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ABSTRACT

Expression of the Streptomyces exfoliatus lipA gene, which encodes an
extracellular lipase, depends on LipR , a transcriptional activator that belongs
to the STAND class of P-loop NTPases. LipR is closely related to activators
present in some antibiotic biosynthesis clusters of actinomycetes, forming the
LipR/TchG family of regulators. In this work we show that purified LipR protein is
essential for activation of lipA transcription in vitro, and that this transcription
depends on the presence of a conserved inverted repeat, the LipR box,
located upstream of the lipA promoter. Mutagenesis of the lipA promoter
region indicates that most transcription depends on LipR binding to the
proximal half site of the LipR box in close proximity to the -35 region of the
promoter. These experiments also indicate that LipR establishes contacts with
the RNA polymerase on both sides of the LipR box, since some activation is
observed when only the distal half site is present, or when the entire LipR box is
moved further upstream. We also show that the LipR proteins of S. exfoliatus
and S. coelicolor are functionally interchangeable both in vitro and in vivo,
revealing the functional conservation of the regulatory elements in these two

species.
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RESUMEN

La expresion del gen lipA de Strepomyces exfoliatus, el cual codifica
para una lipasa extracelular, depende del activador transcripcional LipR que
pertenece a las proteinas nucledsido trifosfatasas P-loop de la clase STAND.
LipR esta muy relacionado a los activadores presentes en varios clusters
biosintéticos de antibidticos de actinomicetos, los cuales forman la familia
LipR/TchG. En el presente trabajo se mostré que la proteina LipR purificada es
fundamental para la activacion transcripcional de lipA in vitro, activacion
gue es dependiente de la presencia de una secuencia invertida repetida
conservada, la caja LipR, localizada rio arriba del promotor lipA. La
mutagénesis de la regidn promotora de lipA indicé que la unién de LipR a la
repeticion proximal de la caja LipR cercana a la region -35 del promotor es
fundamental para observar activacion transcripcional. Los experimentos
también indicaron que LipR establece contacto con la RNA polimerasa en
ambos lados de la caja LipR, dado que se observd algo de activacion en
presencia de la repeticion distal o cuando la caja LipR completa se movio
mas arriba de su posicién original. También los resultados muestran que las
proteinas LipR de S. exfoliatus y S. coelicolor son funcionalmente
intercambiables in vitro e in vivo, lo que revela la conservacion funcional de

los elementos en estas dos especies.
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INTRODUCCION

A. Caracteristicas generales.

El nombre Streptomyces deriva del latin “streptos” que significa
“torcido” o “curvo” y de “myces” que significa “hongo”, nombre que se le
da a un género agrupado dentro del grupo de las actinobacterias, del
orden Actinomicetales, familia Streptomycetaceae. Las bacterias
pertenecientes a éste género se caracterizan por ser organismos aerobios
estrictos, gram positivos, que habitan la mayoria de los ecosistemas del suelo
en donde su principal papel es el de ser saprofitos, hidrolizando polimeros
como almidén y celulosa mediante la expresion de un gran numero de
enzimas extracelulares (McCarthy y Wiliams, 1992); esto hace que las
bacterias de éste género sean organismos que juegan un papel central en el
reciclamiento del carbono (Bentley et al, 2002).

En contraste con otros géneros de bacterias, las bacterias del género
Streptomyces presentan un ciclo de vida complejo en el cual Unicamente el
estadio de espora es unigendmico (McVittie, 1974; Leblond et al, 1993). El
ciclo de vida (Fig. 1) inicia con la germinacion de las esporas de la que
sobresalen los tubos germinales que se ramifican para formar el micelio
vegetativo, el cual invade el sustrato de manera que va incrementando el
area en la cual puede degradar la materia organica del suelo y tomar de
ella los nutrientes necesarios para su crecimiento. Después de una pequefa

pausa en el crecimiento, llamada fase de transicion (Granozzi et al, 1998),
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surge el micelio aéreo a partir del micelio vegetativo (Kelemen y Buttner,
1998). Este se diferencia del micelio vegetativo por presentar una capa
externa muy hidrofébica. El crecimiento de las hifas aéreas y el desarrollo de
algunas partes del micelio vegetativo es soportado en parte porque en ésta
etapa comienza la muerte celular de parte del micelio vegetativo (Miguelez
et al, 1999) cuyos compuestos son aprovechados para la diferenciacion
celular por un proceso de canibalismo (Chater, 1993). Posteriormente el
micelio aéreo se diferencia en cadenas de esporas. Este proceso va
acompafado por una segregacion ordenada de los cromosomas dentro de
las futuras esporas, cada una conteniendo al final un solo cromosoma
(McVittie, 1974). Bajo condiciones favorables son liberadas de las cadenas
de esporas y diseminadas comenzando con otro ciclo de vida del
organismo.

El complejo ciclo de vida del género se ve reflejado en el gran
genoma que presentan, de mas de 8 Mpb en comparacioén a las 4.6 Mpb de
Escherichia coli, y en comparacion del genoma de Sacharomyces cerevisiae
(13 Mpb). Estas 8 Mpb de informacién genética estan codificadas en un
cromosoma lineal; adicionalmente presentan informacibn genética en
algunos plasmidos circulares y lineales. En dicho cromosoma se encuentran
tanto genes esenciales como no esenciales, tales como los que codifican
para la sintesis de metabolitos secundarios y exoenzimas hidroliticas. Los
genes esenciales y el origen de replicacion del cromosoma (oriC), se

localizan principalmente en el centro del cromosoma, mientras que los genes
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no esenciales se localizan mayoritariamente en las orillas del cromosoma
(Bentley et al, 2002). Los plasmidos, que varian de 9 Kb (pSNAl en S.
natalensis) (Mendes et al, 2000) a 350 Kb (pSCP1 en S. coelicolor)
(Redenbach et al, 1998), llevan genes que les confieren fenotipos ventajosos,
como por ejemplo para la biosintesis de antibidticos, degradacion de
xenobidticos y resistencia a metales pesados (Meinhardt et al, 1997). El DNA,
tanto del cromosoma como de los plasmidos, tiene un alto contenido de
G+C (70 al 74 %). Tanto el cromosoma como algunos plasmidos lineales
comparten hacia los extremos, una region llamada Repeticiones Invertidas
Terminales (TIR), las cuales llevan unidas, de manera covalente, proteinas que
mantienen estable al DNA lineal (Goshi et al, 2002).

El genoma del género Streptomyces también incluye genes para la
sintesis de metabolitos secundarios, que generalmente son sintetizados
durante la formacion del micelio aéreo o cuando cesa el crecimiento de
cultivos que crecen en medios liquidos. Ademas de los antibidticos, los
metabolitos secundarios incluyen siderdforos (coeliquelina), pigmentos
(tetrahidroxinaftaleno), lipidos (hopanoides) y otras moléculas como
butirolactonas o geosmina, responsables del tipico olor a tierra mojada
(Bentley et al, 2002).

La produccién de antibidticos es tipica del género, lo que convierte a
éstas bacterias en un grupo industrialmente importante debido a que ellas
producen aproximadamente el 75 % de los antibidéticos comerciales, de los

cuales los mas usados son la estreptomicina (producida por S. griseus),
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tetraciclina (producida por S. rimosus) y el cloranfenicol (producida por S.
venezuelae) (Prescott, 1996). Ademas de que muchas especies de éste
género producen diversas enzimas extracelulares industrialmente
importantes, como son proteasas, fosfatasas, xilanasas, celulasas, amilasas,

lipasas, nucleasas, entre otras.

Ciclo de vida de Sfrepfomyces
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Figura 1. Representacion de una colonia de Streptomyces, en la que se indican las diferentes
etapas fisiologicas de las hifas. Tomado de K.F. Chater (1998).
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B. Lipasas de Streptomyces.

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas [EC 3.1.1.3]) son un grupo
importante de enzimas que hidrolizan triacilgliceroles de cadena larga
(TAGs), que tienen variadas aplicaciones en la biotecnologia. Por ejemplo,
en el area de los detergentes se producen mas de 1000 toneladas de lipasas
cada afo. En el area de los alimentos las lipasas son empleadas en la
produccién de diversos ingredientes adicionados a los alimentos y en el
desarrollo de sabores para bebidas, ademas de emplearse en la industria del
papel (Jaeger et al, 1999).

Un gran numero de lipasas provenientes de bacterias han sido
clonadas, tanto de organismos gram positivos como gram negativos. Estas se
agrupan en seis familias, de acuerdo a la homologia de su secuencia de
aminoacidos (Jaeger et al, 1999). De éstas lipasas, sobresalen las lipasas
extracelulares pertenecientes al género Pseudomonas (aplicaciones en
biotecnologia) distribuidas en varias familias; también destacan las
pertenecientes al género Staphylococcus, porque se piensa que en las
especies patdégenas tienen influencia en procesos de patogénesis
(Rosenstein y Gotz, 2000) y las del género Streptomyces.

En Streptomyces se ha pensado que la importancia de las lipasas
extracelulares radica en el hecho de que muchos de los miembros del
género almacenan triacilgliceroles (TAGs) como compuestos de reserva y

fuente de carbono para la produccion de antibidticos (Olukoshi y Packter,
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1994). Estos TAGs son acumulados intracelularmente en estructuras
membranales durante la fase exponencial de crecimiento (Packter y
Olukoshi, 1995), siendo evidente que para que puedan ser utilizados se
requieren de enzimas lipoliticas. El hecho de que las lipasas de Streptomyces
sean extracelulares, no significa que los TAGs acumulados intracelularmente
no estén disponbles para ser utilizados, dado que la lisis y canibalismo de una
parte del micelio vegetativo es un evento que provee de nutrientes para la
diferenciacion y la produccién de antibidticos (Chater, 1993).

Actualmente se ha descrito la presencia de TAGs en otros géneros de
bacterias como Mycobacterium, Rhodococcus y Nocardia, géneros que, al
igual que Streptomyces, estan ampliamente distribuidos en ambientes
naturales (principalmente en suelos), en donde estos organismos estan
expuestos a muchas condiciones ambientales fluctuantes. Esto ha
ocasionado que desarrollen diversas estrategias para sobrevivir a éstas
condiciones, como pueden ser la formacion de esporas o la acumulacién de
compuestos de almacén que posteriormente les sivan como fuente de
carbono y energia durante los periodos drasticos que generalmente
predominan en el ambiente (Alvarez y Steinbtuchel, 2002).

Nuestro grupo de investigacion previamente clond los genes
responsables de la actividad lipolitica de Streptomyces exfoliatus M11,
Streptomyces albus G y Streptomyces coelicolor.

El gen lipA de S. exfoliatus, codifica una lipasa de 30 kDa que presenta

el sitio catalitico Gly-X-Ser-X-Gly altamente conservado en todas las lipasas
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reportadas, y un péptido seflal constituido por los primeros 48 aminoacidos,
gracias al cual la enzima se secreta y acumula en el medio de cultivo en
grandes cantidades (Pérez et al, 1993).

El analisis mas detallado de la expresion de la lipasa reveld que su
expresion era dependiente de la fase de crecimiento (figura 2),
acumulandose una gran cantidad de la enzima en el medio de cultivo una

vez que el cultivo entra en la fase estacionaria de crecimiento (48 hrs).
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Figura 2. Andlisis de las proteinas extracelulares de S. lividans transformada con diferentes
plasmidos. El plasmido pB13 contiene un inserto de 6.1 Kb que incluye el gen lipA con su
promotor y el DNA rio abajo del gen; pB51 solamente contiene lipA y su promotor, sin el DNA
rilo abajo del gen. (A) SDS-PAGE de las proteinas de los sobrenadantes de cultivo tefiidas con
Azul de Coomassie brillante R-250. Los tiempos en los que se tomaron las muestras, asi como
los cultivos de los que provienen se indican arriba de cada carril. (B) Western blot de un gel
idéntico al del panel A revelado con anticuerpos policlonales antilipasa de conejo. Tomado
de Servin-Gonzalez et al (1997).
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El gen lipA presenta un promotor con una secuencia similar a la de
promotores vegetativos de éste género (Strohl, 1992) y su transcripcion esta
regulada por el producto del gen lipR, que codifica una proteina de 934
aminoacidos. Una caracteristica importante que presenta lipR es la
presencia de un coddén TTA, que hace que su traduccion sea dependiente
del producto del gen bldA, que codifica para el tRNA que traduce de
manera eficiente dicho codon. Cuando el coddén TTA fue sustituido por el
cododn sinbnimo CTC, la expresion de lipA se volvid independiente de bldA,
pero se mantuvo dependiente de la fase de crecimiento (figura 3). Lo
anterior sugiere que, como en el caso de algunos activadores
transcripcionales de sintesis de antibidticos, la expresion durante el inicio de
la fase estacionaria de crecimiento se da en respuesta a sefales del

desarrollo poco conocidas (Servin-Gonzalez et al, 1997).

En cuanto al gen lipA de S. albus G, éste codifica una lipasa que es
homodloga a la de S. exfoliatus (82 % de identidad). Ademas inmediatamente
rlo abajo del gen lipA existe un gen homologo al gen lipR de S. exfoliatus
(Cruz et al, 1994).

En relacion al gen lipA S. coelicolor, codifica para una proteina de 311
aminoacidos, en la cual los primeros 42 corresponden a un péptido sefial y el
resto de la proteina presenta una elevada identidad con la lipasa
extracelular de S. exfoliatus M11 (82 %) y de S. albus (85 %). Al igual que para

S. exfoliatus y S. albus, rio abajo del gen lipA se encuentra el gen lipR, que
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codifica una proteina de 941 aminoacidos, la cual es 47 % idéntica al
producto del gen lipR de S. exfoliatus. Una diferencia importante de la
organizacidon genética de los genes lipA-lipR en S. coelicolor respecto a S.
exfoliatus es que, en la primera, los genes estan organizados como un operon
(Valdez et al, 1999) y en la segunda los genes estan separados por una
region intercistronica de 400 pb que contiene una secuencia invertida
repetida capaz de actuar como un terminador transcripcional. En el caso de
S. exfoliatus, lipR se transcribe a partir de un promotor propio (Servin-

Gonzalez, comunicacioén personal).
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Figura 3. Deteccion de los mensajeros de lipA por mapeo S1 provenientes de S. coelicolor
J1501 (bldA*+) y J1700 bldA39 que llevan diferentes plasmidos. Los plasmidos pB94 y pB96
contienen lipA y lipR, en pB94 el codén TTA en lipR fue reemplazado por el codén CTC,
mientras que en pB96 se mantiene el coddén TTA. El RNA total se purificé durante la fase

exponencial (E) o después de la entrada a la fase estacionaria (S). Tomado de Servin-
Gonzalez et al (1997)
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Por otra parte, estas lipasas presentan una elevada similitud con la
lipasa 1 de Moraxella sp. TA144 (Feller et al, 1990) y la acetilhidrolasa Il del
factor activador de plaquetas de humano (Wei et al, 1998). Recientemente,
se reportaron dos hidrolasas, una perteneciente a Acidovorax delafieldii y la
otra a Thermobifida fusca, capaces de degradar poliésteres sintéticos. Estas
enzimas presentan altos niveles de similitud a las lipasas de Streptomyces
(Kleeberg et al, 2005; Uchida et al, 2002). De acuerdo a la clasificacion de
Jaeger et al (1999) estas lipasas se clasificarian dentro de la familia Ill de
lipasas bacterianas.

Otros genes que codifican para lipasas provenientes de Streptomyces
han sido clonados; lipasas que difieren de las anteriormente mencionadas
incluyen la de Streptomyces cinnamomeus relacionada a las lipasas de
Pseudomonas (Sommer et al, 1997), y la de Streptomyces rimosus que
codifica para una enzima que se ubica en una tercera familia de lipasas no

reportada anteriormente para el género (Vujaklija et al, 2002).

C. Familia de activadores transcripcionales LipR/ThcG.

Las proteinas de la clase STAND (signal transduction ATPases with
numerous domains) se caracterizan basicamente por presentar un dominio
N-terminal con actividad de NTPasa (P-loop nucledétido trifosfatasas) y por
contener adicionalmente tres o mas dominios que pueden ser de unién a

DNA, de unidn a proteina, repeticiones formadoras de superestructuras y/o
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dominios enzimaticos implicados en la transduccidon de sefales; todas estas
funciones pueden estar combinadas en un solo polipéptido, siendo la
presencia de motivos Walker A y Walker B fuertemente conservados su rasgo
caracteristico principal (Leipe et al, 2004). Estos motivos unen el residuo de
fosfato B y vy, respectivamente, del NTP unido y un cation de Mg2*. El motivo
Walker A tiene la secuencia GxxxxGK(T)xxxxxx-I/V (x significa cualquier
aminoacido) y el motivo Walker B la secuencia R/K-xxxGxxxL-hidrofébico-
hidrofébico-hidrofébico-hidrofébico seguido de un residuo de acido
aspartico (Walker et al., 1982).

Anteriormente, se habia propuesto una familia de reguladores
bacterianos agrupados en la familia MalT o LAL (De Schrijver y De Mot, 1999;
Valdéz et al, 1999), cuyos miembros presentan caracteristicas que agrupan a
los activadores LipR de S. coelicolor y S. albus junto a otros reguladores
transcripcionales bacterianos. Estas caracteristicas son el gran tamarfo de los
reguladores (alrededor de 900 aminoacidos), la presencia en la region N-
terminal de los motivos Walker A y Walker B y la presencia en la region C-
terminal de un dominio de union a DNA del tipo LuxR (De Schrijver y De Mot,
1999).

Actualmente, las proteinas LipR de Streptomyces coelicolor vy
Streptomyces albus, estan clasificadas como miembros de la clase STAND de
proteinas, dentro del clado SWACOS (STAND with adenylyl cyclase or Ser/Thr
protein kinase domains), familia LipR/ThcG. Los miembros de esta pequefia

familia de proteinas de actinobacterias consiste de un dominio NTPasa N-
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terminal y un dominio hélice-vuelta-hélice (HTH) C-terminal del tipo LuxR.
Entre los miembros de esta familia se encuentran NysRI (regulador de los
genes biosintéticos de nistatina en S. avermitilis), PikD (regulador positivo de la
biosintesis de pikromicina en S. venezuelae), GdmRI (probable regulador de
los genes de biosintesis de geldanamicina en S. hygroscopicus) y ThcG (Leipe
et al, 2004; figura 4).

Considerando que anterior a la nueva clasificacion de LipR como
miembro de la familia LipR/ThcG, solamente se conocian algunos
activadores que compartian algunas caracteristicas con LipR, se analizaron
los mecanismos por los cuales algunos de ellos, especialmente MalT y LuxR,
activan la transcripcion de los genes sobre los que tienen influencia, a pesar
de que éstos no pertenecen a la familia LipR/ThcG.

Las razones por las cuales se tom6 en cuenta a MalT y LuxR como
modelos de activacion se relacionan al hecho de que comparten algunas
caracteristicas estructurales con los activadores LipR de Streptomyces. En el
caso de MalT, presentan homologia en el dominio de unién a DNA C-terminal
tipo LuxR y presentan los motivos de unidon de nucledétido Walker A 'y B. En el
caso de LuxR por la homolgia en el dominio de unién a DNA y porque los
elementos regulatorios de la regibn promotora del operdn lux estan
arreglados de manera similar a los elementos regulatorios presentes en la

region promotora del gen lipA de S. coelicolor, S. albus y S. exfoliatus.
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Figura 4. Proteinas reguladoras pertenecientes al clado SWACOS. (A) Arbol flogenético en el
que sobresalen tres subdivisiones principales de familias de activadores; familia sAC/Chlo
1187 de proteinas de bacterias-eucariotas, familia de proteinas de ThcG/BpdS de
actinobacterias y la gran familia de proteinas DhkG/Npun0353 de cianobacterias. (B)
Arreglo estructural de la proteina ThcG homodlogo a LipR de S. albus y S. coelicolor; el
rectangulo en azul representa el dominio de ATPasa, el hexagono en gris muestra el dominio
HETHS (helical third domain of STAND proteins) y el rectangulo en violeta representa el motivo
HTH tipo LuxR. Tomado de Leipe et al (2004).

i Mal

El activador transcripcional MalT de Escherichia coli es el regulador

central del regulén de utilizacion de maltosa, que en términos generales
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consiste de 10 genes, agrupados en la region malA en la que se localiza el
operon malPQ orientado divergentemente del gen malT, la regiobn malB en la
gue se encuentran dos operones organizados divergentemente (malEFG y
malKlamB), y los genes malS y malZ, localizados en otras regiones del
cromosoma (Boos y Suman, 1998).

MalT es una proteina, que al igual que el activador LipR, pertenece a
la clase STAND, clado MalT (Leipe et al, 2004). El activador consiste de 901
aminoacidos con un peso molecular de 103 kDa (Richet y Raibaud, 1987),
gue requiere de ATP y maltotriosa para activar la transcripcion (Richet y
Raibaud, 1989). Su sitio de unidn es una secuencia hexanucledtida asimétrica
(5’-GGA(G/T)GA-3’) localizada a 37.5 o a 38.5 pb rio arriba del inicio de la
transcripcion del promotor, en el que ademas pueden estar presentes dos
cajas adicionales en repeticion directa rio arriba de la primera caja. Una
condiciéon importante para que el promotor sea activado es que la primera
caja debe estar orientada 5’ a 3’ en la direcciéon de la transcripcion (Boos y
Suman, 1998; Danot y Raibaud, 1993). Adicionalmente, algunos de los
operones del sistema estan controlados por represion catabdlica, siendo
transcritos solamente en presencia de un complejo formado por AMPc y
CRP, formando una estructura nucleoproteica compleja que esta implicada
en activar la transcripciéon de los promotores divergentes del reguldn de
maltosa (Raibaud et al, 1989), en la que CRP tiene la funcién de reposicionar
a MalT a sus cajas (Richet y Sogaard-Andersen, 1994; Richet et al, 1991). Sin

embargo, en aquellos promotores que dependen exclusivamente de MalT
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para transcribirse, MalT se ensambla en una estructura homo-oligomérica
gue esta influenciada por los sitios de union de MalT presentes en el promotor
(Larquet et al, 2004).

Estructuralmente MalT esta formada por médulos complejos (figura 5);
hacia la regibn N-terminal esta presente el dominio STAND ATPasa que
contiene los motivos Walker A y Walker B, seguido de un dominio HETHS
(helical third domain of STAND proteins), cercano a peéptidos
superhelicoidales repetidos (SUPR; superhelical peptide repeats) y muy
cercano a la region C-terminal, el dominio de union a DNA (Leipe et al, 2004;
De Schrijver y De Mot, 1999), dominio que por cierto presenta las mismas
propiedades que el activador MalT completo al unirse in vivo e in vitro (Vidal-
Ingigliardi et al, 1993). Estos modulos se encargan de recibir e integrar
multiples sefiales regulatorias que incluyen maltotriosa como inductor
(Raibaud y Richet, 1987) y de captar sefales regulatorias de proteinas que
actuan como efectores alostéricos negativos como la cistationasa MalY
(Schlegel et al, 2002), Aes que compite con la maltotriosa (Joly et al, 2002) y

el transportador de maltosa MalK (Joly et al, 2004).

Y -7 <> COOUBCCCOHIR 901 e

Figura 5. Arreglo estructural del activador MalT de Escherichia coli; el rectangulo en azul
representa el dominio de ATPasa, el hexagono en gris muestra el dominio HETHS (helical third
domain of STAND proteins), SUPR corresponde a péptidos superhelicoidales repetidos y el
rectangulo en violeta representa el motivo HTH tipo LuxR. Tomado de Leipe et al (2004).
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i) LuxR

El modelo de regulacion genética mejor estudiado que depende de
la densidad celular “quorum sensing” mediado por acil-homoserina lactona,
es la activacion por LuxR del operén de luminiscencia de Vibrio fischeri. Los
genes de luminiscencia estan organizados en dos unidades que se
transcriben de manera divergente, una de las cuales contiene el gen luxR, y
la otra unidad es un operén formado por los genes luxXICDABEG, operdén que
es activado por LuxR en presencia del inductor 3-oxo-N-(tetrahidro-2-oxo-3-
furanil)hexanamida, comunmente conocido como N-3-
(oxohexanoil)homoserina lactona (Fuqua et al, 1994).

LuxR es un polipéptido de 250 aminoacidos que consiste de dos
dominios, hacia la regién C-terminal se localiza un dominio de unién a DNA
gue se une a la region regulatoria del operon lux y hacia la region N-terminal
se encuentra el dominio de unién del inductor, dominio que modula la
actividad del dominio C-terminal (Hanzelka y Greenberg, 1995; Choi y
Greenberg, 1991).

La activacion del operdn lux depende de la unién de LuxR a una
secuencia invertida repetida de 20 pb (la caja lux) localizada en la region
promotora de luxl centrada a -42.5 pb a partir del inicio transcripcional. La
presencia de ambas repeticiones es requerida para activar la transcripcion,
ademas de que la localizacidon de la caja lux centrada a —-42.5 es critica para

la activacion del promotor, por lo que seguramente LuxR contacta
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directamente a la RNA polimerasa (RNAP) a ambos lados de la caja lux
(England y Greenberg, 1999). Esto sugiri6 que LuxR actia como un activador

ambidiestro (figura 6).

Figura 6. Esquema de un activador ambidiestro que requiere tener contacto con la region C-
terminal de la subunidad alfa de la RNAP y otros contactos rio abajo del sitio de unién del
activador (A). Tomado de Rhodius y Busby (1998).

La evidencia que confirmé la interaccion de LuxR con la RNAP en
ambos lados de la caja lux se obtuvo en primer lugar estudiando la
participacion de la subunidad alfa de la RNAP en la transcripcion y en
segundo lugar determinando la region de la subunidad sigma que establece
contacto con LuxR. En lo que respecta a la subunidad alfa, esta evidencia se
obtuvo mediante experimentos in vivo e in vitro empleando formas
truncadas de la subunidad alfa, en particular formas que carecen de la
region C-terminal de dicha subunidad, demostrando que la activacion de la
transcripcion por LuxR requiere que interaccione con la region C-terminal de
la subunidad alfa, permitiendo el reclutamiento de la RNAP al promotor luxl
(Stevens et al, 1999). Mutaciones puntuales en la region C-terminal de la

subunidad alfa permitieron identificar dos determinantes en la subunidad,
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cruciales para la activacion del operén, una de las cuales es importante en
el reconocimiento del DNA y la otra para interactuar con LuxR (Finney et al,
2002).

En relacidn a la interaccion con la subunidad sigma de la RNAP, la
evidencia se obtuvo al realizar experimentos in vitro empleando una variante
del factor sigma de E. coli, que estd truncada en su region C-terminal
careciendo por tanto de la region 4. Estos resultados determinaron que esta
region es esencial para la activacion del operdn; asimismo, subsecuentes
sustituciones en la region 4.2 de sigma permitieron identificar residuos de
aminoacidos importantes para el mecanismo de activacion por LuxR
(Johnson et al, 2003).

Un dato importante es que todos los estudios in vitro y algunos in vivo
realizados previamente habian utilizado una forma trunca de LuxR, es decir,
empleando el fragmento C-terminal del activador debido a la dificultad de
purificar la forma completa de la proteina. Recientemente, se reportd la
purificacion del activador completo; experimentos in vitro llevados a cabo
con la proteina completa permitieron determinar que LuxR se une a la misma
region de DNA a la que se une la forma trunca del activador, aunque a
menores concentraciones, siendo capaz de estabilizar la union de la RNA
polimerasa al promotor luxl y estimular la transcripcion del promotor

(Urbanowski et al, 2004).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previos realizados en nuestro grupo de investigacidon mostraron
que la transcripcion del gen lipA de la lipasa extracelular de S. exfoliatus se
lleva a cabo a partir de un Unico promotor, precedido por una secuencia
invertida repetida (Pérez et al, 1993) y que Ila transcripcidon es
completamente dependiente del producto del gen lipR, que codifica para
un activador transcripcional (Servin-Gonzalez et al, 1997). El presente estudio
esta enfocado a determinar si la secuencia invertida repetida funciona
como el sitio de union de LipR, tomando en cuenta que la organizacion de
los elementos regulatorios importantes se encuentran conservados en las
regiones promotoras no solo del gen lipA de S. exfoliatus, sino también en las
regiones promotoras lipA de S. coelicolory S. albus (Figura 7).

Adicionalmente, se pretende contribuir a entender el mecanismo
molecular por el que se lleva a cabo la activacion del gen lipA por parte del

activador LipR.
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* *hEk K *k ***F * ﬂ******* *kkk -35
Sex_lipAp ATCCCTTTCGGCGGTATCGCCGGTC---CGTCAAGACCGGTGATACCGCCGA C
Sco_lipAp GCGCCCCAGGGCCGTACCGCCGGA-GTCGTACGAGACCGGTGAAATTGCCGA G
Sal lipAp GGGACGGEGEECCECGCCEGECEEGACGEEGCECCAGGACCEETGATTCTGCCGE
=10
Sex_lipAp CACGGGCCGCACCGT{E YR ehy GACCGCCGACGAAACGACGACGECAGCCACGCGGCG
Sco_lipAp CCCETTCCGCCCCTCerdsrtedy R -GCCAACCCATCGGCGAGGTCCGCCCGGOGGAC
Sal lipAp GCGCGGTGGGGCACHE M IGGGCAGA-GCCARCTCGCCCEGTGA- ~--AGCGETGTCGTC
Sex lipAp CGCCCCGAC-CGCCCCCGGACGA-CGGGECCCCTGEECCTCGCETEETGTGET---TCCCG
Sco_lipAp GGCCCGARCGCGACCCCACGCGTTCCGGGCCGTGTGCGTCGCOGGGCCGEECCGETCGCC
Sal lipAp GGGECTCGETGEGCG-CCCTGGGCECCCGGETCCCEECEEGAC-CGCECCELGECCEEECCCT
RBS

Sex_lipAp CCCjlslelerleriele ATCCCCCG-~

Sco_ lipAp ACG;iselerleriele ACARCCCCCCT

Sal lipAp ACGgselenleilee ACGCTCGCCGE

Figura 7. Alineamiento de las regiones promotoras de lipA de S. exfoliatus M11(Sex_lipaAp), S.
coelicolor A3(2) (Sco_lipAp) v S. albus G (Sal_lipAp). Las regiones conservadas del sitio de
union del ribosoma (RBS) y las regiones promotoras —10 y —-35 estan sefialadas; los asteriscos
sefialan las bases conservadas en las tres especies rio arriba de la region -35; las flechas
seflalan la secuencia invertida repetida en S. exfoliatus M11. Tomado de Valdez et al (1999).
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e OBJEINOS. ]

OBJETIVO GENERAL
e Determinar si la secuencia invertida repetida en el promotor
de lipA constituye el sitio de unidn del activador LipR, asi

como las caracteristicas de esta union.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Analizar in vivo la importancia de los elementos invertidos en
la expresion de lipA.

e Determinar in vitro si LipR se une especificamente a la
secuencia invertida repetida.

e Determinar in vitro si LipR requiere unicamente de la
secuencia invertida repetida para transcribir a lipA.

e Analizar in vitro e in vivo si los activadores LipR de S.
coelicolor y S. exfoliatus son funcionalmente

intercambiables.
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METODOS.

A. Bacterias, plasmidos y procedimientos microbioldgicos.

Las cepas de Escherichia coli empleadas en el presente estudio fueron
JM101, XL1-Blue y BL21(DE3)Roseta 2 (Novagen). El crecimiento y
transformacion con DNA de plasmido de éstas cepas se realizd bajo
procedimientos estandar, utilizando los medios de cultivo Luria-Bertani y YT2X
(Sambrook et al, 2001). Cuando se requirid se afadidé carbenicilina a una
concentracion final de 200 ug/ml, kanamicina a 60 ug/ml y cloranfenicol a 50
ug/ml. Para transformar dichas cepas de E. coli con los plasmidos, se empled
el método descrito por Inoue et al (1990).

La cepa silvestre de Streptomyces lividans 66 (1326) proporcionada por
el Centro John Innes se emple6é a lo largo del presente estudio. La
transformacion de Streptomyces con DNA de plasmido se realiz6 de acuerdo
al método de Kieser et al (2000), excepto que la regeneracion de los
protoplastos se llevé a cabo cubriéndolos con una capa de agar suave
hiperténico (Matsushima y Maltz, 1986). Los medios y condiciones de
crecimiento de las cepas de Streptomyces se describen en Kieser et al (2000).
Cuando se requirié se afadio tioestreptdn a los medios a una concentracion
de 50 ug/ml para la seleccion de los plasmidos en medio sélido y a una
concentracion de 20 ug/ml para mantener los plasmidos en medio liquido.

Los plasmidos empleados en el presente estudio se muestran en la Tabla 1.
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B. Mutagénesis y construccion de los plasmidos mutantes de

la regidon promotora de lipA.

La mutagénesis realizada en la region promotora del gen lipA se realizd
mediante el procedimiento que a continuacién se describe, empleando el
plasmido pB92 como molde.

Los oligonucledtidos mutagénicos enlistados en la tabla 2 fueron
empleados como iniciadores para generar las diferentes construcciones
mutantes, siguiendo el método descrito para el kit “Quik-Change Site-
Directed Mutagénesis” (Stratagene), empleando la enzima DNA polimerasa
Pfu Turbo.

Para obtener los plasmidos mutantes con las deleciones de los
elementos de la regidbn promotora de lipA (pBz619, pBzZ621 y pBz623), se
disefiaron oligonucledétidos que introducen el sitio de restriccion Xbal en
diferentes lugares del promotor, y se obtuvieron los fragmentos Xbal-BstXI,
para clonarlos en el plasmido pB94 digerido con las mismas enzimas, de
manera que se elimina el DNA rio arriba del nuevo sitio Xbal introducido.

Para obtener los plasmidos que contienen las inserciones de 5 pb
(pBz687), 10 (pBZ688) y 11 (pBZ667) entre la regidbn promotora -35 y la
secuencia invertida repetida, asi como reemplazar la repeticion invertida
repetida proximal al -35 (pBZ662), la estrategia fue similar a la descrita
anteriormente, empleando el plasmido pB92 como molde vy los

oligonucledtidos mencionados en la Tabla 2, transfiiendo los fragmentos
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mutantes al plasmido pB94. El plasmido pBZ663, que contiene una insercion

de 5 pb entre las dos repeticiones de la secuencia invertida repetida, se

construyo igual que los anteriores, excepto que el plasmido pBz619 fue usado

como molde y el fragmento mutante se transfiid como Hindlll-BstXl a pB94

digerido con las mismas enzimas.

Tabla 1. Plasmidos construidos y empleados en el presente estudio.

Plasmido Descripcion y secuencia Referencia

pB13 Clona original que lleva los genes lipA y lipR de S. exfoliatus en plJ486 Pérez et al, 1993

pB48 Vector de clonacion derivado de pJV1, Hyg® Kieser et al, 2000

pB92 Fragmento HindlII-Ncol proveniente de pB13 clonado en pUCBM21 Este trabajo
(Boehringer). Lleva lipA y la mitad N-terminal de lipR

pB94 Derivado de plJ486 que lleva los genes lipA y lipR de S. exfoliatus Servin-Gonzalez et

al, 1997

pB99 plJ6021 que lleva lipR de S. exfoliatus modificado por introducir un Servin-Gonzaélez et
sitio Ndel en el codon de inicio al, 1997

pB100 Gen lipA de S. exfoliaus y su regién promotora clonado en el vector Servin-Gonzélez et
Hyg" pJvi al, 1997

pB150 plJ6021 que contiene el gen lipR de S. coelicolor modificado por Este trabajo
introduccion del sitio Ndel en el coddn de inicio

pB151 Gen lipA de S. coelicolor y su region promotora clonado en el vector Este trabajo
Hyg® pJVv1

pBZ606 Gen lipR de S. exfoliatus de pB99 clonado en el vector de expresion Este trabajo
pET28a (Novagen)

PBZ608 Fragmento C-terminal de lipR de S. exfoliatus clonado en el vector Este trabajo
plJ6021

pBZ619 Derivado de pB94 con delecién de DNA rio arrriba de -83. Contiene la Este trabajo
secuencia invertida repetida de la region promotora de lipA

pBZz621 Derivado de pB94 con delecién de DNA rio arrriba de —52. Contiene Este trabajo
solo la repeticion proximal de la secuencia invertida repetida de la
region promotora de lipA

pBZ623 Derivado de pB94 con delecion de DNA rio arrriba de la region -35. Este trabajo
Carece de la secuencia repetida de la region promotora de lipA

pBZ662 Derivado de pB94 en el cual la secuencia de la repeticion proximal ha Este trabajo
sido modificada

pBZ663 Derivado de pBZ619 con insercién de 5 pb entre ambas repeticiones de Este trabajo
la secuencia repetida

pBZ667 Derivado de pB94 con insercién de 11 pb entre la region -35 del Este trabajo
promotor lipA 'y la secuencia repetida

pBZ670 Gen lipR de S. coelicolor de pB150 clonado en el vector de expresién Este trabajo
pET28a (Novagen)

pBZ687 Derivado de pB94 con insercion de 5 pb entre la region -35 del Este trabajo
promotor lipA y la secuencia repetida

pBZ688 Derivado de pB94 con insercion de 10 pb entre la region —35 del Este trabajo
promotor lipA y la secuencia repetida

plJ6021 Derivado de plJ101, vector de expresién Kan® que contiene el promotor ~ Takano et al, 1995
inducible de tipA

pQE-8CTLIipR Fragmento C-terminal de lipR de S. exfoliatus clonado en el vector de

expresion pQE-8 (Qiagen)
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Tabla 2. Oligonucledtidos usados en el estudio. 2 Las bases subrayadas indican las bases

mutadas en comparacioén a la secuencia silvestre. b Las bases en paréntesis indican las
bases insertadas en la secuencia silvestre.
Oligonucle6tido Descripcion y secuencia Referencia
DUA1050PLIPA  CCGGTCCGCTGAGGATCTAGATCCCTTTCGGCG. Usado para la Este
contruccion de pBZ619* trabajo
DUB2050PLIPA CGCCGAAAGGGATCTAGATCCTCAGCGGACCGG. Usado para la Este
construcion de pBz619 trabajo
DPDA1090PLIPA CGCCGGTCCGTCTAGACCGGTGATACCGC. Usado para la construcion Este
de pBZ621 trabajo
DPDB2090PLIPA GCGGTATCACCGGTCTAGACGGACCGGCG. Usado para la Este
construcion de pBZ621 trabajo
DP1A137PLIPA GACCGGTGATACTCTAGATGCGCGTCCACGGG. Usado para la Este
construcion de pBZ623 trabajo
DP2B137PLIPA CCCGTGGACGCGCATCTAGAGTATCACCGGTC. Usado para la Este
construcion de pBZ623 trabajo
MUTREPEDER1 CCGGTCCGTCAAGGAATTCCGTACTCTAGATGCG. Usado para la Este
construcion de pBZ662 trabajo
MUTREPEDER2 CGCATCTAGAGTACGGAATTCCTTGACGGACCGG. Usado para la Este
construcion de pBZ662 trabajo
INSER5BLIP1 GGTATCGCCGGTC(GATAT)CGTCAAGACCGGTGATAC. Usado para Este
la construcion de pBZ663° trabajo
INSER5BLIP2 GTATCACCGGTCTTGACG(ATATC)GACCGGCGATACC. Usado para Este
la construcion de pBZ663 trabajo
INS5PBRI35A GGTGATACCGCCGA(TATCC)TGCGCGTCCACGGG. Usado para la Este
construcion de pBZ687 trabajo
INS5PBRI35B CCCGTGGACGCGCA(GGATA)TCGGCGGTATCACC. Usado para la Este
construcion de pBZ687 trabajo
INS10PBRI35A GGTGATACCGCCGA(ACGATATCCT)TGCGCGTCCACGGG. Usado Este
para la construcion de pBZ688 trabajo
INS10PBRI35B CCCGTGGACGCGCA(AGGATATCGT)TCGGCGGTATCACC. Usado Este
para la construcion de pBZ688 trabajo
INS11pbPLIPAla CGGTGATACCGCCGA(ATCGATATCCT)TGCGCGTCCACGGGC. Este
Usado para la construcion de pBZ667 trabajo
INS11pbPLIPA2b GCCCGTGGACGCGCA(AGGATATCGAT)TCGGCGGTATCACCG. Este
Usado para la construcion de pBZ667 trabajo
PCRS1PLIPSE GGTCAAGGGCGCGCTGC Este
trabajo
PCRS1PLIPA2SE CCCGTCAGCGTACGGGGG Este
trabajo
LIPAP1EX TCAAGGGCGCGCTGC Este
trabajo
LIPAP2EX TCGGCGGTCGCCACT Este
trabajo

Todas las mutaciones generadas fueron verificadas determinando su
secuencia nucleotidica. En la figura 8 se muestra el procedimiento de

mutagénesis y clonacion para la construccidon del plasmido pBz619; el
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procedimiento para construir el resto de los plasmidos mutantes fue similar al

que se muestra.

Hind11l

Fragmento Xbal-BstXI

lipA Mutagénesis promotor lipA  xea  xal BstX|
i ., > 1 960
pB92 Bsxi Digestion Xbal-BstXI ]

5830 pb

Clonacion en pB94

bal Sustitucion fragmento lipA silvestre

Ncol IIpR

Ncol

Ncol Hindlll

Hindlll

Xbal

Ncol .
Digestion Xbal-BstXl| lipA

Ncol

pBZ619

10521 pb

pB94

10583 pb

BstXI tsr

tsr

Ncol Ncol

Ncol EcoRI
Ncol

Figura 8. Procedimiento de mutagénesis y clonaciéon para construir los plasmidos mutantes.
La mutagénesis en la regidbn promotora de lipA se realizé en el plasmido pB92; una vez
obtenida la mutacién, el fragmento Xbal-BstXl se sustituydé por el mismo fragmento en el
plasmido pB94.
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C. Determinacion de los niveles de expresion del gen de la

lipasa extracelular.

Para determinar los niveles de expresidon del gen de la lipasa mediante
la medicibn de la actividad enzimatica, los plasmidos mutantes se
transformaron en Streptomyces lividans 66 (cepa 1326) como se describio
previamente; cada una de las cepas obtenidas se cultivaron en el medio
Luria-Bertani suplementado con sacarosa al 34 % y antiespumante A (Sigma)
a 50 ppm, a 29 °C en matraces de 250 ml que contenian un resorte de acero
inoxidable dentro de ellos (evita la formacion de agregados de micelio
favoreciendo que los cultivos sean homogéneos) y agitados a 250 rpm en un
agitador orbital. El antibidtico tioestrepton se afiadid a una concentracion
de 20 ug/ml para seleccionar la presencia de los plasmidos en los cultivos.

Para cada matraz las esporas fueron lavadas dos veces con agua
destilada estéril e inoculadas a una D.O. inicial de 0.1 a 450 nm. El
crecimiento de los cultivos fue monitoreado siguiendo la D.O. a 450 nm. Para
determinar la actividad enzimatica de lipasa de cada cultivo, se tomaron
muestras de 1 ml de cada uno de ellos a diferentes tiempos (0 a 96 horas).
Dichas muestras se centrifugaron a 13000 rpm en una microcentrifuga y el
sobrenadante fue cuidadosamente transferido a un tubo Ilimpio
almacenandolo a 4° C hasta que la actividad fuera determinada.

La actividad de lipasa se determind colorimétricamente empleando p-

nitrofenil laurato como sustrato de la reaccién como se describe en Pérez et
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al (1993), considerando que una unidad de lipasa esta definida como la
cantidad de enzima que libera 1 umol de p-nitrofenol por minuto, con un

coeficiente de extincion del sustrato de 14,775 (Quinn et al, 1982).
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D. Experimentos de proteccidon contra nucleasa S1.

La sonda de 309 pb empleada para realizar los experimentos de
proteccioén contra la nucleasa S1 se obtuvo mediante amplificacion por PCR
con la DNA polimerasa Taqg Platinum (Invitrogen) y los oligonucledtidos
PCRS1PLIPSE y PCRS1PLIP2SE. El oligonucledtido PCRS1PLIP2SE se marcO con
[y-32P]ATP usando la polinucledtido cinasa de T4 (Invitrogen), obteniendo un
producto de PCR marcado unicamente en un extremo, el cual fue purificado
por gel de agarosa de bajo punto de fusién. Las condiciones para realizar el
PCR fueron las siguientes: 95 °C, 2 minutos; 55 °C, 45 segundos; 68 °C, 1
minuto.

Para cada experimento de proteccibn contra nucleasa S1, se
hibridaron 105 c.p.m Cerenkov de la sonda con 50 ug de RNA total obtenido
y purificado por procedimientos estandares (Kieser et al, 2000) en 20 ul de
buffer de tricloroacetato de sodio (Murray, 1986) por 5 hr. a 45° C
posteriormente a una breve desnaturalizacion a 65° C por 10 minutos. La
digestion con la nucleasa S1 se llevd a cabo a 37 °C por 45 minutos. El
procesamiento de las muestras y las condiciones de la electroforesis de los
fragmentos protegidos en gel desnaturalizante de poliacrilamida
(acrilamida:bisacrilamida, 29:1), se realiz6 como se describe en Servin-
Gonzalez et al (1994). Como marcadores de peso molecular se utilizaron los

fragmentos del plasmido pBR322 digeridos con Hpall, marcados
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radiactivamente. El tamafo esperado para los fragmentos correspondientes

a los transcritos de lipA es de 177 nucledtidos.
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E. Sobreexpresion de LipR.

Para sobreexpresar los activadores transcripcionales LipR de S.
exfoliatus y de S. coelicolor, ambos genes lipR fueron clonados en el plasmido
de sobreexpresion pET28-a (Novagen), con los sitios de restriccion Ndel-EcoRl
generando los plasmidos pBz606 y pBZ670 respectivamente. La cepa de
Escherichia coli BL21 Rosetta 2, transformada con los plasmidos mencionados
anteriormente, se crecidé por 18 horas en medio LB suplementado con 60
ug/ml de kanamicina y 50 ug/ml de cloranfenicol. Con 2 ml de este cultivo se
inocularon 250 ml del mismo medio. Una vez que la DOsoo nm llegd a 0.6, se
afadio IPTG a una concentracion final de 0.5 mM para inducir la sintesis de
LipR; después de 4 horas de induccidon las células se colectaron y se
resuspendieron en 20 ml de buffer de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 8.0, NaCl 0.4 M,
EDTA 2 mM y PMSF 1 mM), lisdndolas por presion en prensa de French. El
extracto celular obtenido se centrifugd a 10000 rpm por 20 minutos/4 °C, y el
pellet, que contiene los cuerpos de inclusion (IBs), se resuspendio en buffer de
lavado (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, Urea 2 M, EDTA 2 mM vy Tritbn X-100 al 0.1%);
posteriormente esta solucidn se centrifugd con las condiciones anteriormente
mencionadas, repitiendo este proceso de lavado dos veces. Los IBs
obtenidos que contenian la proteina LipR se lavaron un par de veces con el
buffer anterior pero sin contener urea y se almacenaron a -20 °C para su

posterior utilizacion.
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La solubilizacion de la proteina LipR se realizd en condiciones
desnaturalizantes en el buffer A (NaH2PO4 100 mM, Tris-HCI| 10 mM y urea 6 M
pH 8.0). Una vez solubilizada la proteina, esta solucién se clarific6 mediante
centrifugacion a 10000 rpm por 20 minutos a 4 °C y se retuvo el sobrenadante
gue contenia aproximadamente un 85-90% de la proteina recombinante

LipR.
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F. Purificacion de LipR por cromatografia de afinidad y de

intercambio cationico.

La proteina recombinante desnaturalizada se purificG por
cromatografia de afinidad usando la columna para FPLC Hi-Trap Chelating
(Amersham) cargada con Nit y equilibrada en el buffer A, realizando
elusiones paso a paso con un gradiente de imidazol de 40 a 500 mM. El
activador LipR purificado se dializé contra el buffer B (NaH2PO4 50 mM pH 7.0,
Urea 6 M y NaCl 10 mM). Aproximadamente 2 mg de la proteina se utilizaron
para realizar una segunda cromatografia en una columna para FPLC de
intercambio catiénico Hi-Trap SP (Amersham), equilibrada en el buffer B. La
proteina se eluyo paso a paso en un gradiente de NaCl de 0.1M a 1 M.

Los procedimientos anteriormente descritos fueron también realizados

para purificar el activador LipR de S. coelicolor.
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G. Renaturalizacion de LipR.

La renaturalizacion de los activadores transcripcionales se realizd
considerando las sugerencias de De Bernardez Clark (1998). La proteina
obtenida de la cromatografia de intercambio catidnico se diluyd a una
concentracion de 50 ug/ml con el buffer B anteriormente mencionado,
removiendo la urea mediante dialisis contra el buffer de renaturalizacién (Tris-
HCI 20 mM pH 8.0, KCI 5 mM, MgCl, 2 mM, DTT 1 mM y glicerol 5 %), paso a
paso disminuyendo la concentracion de urea de 6 M a 0 M a intervalos de
0.5 M, a una temperatura de 4° C durante 2 horas entre cada cambio del
buffer de renaturalizacion. Posteriormente la solucibn que contiene la
proteina renaturalizada se filtré a través de una membrana Millipore de 0.22
um para remover las formas agregadas de la misma. Esta solucion se
concentré por centrifugacion utilizando concentradores Centriprep 10
(Amicon). Finalmente, la proteina concentrada fue dializada en buffer de
almacenamiento (Tris-HCI 20 mM pH 8.0, KCI 5 mM, MgCl> 2 mM, DTT1 mM y

glicerol 50 %) y preservada a -20 °C.
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H. Experimentos de retardo de la movilidad electroforética

en geles nativos de poliacrilamida.

Los experimentos de retardo de corrimiento en gel se realizaron
utiizando el fragmento de DNA de 309 pb empleado para el mapeo por
nucleasa S1 descrito anteriormente, el fragmento de 526 pb de la regidn
promotora del gen lipA de S. coelicolor (Valdéz et al, 1999) o una sonda de
140 pb que va de la posicidon -133 a la posicion +7 relativa al sitio de inicio de
la transcripcidon del gen lipA de S. exfoliatus. Para detectar la union del
fragmento de DNA con el activador transcripcional, se prepardé una reaccion
de 20 ul que contenia 1000 c.p.m Cerenkov del fragmento de DNA marcado,
Tris-HCI 10 mM pH 8.0, MgCl> 1 mM, KCI 100 mM, DTT 1 mM, 1 ug de poli(dl-dC)
y glicerol al 5 %. La proteina se afadid a diferentes concentraciones y la
mezcla se incubd por 30 minutos a temperatura ambiente; los complejos
formados se resolvieron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 5
% (acrilamida:bisacrilamida, 29:1), en el buffer de corrida (Tris-HCI| 25 mM pH
8.0 y glicina 190 mM) por 2 horas a 100 V. Los geles para la sonda pequefia
se corrieron en una camara de electroforesis Hoefer Mighty Small Il, mientras
gue los geles para las sondas de tamafio mayor se corrieron en una camara
Hoefer Sturdier SE400. Después de la electroforesis los geles fueron secados y

sujetos a autoradiografia para su posterior analisis.
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[. Transcripcion in vitro (Runoff).

Para los experimentos de transcripcion in vitro se utilizé la holoenzima
RNA polimerasa de S. coelicolor M145 facilitada por el Dr. Mark Buttner del
Centro John Innes.

Las reacciones de transcripcion se realizaron de acuerdo al protocolo
de Kieser et al (2000), que consistieron en preparar una mezcla de reaccion
que contenia 7 ul de agua, 25 ul de buffer de reaccion[115 ul de Master mix
2X (Master mix: 1.21 gr. Tris base, 9.3 mg NazEDTA, 487.2 gr. MgCl,.6H-0,
ajustado a 35 ml con ddHz2O estéril, ajustar pH a 7.9 con HCI y afiadir fosfato
de potasio 4mM pH 7.5, ajustar a pH 7.9 y agregar ddH,O hasta 70 ml), 6 ul de
BSA (libre de RNasa, 50 mg/ml), 6 ul DTT 100 mM, 2 ul EDTA 100 mM, 80 ul de
glicerol estéril y 41 ul ddH.O; volumen para 10 reacciones] y 5 ul de
fragmento de DNA a una concentracion aproximada de 0.1 ug/ul. La
mezcla se incubd a 30° C por 5 min antes de afiadir 1 ul de RNA polimerasa
(aproximadamente 0.1 unidades) y se incubd a 30° C por 5 min; enseguida se
afadieron 1 ul (=10 pCi) de [o 32P]JCTP y 1 ul de una mezcla de
ribonucledsidos trifosfatos (rATP, rGTP y rUTP, 30 mg/ml c/u); la reaccioén se
incubo a 30° C por 2 min e inmediatamente después se le afiadid 1 ul de
heparina (56 mg/ml), se mezclé y se incubd a 30° C por 5 min. Después de
este tiempo se le afadieron a la reaccion 2 ul de CTP (15 mg/ml), se mezclé y
se mantuvo la reaccién a 30° C por 10 min, deteniendo la reaccién con 10

ul de solucion de precipitacion (10 ul de tRNA 10 mg/ml, 53 ul acetato de
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sodio 4M pH 4.0 y 17 ul de agua) y 60 ul de isopropanol. Después de
precipitar en hielo al menos 10 minutos, la reaccion se centrifugé a 13000
rpm. El precipitado se resuspendio en 180 ul de agua, y se volvid a precipitar
con 20 ul de acetato de sodio 3 M pH 6.0 y 200 ul de isopropanol. El
precipitado obtenido se lavé dos veces con etanol al 80% y se disolvié en 10
ul de buffer de corrida (formamida 80%, EDTA 1mM, xilen cianol al 0.1% (p/v),
y azul de bromofenol al 0.1% (p/v)). Los transcritos obtenidos de las
reacciones se corrieron en un gel de poliacrilamida al 6% desnaturalizante,
empleando un marcador de peso molecular de 25 pb (Invitrogen) marcado
con 32p,

Cuando se requirié los fragmentos utilizados como moldes se incubaron

con el activador LipR antes de agregar la RNA polimerasa.

ZAHAED EVANGELISTA MARTINEZ



RESULTADOS

EL DOMINIO DE UNION A DNA DE LipR ES INCAPAZ DE

ACTIVAR EL GEN lipA

Tomando en cuenta la evidencia experimental reportada para MalT y
LuxR previamente mencionada, la primera estrategia empleada para
determinar si el elemento invertido repetido cercano a la region -35 del
promotor de lipA era el sitio de union del activador LipR, consistid en
sobreexpresar y purificar un polipéptido de 103 aminoacidos que
corresponde al fragmento C-terminal de LipR. Este fragmento contiene el
dominio de uniébn a DNA, y mediante experimentos in vitro (retardo de
corrimiento en gel y proteccion contra la Dnasa |) e in vivo se intentd
determinar si el elemento invertido es el sitio especifico de union del
activador.

Para los experimentos in vitro se clond el fragmento C-terminal de lipR
de S. exfoliatus en el vector de expresibn pQE-8 (Qiagen), obteniendo el
plasmido pQES8CTLIpR y se introdujo en células de Escherichia coli BL21 para
sobrexpresarse. La proteina 6XHis-CTLipR se purificG por cromatografia de
afinidad en condiciones nativas; el perfil de expresion se muestra en la figura
9.

Una vez purificada la proteina, se realizaron experimentos de retardo
de corrimiento en gel incubando diferentes concentraciones de la proteina

con un fragmento de 140 pb de la region promotora de lipA (figura 10). Los

ZAHAED EVANGELISTA MARTINEZ



resultados muestran que la proteina era capaz de unirse al DNA de la region

promotora de lipA.

120
60
40

25
20

15 6XHis-CTLipR

13 kDa

Figura 9. Sobreexpresion del dominio de unién a DNA de la proteina LipR (CTLipR). Las
muestras (30 pug) se separaron en gel desnaturalizante de poliacriamida al 12.5 % y se tifid
con Azul de Coomasie brllante R250. Carril 1, fraccion soluble del lisado de células E. coli
BL21/pQE-8 inducidas (3 hr); carril 2, fraccién soluble de células de E. coli BL21/pQE-8CTLipR
inducidas (2hr); carril 3, fraccion soluble de células de E. coli BL21/pQE-8CTLipR inducidas
(3hr).

CTLpR(uM) O 08 16 25 33 5

Figura 10. Unién de la proteina CTLipR de S. exfoliatus a la region promotora de lipA. Retardo
de corrimiento en gel se realiz6 usando un fragmento de 140 pb que contiene el promotor
lipA y la secuencia invertida repetida que se extiende de la posicion -133 a la posicién 7 en
relacion al sitio de inicio de la transcripcidn de lipA. Las concentraciones de la proteina
6XHis-CTLipR se indican arriba de cada carril.
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El siguiente paso consistid en determinar si esta unidn dependia
solamente de la presencia de la secuencia invertida repetida, mediante un
experimento de retardo de corrimiento en gel empleando tres diferentes
fragmentos del promotor, dos de los cuales carecian de la secuencia
invertida repetida (figura 11). Los resultados mostraron union de la proteina
con todos los fragmentos de DNA, lo que indicé que el dominio de unién a
DNA por si solo pierde la especificidad de unidon a su secuencia blanco, muy
probablemente porque en la proteina estaban ausentes determinantes
importantes para conferirle la mencionada especificidad.

A pesar de que in vitro el dominio de unién a DNA de LipR es incapaz
de unirse especificamente a la secuencia invertida de | regidon promotora de
ipA, se realizaron experimentos para determinar si in vivo el dominio de unién
a DNA de LipR era capaz de activar la transcripcion de lipA, de manera
similar a como el dominio de unibn a DNA de MalT activa. Para ello, el
fragmento C-terminal de lipR se clond en el vector plJ6021, obteniendo el
plasmido pBZ608, y se introdujo en S. lividans (especie que carece de lipasa
extracelular) que contenia el plasmido pB100 que tiene clonado el gen lipA
de S. exfoliatus (figura 12). Los resultados de actividad de lipasa indicaron
gue a diferencia de lo que ocurre con MalT, el fragmento C-terminal activa
en trans la transcripcion de lipA a niveles muy bajos (0.08 unidades/ml de
sobrenadante), tomando en cuenta que la actividad de lipasa empleando
el activador completo esta por encima de 5.7 unidades/ml de

sobrenadante.
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Figura 11. Unidn de la proteina purificada CTLipR a diferentes fragmentos de la region
promotora de lipA de Streptomyces exfoliatus. A) Representacion esquematica de los
fragmentos de la region promotora de lipA; C, fragmento de 273 pb que contiene el
promotor y la secuencia invertida repetida; D, fragmento de 115 pb que contiene solamente
las regiones -35 y -10 del promotor; U, fragmento de 183 pb que carece de la region
promotora y de la secuencia invertida repetida. B) Retardo de corrimiento en gel usando los
fragmentos C, D y U marcados con 32P marcados en un extremo del DNA. La concentracion
de la proteina CTLipR en las muestras se indica arriba de cada carril.

En conjunto, los resultados mostrados indican que el dominio de unidn
a DNA por si solo es incapaz de activar la transcripcion de lipA, muy
probablemente porque estdn ausentes determinantes o0 regiones
importantes en el resto de la proteina que le confieren la especificidad

requerida para que LipR active el promotor.
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Por lo anterior, se requiri® plantear otra estrategia encaminada a
determinar si la secuencia invertida repetida es el sitio de unién del
activador, estrategia que se llevd a cabo empleando mutagénesis de la

region promotora de lipA, de la manera en que se detalla a continuacion.
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Figura 12. Actividad de lipasa de S. lividans transformada con los plasmidos pB100 que
contiene el gen lipA de S. exfoliatus y con pBz608 que contiene el C-terminal de lipR. Para
inducir la expresion de pBZ608 se afiadi6 tioestrepton (5 ug/ml) a las 12 hr de crecimiento
para inducir al promotor tipA. Los resultados corresponden al promedio de tres cultivos
independientes. Los cultivos pB100/plJ6021 corresponden a los controles. La actividad de
lipasa en cultivos en los que se usa el activador completo es de 5.7 U lipasa/ml de
sobrenadante.

MUTAGENESIS DE LA REGION PROMOTORA DE lipA.

Para determinar el papel en la transcripcion de la secuencia invertida
repetida rio arriba del promotor del gen lipA de Streptomyces exfoliatus M11,

se construyeron diferentes mutantes en las que se removieron diferentes
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partes de la regidn promotora del gen. Estas construcciones (plasmidos), que
tienen clonados los genes lipA y lipR, se transformaron en S. lividans ,
determinando in vivo la actividad de lipasa en el sobrenadante del medio
de cultivo. Dichas actividades se cuantificaron durante 96 horas del
crecimiento de los diferentes cultivos por triplicado. Las actividades
enzimaticas determinadas a los diferentes tiempos se presentan en las figuras
13 y 14. Las regiones de DNA clonados en cada uno de los plasmidos, se

encuentran esquematizados en la figura 15.
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Figura 13. Efecto de deleciones sobre la actividad de lipasa; determinacién durante 96 horas
de crecimiento. Los resultados corresponden al promedio de tres cultivos independientes.
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Figura 14. Efecto de inserciones sobre la actividad de lipasa; determinacion durante 96 horas
de crecimiento. Los resultados corresponden al promedio de tres cultivos independientes.

Considerando unicamente las actividades enzimaticas determinadas a
las 72 horas de crecimiento, que es una etapa en la que la expresidon del gen
es maxima y el cultivo ha alcanzado la fase estacionaria de crecimiento, se
puede observar que los cultivos que contenian la construccidon mutante que
carece de la secuencia rio arriba de la posicion -85, pero que retiene la
secuencia invertida repetida (pBz619), presentd actividad de lipasa (88.8 %)
similar a la de la actividad silvestre (pB94). Sin embargo, los cultivos que
contenian las construcciones con la delecidon que carecia de la repeticion
distal (en la posicion -55; pBZ621) y de la secuencia invertida completa (en
la posicion -35; pBzZ623), presentaron actividades de lipasa de 19% y 1%
respectivamente respecto a la actividad silvestre (Figura 15). Asimismo, se

obtuvo una disminucioén casi total de la actividad de lipasa (1.4% respecto a
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la actividad silvestre) al reemplazar la secuencia de la repeticiéon proximal
del probable sitio de unidbn de LipR con una secuencia no homdloga

(pBZ662), manteniendo integra la repeticion distal.

= I — T _ = Actividad de
23 ¢ 3 £ g S Lipsa(%)
I X [a] m m =z L
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!
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CCCCGATCCCTTTCGGCGGTATCGCCGGTCCGTCAAGACCGGTGATACCGCCGATGCGCGTCCAC
pBZ619 88.8
pB 2623 0.2
pB Z662 GAATTCCGTACTCTA 1.4
43.8
pB Z663 'y
GATAT 01
pB Z687 Y\ :
TATCC
pB Z688 y % 5.0
ACGATATCCT
pB Z667 7'} 3.0
ATCGATATCCT

Figura 15. Efecto de las mutaciones en la regidn promotora de lipA sobre la actividad de
lipasa. Se muestra el inserto contenido en el plasmido pB94 que incluye los sitios de restriccion
relevantes usados para la construccion de los plasmidos. La region -35 del promotor de lipA
esta remarcada y subrayada; las dos flechas arriba de la secuencia indican la secuencia
invertida repetida que constituye la caja LipR. Los plasmidos pB94 y pBZ662 contienen 55 pb
adicionales rio arriba de la secuencia mostrada; para los otros plasmidos las lineas
horizontales indican la cantidad de DNA que contienen las diferentes mutantes; asimismo se
muestran las cambios en la secuencia de pBZ662. Los tridAngulos en negro indican la posicion
en donde las bases sefialadas debajo de ellas se insertaron. Los valores a la derecha indican
las actividades de lipasa obtenidas de los cultivos de S. lividans conteniendo los plasmidos,
expresadas como porcentajes de la actividad obtenida con pB94, la cual fue de 4.751
unidades de lipasa por ml de sobrenadante.
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Para determinar los niveles de los transcritos de las construcciones y
para confirmar que la expresion observada de IlipA se debid a la
transcripcion proveniente del sitio Unico de inicio de la transcripcion del
promotor de lipA, se llevaron a cabo experimentos de proteccion contra la
nucleasa S1(Fig. 16) con RNA total de los diferentes cultivos que contenian
estos plasmidos. Estos experimentos confirmaron que la disminucion de la

actividad de lipasa se debe a una baja en la transcripcidén del gen lipA.
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Figura 16. Mapeo por nucleasa S1 de los transcritos de lipA de S. lividans obtenido de cultivos
que contienen los diferentes plasmidos. El marcador usado (linea M) se obtuvo de digerir con
Hpall el plasmido pBR322 marcado en sus extremos con 32P, su tamafio (en nucleoétidos) se
indica a la izquierda. Los triangulos en negro indican la banda que corresponde a los
transcritos de lipA, mientras que los triangulos en blanco indican la posicién de la sonda no
digerida. Carril 1 sin RNA; carril 2, pB94; carril 3, pBz619; caurril 4, pBZ621; caurril 5, pBZ662; carril
6, pBz623; carril 7, plJ486.
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En conjunto estos resultados muestran que la secuencia invertida
repetida localizada rio arriba del promotor lipA, ahora sefialada como “caja

LipR” es esencial para la activacion de la transcripcion de lipA por LipR.

IMPORTANCIA DE LA LOCALIZACION DE LA “CAJA LipR” PARA

LA ACTIVACION.

Un aspecto importante para poder determinar el papel que
desempefan cada una de las repeticiones de la secuencia invertida
repetida en la transcripcion de lipA, fue examinar los efectos de alterar el
espacio entre los elementos del promotor. Para esto, se construyeron cuatro
derivados, en el primero de los cuales las dos repeticiones de la caja LipR se
separaron en media vuelta de la hélice de DNA (5 pb), manteniendo normal
el espacio entre la repeticibn proximal y la regiébn -35, obteniendo una
actividad de lipasa de aproximadamente 43% respecto a la actividad
silvestre (pBz663) (Fig. 15). Por otra parte, cuando la caja LipR completa se
separd de la region =35 insertando 5 pb, situandola en la cara opuesta de la
hélice de DNA, no se detectdé actividad de lipasa (pBz687) (Fig. 15),
indicando que no hubo transcripcion a partir del promotor de lipA. Los otros
dos derivados fueron construidos para cambiar el espacio entre la caja LipR
y la regidn -35 aproximadamente una vuelta completa de la hélice de DNA
(+10pb, pBz688; +11 pb, pBZ667), situando la caja LipR en la misma cara de la

molécula de DNA, pero mas arriba respecto a la region silvestre; la actividad
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de lipasa de ambos cultivos fue de 5% y 3% respectivamente, respecto a la
actividad silvestre.

Los experimentos de proteccidon a la nucleasa S1(Fig. 17) de RNA
aislado de los cultivos que contenian estos plasmidos confirmaron que las
actividades de lipasa correspondian a los niveles de transcritos observados.
Es decir, esta serie de experimentos mostraron que el espacio entre el
promotor y la caja LipR y el espacio entre las dos repeticiones de la caja LipR

son cruciales para la activacion de la transcripcion.

M1 2 3 4 56 7
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238~ ™
217 — =
201 =
190 —

180 —

- - |

160 = o
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Figura 17. Mapeo por nucleasa S1 de los transcritos de lipA de S. lividans obtenido de cultivos
gue contienen los diferentes plasmidos. El marcador usado (linea M) se obtuvo de digerir con
Hpall el plasmido pBR322 marcado en sus extremos con 32P, su tamafio (en nucleoétidos) se
indica a la izquierda. Los triangulos en negro indican la banda que corresponde a los
transcritos de lipA, mientras que los triangulos en blanco indican la posicién de la sonda no
digerida. Catrril 1 sin RNA,; carril 2, pB94; caurril 3, pBZ663; carril 4, pBZ687; caurril 5, pBZ688; carril
6, pBZ667; carril 7, plJ486.
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SOBREEXPRESION Y PURIFICACION DE LipR.

Para sobreexpresar el activador transcripcional LipR, el gen lipR de S.
exfoliatus se clond en el vector de expresion pET28-a (Novagen) resultando el
plasmido pBz606 que se transformé en células de Escherichia coli BL21 (DE3)
Rosetta 2 (Novagen), para sobreexpresar y purificar la proteina 6His-LipR. En
la figura 18 se puede observar que la induccidon de la expresion de la
construccion resultd en una alta acumulacion de un polipéptido de 97 kDa
en la fraccion insoluble del lisado celular (carril 3), es decir agregada en
cuerpos de inclusion, que no se observa en el extracto soluble de células
inducidas (carril 2) y no inducidas (carril 1). De tal manera, la proteina 6His-
LipR expresada en estas condiciones se encontré Unicamente formando
cuerpos de inclusion.

Por lo tanto, el siguiente paso consistié en purificar la proteina a partir
de los cuerpos de inclusion en condiciones desnaturalizantes y renaturalizar el
activador de acuerdo a como se describié en materiales y métodos. Es
importante mencionar que a pesar de la alta expresibn de la proteina
recombinante, sélo una proporcidn muy pequefia de la proteina purificada
se recuperd después del proceso de renaturalizacidn, obteniendo una

concentracion baja de la proteina plegada correctamente (Fig. 18, caurril 4).
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Figura 18. Sobreexpresidn y purificacién de las proteinas LipR de S. exfoliatus y S. coelicolor.
Las muestras (30 pg) se separaron en gel desnaturalizante de poliacriamida al 8 % y tefildo
con Azul de Coomasie brillante R250. Carriles 1 a 4 corresponden a la purificacion dela
proteina 6Xhis-LipR de S. exfoliatus a partir de células de E. coli BL21(DE3) Rosseta 2 que
contienen el plasmido pBZ606, mientras que los carriles 5 a 8 corresponden a la purificacion
de la proteina 6Xhis-LipR de S. coelicolor a partir de células de E. coli BL21(DE3) Rosseta 2 que
contiene el plasmido pBz670. Carril 1, fraccion soluble de lisado en French press de células sin
inducir;carril 2, fraccion soluble de lisado en French press de células inducidas; carril 3,
fraccion insoluble de células inducidas; carril 4, proteina LipR de S. exfoliatus purificada; cauril
5, fraccion soluble de lisado en French press de células sin inducir; carril 6, fraccién soluble de
lisado en French press de células inducidas; carril 7, fraccion insoluble de células inducidas;
carril 8, proteina LipR de S. coelicolor purificada.

Para confirmar que el polipéptido sobreexpresado, purificado y
renaturalizado correspondia a la proteina 6XHis-LipR, la proteina se tifid in situ
con el colorante “InVision His-tag In-gel” (Invitrogen)(Figura 19, carriles 1-4),
confirmandose que esta proteina corresponde al activador LipR. Es
importante sefialar que la concentracion de proteina cargada en ambos

geles son iguales. Este dato resulta importante porque sélo en los catrriles 3 'y
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4, que corresponden a los IBs y LipR renaturalizada, respectivamente, se
detecta una sefial clara y evidente que corresponde a la proteina LipR. Las
proteinas de menor tamafio que se visualizan en la fraccion de IBs (carril 3)

probablemente corresponden a proteinas LipR incompletas.

M 1 2 3 4 M 5 6 7 8

127 -
98 -

80 -
60 -

LipR

40-

LipR S. exfoliatus LipR S. coelicolor

Figura 19. Tincidbn con InVision His-tag In-gel de las proteinas LipR de S. exfoliatus y S.
coelicolor. Las muestras (30 ug) se separaron en gel desnaturalizante de poliacriiamida al 8 %
y se tifieron por 5 horas con el colorante, posteriormente analizadndolo con luz UV en FX.
Carriles 1 a 4 corresponden a la purificacion de la proteina 6Xhis-LipR de S. exfoliatus a partir
de células de E. coli BL21(DE3) Rosseta 2 que contienen el plasmido pBz606, mientras que los
carriles 5 a 8 corresponden a la purificacion de la proteina 6Xhis-LipR de S. coelicolor a partir
de células de E. coli BL21(DE3) Rosseta 2 que contiene el plasmido pBz670. Carril 1, fraccion
soluble de lisado en French press de células sin inducir; carril 2, fraccién soluble de lisado en
French press de células inducidas; carril 3, fraccion insoluble de células inducidas; carril 4,
proteina LipR de S. exfoliatus purificada; carril, fraccion soluble de lisado en French press de
células sin inducir; carril 6, fraccién soluble de lisado en French press de células inducidas;
carril 7, fraccion insoluble de células inducidas; carril 8, proteina LipR de S. coelicolor
purificada.

ANALISIS In vitro DE LA ACTIVIDAD DE LipR.

Para determinar si el activador transcripcional LipR de S. exfoliatus
purificado y renaturalizado era funcional y capaz de unirse a la regién

promotora de IlipA, se llevaron a cabo experimentos de movilidad
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electroforética con esta proteina y un fragmento de 140 pb que contiene la
region promotora. La figura 20 muestra un complejo estable a una
concentracion de 1 uM de LipR, complejo especificamente inhibido al

adicionar el fragmento de DNA no marcado radioactivamente (200 ng).

Fragmento
Frio - - - +

LipR@M) 0 05 1.0 1.0

Figura 20. Unién de la proteina LipR de S. exfoliatus purificada a la regidon promotora de lipA.
El experimento de movilidad electroforética en geles nativos de poliacriamida se llevo a
cabo usando un fragmento marcado con 32P en un extremo que contiene el promotor de
lipAy la secuencia invertida repetida, que va de la posicion -133 a la posicion +7 respecto al
sitio de inicio de la transcripcion, en la ausencia (-) o presencia (+) de 200 ng del mismo
fragmento sin marcaje radiactivo. La concentracion de la proteina LipR en las muestras se
indican arriba de cada linea.

A partir de estos resultados se llevaron a cabo experimentos de huella
(fooprinting), para determinar si LipR se unia especificamente a la “caja
LipR”. Estos se realizaron mediante la técnica de proteccién contra la Dnasal
asi como la de proteccion contra radicales OH-. Los resultados de estos
experimentos no mostraron claramente una huella en el DNA que
demostrara la unidén sitio especifica de LipR a la secuencia invertida repetida

(datos no mostrados).
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Por lo anterior, se buscé evidencia que demostrara que la proteina
purificada LipR puede activar la transcripcion del promotor lipA uniéndose a
la caja LipR. Esta evidencia se obtuvo a partir de experimentos de
transcripcion in vitro realizados con la RNA polimerasa de S. coelicolor, cuya
integridad fue verificada al realizar reacciones de control con dos
fragmentos de DNA, uno de los cuales corresponde al promotor veg (v) y el
otro al promotor ctc (c) (Westpheling et al, 1985). La figura 21 muestra los
resultados de los experimentos de transcripcidon “runoff’, en los que se
observa que al usar un fragmento de DNA que contiene la regidon promotora
silvestre de lipA (obtenida del plasmido pB94) la RNA polimerasa es incapaz
de sintetizar un transcrito del tamafo esperado (carril 1). Por otro lado, en
presencia del activador LipR (carril 2) se observa una banda que
corresponde al tamafio del transcrito esperado originado en el promotor de
lipA (104 nucledtidos). En este sentido, al poner un fragmento de DNA
(proveniente del plasmido pBz623) que carece de DNA rio arriba de la regién
-35y por lo tanto que carece de la caja LipR, la RNA polimerasa fue incapaz
de sintetizar un transcrito, incluso en presencia del activador LipR (carriles 3 y
4). Este experimento demostré que la proteina LipR es funcional y que es
capaz de activar la transcripcion del promotor lipA en presencia de la caja
LipR y de la RNA polimerasa.

Para determinar que la caja LipR es el sitio de unidn del activador se
llevdé a cabo un experimento de transcripcion en el cual se uso un fragmento

de DNA mas corto proveniente del plasmido pBz619, fragmento que carece
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de DNA rio arriba de la secuencia invertida, pero que contiene integra la
caja LipR (Fig. 22, carril 3), observandose una banda de 104 nt que
corresponde al transcrito originado a partir del fragmento de DNA silvestre
(carril 2), banda que s6lo se observa cuando esta presente la secuencia

invertida repetida (caja LipR).

M c 1 2 3 4 v

175

«ctc
150

ETE
125

veg
100 lipA

Figura 21. Transcripcidn in vitro (Runoff) de fragmentos del promotor de lipA. Carril 1,
transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 249 pb de pB94 en ausencia de la proteina LipR;
carril 2 transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 249 pb de pB94 en presencia de 1 uM de
la proteina LipR; carril 3, transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 139 pb de pBz623 en
ausencia de la proteina LipR; carril 4 transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 139 pb de
pBz623 en presencia de 1 uM de la proteina LipR, c y v, transcripcidon del fragmento de los
promotores ctc y veg respectivamente. El tamafo esperado del transcrito fue de 105
nucleodtidos. ETE indica la posicion de las bandas que corresponden a la transcripcion
completa del fragmento, el asterisco indica la posicion de un transcrito originado en la
cadena opuesta al promotor lipA.

Los resultados anteriores confirman que la RNA polimerasa puede
iniciar la transcripcion a partir del promotor lipA in vitro solamente cuando la

caja LipR esta presente en los fragmentos de DNA empleados, siendo la
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transcripcion dependiente de la presencia del activador LipR y confirmando

que la caja LipR es su sitio de union.

M 1 2 3 4 vece

<ctc

150 QETE

125

veg

100 «|ipA

Figura 22. Transcripcion in vitro (Runoff) de fragmentos del promotor de lipA. Carril 1,
transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 249 pb de pB94 en ausencia de la proteina LipR;
carril 2 transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 249 pb de pB94 en presencia de 1 uM de
la proteina LipR; carril 3, transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de 187 pb de pBz619 en
presencia de 1 uM de la proteina LipR; carril 4 transcripcion del fragmento Xbal-BamHI de
139 pb de pBZ623 en presencia de 1 uM de la proteina LipR, c y v, transcripcion del
fragmento de los promotores ctc y veg respectivamente. El tamafio esperado del transcrito
fue de 105 nucledtidos. ETE indica la posicion de las bandas que corresponden a la
transcripcion completa del fragmento, y el asterisco indica la posicion de un transcrito
originado en la cadena opuesta al promotor lipA.

Con la finalidad de clarificar las bandas extras que se observan en la
figura 21 (carriles 4 y 5) y figura 22 (carril 4), es importante mencionar que
estas bandas corresponden a transcritos generados por la transcripcion de
los fragmentos completos lineales usados. Asimismo, se observan transcritos

de aproximadamente 10 nucledtidos mas cortos que no tienen relaciéon con
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los transcritos que se obtienen a partir de lipA, pero que son generados a

partir de la cadena de DNA complementaria de los fragmentos empleados.

LAS PROTEINAS LipR DE S. exfoliatus y S. coelicolor SON

FUNCIONALMENTE INTERCAMBIABLES.

Considerando que las regiones promotoras de los genes lipA de S.
exfoliatus y de S. coelicolor muestran una alta conservacion en el promotor y
en las cajas LipR, y que los respectivos activadores LipR presentan una
identidad del 47 % (Valdez et al, 1999), un punto interesante de evaluar era si
estos activadores son funcionalmente intercambiables, es decir, si el
activador de una de estas especies activa la transcripcion del gen lipA de la
otra especie. Para esto se purificé la proteina LipR de S. coelicolor
empleando el mismo sistema de expresion usado para la proteina de S.
exfoliatus. La figura 18 (carriles 5-8) y 19 (carriles 5-8) muestran el perfil de
expresion del activador de S. coelicolor.

Para analizar la unién de LipR de S. coelicolor a la regidbn promotora de
lipA de S. exfoliatus y viceversa se llevaron a cabo experimentos de retardo
de corrimiento en gel. En la figura 23, carriles 4 a 6, se observa que la
proteina de S. exfoliatus fue capaz de unirse a un fragmento de DNA que
contiene la region promotora de IlipA de S. coelicolor a la misma
concentracion (1 uM) con la que se unié a su propia regibn promotora
(carriles 1 a 3). Asimismo, complejos estables DNA-proteina se observan a una

concentracion de 1 uM de proteina LipR de S. coelicolor al usar fragmentos
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de DNA que llevan la region promotora de lipA de cualquiera de las especies
(carriles 7 a 12). La adicidon del mismo fragmento de DNA no marcado (200
ng) inhibié especificamente la formacion del complejo DNA-proteina,
mostrando que ambas proteinas LipR son capaces de unirse a la secuencia

promotora de cualquiera de las dos especies.

Fragmento lipA S. exfoliatus  S. coelicolor S.exfoliatus S. coelicolor
S. exfoliatus LipR - + + - + + U —
S. coelicolor LipR - - - - = = - 4+ + - 4+ +

Fragmento frio - - + - - + - - 4+ - - +

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
b - - o
- - L
- - - -

Figura 23. Retardo de corrimiento en gel de las regiones promotoras de lipA de S. exfoliatus y
S. coelicolor unidas a las proteinas LipR. El experimento se realizé con un fragmento de 309
pb gue contenia la regidbn promotora de lipA de S. exfoliatus o con un fragmento de 526 pb
que contenia la regién promotora de lipA de S. coelicolor, con o sin 200 ng del fragmento sin
marcaje. Las proteinas LipR de S. exfoliatus y S. coelicolor se adicionaron a una
concentracion de 1 uM.

Tomando en cuenta los resultados anteriores, se analizd si los
activadores LipR eran también funcionalmente intercambiables in vivo. Para
esto, se construyo el plasmido pB150, en el cual el gen lipR de S. coelicolor se
cloné bajo el control del promotor tipA en el vector plJ602, después de
introducir un sitio Ndel en el codén de inicio de lipR (Tabla 1). Este plasmido

es equivalente al plasmido pB99 (Tabla 1) que tiene el gen lipR de S.
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exfoliatus bajo el control de tipAp en el mismo vector y que previamente
habia sido descrito (Servin-Gonzalez et al, 1997). Ambos plasmidos y plJ6021
se introdujeron en S. lividans que tiene el gen lipA de S. exfoliatus clonado en
un vector derivado del plasmido pJV1 (pB100, Tabla 1). Como se muestra en
la Tabla 3, la actividad de lipasa obtenida en ausencia de cualquier gen lipR
fue muy baja. Por otra parte, se obtuvieron altos niveles de actividad en
presencia de cualquiera de los dos genes lipR. Estos resultados indican que
ambos activadores son funcionalmente intercambiables in vivo.

Se realiz6 un experimento similar para analizar la activacion del gen
lipA de S. coelicolor, clonado en pB151 (Tabla 1)por los productos de ambos
lipR. Al igual que en el caso anterior, la actividad de lipasa fue dependiente
de la presencia de lipR, sin importar cual gen lipR fue usado para activar la
transcripcion del gen lipA de S. coelicolor. En este caso, sin embargo, la
actividad varid mucho entre los cultivos, la cual puede ser atribuida a la alta

inestabilidad de la lipasa de S. coelicolor (datos no mostrados).

Tabla 3. Actividad de lipasa de cultivos de S. lividans que contienen pB110 con lipR en trans.

Origen lipRa
S. exfoliatus S. coelicolor
(plJ6021) (pB99) (pB150)
Actividad de Lipasa 0.019+/-0.003b 5.782+/-1.562 3.911+/-1.515
(Unidades por ml de
sobrenadante)

a Tioestreptén (5 ng/ml) se afiadié a las 12 hr de crecimiento para inducir al promotor tipA.
b Los resultados corresponden al promedio de tres cultivos independientes +/- la desviacion
estandar.
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DISCUSION

En el presente trabajo se analizé la activacion del gen de la lipasa,
lipA, de S. exfoliatus por su activador transcripcional LipR. Este activador
anteriormente estaba clasificado como miembro de la familia de
activadores MalT (Valdéz et al, 1999) o LAL (De Schrijver and De Mot, 1999), y
recientemente fue reclasificado dentro de la familia LipR/TchG de proteinas
de actinobacterias que forman parte de la denominada clase STAND de
Nucledsido Trifosfatasas de P-Loop. Lo anterior revela una relacion muy
cercana de las proteinas LipR a los activadores de clusters de antibidticos
policétidos (Leipe et al, 2004). Los rasgos caracteristicos de las proteinas de
esta familia LipR/TchG son su gran tamairio (tipicamente de alrededor de 900
aminoacidos), un dominio de unidon a DNA en la regidon C-terminal del tipo
LuxR y la presencia de motivos en la region N-terminal del tipo Walker Ay
Walker B (De Schrijver y De Mot, 1999; Leipe et al, 2004).

Por otra parte, en estudios previos se sugirid que la presencia de una
secuencia invertida repetida rio arriba de la regidon -35 del promotor lipA de
S. exfoliatus, la cual esta conservada en las regiones promotoras de lipA de S.
coelicolor y S. albus, funciona como el sitio de unién de LipR y que por tanto
es indispensable para activar el promotor (Valdéz et al, 1999). Esta idea es
consistente con el hecho de que la mayoria de los activadores bacterianos

se unen a secuencias invertidas repetidas (Huffman y Brennan, 2002), a pesar
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de que esto no estd bien documentado para las proteinas reguladoras en
estreptomicetos.

Los resultados claramente muestran que la secuencia invertida
repetida, ahora llamada “caja LipR”, es el unico elemento rio arriba de la
region -35 del promotor lipA necesario para activar la transcripcion. Estas
conclusiones se apoyan en los experimentos in vivo en los que se elimind
completamente la caja LipR que resulté en una falta de transcripcion, e in
vitro al mostrar que el inicio de la transcripcion de lipA por la RNA polimerasa,
depende de la presencia de la caja LipR. Asimismo, dicha transcripcion es
dependiente del activador LipR, confimando que la secuencia invertida
repetida es el sitio de union de la proteina LipR.

Ademas, los resultados del presente estudio indican que LipR debe
unirse a la repeticion proximal de manera muy cercana a la region -35 del
promotor para que se active de manera significativa la transcripcion, lo que
sugiere que LipR actia como un activador transcripcional tipo Il (Rhodius y
Busby, 1998). Esta idea es apoyada ademas por el hecho de que al mover la
caja LipR hacia arriba de la regién -35 se obtienen niveles transcripcionales
similares a los obtenidos cuando esta ausente la repeticion proximal, lo que
sugiere que LipR al unirse a la repeticion proximal establece contactos
especificos con el factor sigma de la RNA polimerasa (Browning y Busby,
2004; Rhodius y Busby, 1998).

A pesar de que la interaccion antes descrita es critica para que LipR

active, los resultados obtenidos mostraron que la repeticion distal de la caja
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LipR también juega un papel en la activacidon del promotor lipA. Esto es
apoyado por el hecho de que una activacibn completa requiere la
presencia de ambas repeticiones y por los niveles de transcripcion obtenidos
en la ausencia de la repeticion proximal, niveles que sugieren que LipR unida
a la repeticion distal es capaz de hacer contacto con una regiéon de la RNA
polimerasa diferente de la que LipR contacta cuando estd unida a la
repeticion proximal. Esta interaccion muy probablemente sea con el dominio
C- terminal de la subunidad alfa, subunidad que se sabe es capaz de
interactuar con factores transcripcionales que se unen mas arriba del
promotor (Rhodius y Busby, 1998).

Lo anteriormente mencionado es consistente con los bajos niveles de
transcripcion observados cuando la caja LipR completa es movida mas
arriba del promotor sobre la misma cara de la hélice de DNA, dado que en
este caso los contactos con la subunidad sigma hechos por LipR unida a la
repeticion proximal deberian perderse, mientras que los establecidos con la
subunidad alfa podrian mantenerse debido a la bien conocida flexibilidad
que presenta su dominio C-terminal, lo que permitiria que estos contactos se
mantuvieran cuando el activador esta unido mas arriba del promotor
(Browning y Busby, 2004; Rhodius y Busby, 1998).

Por lo tanto, los resultados sugieren que LipR actia en forma parecida
a LuxR, un activador ambidiestro que se une a una secuencia invertida

repetida (caja lux) y establece contacto con la RNA polimerasa en ambos
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lados para activar completamente a su promotor (Egland y Greenberg, 1999;
Fuqua y Greenberg, 2002).

En contraste con lo anterior, el activador MalTl, una proteina que
también pertenece a la clase STAND, activa la transcripcion por un
mecanismo diferente que implica un ensamblaje homo-oligomérico de la
proteina en unién cooperativa a varias copias del sitio de reconocimiento de
la proteina en respuesta a maltotriosa y ATP (Larquet et al, 2004; Schreiber y
Richet, 1999).

Esta diferencia entre los mecanismos de activacion empleados por
LipR y MalT es relevante, ya que previamente habia sido sugerido que la
comparacion con MalT podria dar indicios acerca del mecanismo por el
cual LipR y proteinas relacionadas activan la transcripcion (Beckett, 2001;
Wilson et al, 2001).

Por lo tanto, seria interesante explorar si activadores relacionados a
LipR presentes en los clusters de genes biosintéticos de antibidticos de
actinomicetos activan la transcripciéon por un mecanismo similar al descrito
para LipR en el presente estudio, especialmente dado que estas proteinas
son similares en su secuencia a las proteinas LipR de Streptomyces y estan
organizadas en dominios bien conservados (Leipe et al, 2004).

Un aspecto interesante de todas las proteinas incluidas en la clase
STAND, es la presencia de un dominio de unién a nucledétido en la regidon N-
terminal, que consiste de dos motivos bien conservados, denominados

motivos Walker A y Walker B (Leipe et al, 2004). Este dominio tiene una
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funcién importante para activar la transcripcién de los genes que regula, ya
que la mutacion de estos motivos, como en el caso de PikD, genera una
proteina incapaz de activar la transcripcion del cluster de genes de
pikromicina (Wilson et al, 2001).

En relacion a lo anterior, el analisis de la secuencia de la proteina LipR
de S. exfoliatus por De Schrijver y De Mot (1999), reveld que LipR carecia del
motivo Walker A, lo que sugeria la existencia de un error en la secuencia
reportada por nuestro grupo de investigacion. Esta duda en la secuencia
reportada fue desechada al analizarse nuevamente en el laboratorio la
secuencia del gen del activador, revelando que no existe la posibilidad de
codificar un motivo Walker A claro en los otros dos marcos de lectura
restantes, lo que indicé que la secuencia del activador fue reportada
correctamente. Adicionalmente, un analisis realizado en la base de datos

FRAME (http://www.nih.go.jp/~jun/cgi-bin/frame plot .pl) no mostrd

discontinuidad en la regidon donde el motivo Walker A deberia estar presente.
Sin embargo, con el objeto de descartar definitivamente la existencia de un
error en la secuencia reportada, el gen lipR fue secuenciado nuevamente
de la clona original, asi como de una clona independiente (Pérez et al,
1999), obteniendo una secuencia idéntica a la secuencia previamente
reportada, lo que confirmé la ausencia de un motivo Walker A en la proteina
LipR de S. exfoliatus.

La ausencia del motivo Walker A podria implicar, por un lado, que la

proteina LipR no requiere la unidn del nucledétido para activar la
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transcripcion, y por otro que el motivo Walker B es capaz de coordinar la
union del nucledtido con algun otro dominio o motivo presente en LipR.
Tomando en cuenta que las proteinas LipR de S. coelicolor y S. albus
presentan claramente los motivos Walker A y Walker B, se podria especular
gue la proteina LipR de S. exfoliatus es el Unico miembro de la familia
LipR/TchG que ha perdido la capacidad de unir nucledétidos, reteniendo su
capacidad de activar la transcripcion.

Es interesante que a pesar de que las proteinas LipR fueron
completamente intercambiables in vitro, in vivo existe una pequefia
diferencia en la capacidad de la proteina de S. coelicolor para reconocer el
promotor lipA de S. exfoliatus, la que no es aparente en los experimentos in
vitro, principalmente porque estos experimentos se realizaron a
concentraciones saturantes de proteina. A pesar de estas pequefias
diferencias observadas entre las proteinas LipR, los resultados del presente
estudio muestran que éstas son similares, incluso son funcionalmente
intercambiables in vivo e in vitro. Esto muestra la conservacion de los
elementos regulatorios en estas dos especies, siendo evidente por la
ubicacién y conservacion de la caja LipR. Es muy probable que esta
conservacion funcional se extienda a S. albus, la cual presente elementos

regulatorios similares (Valdez et al, 1999).
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CONCLUSIONES

e La secuencia invertida repetida (caja LipR) localizada en la
region promotora del gen lipA de Streptomyces exfoliatus es
el sitio de union del activador transcripcional LipR y es el
Unico elemento rio arriba de la region —-35 necesario para la
activacion transcripcional del promotor.

e La integridad de la secuencia invertida repetida es
fundamental para la activacion del gen lipA.

e La distancia entre la caja LipR y el promotor y la distancia
entre las repeticiones son cruciales para la activacion del
promotor lipA.

e In vitro, el promotor lipA puede activarse solamente en
presencia de la caja LipR, transcripcion dependiente de la
presencia de la proteina activadora LipR.

e LipR es un activador transcripcional de la familia LipR/TchG
gue parece actuar como un activador tipo I, estableciendo
contacto directo con la subunidad sigma y la region C-

terminal de la subunidad alfa de la RNA polimerasa.



e« LipR de Streptomyces exfoliatus es la primera proteina
reportada de la familia LipR/TchG que no tiene un dominio
Walker A, lo que sugiere que no parece requerir de la union

de ATP para activar la transcripcion del promotor lipA.
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