Clp, y la
compararon con la de CAP. Observaron que Clp, sin unirse al dinucleétido forma
un dimero simétrico similar a otros de la familia Crp/Fnr en el que cada subunidad
comprende un dominio de barril beta en el extremo N-terminal (residuos 21-127) y
un dominio de union a ADN en el C-terminal (residuos 158-230), los cuales estan

unidos por una interfase de dimerizacion (residuos 128-157)(Chin et al., 2010). Clp
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y CAP presentan una alta identidad de secuencia por lo que se utiliz6 CAP-
(AMPc), para resolver la estructura de Clp por reemplazo molecular. Por
experimentos de “docking” se sugirio el sitio de unién a c-di-GMP entre dos
a hélices, la aC y la aD. Sin embargo aun no se encuentra resuelta la estructura
de Clp wunido a c¢di-GMP, lo cual corroboraria, este resultado.
Al contrario de lo que ocurre con AMPc y CAP, y constituyendo la segunda gran
diferencia entre estos dos factores de transcripcion, c-di-GMP es un modulador
alostérico negativo de Clp. En el genoma de Xanthomonas spp., nho se han
encontrado genes que codifiquen para la adenilato ciclasa o CAP, por lo que se
cree que el c-di-GMP y Clp son los principales reguladores de la expresion génica
en este organismo (Chen et al., 2010). Al unirse el dinucledtido, provoca un
cambio conformacional que impide que este factor se una al promotor en el
ADN(Gomelsky, 2009). Este efecto contrario marca una gran diferencia entre Clp y
CAP. Tao y colaboradores en 2010 demostraron que un aumento en el contenido
intracelular de c-di-GMP regula negativamente la expresién de genes de virulencia
y atenua la virulencia bacteriana. Clp reconoce el mismo sitio de unién al ADN que
CAP (TGTTGA-N6-TCACA) y puede sustituir a CAP en la activacion de la
transcripcion en el promotor lac de Echerichia coli in vivo(de Crecy-Lagard et al.,
1990; Dong and Ebright, 1992).

El objetivo de este trabajo es obtener la estructura tridimensional del complejo Clp-
ADN por medio de cristalizacion de proteinas y difraccion de rayos X. Para ello se
evalué se evaludé la expresion, purificacidon y solubilidad de la construccion
pET28pps_axoClp. La caracterizacion funcional de la proteina recombinante se

realizd6 mediante ensayos de movilidad en gel.
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Materiales y Métodos

Clonacién de Clp en el vector de expresion pET28-PPS
El gen sintético de Clp optimizado para su expresién en E.Coli fue comprado como

gblock a la empresa IDT (Integrated DNA Technologies). Con el objetivo de
obtener la proteina Clp fusionada a una etiqueta de seis histidinas (6XHis) en el
extremo N-terminal, su gen fue amplificado por PCR con los oligos 5'-
GGGAATTCCATATGAGCCCAGG y 5-CGCGGATCCAAGCTTTCAGCGG vy
clonado entre dos sitios de restriccion de las enzimas Hind Ill y Nde | del vector
pET28-PPS que contiene un sitio de corte para la proteasa PPS. La clona se
verificd por secuenciacion.

Expresion de la proteina Clp6xHis recombinante
50 ul de células competentes se descongelaron por 10 minutos en hielo, se afadié

1 ul de ADN a una concentracion de 25 ng/ul y se incubd en hielo durante 20
minutos. Posteriormente se realizd un choque térmico colocandolo en bloque a 42
°C durante 45 segundos y se colocé nuevamente en hielo por 2 minutos. Luego se
le anadié 500 ul de medio Luria-Bertani (LB) incubandose 1 hora a 37 °C con
agitacion. Al finalizar se centrifugé la muestra a 3000 rpm por 5 minutos, el
precipitado se resuspendioé en 50 ul de medio LB y se sembré en placas de agar
con Kanamicina a 50 pg/ml.

A partir de esta colonia se crecid un preinéculo en 50 ml de medio LB
suplementado con kanamicina durante 12 horas a 37 °C. Con este preinéculo se

inoculd 1L de medio LB fresco con kanamicina y se hizo crecer a 37 °C con
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agitacion de 180 rpm hasta una DOggonm de 0.6. En este punto se le realizé un
choche frio manteniendo el cultivo por dos horas a 4 °C y posteriormente se indujo
la expresiéon con una concentracion final de 0.4 mM de IPTG (isopropil B-D-1-
thiogalactopiranosido). La expresion tuvo lugar a 28 °C durante 16 horas. Pasado
este tiempo el cultivo se centrifugd a 4 °C por 10 minutos a 6000 rpm. El
precipitado de las células se guardé a -20 °C hasta su uso. La expresion fue
analizada mediante electroforesis en geles de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%.

Purificacion de la proteina Clp recombinante
El pellet de 500 ml de cultivo de células se resuspendié en 120 ml de amortiguador

de lisis (tris HCI 50 mM, pH 8.0, KCI 500 mM, lisozima 4 mg/mL). La muestra se
sonicé con 60 ciclos a 60% de amplitud,en pulsos de 15 segundos ON y 45
segundos OFF. El producto se centrifugd a 4 °C durante 15 minutos a 12000 rpm.
Se desecho el pellet y el sobrenadante fue utilizado para los posteriores pasos de
purificacion.

Cromatografia de afinidad a niquel (IMAC)
El sobrenadante se inyectd a una columna de Ni-NTA previamente equilibrada con

5 volumenes de columna (VC) de amortiguador de lisis previamente descrito.
Luego se realizé un lavado con 10 VC de imidazol 10 mM en amortiguador tris HCI
50 mM, pH 8.0, NaCl 250 mM, LiCl 100 mM, DTT 0.5 mM, PMSF 1 mM y otro de 6
VC imidazol 50 mM. La elucion se realizd con 6 VC de imidazol 500 mM. Se
colectaron el frente y los lavados por separado, ademas de las fracciones de
elucion de 1 VC cada una. Se evalué cada una de las etapas por SDS-PAGE al

12%. Las fracciones donde se observo la banda de interés se unieron y desalaron



por columna PD10 (GE Healthcare) en amortiguador tris-HCI 20 mM, pH 8.0, NaCl
100 mM.

Cromatografia de intercambio iénico
Se inyectaron en un AKTA-FPLC (GE Healthcare) 7 mL de proteina filtrada y

previamente desalada a una columna HiTrap Q HP previamente equilibrada en el
amortiguador A (tris-HCI 20 mM, pH 8.0, NaCl 100 mM). La muestra se recupero
con un gradiente lineal de 0 a 100% de amortiguador B (tris-HCI 20mM, pH 8.0,
1M NaCl) en 20 VC. La corrida se realizé a un flujo de 2 mL/min, y se colectaron
fracciones de 3 mL cada una en hielo. Por absorbancia a 280 nm no se detecta
ningun pico dada la ausencia de triptofanos en la proteina, por lo que fue
necesario detectar la proteina analizando las fracciones por SDS-PAGE al 12%.
La concentracion fue cuantificada mediante método de Bradford (Bradford, 1976)
mientras que el analisis densitométrico de las bandas se realiz6 utilizando el
programa Image J, version 1.44.

Cromatografia de exclusion molecular
En un AKTA-FPLC (GE Healthcare) se inyectaron 0.5 mL de proteina a una

columna de exclusidbn molecular Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare),
equilibrada en el amortiguador tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 250mM, LiCl 100mM,
DTT 0.5 mM, PMSF 1mM. Se colectaron fracciones de 1 mL de la corrida
realizada a un flujo constante de 0.8 mL/min. El volumen total de la corrida fue de
1.5 VC. Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE al 12%. Las fracciones en las
que se detectd proteina se unieron y se concentraron hasta 1 mL.

Preparacion de duplex de ADN de 38 pb (ADN38) para ensayos de movilidad
Se disefiaron y obtuvieron dos oligos, uno de 17 nucledtidos con la secuencia 5'-

ATTTCGAAAATTGTGAT y otro de 21 nucledtidos con secuencia 5°-
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CTAGATCACAATTTTCGAAAT. ElI ensamble de estos permite la siguiente
secuencia palindromica de doble cadena:

5-ATTTCGAAAATTGTGAT/CTAG ATCACAATTTTCGAAAT-3’
3’-TAAAGCTTTTAACACTA GATC/TAGTGTTAAAAGCTTTA-5"

La reaccion de ensamble se llevé a cabo en un termociclador Bio-Rad, utilizando
un gradiente de temperatura de 90 a 20 °C. Se obtuvo una concentracion final de
ADNj3g de 0.2 mM.

Ensayo de movilidad del complejo Cilp-ADN38 (SEC-MSA)
El ensayo de movilidad se realiz6 en el AKTA-FPLC (GE Healthcare), utilizando

una columna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare). Se realizaron dos corridas
independientes que correspondieron al ADNsg y la otra al complejo Clp-ADNss. El
complejo se formé mezclando ADN38 con Clp en una relacion molar de 1:5,
incubando en hielo durante 1 hora.

Ambas corridas se realizaron en las mismas condiciones , flujo de 0.8 mL/min y
colectando fracciones de 1mL. Se siguio la corrida por Abszsonm.

Ensayo de estabilidad térmica de Clp
Los ensayos de estabilidad térmica se realizaron mediante Thermofluor en un

equipo RT-PCR 7500 Fast (Applied Biosystems). La muestra de proteina (0.6
mg/mL en amortiguador tris-HCI 50 mM, pH 8.0, NaCl 250mM, LiClI 100mM, DTT
0.5 mM, PMSF 1mM) se diluyd a wuna concentracién final de 0.05
mg/miLafadiendo Sypro Orange a una concentracion final de 5x y diferentes
aditivos en un volumen final de 40 ulLpara medir mediante fluorescencia el cambio
en la temperatura media de desnaturalizacion. La fluorescencia fue capturada y

graficada. El valor de la Tm se obtuvo por regresion no lineal utilizando la ecuacion
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de Boltzman en las secciones sigmoideas de los espectros de fluorescencia

obtenidos.

Resultados y Discusion

Evaluacion de la expresion de Clp
Se clondé el gen sintético clp de Xac optimizado para E. coli en el vector

pET28PPS fusionado a una etiqueta de seis histidinas (6XHis). El resultado de la
clonacion fue corroborado por secuenciacion en el laboratorio nacional LANBAMA.
La secuencia confirmo la presencia del gen clp en el marco de lectura correcto.

La figura 1 muestra un gel de SDS-PAGE en el que se evalua la expresion del gen
en la cepa de E. coli BL21 (DE3) Star realizada a 28°C con IPTG 0.4 mM. En el
gel se observa en el peso correspondiente a Clp-6XHis, una banda muy intensa en
la muestra tomada después de las 16 horas de induccién (Dl), la misma no se
presenta en la muestra antes de la inducciéon con IPTG.

Purificacion de la proteina Clp
Se establecio un protocolo de purificacion que incluye tres pasos cromatograficos.

En primer lugar una cromatografia de afinidad a niquel (IMAC) seguida por una
cromatografia de intercambio idnico y finalmente una cromatografia de exclusion
molecular.

La figura 2 muestra un gel en el que se puede observar la solubilidad de Clp. Al
sonicar las células una gran cantidad de proteina queda de manera soluble en el
sobrenadante, aproximadamente el 40%, determinado por analisis densitométrico,
esto permite disponer de una gran cantidad de proteina para continuar con la

purificacion.
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Al realizar la purificacion por IMAC se observa que Clp-6XHis eluye con 500 mM
de imidazol en seis volumenes de columna (Figura 3). La pureza de la proteina se
ve incrementada después de este paso aunque aun existen algunos otros
contaminantes pero en muy baja concentracion, esto nos lleva a realizar otro paso
de purificacién. El rendimiento del proceso hasta este punto fue de de 3mg/Litro de
cultivo.

Hasta este punto la proteina estaba fusionada a la etiqueta de histidinas, sin
embargo se realiz6 un corte con la proteasa PPS para eliminar la misma. Se utilizd
5 unidades de PPS por mililitro de muestra, incubando con agitacién a 4 °C
durante 12 horas. La digestion ocurre de manera parcial, quizas porque una
fraccidon de la proteina se encuentra de manera agregada y el sitio de corte no se
encuentra expuesto (Figura Complementaria 2). Una vez desalada esta muestra,
se inyectdé a una columna de intercambio i6nico separando por gradiente. La
proteina eluye en la fraccidbnes 16, 17 y 18 en una concentracion entre 300 vy
350mM de NaCl. No se muestra cromatograma pues Clp no presenta triptéfanos y
por tanto no absorbe a 280 nm, por lo que es detectada solo mediante SDS-PAGE
(Figura 4). La cuantificacion se realiza mediante reactivo de Bradford.

Clp se concentré hasta 1.5 mL a 0.5 mg/mL por microfiltracién y posteriormente se
inyecté en una columna Superdex 75 de exclusion molecular. La proteina eluye en
la fraccion 12, que corresponde segun la curva de calibracion de la columna, al
peso molecular del dimero aproximadamente (44800 Da), el cual constituye su
forma activa. Se comprobé el nivel de pureza de Clp mediante SDS-PAGE (Figura

4).
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Después de tres pasos cromatograficos de purificacion se obtiene Clp con 95 %
de pureza. Sin embargo el rendimiento del proceso es de alrededor de 0.6
mg/Litro de cultivo, el cual es un rendimiento bajo para realizar ensayos de
cristalizaciébn ya que no permite alcanzar condiciones de sobresaturacion en
experimentos de cristalizacion (Asherie, 2004; Kim et al., 2011). Este bajo
rendimiento puede deberse a varios factores derivados de las diferentes etapas
del proceso: la baja solubilidad de Clp y las consiguientes pérdidas de proteina a
lo largo de los pasos de cromatografias. Para tratar de mejorar este rendimiento
se realiz6 un ensayo de thermofluor, ya que la fluorimetria de barrido permite
mejorar las posibilidades de encontrar un amortiguador que favorezca la
estabilidad térmica de la proteina (ver mas adelante).

Con respecto a trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, donde se habia
estudiado Clp de Xcc, se observd como en nuestro caso se obtuvo igual
rendimiento hasta la etapa de IMAC, aunque en este trabajo la proteina se logré
seguir purificando mientras en el trabajo anterior, después de esta etapa ya no se
podia continuar con la purificacion. Estas dos proteinas solo difieren en dos
aminoacidos. Existe un cambio de prolina por leucina y otro de alanina por
treonina en la superficie de la proteina, lo cual puede explicar este aumento de la
solubilidad de Clp de Xac con respecto a Clp de Xcc. Ademas es importante
destacar que en este proceso no fue necesario utilizar CHAPS como se usaba en
el proceso anterior, lo cual constituye una ventaja, dado el valor econébmico de
este detergente y el hecho de que su uso permite la solubilizacion de otras

proteinas contaminantes en la mezcla.
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Actividad Biologica de Clp recombinante
Es necesario probar que Clp recombinante tiene actividad bioloégica. Clp es un

factor de transcripcion y su principal funcion involucra la union al ADN. Se realizo
un ensayo de movilidad por exclusion molecular o SEC-MSA (por sus siglas en
inglés Size Exclusion Movility Shift Assay). Para esto se utilizd una secuencia
consenso para union a Clp de 38 pares de bases (5--
ATTTCGAAAATTGTGAT|CTAG ATCACAATTTTCGAAAT-3') que se incubd con
Clp en una relacion 1:5 (ADN:Clp) durante una hora. Transcurrido este tiempo se
realizd una corrida en filtracién en gel y esta se comparo6 con una corrida de ADN
sin proteina realizada en las mismas condiciones (Figura 5). Se utilizo la
secuencia consenso en lugar de un promotor nativo puesto que se ha visto que
CAP presenta una afinidad 450 veces mayor por su secuencia consenso que por
su sitio de union en el operén lac (Ebright et al., 1989), por lo que de forma similar
a lo que se ha descrito para CAP, el uso de la secuencia consenso nos permitiria
realizar el ensayo de movilidad en gel.

En exclusion molecular las moléculas mayores eluyen antes por lo que en un
cromatograma se observarian en un tiempo de elucion menor. En este
experimento la muestra en la que se habia incubado la proteina con el ADN eluy6
en un menor tiempo de retencion que el ADN sin proteina. Mientras que el ADN
solo, eluye en 11.8 mL (65493 Da segun curva de calibracion, Figura 6), la mezcla
ADN con Clp eluy6é en los 10 mL (197242 Da). Nétese ademas que para el
complejo no existe solo un pico de absorbancia sino dos, esto es debido a que no
todo el ADN se encuentra unido a la proteina, y ademas esta union es dinamica.

Esto constituye una evidencia de que Clp es capaz de unirse al ADN, formando un
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complejo, mostrando asi su actividad bioldgica. Queda pendiente medir la afinidad
de Clp por la secuencia consenso y algun promotor nativo de Xac para Clp, lo cual
podria realizarse por anisotropia de fluorescencia y realizar un analisis
comparativo de las mismas.

Analisis de Estabilidad Térmica
Con el fin de optimizar un amortiguador que permitiera mayor estabilidad térmica

de Clp y estabilidad en el tiempo se realizo el ensayo de “Fluorimetria diferencial
de barrido” también conocido como “ensayo de desplazamiento térmico” (thermal
shift assay) o thermofluor, el cual consiste en aumentar la temperatura
gradualmente a una solucién en la que se encuentra la proteina de interés en
presencia de un fluoréforo. Este interactua con las zonas hidrofébicas de la
proteina las cuales se exponen gradualmente con el aumento de la temperatura,
evidenciandose como un aumento en la fluorescencia. El experimento es muy util
para nuestros fines pues se puede ver el efecto de varios compuestos en la
temperatura media de desnaturalizacion (Tm) de la proteina (Boivin et al., 2013;
Reinhard et al., 2013). Si esta Tm se encuentra recorrida hacia la derecha,
aumentando, se interpreta como un aumento en la estabilidad de la proteina, que
en ocasiones puede traducirse en un aumento de la solubilidad. La fluorimetria de
barrido ademas permite mejorar las probabilidades de cristalizacién encontrando
el amortiguador idéneo (Phillips and de la Pefa, 2011).

Son muchos y de varias naturalezas los aditivos que se pueden utilizar para
aumentar la estabilidad y solubilidad de una proteina. Se probaron algunos en
funcién de trabajos previos (Chin et al., 2010; de Crecy-Lagard et al., 1990; Hsiao

et al., 2009; Leduc and Roberts, 2009; Lu et al., 2012)
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Sales

Los principales agentes solubilizantes de las proteinas son las sales. A baja
concentracion, las sales incrementan la solubilidad de muchas proteinas,
fendmeno que recibe el nombre de solubilidad por salado o salting in, en el que los
contraiones adicionales recubren con mayor eficacia las numerosas cargas iénicas
de las moléculas proteicas, con lo que se incrementa la solubilidad de las
proteinas.

Entre las sales mas usadas se encuentra el cloruro de sodio. Hay estudios que
prueban que se pueden utilizar incluso en concentraciones hasta 1 M y favorecen
la solubilidad. Se evalu6 el NaCl en concentraciones desde 150 mM hasta 1 M. Se
observé que a partir de 300 mM de NaCl se logra incrementar la Tm hasta
alcanzar un valor de aumento de cinco grados a 1M de NaCl (figura 6A, tabla 1).
I6nes Metalicos

Los iones juegan un papel importante en la estabilizacion de proteinas (Pantoliano
et al., 1988). Estos pueden presentarse coordinados con varios aminoacidos y de
esta manera estabilizar las interacciones entre dos estructuras secundarias
adyacentes. Se evalu6 tanto el Mg++ como el Li+. EI Magnesio tuvo un efecto
negativo sobre la Tm, disminuyéndola (Figura 6C, Tabla1) Por otra parte el LiCl
tiene un efecto positivo sobre la Tm, aumentandola en tres grados a
concentraciones de 800 mM y 1 M (figura 6B, tabla1).

Agentes reductores

Mantener un ambiente reductor es favorable para la solubilidad de las proteinas
pues evita las interacciones intermoleculares entre cisteinas y permite el

mantenimiento del plegamiento de las mismas (Wingfield, 2015). Entre los agentes
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reductores mas usados se encuentran el DTT y el B-mercaptoetanol, este ultimo
presenta la ventaja de que es mas estable en solucion y por tanto no hay que
estarlo suministrando periédicamnte a las soluciones; ademas de que las
concentraciones compatibles con las columnas de Ni-NTA son mayores que las
permitidas de DTT. Se evaluaron varias concentraciones de B-mercaptoetanol
(1TmM, 3 mM, 5 mM y 10 mM). La figura 6E muestra que en ninguna de las
concentraciones se presento un efecto sobre la Tm.

Glicerol

El glicerol es un alcohol, y su grupo OH ayuda a estabilizar el plegamiento de las
proteinas, aumentando la tension superficial y aumentando las interacciones con
las moléculas de agua que conforman la capa de solvatacion de la proteina. La
figura 6F muestra las curvas de fluorescencia de Clp en presencia de varias
concentraciones de glicerol. Se observa claramente como este aditivo si tiene un
efecto en la solubilidad de Clp, reflejado en el aumento de la Tm. Aunque
disminuye un poco la sefial de fluorescencia se aprecia claramente como las
curvas mantienen su forma. A 15 % de glicerol se observa un corrimiento de la Tm
de 4 grados, lo cual es muy favorable.

Detergentes

Se ha visto que el uso de detergentes es muy util pues ayuda a solubilizar las
proteinas. En este caso se probd Tween 20, el cual no presentd un efecto sobre la
Tm, mostrando curvas de las clasificadas como “no interpretables” y en las que no
se observa una temperatura de transicion definida (Dupeux et al., 2011; Kopec
and Schneider, 2011). (Figura 6D). Esto puede verse de cierta forma como una

ventaja, pues el uso de estos encareceria el proceso de purificacion. Ademas en
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trabajos previos del laboratorio se observé que el uso de CHAPS, disminuia la
pureza de la proteina pues de igual manera solubilizaba otras proteinas de la
mezcla.

Aminoacidos

Se ha observado en trabajos previos que la adicion de aminoacidos basicos y
acidos en bajas concentraciones contribuyen a aumentar la solubilidad y
estabilidad de proteinas, disminuyendo la formacién de agregados al disminuir las
interacciones intermoleculares de las proteinas, dado su efecto potenciador de la
tensién superficial (Golovanov et al., 2004). La figura 6G y 6H muestra el efecto de
dos aminoacidos utilizados, arginina y acido glutamico respectivamente. La
arginina no tiene un efecto marcado en la solubilidad aunque el acido glutamico si.
En todas las concentraciones evaluadas de acido glutdmico se observa un
aumento de dos grados de la Tm. También fueron evaluados los aminoacidos en
varias combinaciones entre ellos y combinados con otros aditivos pero no se noté
un efecto (datos no mostrados).

Efecto del amortiguador optimizado sobre la estabilidad de Clp.
Al finalizar el proceso de purificacidon se conserva la proteina a 4 °C, sin embargo

se observaba como esta precipitaba a los dos o tres dias después de estar
almacenada. Se evaludé la estabilidad de Clp purificando en presencia del
amortiguador optimizado por thermofluor (tris 20 mM pH 8.0, NaCl 600 mM,
glutémico 20 mM, glicerol 15%). Se almacend a 4 °C y se tomaron muestras a los
3, 7 y 14 dias posteriores. Las muestras fueron centrifugadas para permitir que
toda la proteina precipitada estuviera en el fondo del tubo y se midio la
concentracion de la proteina que quedaba en solucién en el sobrenadante. En el
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amortiguador previo a la optimizacién a los tres dias siguientes a la purificacion la
concentracion disminuyd aproximadamente a la mitad (de 0.5 mg/ml a 0.3 mg/ml)
y ya a la semana toda la proteina habia precipitado. Sin embargo en el
amortiguador optimizado hasta los 14 dias la concentracién de proteina soluble se

mantuvo constante (0.5 mg/ml) (datos no mostrados).

Conclusiones

Clp puede expresarse en las células BL21 (DE3) Star de Echerichia coli con
una concentracion de IPTG de 04 mM a 28 °C durante 16 horas. Clp
recombinante se obtiene con un 95% de pureza después del proceso de
purificacion, con un bajo rendimiento de 0.6 mg/litro de cultivo., concentracion que
no es suficiente para poner ensayos de cristalizacion. La adicién de 15% de
glicerol, 600 mM de NaCl, 1M de LiCl y 20 mM de &cido glutamico, contribuye al
aumento de la estabilidad térmica de la proteina y la disminucion de la formacion
de precipitados. Clp recombinante presenta actividad biolégica pues es capaz de

unirse a la secuencia consenso de 38 pb.
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Figura 1. Expresién de Clp
SDS-PAGE de la expresion de la proteina Clp-6XHis en la cepa BL21 (DE3) Star
de E. coli. La induccion de la expresion se realizé con 0.4mM de IPTG. PM: Patron
de Peso Molecular; SdrP: Proteina Sdrp con peso molecular de 24 kDa; Al:
Muestra antes de la induccion; DI: Muestra después de la induccion. La flecha
muestra la altura a la que migra Clp-6XHis, evidenciandose un notable aumento
de la expresion de la proteina de interés
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Figura 2. Solubilidad de Clp-6XHis
SDS-PAGE del sonicado de las células. PM: patrén de peso molecular; Fl: fraccion
insoluble; FS: fraccion soluble. La flecha muestra la altura a la que migra Clp-
6XHis. Notese que aunque gran cantidad de proteina se encuentra de forma
insoluble, encontramos aproximadamente un 40% de esta en la fraccion soluble
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Figura 3. Purificacion de Clp-His por IMAC

SDS-PAGE de las diferentes fracciones de IMAC. PM: patron de peso molecular;
F: frente, L: lavado con 10mM de imidazol; E1, E2, E3, E4, E5, E6: Fracciones de
3mL de elucién con 500mM de imidazol. La flecha muestra la altura a la que migra
Clp-His. Clp eluye a partir de la E2 por lo que se unieron las fracciones desde E2
hasta EG.
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Figura 4. Purificaciéon de Clp por Cromatografia de Intercambio Iénico y Filtracién en Gel.
SDS-PAGE de las fracciones finales de los ultimos pasos de purificacion. ll:
Intercambio I6nico; FG: Filtracion en Gel. La flecha muestra la altura a la que
migra Clp. Se observa cémo luego de Filtracion en Gel la proteina presenta un alto
porcentaje de pureza, aunque se obtiene un bajo rendimiento de 0.6 mg/litro de
cultivo.
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Figura 5. Ensayo de movilidad en filtracién en gel.

En azul se muestra el cromatograma obtenido de la corrida del ADN de 38 pares
de bases sin incubarse con Clp. En rojo se observa el cromatograma resultante de
la corrida del complejo Clp-ADN en una relacién 1:5 (ADN:Clp). Se observa cémo
se recorre hacia la izquierda el pico del complejo con respecto al del ADN sin
proteina, evidenciando que efectivamente hay una interaccion entre el ADN y Clp,
por lo que se puede afirmar que esta presenta actividad biolégica. En el extremo
superior izquierdo se insertd la curva de calibracion de la columna Sephadex 75
en la que se realizd el experimento, a partir de la cual se pudieron estimar los
pesos moleculares de las especies analizadas.
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Figura 6. Analisis por Thermofluor de varios aditivos.

A NaCl. B LiCl. C Magnesio. D Tween. E 3-Mercaptoetanol. F Glicerol. G Arginina.
H Acido Glutamico. El ensayo se realizé con una concentracion de Clp de 0.05
mg/ml. El fluorésforo utilizado fue Sypro Orange a una concentracion de 5X
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Tabla 2. Valores de Tm obtenidos por analisis de Thermofluor para distintos compuestos.

El valor de Tm se obtuvo por regresion no lineal utilizando la ecuacion de
Boltzman en las secciones sigmoideas de los espectros de fluorescencia
obtenidos. El valor de Tm en amortiguador Tris 20 mM pH 8.0, NaCl 150 mM, LiCl
100 mM (Tm= 48) fue usado como referencia. Ademas de los expuestos en la
tabla se evaluaron MgCI 10 mM, MgCIl 15 mM, Tween 20 1, 3, 5 %. Sin embargo
estos compuestos no favorecieron un aumento de la Tm.

NaCl. _ 300 mM 49
600 MM 51

800 MM 51

1M 53

Magnesio | 25 mM 48
50 mM 46

Litio 30 mM 47
300 mM 50

600 mM 50

800 MM 51

1M 51

1 mM a3

3mM L

3 mh 48

10 mM a7

Glicerol 2.5% 50
5% 52

10 % 50

15 % 53

Arginina 20 mM 48
30 mM a7

50 mM a7

ﬁ[ﬁiﬂdﬁl . 20 mM 50
30 mM 50

50 mM 50
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Anexos

Anexo 1. Figuras Suplementarias

Low cell density

oM

M
LA RpfE
N ?
sEEEs 8 ‘J+++++ll-l-llt& -— G .—
DSF precursors

RpfF

n D ______ > Virulence and
adaptation

RpfC RpfG

High cell density

oM

M

RpfF RpfB
2
L
@ b |
5 a0 +—®1~— Gq‘—
.

DSF blosynthesis

Virulence and
&O = adaptation

RpfC RpfG

Figura Suplementaria 1. Representacion esquematica de un modelo de la autoinduccién de

la senal del DSF.

A baja densidad celular, el receptor del DSF, RpfC, forma un complejo con la sintasa
RpfF, impidiendo a la enzima una sintesis efectiva de DSF. A alta densidad bacteriana, el
factor DSF extracelular acumulado interacciona con RpfC e
conformacional en el receptor que conlleva su autofosforilacion y facilita la liberacién de
RpfF, lo que favorece la sintesis de mas DSF. Tomado de He and Zhang, 2008
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Figura Suplementaria 2. Digestiéon con pps.

SDS-PAGE de la digestion de Clp6XHis con la proteasa PPS. En el primer carril
se muestra el resultado de la elucién por IMAC en que se encuentra Clp6XHis. El
segundo carril muestra el resultado de la digestion de CLP6XHis con la proteasa
PPS, realizado utilizando 5 unidades de enzima por mililitro de proteina con

agitacion a 4 °C durante 12 horas.
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Anexo 2. Protocolo de purificaciéon de Clp recombinante

Reactivos

Medio LB
IPTG

lisozima

1M tris, pH 8.0
5M NaCl

5M LiCl

5M KCI

1M DTT

100 mM PMSF

Amortiguador de Lisis
50 mM Tris-HCI pH 8.0
500 mM KCI

4 mg/mL lisosima

Amortiguador de IMAC
20 mM tris-HCI pH 8.0
250 mM NacCl

100 mM LiCl

0.5 mM DTT

1 mM PMSF

Amortiguador de intercambio idnico
A: 20 mM tris-HCI pH 8.0

100 mM NaCl

1 mM PMSF

0.5mM DTT
B: 20 mM tris-HCI pH 8.0

1M NaCl

1 mM PMSF

0.5mMDTT

Amortiguador de exclusién molecular
20 mM tris-HCI pH 8.0

250 mM NaCl

100 mM LiCl
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0.5mMDTT
1 mM PMSF

Amortiguador de almacenamiento de columnas
0.02% NaNj3
1X amortiguador

Otros

Vector pET28PPS
Cepa BL21 (DE3) Star de E. Coli
Proteasa PPS

Procedimiento

. Transformar cepas BL21 (DE3) Star de E. coli con vector pET28PPS-Clp

mediante protocolo de choque térmico

Expresar induciendo con 0.4 mM de IPTG a 28 °C durante 16 horas.
Centrifugar después de este tiempo y guardar botones de células a -20 °C.
Sonicar células de 500 mL de cultivo en amortiguador de lisis a 60% de
amplitud durante 60 ciclos con 15 segundos ON y 45 segundos OFF.
Centrifugar al final a 4 °C durante 15 minutos a 12 000 rpm.

Aplicar sobrenadante a una columna de IMAC, aplicando un lavado de 10
VC de imidazol 10 mM, seguido de 7 VC de imidazol 50 mM y eluir con 6
VC de imidazol 500 mM. Unir fracciones de la elucion.

Digerir con PPS utilizando 5 unidades por mL de proteina, incubando con
agitacion a 4°C durante 12 horas.

Concentrar hasta un volumen de 5 ml, desalar la muestra en amortiguador

A y realizar intercambio idnico eluyendo con gradiente lineal de 0 a 100%
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de amortiguador B. Colectar fracciones de 1 ml, analizarlas y unir las que
tengan la proteina

7. Concentrar e inyectar a columna de exclusion molecular, colectando las
fracciones de 3 ml y analizarlas por SDS-PAGE.

8. Concentrar y conservar a 4°C.
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