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ABSTRACT

Transcription initiation of genes expressed by the bacterial RNA polymerase
containing the alternative o> factor (Ec>*) requires specialized activators which are
members of the bacterial Enhancer Binding Proteins family (EBPs). The EBPs use the
energy derived from the NTP binding and hydrolysis to induce conformational changes
in Ec>* in order to allow the isomerisation of an inactive closed promoter complex into
a proficient open complex form. Previous in vivo genetic evidence had indicated that the
invariant threonine residue, within the well conserved GAFTGA motif of the AAA"
domain of EBPs, is involved in transcriptional activation and in the energy coupling
process. 6>* constitutes the primary interaction target for the activator. However, how
the activator uses the NTP binding and hydrolysis to remodel the Ec*-closed promoter
complex, as well as the determinants that participate in the interaction between the
activator and ™, are not well understood.

In order to shed light into these questions, here we describe and characterize for
the first time, the formation of stable protein complexes between the AAA™ domains of
different activators (Bj NifA, Ec PspF) and o> by using an analog of ATP (ADP-
aluminum fluoride, ADP-AIFx) that mimics ATP in the transition state for hydrolysis.
Also, we provided evidence from in vitro and in vivo genetic suppression studies, that
o> Region I constitutes the primary interaction target for the activator within the
holoenzyme. Furthermore, we show that the ADP-AlFx-dependent complex formation
between o”* and the activator is strictly dependent upon the integrity of the GAFTGA
motif of the EBPs, specially the threonine residue, which suggests a critical role for this
residue in binding 6>*. Overall, we infer that one role of ATP hydrolysis in activation of
the Ec™* is to promote formation of a functional state of activator that tightly binds ¢
in order that the energy transduction process coupled to open complex formation can
take place. Finally, the use of ADP-AIFx allowed us to provide insights into the
mechanochemical action of the activators of the EBPs family.

Additionally, we present a detailed characterization of the interaction between
o> Region I and the EBPs during transcriptional activation. We employed an array of
DNA-promoter probes that mimic the different conformations adopted by the o'
promoter en route to open complex formation to investigate the contribution of the
threonine residue of the activator GAFTGA motif during transcriptional activation. Our

5

results allow us to conclude that the conformational variations occurring in ¢>* and in



DNA promoter structure en route to open complex formation is communicated to the
activator via the conserved threonine residue of the GAFTGA motif.

Finally, we characterized by in vivo and in vitro experiments the molecular basis
that allows to the E054g4L mutant to rescue the activation deficiency of a mutant
activator carrying a threonine to serine substitution in the GAFTGA motif. Our results
allows us to propose a new and novel role for the invariant threonine residue of the
activator GAFTGA motif during transcriptional activation, which consists in sensing the
conformation adopted by the DNA downstream of the -12 promoter region and coupling
this information to the Ec* via Region I to allow open complex formation. Overall, the
results presented here highlight the level of regulatory precision and complexity that

operates during transcription activation at o~ *-dependent promoters.



RESUMEN

El inicio de la transcripcion de los genes expresados por la ARN polimerasa
asociada al factor transcripcional o> (Ec™"), implica el reconocimiento de la secuencia
promotora y la formaciéon de un complejo cerrado transcripcionalmente inactivo. Este
complejo cerrado, en contraste a la ARN-6"°, es incapaz de isomerizar a un complejo de
promotor abierto a menos que este presente una proteina activadora perteneciente a la
familia de las Enhancer Binding Proteins (EBPs). Las EBPs utilizan la union y la
energia de hidrolisis del ATP para inducir cambios conformacionales en el complejo
cerrado de Eo™*-promotor, permitiendo la isomerizacion del ADN vy la formacion del
complejo abierto. Reportes anteriores habian mostrado que el residuo conservado de
treonina dentro del motivo GAFTGA del dominio AAA" catalitico de las EBPs, estaba
involucrado en la activacion transcripcional y en el acoplamiento de la energia de
hidrolisis del ATP a través del establecimiento de un posible contacto con Ec™*. El
factor >* constituye el principal blanco de interaccion con el activador. Sin embargo, el
mecanismo por el cudl el activador acopla la union e hidrolisis del ATP para alterar la
conformacion de o' dentro del complejo cerrado, asi como los determinantes
especificos que participan en la interacciéon entre el activador y o', es ain poco
conocido.

Para describir y caracterizar la interaccion y formacion del complejo estable in
vitro entre el dominio AAA™ de varias EBPs y 6, empleamos un analogo del estado de
transicion del ATP en la hidrolisis (ADP-fluoruro de aluminio, ADP-AIFx). Estos
experimentos nos permitieron inferir que una de las funciones que tiene la hidrolisis del
ATP durante el mecanismo de activacion transcripcional es la de generar un nuevo
estado funcional en el activador (mimetizado por el ADP-AIFx) que le permite
interaccionar establemente con %, lo que garantiza la transduccion satisfactoria de la
energia del ATP hacia la Ec>* en vistas a promover la formacion del complejo abierto.
Estudios de supresion genética in vivo, asi como evidencias in vitro nos permitieron
concluir que la region I de o™* constituye el principal blanco de interaccion del activador
dentro de la holoenzima. Por su parte, el motivo GAFTGA del activador,
especificamente el residuo de treonina, estd involucrado en la interaccion estable con
o™

Por otra parte, caracterizamos de manera detallada la interaccion funcional que

5

se establece entre la region I de o'y el motivo GAFTGA del activador durante el



mecanismo de activacion transcripcional. Haciendo uso de templados de ADN que
mimetizan las diferentes conformaciones que adopta el promotor en vias a formar el
complejo abierto, demostramos que el residuo de treonina del motivo GAFTGA forma
parte de una via de sefializacion interna que le permite al activador orquestar y dirigir
los diferentes cambios conformacionales que ocurren tanto en 6>, como en la estructura
del promotor durante la formacion del complejo abierto.

Por tltimo, aislamos y caracterizamos mutantes supresoras de Ec™* capaces de
rescatar in vivo la funcion de una mutante del activador afectada drasticamente en su
capacidad para activar la transcripcion. En general, nuestros resultados permitieron
asignarle un nuevo papel funcional al motivo GAFTGA del activador durante la
activacion transcripcional, el cual consiste en reconocer la conformacion que adopta el
ADN ubicado corriente abajo de la region -12 del promotor y comunicar esta
informacion a la ARN polimerasa a través de la region I de o™ para proceder a la
formacion del complejo abierto. Nuestros datos ejemplifican el nivel de precision y
complejidad que opera en la regulacion de la transcripcion de los promotores

dependientes de 6.



INTRODUCCION

Las condiciones nutricionales y ambientales en los diferentes habitats
bacterianos pueden estar sujetas a variaciones muy drasticas, lo que ha traido como
consecuencia la evolucion y desarrollo de un gran repertorio de mecanismos
sofisticados que le permiten a la bacteria adaptarse a estos cambios que se producen en
su medio. El proceso de adaptacion implica, por una parte, el reconocimiento de ciertas
sefales captadas del medio externo y, por otra, la elaboracion de una respuesta celular
que generalmente se encuentra relacionada con el cambio o alteracion de la expresion
genética. Las sefiales del medio ambiente, tanto fisicas como quimicas, pueden ser
detectadas de formas muy diferentes: el estimulo puede penetrar al interior celular (por
ejemplo, el sustrato de una via metabdlica), o incluso puede ser detectado a nivel de la
superficie celular a través de receptores especificos de membrana. Sin embargo, y de
manera general, el proceso de recepcion, internalizacion y procesamiento del estimulo
tiene como blanco final de regulacion la modificacion o alteracion de la expresion
genética, lo que representa una estrategia muy util para conseguir un aprovechamiento
optimo de la energia disponible.

En bacterias, la regulacion de la expresion genética ocurre a diferentes niveles: a
nivel de la transcripcion (inicio, elongacion y terminacion), a nivel de procesamiento y
estabilidad del ARN mensajero y por ultimo a nivel traduccional. Debido a que en
bacterias la traduccion esta acoplada a la transcripcion, la regulacion de la expresion
genética ocurre principalmente en este Ultimo nivel, especificamente en el control del
inicio de la transcripcion. El hecho de que el control de la expresion genética se ejerza
en este punto, contribuye a optimizar el gasto energético de la célula, ya que evita la
sintesis de proteinas y ARN innecesarios, proceso energéticamente costoso.

Las bacterias han evolucionado diferentes mecanismos que permiten regular el
inicio de la transcripcion. La presencia de diferentes factores transcripcionales (factores
sigma) que le confieren a la ARN polimerasa especificidad para reconocer e iniciar la
transcripcion en distintas clases de promotores, el grado de identidad del promotor con
respecto a su secuencia consenso, la modificacion del nivel de transcripcion basal a
través del uso de proteinas reguladoras (activadores o represores), asi como los cambios
en el grado de superenrollamiento del ADN, son solo algunos de los mecanismos mas
utilizados por las bacterias para controlar el inicio de la transcripcion. Sin embargo, y a

pesar de que el conocimiento actual acerca de estos mecanismos de regulacion



transcripcional son muy amplios, en muchos casos de desconocen las bases moleculares
por los cudles operan.

En este sentido, este trabajo tiene como objetivo general estudiar y aportar
informacion precisa sobre el mecanismo de regulacion transcripcional de los genes
controlados por la ARN polimerasa asociada al factor 6>*, abordado desde un enfoque

genético y molecular.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Capitulo 1. ARN Polimerasas
1.1 Caracteristicas Generales

La transcripcion es el proceso mediante el cual la informacion almacenada de
manera permanente en el ADN es transferida o copiada a una molécula de acido
ribonucleico (ARN). La enzima que cataliza este proceso es la ARN polimerasa
dependiente de ADN (ARNP). Para la sintesis del ARN, la ARNP utiliza ademas del
templado o molde de ADN, el i6n magnesio como cofactor y los sustratos de
ribonucleodsidos trifosfatos (NTPs), los cuales constituyen las unidades precursoras del
ARN. La reaccion de la transcripcion transcurre en la direccion 5'— 3” y de manera
andloga al mecanismo de sintesis del ADN, los sustratos de NTPs son acoplados al
grupo hidroxilo del extremo 3’ de la cadena de RNA en fase de elongacion, mediante la
formacion de un enlace fosfodiéster (Cramer, 2002; Ebright, 2000).

Las ARNPs celulares pertenecientes a los tres dominios filogenéticos (arqueas,
bacterias y eucariontes) estan conformadas por multiples subunidades proteicas, las
cuales comparten un alto grado de similitud estructural, funcional y de secuencia entre
ellas, lo que indica que comparten un origen evolutivo (Cramer, 2002; Ebright, 2000)
(Ver Tabla 1.1). Adicionalmente, existen ARNP constituidas por un solo polipéptido,
como las ARNPs mitocondriales, de cloroplastos y de bacteriofagos, las cuales son las
encargadas de transcribir el genoma de dichos organelos o virus bacterianos,
respectivamente. Ambas formas de ARNPs, sin embargo, comparten muchas de sus
caracteristicas bioquimicas y funcionales (Cheethman & Steitz, 2000). Por otra parte,
las ARNPs de eucariotes estdn conformadas por un mayor nimero de subunidades
proteicas en comparacion con sus homologos bacterianos, lo que evidencia una mayor
complejidad estructural en las primeras. Para ilustrar esto, en la Tabla 1.1 se muestra la
diferente composicion de subunidades de las ARNPs de arqueas, bacterias y
eucariontes, resaltandose las subunidades homdlogas (Cramer, 2002; Cramer et al.,
2001; 2000; Ebright, 2000).

Otra diferencia basica entre las ARNPs de bacterias y eucariontes es la presencia
en estas ultimas de varias formas de ARNPs, las cudles desempefian funciones
altamente especializadas. Nos referimos, por ejemplo, a que la transcripcion de los
genes en arqueas y bacterias es llevada a cabo por una tnica forma de ARNP, mientras

que en organismos superiores existen tres formas de ARNP con finalidades funcionales



muy particulares. La ARNP I sintetiza la mayoria de los ARN ribosomales, la ARNP II
transcribe los ARN mensajeros y algunos ARN nucleares pequefios, y por ultimo la
ARNP III se encarga de transcribir los ARN de transferencia y el ARN ribosomal 58S.

De esto se desprende que en bacterias al existir

ARN POLIMERASAS DE SUBUNIDAD-MULTIPLE

Bacterias ' B o o ® -

Arqueas A'/A" B'/B" D L K + 6 subunidades
Euc. pol I RPA1 RPA2 RPAS RPA9 RPA6 + 9 subunidades
Euc. pol I RPBI1 RPB2 RPB3 RPBI11 RPB6 + 7 subunidades
Euc. pol 111 RPC1 RPC2 RPC5 RPC9 RPC6 + 11 subunidades

Tabla 1.1. Comparacion entre ARNPs que muestran diferente composicion de subunidades (adaptado de
Geiduschek & Bartlett, 2000)

una unica forma de ARNP no sélo es necesario que regule su actividad per se, sino
también las diferentes sefiales que promueven que los distintos grupos de genes se
transcriban correctamente. Esto se logra través del uso de diferentes factores sigma, los
cuales le confieren a la ARNP la especificidad para posicionarse y reconocer secuencias
de ADN altamente conservadas y especificas, conocidas como promotores, los cuales
controlan el inicio de la transcripcion (Burgess et al., 1969).
1.2 ARN Polimerasa Bacteriana

La ARN polimerasa bacteriana estd compuesta por un heterodimero de cinco
subunidades (o ®), que en su conjunto conforman el nucleo catalitico de la enzima
(core) (Ebright, 2000). El core es suficiente para llevar a cabo las reacciones cataliticas
basicas de la transcripcion (elongacion y terminacion), pero es incapaz de iniciarla en
ausencia de la subunidad sigma (o). El complejo multiproteico formado por el
ensamblaje del core de la ARNP y la subunidad o, es conocido como holoenzima (Ec)
(Figura 1.1). La subunidad o, o factor de especificidad como también se le conoce, es el
encargado de conferir a la holoenzima la capacidad de reconocer los promotores para

asi iniciar la transcripcion. La unidn sitio especifica al promotor garantiza la expre-
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Figura 1.1. Esquema general donde se muestran la composicion de subunidades y el ensamblaje de la

ARNP bacteriana dependiente de ADN. En el texto se especifica la funcion individual de cada una de las

subunidades.



sion concertada en tiempo y espacio de una gran variedad de genes que se requieren
bajo condiciones fisiologicas o estimulos celulares externos muy particulares (Darst,
2001; Gross et al., 1998). Otra subunidad adicional que forma parte del core es la
omega (w). Anteriormente se creia funcionalmente dispensable al no afectar la
viabilidad celular una vez removida, sin embargo evidencias experimentales recientes
han permitido atribuirle una nueva funcion a esta subunidad (Minakhin et al., 2001). En
la siguiente seccidon nos enfocaremos en las propiedades, bioquimicas y estructurales, de
las diferentes subunidades de la ARNP de Escherichia coli (E. coli), que ha sido hasta el
momento la enzima mas estudiada.

1.3 La subunidad Alfa (o)

La subunidad o de la ARNP de E. coli (329 aminoacidos) es codificada por el
gen rpoA, estd constituida estructuralmente por dos dominios independientes
conectados entre si por una secuencia espaciadora de aproximadamente 13 aminoacidos
(a.a) de longitud, que no asume una estructura definida (Ver Figura 1.2) (Blatter et al.,
1994; Busby & Ebright, 1994). La subunidad o forma una estructura dimérica, tanto en
el core de la ARNP como en la holoenzima, y entre sus funciones se encuentra la de
permitir el ensamblaje del resto de las subunidades de la ARNP (Figura 1.1) (Ishihama,
1981).

En el dominio amino terminal (aNTD), enmarcado por los residuos 1-235,
radican los determinantes que participan en la formacién de la interfase de dimerizacion
entre ambas subunidades o (Figura 1.2, A). La estructura del dimero formado por el
dominio amino terminal muestra una topologia elongada y aplanada en donde los
residuos involucrados en la interaccion con el core se localizan en una cara del mismo,
mientras que los residuos correspondientes a la secuencias espaciadoras se encuentran
en la cara opuesta (Fujita ef al., 2000; Murakami et al., 1997). Particularmente, estudios
estructurales han mostrado que la interfase de dimerizacion establecida entre las
subunidades o ocurre a través de una interaccion antiparalela del tipo coiled-coil entre
las hélices H3 de los respectivos monomeros (Zhang & Darst, 1998). El proceso de
dimerizacion ocurre independientemente de la presencia del dominio carboxilo terminal
(aCTD), dado que la ausencia de esta region no interfiere en dicho proceso.
Especificamente en el aNTD se han identificado cinco regiones (A-E) que se
encuentran significativamente conservadas en secuencia entre sus homoélogos de las

principales divisiones bacterianas (Heyduk et al., 1996). Estudios de proteccion
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mediante footprinting han mostrado que dos regiones conservadas de la subunidad a,
conocidas como motivos 1 y 2, interaccionan con las subunidades B y f,
respectivamente (Figura 1.2, A). Adicionalmente, estudios de mutagénesis han indicado
que las subunidades ol y all se unen principalmente a las subunidades B y [,
respectivamente (Gourse et al., 2000).

El dominio carboxilo terminal 249-329 (aCTD) se encuentra relativamente
conservado en secuencia en las ARNPs de procariontes y ausente en las de eucariontes,
lo que sugiere que su funcioén en la transcripcion estad confinada a un solo dominio.
Desde un punto de vista estructural, el aCTD presenta una arquitectura globular
compacta, conformada por cuatro o-hélices, dos vueltas de hélices y una extensa asa en
el carboxilo terminal con estructura definida (Fujita ez al., 2000).

Una de las funciones de este dominio es la de reconocer, a través de una
interaccion especifica ADN-proteina, secuencias de promotores ricas en adeninas y
timinas, conocidas como elementos UP, que se ubican entre 40 y 60 pares de bases
corriente arriba del inicio de la transcripcion (+1) (Ross et al., 1993; Ebright & Busby,
1995; Chen et al., 2003). En este sentido, el elemento UP mejor caracterizado es el que
se encuentra en el promotor que controla sintesis de uno de los ARN ribosomales (rnB
P1I), el cual estimula la actividad transcripcional al menos 30 veces, posiblemente al
incrementar la formacion del complejo abierto (Yasuno et al., 2001). Otra funcion
atribuida al aCTD es ser un blanco de interaccion para reguladores transcripcionales, tal
es el caso de la proteina reguladora de la represion catabdlica CRP y OmpR (Lawson et
al., 2004; Busby & Ebright, 1999; Ebright & Busby, 1995). Las dos copias del dominio
carboxilo terminal de la subunidad o de la ARNP, denominadas oCTD' y aCTD", son
funcionalmente independientes. Por lo tanto una unica copia del dominio carboxilo
terminal es suficiente para interaccionar con promotores que contienen un sitio de union
para una molécula de CRP y un solo subsitio del elemento UP. Sin embargo, ambas se
requieren en caso de promotores que presentan mas de un sitio de unién para CRP y
para el reconocimiento de los dos subsitios que presenta el elemento UP (Lloyd et al.,
2002).

Por su parte, la secuencia espaciadora facilita la movilidad estructural entre los
dominios aNTD y aCTD para que puedan llevar a cabo sus funciones. Esto posibilita,

por ejemplo, que cada uno de los aCTD puedan comportarse como unidades moviles
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independientes para interaccionar con el ADN y/o proteinas, mientras que la ARN
polimerasa se mantiene unida al promotor (Chen et al., 2003; Fujita et al., 2000).
1.4 La subunidad Beta (J3)

La subunidad B de la ARN polimerasa de E. coli consta de 1342 a.a y esta
codificada por el gen rpoB. Dentro de la misma se identifican varias regiones
conservadas evolutivamente entre las principales divisiones filogéneticas. Estos motivos
conservados, los cuales se distribuyen a lo largo de la molécula, se agrupan en 9
dominios (A-I) los cuales se encuentran separados por regiones pobremente conservadas
en secuencia (Severinov ef al., 1994) (Figura 1.2, B). Las subunidades  y B° conforman
el centro catalitico de la enzima.

Se ha mostrado que el antibidtico rifampicina inhibe la transcripcion al bloquear
directamente la salida del transcrito de ARN cuando el mismo consta entre dos o tres
nucleotidos de longitud (Campbell ef al., 2001; Darst, 2004). Dentro de la subunidad 3,
principalmente en los dominios B, D y E, se han mapeado mutaciones que confieren
resistencia a dicho antibiotico (Campbell et al., 2001; Jin & Gross, 1988). Dado que la
rifampicina afecta la velocidad de inicio de la transcripcion, se ha sugerido que su sitio
de union dentro del core se encuentra muy cercano al sitio —i (sitio de union del
nucledtido que inicia la transcripcion). Acorde con esto ultimo, se conoce que los
motivos conservados F,G, H e I de la subunidad B estan involucrados en la formacion
del sitio-i, el cual se ubica estructuralmente a 15 A de distancia aproximadamente del
sitio de union a rifampicina (Naryshkina et al., 2001). Adicionalmente, estudios de
entrecruzamiento han mostrado que ciertas regiones conservadas de la subunidad 3 se
localizan proximas al extremo 5° de la cadena de ARN naciente. Finalmente, estas
evidencias apuntan a que la subunidad B desempefa una funcion critica en el control del
inicio de la transcripcion. En este mismo sentido, se han aislado mutantes dentro de esta
subunidad que afectan las propiedades de pausa y elongacion de la ARNP, lo que indica
que no solo es importante en el control del inicio de la transcripcidén, sino en otros
estadios del ciclo transcripcional.

Por tltimo, la subunidad 3 contiene dentro de la zona de secuencia hipervariable
dos regiones que se han denominado dispensables (DRI y DRII) y que comprenden mas
del 25% de su longitud de aminoacidos (Figura 1.2, B). Especificamente, dichas
regiones son dominios estructuralmente autdbnomos que sobresalen hacia la superficie

exterior de la ARNP, particularmente el DRII. Acorde con esto, estas regiones pueden
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removerse de la ARNP sin afectar su estructura global y, por ende, sus funciones

basicas. Sin embargo, se ha documentado que la regiéon DRI constituye un blanco de re-

A) Subunidad Alfa (o)

oNTD Sec. aCTD
o ) ) Espaciadora
Dominio de ensamblaje de la subunidad Dominio de inferaccién con
Motivo 1 Motivo 2 l reguladores y unién a ADN
NH; - —COOH
, 235 249 329
Contactos con B Contactos con 3
B) Subunidad beta (B)
Sitio de divisién en Contactos oy '
Arquea
A B c D l E F 6 H I
1 DRI DRII 1342
— —
170 430 930 1030
C) Subunidad beta prima (§°)
Insercidén en cloroplastos
>400aa >200aa
Interaccidén con o
A B c D E F G G H

1 T T T Iil 1407

941 1131
Motivo de unién a Sitio de Sitio de
ADN divisién en  divisién en
cloroplastos  Arqueas

Figura 1.2. Esquema que muestra la organizacion estructural de las subunidades que componen al core de
la ARNP (o, B y B’). (A) Organizacion de los dominios de la subunidad a. Las regiones
significativamente conservadas en secuencia dentro del dominio amino terminal se encuentran
sombreadas en diferentes tonalidades de verde. (B) Organizacion de los dominios de la subunidad 3. Las
regiones conservadas A-I se muestran marcadas en azul. Igualmente se destacan las regiones
dispensables, el sitio de division en arqueas, asi como también las regiones que interaccionan con las

subunidades a y B. (C) Organizacion de los dominios de la subunidad 3 marcados como en (B).
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gulacion para la proteina Alc del bacteriofago T4, la cual es un factor de regulacion que
induce la terminacion prematura de la transcripcion de la célula huésped (Severinov et
al., 1994). De manera general, el acomodar estas dos grandes inserciones dentro de la
estructura de la ARNP, es un indicativo de la organizacion modular de la ARNP en
dominios discretos e independientes.

En arqueas, a diferencia de bacterias y eucariontes, las subunidades homoélogas
a la By B’, se encuentran divididas en varios polipéptidos pequefios codificados por
genes separados. De manera tal que durante el ensamblaje de la ARNP estos necesitan
reunirse para formar una enzima funcional. Estudios in vitro mostraron que la
separacion de la subunidad 3 de la ARNP de E. coli en dos polipéptidos independientes,
no afecta el ensamblaje ni la funcionalidad de la ARNP (Severinov ef al., 1996).

1.5 La subunidad Beta prima (")

Es la subunidad mas grande de la ARNP de E. coli, consta de 1407 aminoacidos
y esta codificada por el gen rpoC. Esta subunidad, de manera similar a la 3, presenta
ocho diferentes regiones que se conservan evolutivamente (A-H) (Figura 1.2, C). Como
se mencion6 anteriormente, la subunidad B forma el centro catalitico de la enzima
conjuntamente con la subunidad (. La region conservada en el amino terminal (A)
contiene un motivo del tipo dedo de zinc (Cyss-Zn'>), el cual se cree que estd
involucrado en la union del ADN templado. Por otra parte, se ha observado que las
regiones C y G contactan el extremo 3’de la cadena de ARN naciente (Borukhov ef al.,
1991).

Por otra parte, varios estudios han establecido que el motivo tipo coiled-coil
conformado por los residuos 260-309 de la subunidad PB’, es importante para la
interaccion con el factor 6°, principalmente con las regiones 2.1 y 2.2 (Arthur ef al.,
2000; Arthur & Burgess, 1998). Se ha observado que la subunidad " libre es capaz de
enmascarar los sitios de union a ADN del factor ¢'°, lo que sugiere que la interaccion
entre ambas subunidades es determinante para lograr ciertos rearreglos de dominios
asociados con la formacion de la holoenzima (Kulbachinskiy et al., 1999). La
interaccion entre el motivo coiled-coil y el factor '’ es suficiente para disparar cambios
conformacionales que exponen las regiones 2.3 y 2.4 de este ultimo (Young et al.,
2001). De manera notable, la region 2.4 es la encargada de reconocer e interaccionar
con la caja —10 del promotor (Malhotra et al., 1996). Por ultimo, se ha inferido que este

motivo, al encontrarse altamente conservado entre las diferentes especies de bacterias,
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constituye un sitio importante de interaccion con ¢'°. De hecho se ha demostrado que
este motivo interacciona con todos los diferentes factores o presentes en E.coli, asi
como también con el factor o* de Bacillus subtilis (Young et al., 2001).

La subunidad " también contiene una region dispensable (DR) que se ubica a
partir del a.a 1000; a diferencia de la subunidad [, esta se localiza en el dominio G,
dividiéndolo en G y G’ (Figura 1.2, C) (Zakharova et al., 1998). Como se ha
mencionado anteriormente, se presume que la remocioén de esta region no afecta la
funcionalidad de la ARNP. Sin embargo, se ha demostrado que la remocion de
pequefios grupos de aminoacidos dentro de la misma causa un efecto dramatico en la
velocidad de elongacion de la ARNP (Zakharova et al., 1998). No obstante, el hecho
que la DR se encuentre totalmente ausente en otros organismos sugiere que su papel
puede ser indirecto al afectar las funciones de dominios conservados adyacentes,
especificamente el dominio G, el cual se conoce que esta involucrado en arrestar la
transcripcion en los sitios de pausa (Zakharova et al., 1998).

Por otro lado, se han caracterizado mutantes dentro de la subunidad B,
localizadas en varios de los segmentos conservados (C, E, F, G y H), las cuales afectan
la pausa y terminacion de la ARNP. Esto sugiere fuertemente que la subunidad [3’esta
intimamente involucrada con el evento de terminacién transcripcional.

1.6 La subunidad omega (o)

Esta subunidad consta de 91 aminoacidos y es la Uinica que no es esencial para la
viabilidad celular bajo condiciones 6ptimas de crecimiento. En ensayos de transcripcion
in vitro no se observaron diferencias en la actividad entre la enzima silvestre y una
variante de ARNP reconstituida en ausencia de esta subunidad (Tang et al., 1995;
Gentry et al., 1991; Zalenskaya et al., 1990). Sin embargo, cabe resaltar que existe una
alta identidad de secuencia entre la subunidad ® y sus homodlogos de arqueas y
eucariontes, lo que sugiere que juega una funcion importante, aunque no esencial, para
la funcionalidad de la ARNP (Ver Tabla 1.1) (Minakhin ef al., 2001). El mismo estudio
propone que la subunidad o promueve el ensamblaje de la ARNP, al actuar como un
pestillo molecular que permite el anclaje del complejo preensamblado o, con la
subunidad B’. En este sentido, se ha descrito la existencia de ciertas regiones
conservadas en la subunidad ®, las cuales interaccionan simultineamente con las
regiones D, G y carboxilo terminal de la subunidad ’. Dicha interaccion promueve una

reorganizacion de la subunidad [ facilitando asi la interaccion con el complejo
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preensamblado o,B (Minakhin et al., 2001; Ebright, 2000). Por ultimo, en un estudio
llevado a cabo por Ghosh y colaboradores, se demostr6 que la subunidad ® previene la
agregacion de la subunidad ° bajo condiciones de renaturalizacion in vitro (Ghosh et
al., 2001). Esto sugiere que la subunidad ® se une simultineamente a los dominios
amino y carboxilo terminal de la subunidad ’, lo cual ayuda a mantener la subunidad
" en una conformacion resistente a la agregacion antes de reclutarse finalmente al
complejo oB. Por ultimo, la subunidad o se analizard con detalle en el capitulo
siguiente.
1.7 Estructura del core de la ARNP bacteriana

En afos recientes diversos estudios estructurales han permitido entender de
manera substancial la relacion estructura-funcion de la ARNP bacteriana (Borukhov &
Nudler, 2003; Murakami & Darst, 2003). El primer hallazgo significativo proviene de la
determinacion a 3.3 A de resolucion de la estructura atéomica del core de la ARNP de
Thermus aquaticus (Zhang et al., 1999). La estructura reveld que el core presenta una
arquitectura molecular en forma de pinza de cangrejo (crab-claw like shape) con una
dimension aproximada de 150 A de longitud (medido desde el fondo hasta la punta de
las pinzas) por 115 A de alto y 110 A de ancho. Las subunidades B y B’del core forman
dos l6bulos estructurales, entre los que se forma una depresion o hendidura dentro de la
estructura conocida como canal principal (Figura 1.3). El canal principal tiene un
diametro de 27 A, el cual es suficiente para acomodar el ADN de doble cadena, y en el
fondo de la pared del mismo se asientan los residuos cataliticos. La pinza menor
superior estd compuesta mayoritariamente por la subunidad [, mientras que la pinza
inferior la compone la subunidad ". Segmentos conservados de ambas subunidades (I,
C, G, Hdela B yH,Ddela ) interaccionan y forman una interfase extensa,
principalmente donde se conforma el centro catalitico de la ARNP. El centro catalitico
esta compuesto por una secuencia de aminoacidos altamente conservados -NADFDGD
pertenecientes a la subunidad B’, de los cuales los residuos de acido aspartico son los
encargados de quelar el i6n Mg ™ requerido para llevar a cabo la catalisis (Borukhov &
Nudler, 2003; Vassylyev et al., 2002). Especificamente, las regiones H, [ y D de las
subunidades 3 y B’ respectivamente, interaccionan para posicionar correctamente el
motivo de quelacion del magnesio dentro del sitio activo (Darst, 2001). De manera
general, la topologia y arquitectura molecular mostrada por la ARNP de 7. aquaticus es

muy parecida a la RNAP II de levadura, mientras que el plegamiento de los segmentos
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altamente conservados alrededor del sitio activo son esencialmente idénticos (Murakami
& Darst, 2003). Por otra parte, la estructura mostrd que las subunidades oy y oy se
encuentran en una posicion distal respecto al sitio activo, y que el dimero formado por
el dominio amino terminal de ambas subunidades aNTD sirven de andamiaje molecular
para el ensamblaje del resto de las subunidades (B y B’), sin tener algun papel en la
catalisis. De hecho, ningin residuo del dimero o, tiene acceso al canal interno de la
ARNP donde la catalisis tiene lugar. Elementos conservados de las subunidades  y B’
establecen contacto directo con las subunidades oy y o, respectivamente (Zhang et al.,
1999). Especificamente, el segmento conservado BI establece una serie de contactos
criticos dentro del core, siendo la porciéon amino terminal de dicha region importante
para interaccionar con la subunidad oy y formar el intermediario o,f. La secuencia
intermedia de la region Bl establece contactos con ciertas regiones de la ° (C,G y H)
que sirven para formar el centro catalitico, mientras que la porcion carboxilo terminal es
requerida para reclutar la subunidad B al complejo intermediario o3. Finalmente, la
subnidad ® se encuentra envolviendo y estableciendo contacto exclusivamente con la
porcion carboxilo terminal de la subunidad B’, lo cual ha sugerido que desempefia un
papel de chaperona en el estadio final de ensamblaje de la ARNP (Minakhin et al.,
2001).

La reconstruccion estructural de la ARNP de 7. aquaticus reveld otros elementos
importantes para su funcionalidad, como los segmentos conservados de la hoja B (B
flap) y el timén B° (B’ rudder). La B flap est4 constituida por la region conservada G de
la subunidad B (Bg flap), mientras que la B° rudder estd conformada por la porcion
carboxilo terminal de la region C y una fraccion de la secuencia ubicada entre las
regiones B y C de la subunidad B° (B'c rudder). Se ha propuesto que estos dos
elementos estructurales determinan el progreso de la holoenzima durante la
transcripcion. Especificamente, la Bg flap se ubica cerca del canal de union al ADN, y
se ha sugerido que modula la velocidad de elongacion de la RNAP. Por su parte, la B'¢
rudder esta involucrada en separar las cadenas del hibrido ADN-RNA (Figura 1.3)
(Severinov, 2000; Zhang ef al., 1999).

Otra caracteristica estructural importante para la funcionalidad de la ARNP es la
region F de la subunidad B, la cual atraviesa el canal principal, conectando de esta

manera las subunidades "y B. El segmento helicoidal que secciona a la mitad el canal
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Canal principal/
Sitio Activo

Canal
Secundario
Dominios de
los Iébulos B
Dimero o
Tapa 6
Dominio
Abrazadera f3'
Timén B'C pF Hélice B'F Subunidad ®

Figura 1.3. La figura muestra el trazo de la cadena de carbonos o correspondientes a la estructura del
core de la ARN Polimerasa de 7. aquaticus (Darst, 2001). Los monomeros de las subunidades ol y all,
asi como de la subunidad o, se muestran en color blanco. Las subunidades mayores  y B’ se encuentran
coloreadas en azul y rosado, respectivamente. Los segmentos evolutivamente conservados de ambas
subunidades fueron resaltados en color verde. Los elementos que se ubican alrededor del sitio activo estan
altamente conservados en todas las especies por ser el sitio donde ocurre la catalisis. El i6n magnesio
Mg " requerido para la catalisis esta representado con una esfera en color morado. Con flechas se sefialan

varios elementos estructurales importantes para la funcionalidad de la ARNP.
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central es conocido como la hélice de la subunidad 'r. Esta hélice, junto con la region
G de la subunidad B" (B’g), la cual sobresale hacia el canal principal, forman una
estructura que bifurca el canal principal de la ARNP en dos canales separados (Figura
3). El menor de ellos, conocido como canal secundario, presenta 12 A de didmetro el
cual no es suficiente para acomodar el ADN de doble cadena. Se ha propuesto que la
funcion de este canal secundario es la de suministrar los sustratos de ribonucleotidos
hacia el sitio activo (Zhang et al., 1999). En general, la forma y el tamafo del core de la
ARNP de T. aquaticus corresponde muy bien con el mapa de densidad electronica de la
enzima de E. coli (Finn et al., 2000).

Capitulo 2. Factores sigma (o)

2.1 Caracteristicas Generales

En 1969 se descubrié que la ARNP podia ser “disectada” en dos componentes
principales, la ARNP o core y un nuevo elemento denominado factor ¢ (Burgess et al.,
1969). La subunidad & al conferirle al core de la ARNP especificidad de reconocimento
para distintas secuencias promotoras, garantiza el inicio sitio especifico de la
transcripcion, asegurando de esta manera que los grupos de genes especificos se
transcriban coordinadamente bajo los estimulos celulares o del medio apropiados. La
diferenciacion funcional de la ARNP, asociadada a diferentes subunidades o, fue
reportada por primera vez en la bacteria B. subtilis durante su fase de esporulacion;
posteriormente, este fenomeno fue observado en otras especies bacterianas (Kroos et al.,
1999; Fujita, 2000). Los proyectos de secuenciacion gendmica han revelado que el
numero de subunidades ¢ varia grandemente entre las diferentes especies de bacterias.
Por ejemplo, Mycoplasma genitalium presenta un so6lo factor transcripcional, mientras
que E. coli, B. subtilis y Pseudomonas aeruginosa presentan 7, 18 y 24 factores sigma,
respectivamente. Hasta el momento, Streptomyces coelicolor ha sido el organismo
descrito que presenta mas subunidades o, con 65, pero salvo esta excepcion la mayoria
de las especies bacterianas presentan al menos 3 de estos factores (Gruber & Gross,
2003; Bentley et al., 2002; Mittenhuber, 2002).

Basados en criterios de similitud de funcion y de secuencia, los factores ¢ han
sido agrupados en dos clases o familias filogenéticamente distintas. Una familia
relacionada en secuencia al factor primario de E. coli ¢’° y otra familia cuyo tnico
miembro es el factor o (Lonetto et al., 1992). Ambas familias difieren en el

0

mecanismo de inicio de la transcripcion. La familia 6’ a su vez ha sido dividida en tres
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diferentes grupos. Los factores del grupo 1 o primarios, presentan un alto grado de
conservacion entre ellos, y son los encargados de reconocer la mayoria de los genes que
se transcriben en células en rapido crecimiento y que son esenciales para el desarrollo.
El grupo 2 lo componen aquellos factores que son muy similares en secuencia a los
factores primarios pero que no son indispensables para la supervivencia de la célula.
Finalmente, los factores del grupo 3 conocidos como alternativos, difieren
considerablemente en secuencia comparados con los primarios y son los responsables
de la transcripcion de regulones especificos (Helmann & Chamberlin, 1988; Lonetto et
al., 1992).

A juzgar por la pobre identidad de secuencia entre los miembros de ambas
familias, se pensd por algin tiempo que las holoenzimas que formaban también
presentaban variaciones estructurales. Sin embargo, actualmente se conoce que ambos
tipos de factores ¢ se unen al mismo core de la ARNP para formar una holoenzima
funcionalmente competente. Estudios usando fragmentos de péptidos han mostrado que
la interfase formada por 6”° y o°* con el core de la ARNP es muy similar (Tintut &
Gralla, 1995; Svergun et al., 2000; Wigneshweraraj et al., 2000). Diversos estudios han
mostrado que, dentro de la Ec'*, la subunidad B’ provee el principal sitio de interaccion
para el factor 6’°, mientras que la subunidad P contribuye con interacciones adicionales
(Katayama et al., 2000; Traviglia et al., 1999a; 1999b; Arthur & Burgess, 1998; Owens
et al., 1998; Greiner et al., 1996). Aunque actualmente no se cuenta con una estructura
de 6°* a alta resolucion, la comparacion de la estructura tridimensional de fragmentos de
o' con los datos de dispersion de rayos x de angulo pequefio que se tienen de ¢>*, han
servido para proponer que ambos factores se unen a regiones muy similares del core de
la ARNP (Svergun et al., 2000; Malhotra ef al., 1996).

2.2 Familia ™

Estudios de alineamientos multiples de secuencia han identificado cuatro
regiones altamente conservadas entre los miembros de esta familia. Dichas regiones se
han dividido en subregiones, cada una de las cuales presenta una funcioén especifica
(Gruber & Gross, 2003; Lonetto et al., 1992; Helmann & Chamberlin, 1988) (Figura
2.1).

20



R SECUENCIA DE SECUENCIA DE
FACTOR | TAMARO NOMBRE
RECONOCIMIENTO | RECONOCIMIENTO
SIGMA | (LONG.AA) | DEL GEN
UPSTREAM DOWNSTREAM
Familia 6™
35 -10
c” 613 rpoD TTGACA TATAAT
o> 362 rpoS ; CTATACT
o’ 284 rpoH TNtCNCCCTTGAA CCCCAT(TA
c** 239 rpoF TAAA GCCGATAA
o 202 rpoE GAACTT TCTGAT
' 173 fecl AAGGAAAAT TCCTTT
Familia 6>
24 12
c* 477 rpoN TtGGeaca #GCA

Tabla 2.1. Caracteristicas de los siete factores transcripcionales presentes en E. coli

E. coli presenta 7 factores transcripcionales que reconocen distintas secuencias
promotoras y transcriben grupos de genes acorde a situaciones fisioldgicas especificas
(Tabla 2.1). En este capitulo nos enfocaremos en el analisis del factor transcripcional
primario ¢'° de E. coli, que es parte de la forma de la ARNP que expresa la mayoria de
los genes durante la fase de crecimiento exponencial. El factor o esta conformado por
un solo polipéptido de 613 a.a de longitud y un peso molecular de 70.2 kDa. El factor
o'’ reconoce especificamente promotores que presentan secuencias hexanucleétidicas
consensos ubicadas a —35 (5'-TTGACA-3") y —10 (5'-TATAAT-3") pares de bases con
respecto al sitio de inicio de la transcripcion (+1) (Ver Tabla 2.1). En los promotores
dependientes de o’’, el reconocimiento del elemento —10 esta mediado por una

estructura de o-hélice anfipatica presente en la subregion 2.4 (Malhotra et al., 1996)

Asimismo, un motivo del tipo hélice-vuelta-hélice (HVH) dentro de la subregion 4.2 es
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el responsable de establecer contacto con el elemento o caja —35 del promotor (Lonetto

et al., 1992; Campbell et al., 2002).
Unién al Core

T

Desnaturalizacién
del promotor

!

11 12 2122 2324 30 31 32 41 42

] T 1+

Inhibe la unién Reconocimiento Reconocimiento
a ADN Promotor -10 Promotor -35

Reconocimiento
Promotor -10
extendido

Unidn a Activadores y
AsiA

Figura 2.1. Esquema que muestra la organizacion y funcion de los dominios de la subunidad ¢”° de E.
coli. Las regiones conservadas estan enmarcadas en recuadros con diferentes tonalidades de morado. Los
dominios requeridos para el reconocimiento del promotor se detallan en el esquema, al igual que la region
1.1, la cual es Unica para 6’° y cuya funcion es la de inhibir la unién del factor ¢’° al ADN, en ausencia
del core (las flechas indican la funcion asignada a cada region). Las barras solidas indican las regiones
que participan en la union al core, asi como en la interaccion con el factor AsiA (factor anti-sigma).

La interfase formada por el factor 6"y el core de la ARNP es extensa, altamente
conservada y funcionalmente especializada (Gruber & Gross, 2003; Sharp et al., 1999).
Estudios bioquimicos han mostrado que mutaciones en ciertos residuos de las
subregiones 1.1, 2.2, 2.4, 3.1, 4.1 y 4.2 del factor o afectan la interaccion con el core
de la ARNP. Estos residuos se encuentran idealmente localizados para comunicar al

core de la ARNP informacion estructural acerca del estado de unién de 6'°.

2.3 Organizacién y funcién de las regiones conservadas del factor "’
2.3.1 Region 1
La region 1 del factor 6”° se localiza en el amino terminal y esta dividida en dos

subregiones, 1.1 y 1.2. Estas se encuentran poco conservadas en secuencia, aunque
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presentan como rasgo distintivo la presencia de residuos acidos. Se ha demostrado que
ciertos determinantes dentro de la subregion 1.1 inhiben la unién del factor ’° al ADN
en ausencia del core de la ARNP. Estos residuos interaccionan con el dominio de union
a ADN, ubicado en la region 4, lo que explica porqué el factor ’° en solucion es
incapaz de unirse al ADN. Una vez que 6'° interacciona con el core, la region 1.1 sufre
un cambio conformacional que permite que se exponga el dominio de unién a ADN,
promoviendo asi el reconocimiento y la union al promotor. Por otra parte, la subregion
1.2 también ha sido implicada en la inhibicién de la interaccién de ¢’° con el ADN, ya
que sus residuos acidos repelen electrostaticamente el ADN. Adicionalmente, se ha
observado que la remocion de esta subregion afecta la progresion de la ARNP del
complejo de promotor cerrado a abierto, por lo que se ha sugerido que se requiere para
la formacion del complejo abierto (Mekler et al., 2002; Baldwin & Dombroski, 2001;
Wilson & Dombroski, 1997).

2 . . , .

Notablemente, el factor 6> de E. coli presenta un segmento de 18 aminoacidos

no conservados en la regiéon amino terminal que exhibe analogia funcional con la region
70 ’ .y . .y oy eqe

1 del factor ¢". Como podria esperarse, la remocion de dicha region posibilita que el

factor 6~ se una al ADN en ausencia del core de la ARNP (Dombroski ez al., 1993).
2.3.2 Regién 2

La regién 2 de ¢'° esta dividida en cuatro subregiones y contiene los residuos de
aminoacidos mas altamente conservados dentro de la familia (Figura 2.1). La subregion
2.1 contiene los determinantes que participan en la union del core de la ARNP (Gruber

& Gross, 2003; Burgess & Anthony, 2001; Sharp et al., 1999).

La subregion 2.3 contiene una secuencia de aminoacidos aromaticos
conservados que estan involucrados en la desnaturalizacion del ADN de la region
promotora (Malhotra et al., 1996). Se ha propuesto que las cadenas laterales de estos
residuos se intercalan con las bases del ADN de doble cadena, desestabilizando su
estructura, y originando un estado de desnaturalizacion local (Fenton et al., 2000). La
estabilizacion de esta zona de desnaturalizacion se logra por la interaccion que ejerce la
misma region 2.3 con la cadena no templado. Una evidencia que sustenta esta hipotesis
es el hecho que el factor ¢ puede ser unido fotoquimicamente al ADN de cadena

sencilla (Hillel & Wu, 1978; Hilton & Whiteley, 1985). Finalmente, y acorde con la

funcion de esta subregion, se ha observado en la estructura del fragmento ¢'° (114-446)
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que estos residuos aromaticos se ubican en la cara expuesta al solvente de la a hélice
anfipatica que conforman las subregiones adyacentes 2.3 y 2.4 (Tomisc et al., 2001;

Malhotra et al., 1996).

Por ultimo, evidencias provenientes de estudios genéticos, bioquimicos y
estructurales indican que la subregion 2.4 participa en el reconocimiento del elemento —
10 del promotor (Zuber et al., 1989; Dombroski et al., 1992; Chan et al., 1996;
Malhotra et al., 1996).

2.3.3 Region 3

La region 3 esta subdividida en tres subregiones (3.0, 3.1 y 3.2) (Figura 2.1).
Estructuralmente es un dominio compuesto por tres o hélices compactas, una de las
cuales es la encargada de interaccionar con el elemento —10 extendido del promotor
(Sanderson et al., 2003; Campbell et al., 2002; Murakami et al., 2002). Se ha observado
que en algunos promotores el reconocimiento del elemento —10 extendido (motivo TG,
de la posicion —15 a la —13) por la subregion 3.0 puede reemplazar la presencia de la
caja —35 consenso del promotor en caso que dicha region se encuentre ausente
(Campbell et al., 2002; Barne et al., 1997). Sin embargo, recientemente se reportd el
caso opuesto, en el cual los elementos —35 y —10 extendido del promotor P del
bacteriofago T4 compensan la ausencia o la pobre conservacion del elemento —10 de
dicho promotor (Hook-Barnard et al., 2006). La region 3 es considerada como un
dominio de unién que conecta las regiones 2 y 4 del factor 6'’. Se ha propuesto que en
este arreglo estructural la subregion 3.2 bloquea el canal de salida del ARN. La
subregion 3.2, rica en residuos acidos, produce un choque estérico entre la cadena de
ARN naciente y el factor 6’°, causando asi la disociacion de los productos abortivos de
ARN (Murakami et al., 2002; Vassylyev et al., 2002). Se ha observado que mutaciones
en esta subregion reducen el nimero de transcritos abortivos y aumentan el escape de la

ARNP de su promotor (Cashel et al., 2003).
2.3.4 Region 4

La region 4 esta subdividida en dos subregiones (4.1 y 4.2). Esta region participa
en la union al core de la ARNP. Sin embargo, su funcion mas relevante consiste en el
reconocimiento del elemento —35 del promotor a través de un motivo de unién a ADN
del tipo HVH, el cual se localiza en la subregion 4.2 (Campbell et al., 2002). Ademas de

las evidencias estructurales, estudios genéticos han mostrado que dos mutaciones en la
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./ 70 . . ,
subregion 4.2 del factor 6™ son suficientes para suprimir de manera alelo-especifica

cambios en la region —35 de los genes ant del fago P22 y lac de E.coli (Siegele et al.,

1989).

Se piensa que el factor '’ no se une simultaneamente a las regiones —10 y —35
del promotor, sino que ocurre de manera secuencial y comenzando por la region —35.
Esto explica en parte, por qué el empleo de activadores transcripcionales ha sido
seleccionado como mecanismo de regulacion positiva en promotores cuya region —35 se
encuentra ausente o poco conservada respecto al consenso. En este sentido, la
asociacion entre el activador y la ARNP compensa la débil union de la ARNP al ADN y
garantiza el reclutamiento y el correcto posicionamiento de la ARNP hacia estos
promotores (Campbell ef al., 2002). Por otra parte, se ha documentado que una pequefia
ventana de aminoacidos basicos ubicados después de la subregion 4.2 constituye un
blanco de interaccion para activadores como AraC, MalT, CRP y PhoB (Lonetto et al.,
1998). Adicionalmente, en la region carboxilo terminal de esta subregion se localiza un
segmento de 63 aminoacidos que es blanco de regulacion por la proteina AsiA del
bacteriofago T4. Esta proteina es un factor anti-sigma que inhibe la transcripcion al
impedir la interaccion entre la region 4 del factor 6'° y el dominio B flap de la ARNP

(Gregory et al., 2004; Kuznedelov et al., 2002).
2.4 Relacion estructura-funcion de las regiones conservadas del factor i

Recientemente se determiné la estructura tridimensional de las holoenzimas de
T. aquaticus 'y T. thermophilus en presencia del factor transcripcional o’’. En general,
ambas mostraron la misma topologia en forma de pinza de cangrejo, igual a la exhibida
por el core de la ARNP de T. aquaticus y la ARNP II de Saccharomyces cerevisae
(Vassylyev et al., 2002).

En lo que respecta a ', este presentd una estructura molecular conformada por
cuatro dominios helicoidales flexibles e interconectados entre si (o1, G2, 03 ¥ 04), cada
uno de los cuales contiene varias regiones conservadas. Los dominios globulares del
factor 6° se encuentran distribuidos a través de toda la cara superior de la ARNP. La
interfase entre ¢ y el core es muy extensa y su interaccion muy estable, con una
constante de disociacion estimada en 10° M. La estructura de la holoenzima de T.
thermophilus no reveld informacion estructural acerca de la region o por encontrarse

desordenada dentro del cristal; sin embargo, dos funciones le han sido asignadas
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principalmente. Primero, esta region es la encargada de inhibir al factor ¢’® en el
reconocimiento de su promotor, no obstante a que dicha inhibicién es eliminada al
unirse al core de la ARNP para formar la holoenzima. Segundo, en el caso particular de
algunos promotores, la region o;; acelera la formacion del complejo de promotor
abierto. Adicionalmente, estudios de transferencia de la energia de fluorescencia
(FRET) han revelado que esta region se posiciona dentro del canal del sitio activo de la
ARNP, siendo posteriormente desplazada tras la formacion del complejo abierto. Lo
anterior explica como esta region puede afectar la cinética de formacion del complejo
abierto (Murakami & Darst, 2003). La subregion o3 es esencial para la
desnaturalizacion del ADN, la cual es mediada a través de la unioén secuencia-especifica
de la subregion 6,3 a la cadena no templado del elemento consenso —10 del promotor, lo
cual conlleva a la estabilizacion de la burbuja inicial de transcripcion. Acorde con las
evidencias genéticas y bioquimicas, las sub-regiones 6,4 y G4, se encuentran expuestas
al solvente y distanciadas acordemente para el reconocimiento de los elementos
consenso —10 y —35 del promotor, respectivamente (Figura 2.2, a y b). Por su parte, la
subregion o3, es un asa de conexidon que permite la separacion entre los determinantes
de unioén al promotor y ademas se interna dentro del sitio activo de la ARNP (Murakami
et al., 2002; Vassylyev et al., 2002). Finalmente, los aminoacidos de la hélice amino
terminal pertenecientes a la region o©s3o, se encuentran bien posicionados para el
reconocimiento de promotores con secuencia —10 extendida (Murakami & Darst, 2003).
2.4.1 Flexibilidad estructural de la Holoenzima Ec”’

La conversion del core hacia la holoenzima es acompafiada de cambios
conformacionales en los l6bulos [, principalmente en los dominios de la abrazadera B’
(B'clamp) y la Bg flap. El cambio mas significativo ocurre en el dominio de la
abrazadera [3°. Se cree que la oscilacion de la abrazadera " estd asociada con la apertura
y cierre del canal principal. Se presume que el estado abierto es importante durante el
inicio de la transcripcion, en donde el ADN debe acceder al sitio activo de la ARNP,
mientras que el cierre de la abrazadera esta acoplado a la presencia del hibrido ADN-
ARN y al aumento de la procesividad durante la fase de elongacion (Murakami & Darst,
2003). Por su parte, el movimiento de la PBg flap esta asociada al correcto
posicionamiento de la subregion c4,. En la holoenzima se distinguen principalmente
dos modulos estructurales que se mueven concertadamente. Un modulo esta formado

por la region 4y la Bg flap (o4 -Bg flap), mientras que el otro estd constituido por la
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interaccion que establecen las regiones o, y o3 del factor 6’° con el dominio de la
abrazadera f". El movimiento de ambos modulos ocurre de manera independiente, lo
que se cree que controla la distancia de separacion entre las subregiones G4 y Ga»
encargadas de reconocer el promotor. Esta plasticidad es importante para el
reconocimiento de promotores cuya distancia de separacion tiende a variar entre las
regiones del promotor —10 y —35 (Murakami et al., 2002); (Ver Figura 2.2, a y b).

Durante la formacion del complejo de promotor abierto, ciertos aminoacidos
aromaticos conservados de la region o, 3 del factor c’® interactian con las bases de
ADN de la cadena no templado que son expuestas debido a la distorsion o
desapareamiento inherente que suftre el tracto rico en AT de la region —10 del promotor.
Esta interaccion estabiliza el pequefio segmento inicial de ADN desnaturalizado.
Adicionalmente, esta interaccion conlleva al desenrollamiento y a crear flexibilidad
dentro de la burbuja, permitiendo que el ADN ubicado corriente arriba de la misma se
curve o se doble hacia la entrada del canal del sitio activo. El proceso de entrada del
ADN al sitio activo es acompafiada por la salida simultanea de la subregion G;; por un
mecanismo aun desconocido (Mekler et al., 2002; Murakami et al., 2002).
Posteriormente, la cadena templado es dirigida hacia el sitio activo a través de un tinel
de cargas positivas creado por varios segmentos de proteina, mientras que el ADN de
doble cadena ubicado corriente arriba es abrazado o encerrado en otro tunel diferente,
conformado por las subunidades By f° (Murakami & Darst, 2003) (Figura 2.2, b).

La sintesis del ARN naciente comienza cuando los sustratos de NTPs son
suministrados al sitio catalitico a través del canal secundario. El proceso de iniciacion
abortiva comienza cuando el transcrito de poca longitud en nucledtidos se encuentra con
la region o35, la cual estorba o bloquea su salida. En cada evento la cadena de ARN
debe desplazar dicha region. De lo contrario, debe disociarse del complejo, para ser
finalmente liberado a través del canal secundario. Eventualmente la cadena de ARN es
elongada en una longitud de ~ 12 nucledtidos, lo cual es suficiente para que el hibrido
de ADN-ARN ocupe el canal de salida de ARN, el cual se halla completamente debajo
de la Bg flap, permitiendo asi desplazar el asa de la region o3, (Murakami & Darst,
2003). Este desplazamiento estd asociado con el evento de escape del promotor por la
ARNP, al desestabilizarse la interaccion entre la region o4y el dominio de la Bg flap,

interrumpiendo asi la interaccion de la subregion o4, con la secuencia consenso —35 del
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promotor. Finalmente, la ARNP se libera del promotor y se transloca corriente arriba

del ADN a medida que contintia el proceso de elongacién. Este tltimo evento es acom-

03,z loop

a3 LY

(b)

Oncr

extended —10 element

Figura 2.2. Estructura de la holoenzima asociadada al factor 6’ bacteriano. En a) se muestra un esquema
con la arquitectura y la organizacion funcional de los dominios del factor 6”°. Las regiones conservadas
dentro de los diferentes dominios se muestran en diferentes colores. b) Figura que muestra la estructura
del complejo holoenzima-ADN. Los componentes del core de la ARNP se muestran en forma de
superficie molecular. Las subunidades ol, oIl y ® se muestran en color gris, mientras que las subunidades
B y B’se muestran en color azul y rosado, respectivamente. Dentro de la estructura se muestra el trazo de
la cadena de los carbonos a. del factor 6™, con las hélices representadas como cilindros y acorde con los
colores mostrados en a. El ADN esta representado como cadena de fosfatos con las cadenas no
codificante y codificante coloreadas en verde oscuro y claro, respectivamente. Los elementos -10 y -35
del promotor estan mostrados en amarillo, mientras que la region -10 extendida se muestra en rojo.

(Tomado de Murakami & Darst, 2003).

pafiado por la liberacion del factor G, en una etapa no definida atn. Recientemente han
surgido evidencias muy interesantes que sefialan que la union de las region o, y o3 al

core de la ARN polimerasa no interfiere con la capacidad de elongacion y tampoco con
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el paso de los acidos nucleicos dentro del complejo de elongacion. Lo anterior sugiere
que la disociacion del factor ¢ de la holoenzima no es necesariamente un evento que
debe suceder al inicio y antes de dar paso a la fase de elongacion (Gnatt et al., 2001;
Mukhopadhyay ef al., 2001; Korzheva & Mustaev, 2000).
Capitulo 3. Familia o™
3.1 Caracteristicas Generales

El factor transcripcional c™*, codificado por el gen rpoN, estd compuesto por un
solo polipéptido de aproximadamente 477 aminoacidos y un peso molecular de 54 kDa.
Este factor fue encontrado originalmente en bacterias entéricas. Sin embargo,
actualmente se conoce que estd ampliamente distribuido entre las especies bacterianas.
La funcién historica asignada a la holoenzima Ec™* de muchas proteobacterias ha sido
asociada a la regulacion del metabolismo nitrogenado, de ahi que este factor sea
conocido como c". Sin embargo, actualmente se conocen otras funciones fisiologicas
reguladas o dependientes del factor o’ (Merrick, 1993; Studholme & Buck, 2000).
Entre estas podemos citar: la biosintesis del flagelo en organismos como Rhodobacter
sphaeroides, Pseudomonas aeruginosa y Caulobacter crescentus. También en algunas
bacterias el factor 6°* participa en la regulacion de la expresion proteinas involucradas
en el transporte de acidos dicarboxilicos y en el catabolismo de xileno y tolueno
(Reitzer & Schneider, 2001). En la bacteria Gram-positiva Bacillus subtilis, o esta
involucrado en la utilizacion de arginina y ornitina y en el transporte de fructosa. Entre
el repertorio de funciones controladas también se encuentra el transporte de electrones,
la respuesta a estrés por calor, la quimiotaxis y el uso de fuentes de carbono y nitrogeno
(Buck et al., 2000; Studholme & Buck, 2000). De manera notable, se ha propuesto que
el factor 6>* regula la transcripcion de factores o alternativos, como es el caso del factor
o2 (rpoH) de E. coli, involucrado en respuesta a estrés por calor y el factor °° (1poS)
de P. syringae y Borrelia burgdorferi, durante la fase estacionaria (Pallen, 1999; Smith
et al., 2006). A pesar de esto, ninguno de los genes transcritos por Ec™* es esencial para
el crecimiento y la supervivencia de la mayoria de las bacterias bajo condiciones
favorables, excepto en Myxococcus xanthus, donde si es esencial para su viabilidad
celular (Buck et al., 2000; Keseler & Kaiser, 1997).

Los proyectos de secuenciacion genémica han revelado la presencia de marcos
abiertos de lectura que codifican para factores o tenla mayoria de las bacterias, entre

ellas podemos citar a: Aquifex aeolicus (termodfilo extremo), parasitos intracelulares
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como Chlamydia pneumoniae, C. trachomatis y espiroquetas. En los genomas
bacterianos en los que se encuentra ausente destacan: la bacteria Gram-positiva
Mycobacterium tuberculosis, el termofilo Thermotoga maritima y patdégenos como
Mycoplasma genitalium y M. pneumoniae (Studholme & Buck, 2000). La mayoria de
los géneros bacterianos que contienen el gen rpoN presentan una sola copia
cromosomal. Sin embargo, existen bacterias como Rhodobacter sphaeroides,
Bradyrhizobium japonicum y Rhizobium etli que presentan mas de una copia del gen
rpoN. En B. japonicum se puede remover una de las dos copias del gen 7poN sin exhibir
un nuevo fenotipo, mientras que en R. etli, la primera copia del gen rpoNI esta
involucrada en la asimilacion de diversas fuentes de carbono y nitrogeno bajo
condiciones de vida libre aerobica. Por su parte, la copia »poN2, se induce fuertemente
en condiciones debaja tension de oxigeno y esta involucrada en la fijacion de nitrogeno
en condiciones de simbiosis (Michiels et al., 1998; Shatters et al., 1989; Ronson et al.,
1987; Kullik et al., 1991; Powell ef al., 1995). Hasta el momento, R. sphaeroides es la
unica bacteria donde se han identificado cuatro copias funcionales del gen rpoN. Dos de
las copias, rpoNI y rpoN2, controlan la expresion de diferentes grupos de genes
involucrados en la fijacion de nitrégeno y en la formacion del aparato flagelar,
respectivamente (Poggio et al., 2004). Especificamente, Poggio y colaboradores
demostraron que estas dos copias del gen rpoN en R. sphaeroides no son
funcionalmente intercambiables, lo que pone de manifiesto la especializacion de su
funcion (Poggio et al., 2004). Recientemente, estos autores demostraron que las bases
moleculares que determinan esta especializacion funcional radican en el reconocimiento
o la unién diferencial de cada factor sigma por su respectivo promotor (f/iOp, nifUp) los
cuales difieren ligeramente en secuencia, particularmente en la identidad del nucledtido
—11 (Poggio et al., 2006). Adicionalmente, cada factor sigma es activado Unicamente
por una EBP de manera especifica (Poggio et al., 2005; 2006). Curiosamente, estos
autores demostraron que el activador encargado de activar los genes expresados por el
gen rpoN2 estd conformado funcionalmente por dos EBPs (FleQ/FleT), las cuales
forman un heteroligobmero (Poggio et al., 2005). Hasta este momento el Unico caso
conocido de formacion de un heteroligomero funcional por dos EBPs (HrpR/HrpS)
habia sido reportado en S. syringae (Hutcheson et al., 2001).

La expresion del gen rpoN es constitutiva generalmente, pero en algunas
bacterias se regula por los niveles de oxigeno y nitrégeno (Rhodobacter sphaeroides y

rpoN1 de B. japonicum). En bacterias como C. crescentus se regula temporalmente
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durante el ciclo celular, mientras que el gen rpoN2 de B. japonicum es regulado
negativamente (Kullik ez al., 1991; Brun & Shapiro, 1992; Powell et al., 1995). En
Klebsiella pneumoniae la expresion del gen rpoN es regulada por dos promotores
sobrelapados dependientes de 6’ En este caso, uno de los dos promotores dependientes
de Ec” es el responsable de transcribir mayoritariamente al gen rpoN, al estar més
cerca de la secuencia consenso reportada para este tipo de promotores (Grande et al.,
1999).

El factor transcripcional 6>* difiere de los miembros de la familia ¢’° tanto en su
secuencia primaria de aminoacidos como en el mecanismo de activacion
transcripcional. A diferencia de los promotores dependientes de o’’, que presentan
secuencias consenso del tipo —35 (TTGACA) y —10 (TATAAT), el factor o°* reconoce
promotores con secuencias consensos ubicadas a —12 y —24 pares de bases respecto al
inicio de la transcripcion. Alineamientos multiples de diferentes secuencias promotoras
dependientes de o™ revelaron que dentro de la secuencia consenso (Nr'YTGGCACG-
N4-TTGCWNNw) los dinucleétidos GG y GC se encuentran altamente conservados en
las posiciones —25/~24 y —13/-12, respectivamente (Barrios et al., 1999). El factor ¢"°
reconoce su secuencia promotora unicamente cuando esta unido a la ARNP, mientras
que o>* es capaz de unirse a su secuencia promotora en ausencia del core de la enzima
(Buck & Cannon, 1992). Ademas, el mecanismo de inicio de la transcripcion en
promotores dependientes de ¢'° requiere que la holoenzima Ec’ se una al promotor,
con la subsiguiente estabilizacion del complejo cerrado Eo’’-ADN. Este paso puede ser
auxiliado por activadores transcripcionales que incrementan el reclutamiento de la Ec™
hacia su promotor (Ptashne & Gann, 1997). En cambio, Ec>* reconoce su promotor y
forma un complejo cerrado estable, sin la necesidad de activadores o factores adiconales
(Sasse-Dwight & Gralla, 1990; Buck & Cannon, 1992; Guo et al., 1999; 2000). Sin
embargo, a diferencia de ¢'°, el complejo de promotor cerrado formado por Ec™* no
puede isomerizar a complejo de promotor abierto si no estd presente una proteina
activadora (Ver Figura 3.1) (Popham et al., 1989). Esto sugiere que los activadores
dependientes de Ec™* acttian en pasos posteriores a la uniéon de Ec™ a su promotor y no
en el reclutamiento, como ocurre en el caso de o'

Los activadores de genes dependientes de o pertenecen a la familia de las

Enhancer Binding Proteins (EBPs). Los miembros de esta familia utilizan la union y la
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energia de hidrolisis del ATP para provocar cambios conformacionales en el complejo
cerrado Ec**-ADN, eliminando la inhibicién que ejerce el factor 6>* sobre la ARNP en
el control de la desnaturalizacion de la region promotora, permitiendo la isomerizacion

y el inicio de la transcripcion (Wedel & Kustu, 1995; Weiss et al., 1991).

A) Inicio de la Transcripcién en Ec”®

Se requiere de
Activadores
para el
reclutamiento

de Ec”° .,
Isomerizacion

\ Espontinea
= e
I |

-35 -10 -35 -10

Complejo Cerrado Complejo Abierto

B) Inicio de la Transcripcién en Ec™*

El evento de
isomerizacion del
promotor requiere
de la hidroélisis de

ATP por la EBP
y 2
" 4B 4

24 12+ ATP ADP+Pi -24 -12 +1

Complejo Cerrado Complejo Abierto

Figura 3.1 Esquema que ilustra las diferencias en el mecanismo de activacion transcripcional entre Ec" y
Ec™. (A) En el mecanismo de inicio de la transcripcion de los promotores dependientes de c'°, el paso
limitante es la velocidad con la cual la ARNP se asocia o se une a su promotor. En este caso la funcion de
este tipo de activadores es atar o reclutar la ARNP hacia su promotor. (B) En el mecanismo de activacion
de los promotores dependientes de Ec™* el paso limitante es la conversion del complejo de promotor
cerrado a complejo abierto. El activador provee la energia quimica necesaria proveniente de la hidrolisis

de ATP, la cual se requiere para la isomerizacion del complejo cerrado (Es>*-ARNP-ADN).
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De esto se desprende que la expresion de los genes regulados por Ec™* sea
practicamente nula cuando no esta presente el activador. Los niveles de transcripcion
basal de estos genes es minima bajo estas condiciones, permitiendo modular su
expresion sin la necesidad de contar con proteinas represoras (Wang & Gralla, 1998).
Sin embargo, y a pesar de estas ventajas regulatorias, existen pocos genes bacterianos
transcritos por la Ec>*. En este sentido, Buck y colaboradores han postulado que una
posible explicacion a esta observacion, se basa en como ocurre el mecanismo de
activacion. El activador requiere unirse a secuencias de ADN especificas llamadas,
Upstream Activation Sequences (UAS) que se encuentran muy alejadas del promotor
(Cannon et al., 1990). Las UAS se ubican normalmente entre 150 y 200 pares de bases
(pb) corriente arriba del promotor, pero pueden llegar a ubicarse a 1 kilobase (Kb) de
distancia del promotor. En términos del mecanismo de activacion, esto implica que el
ADN se doble para formar un asa que permita el contacto entre el activador y la Ec™*
unida a su promotor. Esta interaccion posibilita acoplar la energia de hidrolisis del ATP
a los cambios conformacionales requeridos para formar el complejo de promotor abierto
(Su et al., 1990; Weiss ef al., 1991). Segln estos autores, la necesidad del asa para la
union productiva entre el activador y Ec™ requeriria contar con muchas regiones
intergénicas de ADN en el cromosoma bacteriano y por ende estos ultimos serian
sumamente grandes (Buck ef al., 2000).

3.2 Organizacion y funcion de las diferentes regiones del factor o

Estudios de comparacion de secuencia primaria del factor o> de diferentes
especies han revelado que la proteina estad dividida en tres regiones (Merrick, 1987).
Analisis de mutantes de o°* han permitido asignar algunas funciones cada una de estas

regiones (Ver Figura 3.2) (Sasse-Dwight & Gralla, 1990).
3.2.1 Region 1

La region I o amino terminal se encuentra altamente conservada entre los miembros
de esta familia y presenta una longitud de aproximadamente 50 a.a. Esta region contiene
varios motivos caracteristicos, entre los que se encuentran una regiéon rica en
glutaminas, una héptada hidrofobica de leucinas repetidas, un trimero de aminoacidos
repetidos y una héxada de leucinas (Sasse-Dwight & Gralla, 1990). A esta region se le

han asignado principalmente dos funciones:
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e Inhibir la isomerizacion de la ARNP en ausencia del activador (Cannon et al.,
2000; Gallegos & Buck, 1999; Syed & Gralla, 1998; Sasse-Dwight & Gralla,
1990).

e Estimular el inicio de la transcripcion en respuesta al activador (Sasse-Dwight &
Gralla, 1990).

Las primeras evidencias acerca de la funcion de la region I en la regulacion del
inicio de la transcripcion provienen de un estudio en el que los residuos de la héptada de
leucinas fueron progresivamente cambiados por serinas. Estas mutantes de o
presentaron una pérdida progresiva de la funcidon transcripcional y de produccion de
ARNm; sin embargo, la capacidad para formar complejos de promotor abierto no se vio
afectada drasticamente. Estos resultados sugieren que los efectos de estas mutaciones
ocurren en pasos posteriores a la formacion del complejo abierto (Hsieh & Gralla,
1994). En este mismo analisis se encontré que mutaciones en los residuos de leucinas
que mapean dentro de la subregion 25 a la 31 generan mutantes capaces de activar la
transcripcién independientemente de la presencia del activador. Las mutantes de 6>* que
no requieren del activador para iniciar la transcripcion son conocidas como bypass. Las
mutantes bypass son capaces de alcanzar hasta un 15% de la capacidad de activacion
transcripcional in vitro en ausencia del activador, comparado con el 1% que presenta 6™*
(Wang et al., 1995; 1997).

En estas mutantes, la sintesis d¢ ARNm procede a través de un complejo de pre-
iniciacion sensible al polianion heparina, a diferencia de los complejos abiertos
formados por c”* silvestre en presencia del activador y ATP que son resistentes a
heparina. Esto indica que la transcripcion en las mutantes bypass inicia a través de un
complejo abierto defectuoso e ineficiente. En este mismo sentido, se ha observado que
la remocién de la region I de o°* (ARIo>*) también origina un fenotipo de activacion
bypass (Chaney et al., 2000). Tomando en cuenta estos resultados se ha propuesto que
la region I de o>* inhibe la capacidad de la ARNP de isomerizar en ausencia del
activador, manteniendo la desnaturalizaciéon de la region promotora estrictamente
controlada (Cannon et al., 1999; Casaz et al., 1999). De manera notable, un estudio in
vitro mostr6 que la adicion en trans del fragmento peptidico correspondiente a la region
I de o™ revierte el fenotipo bypass de la mutante ARIc™, lo cual sugiere que el
activador elimina o supera la inhibicidn que ejerce la region I de o>* sobre la capacidad

de isomerizacion de la Ec™* (Gallegos et al., 1999).
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Por otra parte, estudios de footprinting empleando orto-fenantrolina de cobre (o-

CuP) el cual a diferencia del permanganato de potasio es sensible a la geometria del sur-

Region I Region IT Region ITI
Union al
Activador
i6n débi Union al
Un'oc‘:i?’;' ala delola TARCI\OJ/I;e Domini;;?\]unién a
1 56 120 215 329 477
1 56 107 180 306 329346 366 386 454 463 477
Acida Modulacién X-link HVH RpoN
box

Figura 3.2. Esquema de la organizacion de las diferentes regiones de la proteina 6>* de K. pneumoniae.
Las diferentes regiones y sus principales funciones se muestran en recuadros sombreados con diferentes
colores. La porcion que enmarca la region X-link es un subdominio dentro de la region IIT que se
entrecruza con el ADN. La caja rpoN es una caracteristica que presentan en comtn todos los miembros de
la familia ** y que participa en el reconocimiento de la region promotora, conjuntamente con el motivo

HVH.

co menor del ADN, revelé que en el complejo de promotor cerrado de Ec™* se genera
un sitio hipersensible de corte en la region —12 del promotor. El sitio sensible al corte en
la region —12 del promotor desaparece cuando se forma el complejo de promotor
cerrado con la mutante ARIG>*, sin embargo, la adicion in trans de la region I restituye
el patron de corte. Finalmente, estos datos sugieren que la region I de o' esta
involucrada en el reconocimiento e interaccion con la regiéon —12 de los promotores
dependientes de . Asimismo, estos resultados indican que las mutantes de o* con
fenotipo de activacion bypass son deficientes en la interaccion y reconocimiento de la
region consenso —12 (Morris et al., 1994; Cannon et al., 1995; Cannon et al., 2000;
2003).

Aunque los principales determinantes para la unién al core de la ARNP se
encuentran ubicados en la region III (entre los residuos 120-215), se ha demostrado que
la region I de 6! también contribuye a la unién, pero en menor medida (Gallegos &
Buck, 1999). Estudios de footprinting donde se emplearon proteasas para el corte
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proteico revelaron que la region I de o sufre un cambio conformacional en la
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transicion de complejo de promotor cerrado a abierto (Buck & Casaz, 1997).
Probablemente la interaccion que se establece entre la region [ y el core de la ARNP le
confiere a la holoenzima propiedades funcionales muy diferentes, como puede ser el
control en la isomerizacion del promotor en ausencia del activador (Gallegos & Buck,
1999; Gallegos & Buck, 2000). Por otra parte, experimentos de footprinting empleando
radicales hidroxilo han mostrado que la conformacion del dominio de uniéon a ADN,
localizado en el extremo carboxilo terminal, se altera cuando la region I de o se
encuentra ausente. Esto sugiere que la region I es necesaria para que el dominio de
union a ADN en la Ec™* adopte una conformacion funcionalmente optima (Casaz &
Buck, 1999). Tomando en cuenta todos estos datos, se ha propuesto que la region I de
o>! juega un papel de pivote funcional durante el mecanismo de activacion
transcripcional, ya que modula tanto las propiedades de union al core de la ARNP, la
interaccion con su promotor, asi como con otras regiones de la proteina.

3.2.2 Regioén 11

La region II de o es la menos conservada en secuencia primaria entre los
miembros de la familia. Esta region se caracteriza por la presencia de residuos acidos y
es variable en cuanto a su longitud, oscilando entre 60 y 100 aminoacidos. En bacterias
entéricas los primeros 33 residuos de esta region forman trimeros de aminoacidos
acidos repetidos (TAR), donde el tercer a.a del trimero es siempre un residuo acido
(Wong & Gralla, 1992). Sin embargo, el factor o>* de bacterias como Rhodobacter
sphaeroides, Rhodobacter capsulatus y Bacillus subtilis presentan una region II muy
pequefia y sin abundancia de residuos acidos (Merrick, 1993).

Se han propuesto varias funciones para la region II de la proteina, entre ellas que
estd involucrada en la desnaturalizacion del ADN en la region promotora. Esta
evidencia proviene de estudios donde se removié un fragmento de 27 a.a dentro del
dominio de residuos acidos de la region II. En este estudio se comprobd que la mutante
presenta una marcada reduccion en la capacidad de formar complejos abiertos, mientras
que una mutante en que se le duplico dicho fragmento formd complejos abiertos

utilizando una fraccion de tiempo menor. Esto sugirio que los TAR determinan la

rapidez con que se forma el complejo de promotor abierto (Wong & Gralla, 1992).

Recientes estudios in vitro donde se emplearon mutantes de Ec™* que carecen de
la region I (ARI-Ec>*) y de la regién Iy II (AR(I+11)-Ec*) demostraron que la region 11

es dispensable para la isomerizacion de la ARNP. Sin embargo, si se requiere para la
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correcta formacion de la holoenzima, y también participa modulando las propiedades de
union de la holoenzima al ADN. En resumen, la region II de o°* es muy variable en

cuanto a su longitud de a.a y hasta ahora se le ha asignado tres principales funciones:

e Desnaturalizar la region promotora (Wong & Gralla, 1992).
e Modular la transicion del complejo de promotor cerrado a abierto (Southern
& Merrick, 2000).
e Contribuir a las interacciones entre 6> y la ARNP para lograr la correcta
formacion de la holoenzima (Cannon et al., 1999).
Sin embargo, la ausencia de conservacion de esta region entre diferentes
organismos bacterianos, y que en especies como R. capsulatus la misma se encuentre
casi ausente, sugiere que ninguna de las funciones anteriores son esenciales para la

funcionalidad de la 6°*-ARNP (Buck et al., 2000).
3.2.3 Region 111

La region III o carboxilo terminal se encuentra bastante conservada entre los
miembros de la familia de o>*. Esta region presenta una longitud de aproximadamente
400 a.a y estda implicada en el reconocimiento y contacto de la regiéon promotora
(Merrick, 1993). En un estudio donde se usé un fragmento peptidico de 16 kDa de ™*
de K. pneumoniae, correspondiente a los ultimos 149 residuos de la region carboxilo,
reveld que dicho fragmento es capaz de unirse a la regiéon promotora, al igual que la
proteina silvestre (Cannon ef al., 1995).

La region III de o™* contiene dos motivos de unién a ADN que se encuentran
altamente conservados entre los miembros de esta familia. Uno de estos elementos es un
motivo del tipo HVH. En un primer estudio donde se mutagenizo la hélice 2 o de
reconocimiento del motivo HVH (Valsee-Thriss) de o> de K. pneumoniae, se demostrd
mediante experimentos de footprinting, que las mutantes afectadas en su actividad
transcripcional no protegian las posiciones de guanina —13, -24 y —25 del promotor
glnAp2 del ataque a dimetil sulfato. Sin embargo, las mutantes cuyos cambios de a.a
fueron tolerados y que presentaban una actividad transcripcional similar a la proteina
silvestre si protegieron las guaninas del promotor. De igual manera, cuando los residuos
que se encuentran expuestos en la hélice 2 fueron cambiados por alanina, la tnica
mutante que resultd ser inactiva fue la arginina 383 (R383A) (Coppard & Merrick,

1991). Se ha propuesto que la arginina puede estar involucrada en establecer un
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contacto especifico con el promotor. De hecho, se conocen proteinas que unen ADN
donde residuos de arginina participan fuertemente en el contacto con pares de bases de
guanina y citosina (Siegele ef al., 1989). Por otra parte, estudios de supresion genética
mostraron que una mutante de o' que presenta un cambio de arginina por lisina en la
posicion 383 es capaz de suprimir mutaciones en la region —13 del promotor (Merrick &
Chambers, 1992). Tomando en cuenta estas evidencias se ha propuesto que el motivo
HVH esta involucrado especificamente en el reconocimiento de la region —12 de los
promotores dependientes de ™.

La region III presenta una caja de 10 a.a cuya secuencia primaria (454-
ARRTVAKYRE-463 en Kpc™*) esta altamente conservada y que representa una firma
diagnéstica tnica entre los miembros de la familia de o°'. Basados en estudios de
prediccion de estructura secundaria y en analisis de mutantes puntuales de o°* generadas
en la caja rpoN, se sugirid6 que esta secuencia era un candidato potencial para el
reconocimiento de la region consenso —24 (Taylor et al., 1996; Wang & Gralla, 2001).
Recientemente, evidencias estructurales como de estudios de footprinting han
comprobado finalmente que la caja »poN constituye la hélice de reconocimiento que se
encarga de establecer contacto con la region consenso —24 de los promotores
dependientes de o'. Adicionalmente, se ha mostrado que los residuos de lisina y
arginina se encuentran expuestos para establecer contacto con esta region del promotor
(Burrows et al., 2003; Doucleff et al., 2005).

La region —24 es esencial para la unién de 6°* al ADN, ya que mutantes de ¢™*
que no reconocen dicha region eliminan totalmente la unién de la holoenzima al
promotor. En cambio, mutantes de ¢ que interfieren con el reconocimiento de la
region —12 del promotor, aun le confieren a la holoenzima la capacidad de unirse a su
promotor (Chaney & Buck, 1999; Chaney et al., 2000; Wang & Gralla, 2001).

En esta region también se localizan los principales determinantes de union al
core de la ARNP (120-215 en Kpo™'). Ensayos de disociacion y competencia in vitro
demostraron que o' presenta la misma afinidad por la ARNP que el factor 6”°, y que la
holoenzima Ec™* es tan estable como la holoenzima Ec’° (Gallegos & Buck, 1999). A
pesar de que no existe una similitud significativa en secuencia entre estos dos factores,
se ha observado que la region de o’® implicada en la unién al core presenta cierta
similitud en secuencia con o' (Tintut & Gralla, 1995). Esta region mapea dentro del

fragmento minimo de union al core en 6>* (120-215). Aunque ha sido dificil comprobar
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si los dominios de unién al core en ambos factores adoptan el mismo plegamiento,
estudios de dispersion con rayos X indican que tienen formas similares. Es probable que
los factores 6"° y o> ocupen posiciones similares en el core de la ARNP, pero sus
diferencias en secuencia son suficientes para conferir a las holoenzimas respectivas
propiedades diferentes (Wigneshweraraj et al., 2000).

Adicionalmente, en la region III de ¢! de K. pneumoniae se han identificado
dos subdominios. Uno de los subdominios (329-346) es capaz de entrecruzarse con el
ADN al ser irradiado con luz ultravioleta, mientras que el otro subdominio, conocido
como dominio de modulacién (180-306), incrementa la afinidad de la Ec™* por al ADN
(Cannon et al., 1993; Chaney et al., 2000). Ninguno de estos dos subdominios se
requiere para la union al core de la ARNP.

Finalmente, en esta region al igual que en la region I, también se han
identificado mutantes de o' (F318A, R336A, y K388A) que muestran fenotipo de
activacion bypass (Wigneshweraraj et al., 2001; Chaney & Buck, 1999; Wang & Gralla,
2001). Se ha postulado que estos residuos de la region III actiian a través de la region [
para controlar las propiedades de regulacion de la Eo™".

3.3 Papel de la regién —12 de los promotores o™ en el control de la transcripcion

Las evidencias anteriores, sugieren que el reconocimiento de la region —12 de los
promotores o> implica un complejo mecanismo donde estan involucradas las regiones I
y III de 6™* a través de las interacciones intramoleculares que se establecen entre ellas.
Sin embargo, se ha descrito que la region —12 del promotor también tiene multiples
efectos en la activacion de la transcripcion. En este sentido, se ha mostrado que
mutaciones en la secuencia consenso —12 GCA/T del promotor abaten drasticamente los
niveles de la transcripcion. Adicionalmente, se ha observado que ciertas secuencias
mutantes en dicha region del promotor, incrementan significativamente los niveles de
activacion bypass en presencia de la proteina silvestre. En general, estos datos sugieren
que el reconocimiento de la region —12 del promotor por parte de o> implica un
complejo mecanismo que involucra no solo la unién de 6>*, sino donde ademas el ADN
juega un papel importante en la regulacion transcripcional de este tipo de promotores

(Wang & Gralla, 1998; 1999).
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3.4 Mecanismo de activacion transcripcional de los promotores dependientes de o

Como se mencioné anteriormente, el principal punto de regulaciéon de los
promotores dependientes de o>* ocurre en el control de la desnaturalizacion y la
formacion del complejo de promotor abierto. Por ende, el paso limitante en la
transcripcion de este tipo de promotores consiste en la isomerizacién del complejo de
promotor cerrado a complejo abierto. La isomerizacion del complejo de promotor
cerrado requiere de la hidrolisis de nucledtidos trifosfatos por parte del activador o EBP
para generar la energia necesaria para remodelar o producir los cambios
conformacionales en el complejo holoenzima-DNA, permitiendo asi la formacion del
complejo abierto y el inicio de la transcripcion (Wyman et al., 1997; Guo et al., 2000;
Cannon et al., 2000). El activador en su forma funcionalmente activa (hexamero), se
une a las UAS e interacciona con el complejo cerrado Ec™*-ADN a través de la
formacion de un asa en el ADN (Popham et al., 1989; Wyman et al., 1997; Su et al.,
1990; Rippek et al., 1997). El contacto facilita el acoplamiento de la energia de
hidrolisis del ATP entre el activador y Ec™". Se ha mostrado que en algunos promotores
el evento de doblamiento del ADN es facilitado por la proteina IHF (Integration Host
Factor) (Hoover et al., 1990). Se piensa que en los promotores o' la progresion de
complejo cerrado a complejo de promotor abierto ocurre a través de diferentes estados
intermediarios. Estos intermediarios abarcan cada uno de los numerosos ajustes o
cambios conformacionales que se dan en la Ec™ y en las interacciones que esta
establece con el promotor rumbo a la formacion del complejo abierto.

A continuacion resumo las evidencias recientes que han ayudado a proponer un
modelo que explique el posible mecanismo molecular por el cual transcurre la
isomerizacion del complejo de promotor cerrado a abierto. Diversos estudios mostraron
que la Ec™, al unirse al promotor nifH de K. pneumoniae, provoca un cambio
conformacional alrededor de la region -12 del promotor (Cannon & Buck, 1993; Morris
et al., 1994). Esta distorsion originada en el promotor al unirse la holoenzima produce el
desapareamiento del nucledtido -11, generando la formacion de un promotor con
estructura de heteroduplex (pequefio segmento de ADN de cadena sencilla unido en
ambos extremos por segmentos de ADN de doble cadena, ver representacion en Figura
3.3). Esta estructura adoptada por el promotor se conoce como horquilla de union. Se ha
demostrado que a partir de la horquilla de union (fork junction) se origina la

desnaturalizacion del promotor (Guo & Gralla, 1998; 1999). Esta estructura o interme-
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A) Formacion del complejo cerrado

Activador Horquilla
El activador se une de unidn
ARNP-c**
cerca de 150 bp J Ec® se une a las
corriente arriba del secuencias cohsensos -12

sitio de inicio +1 . y -24 del promotor

~-150 -24 -12 +1

B) Evento de doblamiento en el ADN

El doblamiento del ADN

permite la interaccién
54

La formacidn del asa de

ADN a veces es .
facilitada por el IHF entre el activador y Ec

I I
24 12 4

C) Formacion del complejo abierto

El activador utiliza la
energia quimica derivada

El Activador remodela de la hidrélisis de ATP
c°* dentro del complejo para remodelar o alterar
ARNP-5** para permitir la conformacién del

la formacion del complejo centro regulador
abierto

Isomerizacién del ADN

I I
24 12 4

Figura 3.3. Esquema del mecanismo de formacion del complejo de promotor abierto en ™. (A) El
activador se une a las UAS adoptando una estructura hexamerica en forma de anillo. La ARNP-c™*
reconoce las secuencias conservadas —12 (GC) y —24 (GG) del promotor, formando asi el complejo de
promotor cerrado. Especificamente, la regién I de °* interacciona con la estructura de horquilla de unién
localizada en la posicion —12. Esta interaccion impide la isomerizacion de la ARNP. (B) La curvatura o
asa en el ADN ayuda a la interaccion entre el activador y 6™, y al evento de acoplamiento o transduccién
de la energia quimica. (C) La hidrdlisis de ATP por parte del activador provee la energia necesaria para
remodelar y desestabilizar la interaccion que se establece entre 6°* y la horquilla de unién. Los cambios

conformacionales promueven la desnaturalizacion del promotor y la formacion del complejo abierto.
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diario de ADN se cree que mimetiza la conformacion que adopta el promotor en el
complejo cerrado (Ver Figura 3.3). Aunque los factores ™' y 6’° reconocen promotores
con secuencias consenso diferentes, ambos unen selectivamente la misma horquilla
localizada en la posicion —12/-11 donde el nucledtido —11 se encuentra desapareado.
Esto evidencia un mecanismo comun entre estos factores para regular el inicio de la
transcripcion. Sin embargo, la union de estos factores transcripcionales a la horquilla
ocurre de manera diferente, lo que esta intimamente relacionado con la forma como se
regula la desnaturalizacion de lo promotores en cada caso (Guo & Gralla, 1998; 1999).

54
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En el caso particular de la activacion de promotores dependientes de o
reconocimiento optimo de la horquilla es fundamental para mantener estricto control de
la desnaturalizacion del complejo de promotor cerrado en ausencia del activador. En
este sentido, varios estudios han mostrado que la region I de ™* participa en el correcto
reconocimiento de la horquilla, inhibiendo asi la isomerizacion del promotor cuando no
esta presente el activador. De manera notable, mutantes bypass de > cuyos cambios
mapean en la region I, las cuales se encuentran desreguladas en el control de la
desnaturalizacién del promotor ya no reconocen dicha estructura de ADN (Gallegos et
al, 1999). Por otra parte, se ha demostrado que la identidad y conservacion del
nucleodtido -12 del promotor es otro factor importante que contribuye al correcto uso y
reconocimiento de esta estructura por parte de o> (Guo & Gralla, 1999). En conjunto,
estos resultados sugieren que existe una conexién funcional entre la region I de o™* y la
identidad del nucleotido consenso -12 del promotor, los cuales cooperan mutuamente
para garantizar el correcto reconocimiento de la horquilla, manteniéndose la
desnaturalizacion de la region promotora controlada en ausencia del activador (Guo &
Gralla, 1998; 1999).

Se ha sugerido que la cooperacion que se da entre la region I de o' y la
estructura de horquilla formada en el promotor, conocido como centro regulador,
funciona como un interruptor molecular (Figura 3.3). En un estado apagado, o cuando
esta ausente el activador, 6 reconoce la horquilla -12/-11 pero la unién a la cadena no
templado de la horquilla, evento necesario para propagar la desnaturalizacion del
promotor hacia la region de inicio, resulta inhibida por la presencia del nucledtido -11
desapareado. En este contexto, la funcion del activador es la de contrarrestar tal
inhibicion a través de la hidrolisis de ATP. La energia de hidrolisis se transduce a la

produccion de cambios conformacionales en el centro regulatorio, promoviendo asi que
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.. .y, . 54 .
se desenmascare la actividad de unién a ADN de cadena sencilla de o”". Finalmente,

>* se una fuertemente a la cadena no templado. El resultado final de

esto posibilita que o
este evento inducido por el activador es la propagacion de la desnaturalizacion del
promotor hacia la regién de inicio para finalmente formar el complejo de promotor
abierto (Guo & Gralla, 1998; 1999).

En general, este mecanismo y la arquitectura de o', pueden verse como un
disefio evolutivo que incrementa la potencialidad de los diversos mecanismos
reguladores existentes en bacterias.

3.5 Estructura de la ARNP-¢™*

Actualmente los analisis estructurales se han enfocado basicamente en estudiar
la ARNP bacteriana asociada al factor primario ¢'°, debido a que es el principal
responsable de orquestar la inmensa mayoria de la actividad transcripcional bacteriana.
El factor o°*, difiere de o’° tanto en su secuencia primaria de aminoacidos como en su
mecanismo de activacion transcripcional. A pesar de que la interfase formada por el
core y ambos factores transcripcionales es muy similar, ain no se dispone de datos
estructurales de alta resolucion correspondiente a la holoenzima-c™* (Ec™")
(Wigneshweraraj et al., 2000; 2002). De manera que todo el conocimiento concerniente
a la particularidad del mecanismo de activacion de la Ec>* ha sido inferido de
evidencias bioquimicas.

En un intento por lograr avances en este sentido, Martin Buck y colaboradores,
han usado técnicas de crio-microscopia electronica y de procesamiento de imagenes de
particulas sencillas, que han permitido resolver la estructura de la Ec™ a 14 A de
resolucion (Finn er al., 2002). En sentido general, la topologia de la Ec™* es muy
semejante a la adoptada por la Ec’ en forma de pinzas de cangrejo, aunque sus
dimensiones son ligeramente menores comparada con esta Ultima. De manera similar a
la Ec”’, una region extra de densidad electronica que atraviesa el canal del sitio activo y
que conecta las subunidades B y B’ es el sitio propuesto para ser ocupado por ¢>*. Sin
embargo, la ausencia de datos estructurales de alta resolucién correspondientes al factor
o>* deja abierto a conjeturas la posible localizacién exacta de las tres regiones del factor
o>*. Este grupo ha abordado este problema intentando resolver la estructura de la
holoenzima Ec”* usando fragmentos peptidicos de 054, o 1324 Y s’ 70-215, €n los cuales

estan ausentes la region carboxilo terminal y la region amino y carboxilo,
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respectivamente. Este acercamiento aportara en un futuro evidencia sobre la posible
localizacion y organizacion de las diferentes regiones de o™* dentro de la holoenzima.

Por otra parte, la comparacion del mapa de densidad electronica construido de
ambas formas de la ARNP de E. coli revel6 que las diferencias conformacionales entre
las dos enzimas son pequeias (Finn et al., 2002). El posicionamiento de todas las
subunidades de la ARNP se encuentra altamente conservado. Las variaciones
conformacionales mas grandes ocurren en los modulos estructurales de las subunidades
By B’, particularmente en la abrazadera de la B’. Esta evidencia estructural sugiere que
un mecanismo comun es empleado para la formacion de la holoenzima,
independientemente del factor c que se encuentre unido.

Recientemente se determind por resonancia magnética nuclear la estructura
molecular del dominio carboxilo terminal del factor 6>* de Aquifex aeolicus, el cual
contiene los determinantes de unién al ADN (Doucleff et al., 2005). Dentro de este
domino (Thrsy3-Glyssg) se encuentra un motivo sumamente conservado y tipico dentro
de los miembros de esta familia, denominado rpoN box. La estructura reveldo que el
dominio carboxilo terminal estd compuesto por tres a-hélices que se pliegan de manera
compacta y que forman un motivo de uniéon a ADN del tipo hélice-vuelta-hélice. La
tercera hélice esta constituida por los aminoacidos de la caja rpoN, que a su vez
constituyen la hélice de reconocimiento dentro del motivo HVH. Residuos conservados
de arginina y lisina se encuentran estructuralmente bien posicionados sobre la cara
hidrofilica de la hélice de reconocimiento para interaccionar directamente con el surco
mayor del ADN de los promotores . Interesantemente, la estructura reveld una alta
similitud estructural con los dominios 63 y o4 del factor 670, siendo el dominio o3 €l mas
parecido en cuanto a tamafio y longitud de las hélices. Sin embargo, el dominio
carboxilo de o™ es funcionalmente analogo al dominio o4 de 6™, al presentar ambos
una distribucion de cargas positivas de superficie muy similar en las hélices de
reconocimiento correspondientes, que son las encargadas de reconocer el surco mayor
de los elementos consensos -35 y -24 de los promotores 6'° y o°' respectivamente
(Doucleff et al., 2005).

Capitulo 4. Regulacion de la Expresion Genética

Las bacterias viven en habitats frecuentemente cambiantes y han desarrollado

respuestas muy sofisticadas que les permiten contender con los cambios ambientales.

Estas respuestas resultan generalmente en la activacion y/o represion de diferentes
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genes para poder adaptarse fisiologica y metabdlicamente a las nuevas condiciones. En
consecuencia las bacterias han evolucionado y desarrollado una amplia gama de
mecanismos para regular la expresion genética. Estos mecanismos de control operan en
diferentes procesos, que involucra desde el control del inicio de la transcripcion hasta la
inactivacion de las proteinas o su degradacion. En este sentido el control ejercido sobre
el inicio de la transcripcion es la estrategia utilizada mas comiinmente.

Generalmente las bacterias, bajo condiciones nutricionales optimas, expresan de
manera constitutiva los genes que se requieren para el rapido crecimiento celular,
mientras que la expresion de los genes que se requieren bajo ciertas condiciones
ambientales se regulan mediante diferentes mecanismos, como pueden ser: la presencia
de diferentes factores sigma, o la utilizacion de proteinas reguladoras, ya sea en funcion
de activacion o represion. Finalmente, estos mecanismos estan disefiados para modular
y controlar la actividad y especificidad de la ARNP.

4.1 Regulacion de la transcripcion por represion o regulacion negativa

En bacterias el mecanismo de regulacion negativa puede en principio llevarse a
cabo por cualquier proteina de uniéon a ADN, siempre y cuando su region blanco de
union interfiera con la interaccion entre la ARNP y su promotor.

El mecanismo que constituye el paradigma al modelo de represion, es la
regulacion de la transcripcion del operon lac. Este operdn consiste de tres genes
estructurales lacZ, lacY y lacA que codifican para la [-galactosidasa, la lactosa
permeasa y la transacetilasa, respectivamente. Los productos de estos genes estan
involucrados en el transporte y metabolismo de lactosa utilizada como fuente de
carbono. La transcripcion de los genes del operdn es iniciada a partir del promotor lac,
la cual es controlada por la secuencia operadora. Esta secuencia contiene el sitio de
unioén para una proteina de union a ADN, conocida como represor Lacl. El represor
Lacl, codificado por el gen /acl, se transcribe corriente arriba de los genes del operon
lac.

En este caso en particular la regulaciéon negativa de la transcripcidon ocurre
cuando la bacteria crece en ausencia de lactosa. Bajo estas condiciones la afinidad del
represor por su sitio de union, secuencia operadora O1, es mayor que la afinidad de la
ARNP por su promotor. Consecuentemente, el represor se une a la secuencia operadora,
la cual sobrelapa con el promotor del operdn lac, y boquea estéricamente la union de la
ARNP al promotor, reprimiendo de esta manera la transcripcion (Muller-Hill, 1998).

Por el contrario, en presencia de lactosa como principal fuente de carbono, la lactosa

45



(molécula inductora) se une al represor y genera cambios conformacionales alostéricos
que alteran o disminuyen la especificidad del mismo por la secuencia operadora,
despegandose finalmente del ADN y permitiendo la union de la ARNP.

En algunos promotores las secuencias operadoras se localizan no solamente
sobre el promotor, sino que se pueden encontrar sobre la region codificante del gen u
operén que se esta regulando. En este sentido, se han descrito otros dos operadores
auxiliares O2 y O3 que regulan también la expresion del operdén lac, y que se
encuentran distantes del sitio de inicio de la transcripcion (Reznikoff et al., 1974;
Gilbert et al., 1975). El operador O2 se encuentra dentro de la region codificante a 400
pb del inicio de la transcripcion, mientras que el operador O3 se ubica 93 pb corriente
arriba del operador Ol. Se ha descrito que ambos operadores unen al represor
débilmente, sin embargo al ser inactivados el nivel de represion decae unas 1300 veces
(Oehler et al., 1990). Las causas moleculares de este efecto de represion por estos tres
operadores se debe principalmente a que el represor Lacl adopta una conformacion
tetramérica, sin embargo solamente un dimero del mismo es suficiente para unir al
ADN, de manera que el otro dimero libre puede unirse a otro operador. Esta hipotesis ha
sido comprobada mediante la observacion directa del asa que se forma en el ADN y que
permite la union simultanea del represor con los operadores Ol y O2 u O2 y O3
(Mossing & Record, 1986; Borowiec et al., 1987; Kramer et al., 1987). El regulador
AraC constituye otro ejemplo en donde la represion se logra mediante la formacion de
un doblamiento en el ADN, que le permite a la proteina unirse simultaneamente a los
dos sitios operadores, ubicados rio arriba del promotor. (Aki et al., 1996).
Adicionalmente, el operéon lac también estd sujeto a regulacion positiva, lo que
evidencia su complejidad funcional. Este modo o nivel de regulacion sera analizado con
mas detalle en el siguiente capitulo.

Finalmente, la proximidad o sobrelapamiento entre promotores controlados por
diferentes factores transcripcionales también puede jugar un papel importante en la
regulacion de la transcripcion. En este caso la ARNP puede actuar como represor, ya
que tiene que discriminar la union entre dos promotores. De forma tal que la union al
promotor de mayor afinidad impide la ocupacion del segundo por la otra variante de la
polimerasa. En este sentido, se ha descrito que el operén fixRnifA de Bradyrhizobium
japonicum (Bj) y el gen pilE de Neisseria gonorrhoeae son transcritos a partir de
promotores sobrelapados. Ambas unidades transcripcionales presentan promotores

dependientes de 6°* sobrelapados con promotores reconocidos por la ARNP-c"°, lo que
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indica una clara competencia entre ambas formas de holoenzimas para transcribir dichos
genes (Barrios et al., 1995; Fyfe et al., 1995).
4.2 Regulacion de la transcripcion por activacion o regulacion positiva

La regulacién positiva resulta en un incremento de la fuerza basal del promotor
por uno o varios mecanismos. Entre ellos se encuentra la interaccion con proteinas
activadoras, el uso de un nuevo factor o por la ARNP, la alteracién de la conformacion
del ADN o la interaccién de moléculas pequefias con la ARNP, entre otros. En este
sentido, las proteinas activadoras tienen la funcion de garantizar el correcto
reconocimiento del promotor por parte de la ARNP (Raibaud & Schwartz, 1984).

Una de las razones principales por las que ciertos promotores necesitan de una
proteina activadora es debido a que su secuencia difiere considerablemente del
consenso, o que esta no es propiamente reconocida por la ARNP. En la mayoria de los
genes bacterianos sujetos a regulacion positiva, el sitio de union de las proteinas
activadoras se localizan por arriba o sobrelapando la region —35 de los promotores
dependientes de 6" o sus similares. En el caso de los promotores dependientes de o,
como se ha mencionado anteriormente, la proteina activadora se une a regiones alejadas
amas de 100 pb del promotor.

Los activadores pueden agruparse en cuatro categorias de acuerdo a los sitios
blancos de interaccion. En la categoria I se encuentran los activadores que contactan el
dominio aCTD de la subunidad o de la ARNP, mientras que los activadores del grupo
IT contactan la subunidad . El grupo III y IV establecen contacto con las subunidades 3
y B’de la ARNP, respectivamente. Uno de los ejemplos mas estudiado de regulacion
positiva es el mediado por la proteina de union a monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) o proteina de represion catabdlica (CRP) como también se le conoce. Esta
proteina regula un gran niumero de operones (regulon) involucrados en diferentes rutas
metabolicas en E. coli, y al menos 23 distintos factores transcripcionales, por lo que se
le ha considerado un regulador global de la transcripcién (Martinez-Antonio & Collado-
Vides, 2003). El operén lac es uno de los tantos operones regulados positivamente por
CRP. En este caso en particular, la disminucidn de los niveles de glucosa trae consigo el
incremento de la concentracion intracelular de AMPc, posibilitando que el complejo
dimérico CRP-AMPc se una a dos secuencias simétricas conservadas en el ADN
ubicadas a -61 pb rio arriba del inicio de la transcripcion del promotor lac. La proteina

CRP participa en el reclutamiento de la ARNP hacia la regiéon promotora a través de
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interacciones proteina-proteina que involucran la region activadora 1(AR1) de la
proteina CRP con la region carboxilo terminal de la subunidad o de la ARNP (aCTD)
(Heyduk et al., 1993; Niu et al., 1994; Busby et al., 1998; Busby & Ebright, 1999;
Lawson et al., 2004). La proteina CRP induce un doblez en el ADN de
aproximadamente 80 grados que facilita la interacciéon con la ARNP y permite que se
estabilicen los contactos entre la ARNP y el ADN. Esto deriva finalmente en el
incremento de la constante de unién de la ARNP por el promotor /ac Pl. Estudios
estructurales del complejo CRP-aCTD-ADN han revelado que no ocurren grandes
cambios conformacionales ni en el activador ni en dominio aCTD de la subunidad o de
la ARNP, lo cual es congruente con el mecanismo de activacion propuesto, el cual
consiste en un simple paso de reclutamiento para ensamblar o unir la maquinaria
transcripcional al promotor (Benoff et al., 2002; Lawson et al., 2004). CRP también
regula el promotor gal PI, pero en este caso en particular el sitio de uniéon de CRP se
sobrelapa con la region —35 de dicho promotor, de manera que la ARNP interacciona
con el ADN ubicado rio arriba y rio abajo del sitio de uniéon de CRP (Belyaeva et al.,
1996). CRP activa la transcripcion del promotor ga/ Pl al interaccionar tanto con la
subunidad a como con el factor ¢ de la ARNP, de manera que en este caso CRP puede
influenciar la formacion del complejo de promotor abierto al reforzar la interaccion que
se establece entre la subunidad o y el elemento —35 del promotor.
4.3 Regulacion de la transcripcion por diferentes factores

La asociacion de la ARNP con cada uno de los diferentes factores ¢ permite la
formacion de holoenzimas que reconocen diferentes clases de promotores. Esta
modalidad de regulacion en donde el reemplazo o sustitucion de un factor ¢ por otro
conlleva a alterar la especificidad de reconocimiento de la ARNP, es una de las
estrategias mas empleadas para controlar la expresion genética. Este tipo de regulacion
por recambio de factores ¢ es energéticamente econdmica para los organismos
bacterianos en el sentido que no requieren de la presencia de factores adicionales.

Se ha estimado que en E. coli el nimero de moléculas de ARNP por célula es de
2000 aproximadamente, de estas solamente 1300 participan activamente en la
transcripcion celular. Tomando en cuenta que el ntimero de moléculas de ARNP es
menor que el numero de genes identificados en E. coli (aproximadamente 4200), se
desprende que la ARNP debe “elegir” qué genes transcribir y con qué frecuencia lo hace

(Ishihama, 2000; Maeda et al., 2000). El nimero de moléculas de core de la ARNP
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siempre es mayor que el nimero de factores ¢ disponibles, lo cual es consistente con la
idea que la ARNP no siempre estd asociada con la subunidad ¢ durante la fase de
elongacion de la cadena de ARN. La concentracion intracelular de cada subunidad o
varia en dependencia del crecimiento de la célula con respecto al tiempo, mientras que
la concentracion del core tiende a permanecer relativamente constante. Por otra parte,
estudios de union han indicado que, aparte del core de la ARNP en estado libre (no
participa activamente en la transcripcion), el 78% se encuentra como holoenzima Ec”,
mientras que un 8% esta representado por la variante Ec™'y el 14% restante se asocia
con otros factores sigma alternativos (Maeda et al., 2000). Estas evidencias sugieren
que los distintos factores o compiten por la unidon de un reservorio limitado de
moléculas de core de la ARNP disponibles en estado libre. Este balance o relacion entre
los diferentes factores o y la ARNP puede cambiar o regularse segiin las condiciones
fisiologicas celulares, de manera que los genes apropiados sean transcritos
favorablemente respecto a otros bajo los estimulos externos adecuados. Este
desplazamiento de subunidades o dentro del core de la ARNP, en respuesta a un
estimulo dado, resulta en el cambio de los patrones transcripcionales y en la
homeostasis celular finalmente. Uno de los ejemplos mas ilustrativos y complejos de
este tipo de mecanismo de regulacion, lo constituye la cascada de activacion secuencial
de los diferentes factores o durante la fase de esporulacion de la bacteria B. subtilis
(Kroos et al., 1999). En sentido general, la expresion correcta en tiempo y espacio de
los diferentes factores sigma es garantizada, ademas de la compartamentalizacion
celular, por una seriec de mecanismos regulatorios entre los que se incluyen: la
activacion por corte proteolitico de algunos de los factores sigma involucrados, la
presencia de factores anti-sigma, la presencia de factores transcripcionales accesorios
que modulan la actividad de la ARNP, y por tltimo mecanismos de retroalimentacion
negativa que limitan la produccién de los factores sigma, facilitando la correcta
transicion hacia la expresion de un nueva subunidad sigma requerida en el proceso.
4.4 Regulacion de la transcripcion por factores Anti-sigma

Otras de las estrategias empleadas para regular la transcripcion es a través de la
interaccion reversible que se establece entre el factor ¢ y su inhibidor, conocido como
factor anti-sigma o. La asociacion entre el factor anti-c y su blanco permite la
regulacion negativa de los genes que son transcritos o regulados por dicho factor. Uno

de los primeros ejemplos de este tipo de mecanismo proviene de estudios donde se
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observo la modificacion o alteracion de la ARNP durante la infeccion de la célula por el
bacteriofago T4.

En este caso en particular, el factor anti-o, AsiA, se asocia fuertemente con la
holoenzima Ec’® especificamente con las regiones 4.1 y 4.2 del factor 6’ ¢ inhibe la
transcripcion tanto de los genes de la célula huésped como de los promotores de fase
temprana del fago T4 controlados por dicho factor (Hinton et al., 1996; Severinova et
al., 1998; Rojo, 2001; 1999; Urbauer et al., 2001). Evidencias recientes han mostrado
que el factor AsiA compite de manera directa la unién que se establece entre la region 4
del factor 6" y el dominio B flap de la ARNP (Gregory et al., 2004). Esta interaccion
intersubunidad (region 4 de c’° con el dominio f de la ARNP) en la ARNP es
importante para regular el inicio de la transcripcion, de ahi que la ruptura de esta
interfase de interaccion representa un blanco de accion para muchos reguladores,
incluidos los factores anti-c (Kuznedelov et al., 2002; Simeonov et al., 2003; Gregory
et al., 2004).

Una variante de este mecanismo se ha observado en células de E. coli durante la
fase estacionaria de crecimiento. Se ha observado que la proteina Rsd se une a la region
4 del factor ¢ impidiendo la unién del mismo con el core de la ARNP, bloqueando
indirectamente su funcion en la transcripcion. El papel fisiologico de la proteina Rsd no
es muy obvio aln, ya que la expresion de Rsd es suficiente para unir solamente un 20%
del factor 6™ libre. Por ende, se ha propuesto que Rsd secuestra el exceso de 6’° en su
forma libre o inactiva (no unido al core de la ARNP) durante la fase estacionaria para
posteriormente ser liberado en caso que las condiciones ambientales lo requieran
(Helmann et al., 1999; Ishihama et al., 2000). Adicionalmente, se ha mostrado que Rsd
no solamente se une al factor '’ sino también al core de la ARNP, por lo que se ha
propuesto que puede funcionar como un posible efector de esta ultima (Ilag et al., 2004;
Westblade et al., 2004).

Otro de los ejemplos que muestran el mecanismo de accion de los factores anti-c
tiene lugar durante la sintesis del aparato flagelar en Salmonella typhimurium. La
expresion de los genes involucrados en la sintesis del flagelo es controlada por el factor
o™ 0 el factor ¢*, como también se le denomina. Durante la fase inicial de la biogénesis
del flagelo la proteina FigM se une e inhibe la funcion del factor ¢*. Una vez que se
encuentra ensamblado el gancho y el complejo del cuerpo basal del flagelo, FIgM se

exporta hacia el exterior por el sistema de secrecion flagelar, liberando asi la inhibicion
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ejercida sobre el factor ¢© (Helmann ef al., 1999). Se ha propuesto que FlgM en
solucion se encuentra en una conformacion desplegada, lo que facilita su paso por el
estrecho canal formado por la estructura cuerpo-gancho del flagelo, mientras que la
interaccion con o' posibilita la reorganizaciéon estructural del dominio carboxilo
terminal de FIgM (Helmann et al., 1999). Molecularmente, la inhibicion del factor c*
por parte de FlgM implica tanto el secuestro de ' como la desestabilizaciéon de la
interaccion entre el factor 6 y el core dentro de la holoenzima Ec’. Estudios genéticos
han mostrado que la region 2, pero principalmente la region 4 del factor ", estin
implicadas en la interaccion o unién con FIlgM (Helmann et al., 1999). En este sentido
se ha mostrado que FlgM, al igual que el factor AsiA, actia destruyendo la interaccion
que se establece entre la region 4 del factor " y el dominio B flap de la ARNP (Colland
et al., 2001; Dove et al., 2003). Recientemente se determiné la estructura tridimensional
del complejo c'/FIgM de S. typhimurium. La misma reveld que los diferentes dominios
estructurales de 6" se empacan o se organizan entre si formando una unidad sumamente
compacta, la cual se encuentra enrollada en su exterior por la conformacion extendida
que asume FlgM. Finalmente, la conformacion compacta de o' y las interacciones que
establece con elementos estructurales conservados de FlgM, contribuyen a mantener
escondidos los dominios (6, y ©4) que estan involucrados en el reconocimiento del
promotor (Sorenson et al., 2004).

Para concluir, existen otros mecanismos alternativos utilizados por las bacterias
para regular y controlar el proceso de la transcripcion como son el proceso de
atenuacion y la anti-terminacion. Cada uno de estos mecanismos provee a la bacteria de
un complejo y versatil repertorio regulatorio que garantizan la supervivencia de la célula
al permitirle adaptarse a las cambiantes condiciones del medio.

4.5 Activadores a distancia o Familia de las EBPs

Como se ha descrito en otras secciones, los genes controlados por promotores
dependientes de o™ son incapaces de activar la transcricpion en ausencia de una
proteina activadora que pertenece a la familia de las EBPs. Recientemente los
activadores transcripcionales pertenecientes a la familia de las EBPs se han incluido en
una gran superfamilia de proteinas reconocidas por sus siglas como AAA" (Actividad
ATPasa Asociada a diferentes procesos celulares) (Neuwald et al., 1999). A diferencia
de las EBPs que solamente se encuentran en bacterias, los miembros de esta familia se

encuentran ampliamente distribuidos en los tres grandes dominios (arqueas, bacterias y
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eucariontes) y son muy versatiles en cuanto a las actividades celulares que llevan a
cabo, donde pueden desempefiar funciones de chaperonas, proteasas, asisten en los
procesos de replicacion y recombinacion del ADN, asi como en la regulacion
transcripcional, entre muchas otras (Neuwald et al., 1999).

Una caracteristica general de los miembros de esta familia es su capacidad de
auto-ensamblarse y formar estructuras oligoméricas ordenadas, normalmente arregladas
como hexdmero en forma de anillo. El mecanismo de accion general de estas proteinas
consiste en utilizar la energia de hidrdlisis del ATP para remodelar complejos de
proteinas o proteina-ADN. El rasgo distintivo o caracteristico de los miembros que
integran esta familia lo constituye la presencia de un dominio sumamente conservado
que se denomina AAA". El dominio AAA" contiene los determinantes necesarios para
llevar a cabo la catalisis, de manera que toda esta gama de actividades o funciones
celulares basadas en la hidrolisis de ATP tienen como soporte funcional este dominio
(Ogura & Wilkinson, 2001; Neuwald et al., 1999).

4.5.1 Organizacion estructural de las EBPs

En el caso particular de las EBPs diversas evidencias genéticas y filogenéticas
han permitido establecer que los activadores estan constituidos por tres dominios
estructurales y funcionales diferentes, que tienen la capacidad de funcionar

independientemente (Drummond et al., 1986; Morett & Segovia, 1993) (Figura 4.1).

Region C1, Walker A Region C3

Bj NifA VLLRGESGTGKEL VAKAI ESELFGHEKGAFTGA
E. coliNtrC VLI NGESGTGKEL VAHAL ESELFGHEKGAFTGA
E. coli TyrR LLI TGDTGTGKDLFAYAC ~ ESELFGHE. .. ... A

' VLI | GERGTGKEL| ASRL DSELFGHEAGAFTGA
E. coli PspF

~ Dominio Amino Terminal Dominio Carboxilo Terminal
cC1 Cc2 €3 Cc4 €5 C6 C7 HVH

Dominio Central

Figura 4.1. Representacion esquematica de los diferentes dominios de las EBPs. En la figura se muestra un
alineamiento del motivo Walker A y la region C3 de diferentes EBPs y la proteina TyrR de E. coli, donde se
aprecia la remocion que presenta esta proteina en el extremo carboxilo terminal de la region C3 (GAFTGA)

Mutantes de NifA en esta region presentan un fenotipo de activacion drasticamente afectado.
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4.5.2 Dominio Central

El dominio AAA" catalitico o dominio central, segtin la nomenclatura utilizada
para las EBPs, presenta una longitud de aproximadamente 240 a.a y se encuentra
sumamente conservado entre los miembros de esta familia. Alineamientos multiples de
secuencias de diferentes EBPs, han permitido identificar siete regiones altamente
conservadas dentro de este dominio (C1-C7) (Morett & Segovia, 1993).

La regiones C1 y C4, conocidos como motivos Walker A y Walker B, contienen
los determinantes que participan en la unidon e hidrdlisis de ATP, respectivamente
(Cannon & Buck, 1992; Austin & Dixon, 1992). En la region C4 se encuentra un
residuo de aspartico sumamente conservado, que es el encargado de coordinar el Mg
en la molécula de Mg™”-ATP, el cual es necesario para la actividad de hidrolisis
(Rombel et al., 1999). Consecuentemente en activadores como PspF y NtrC donde se ha
mutado este residuo, las mutantes pierden la capacidad de hidrolizar ATP. Estos dos
motivos se encuentran presentes invariablemente en todas las proteinas que conforman
la familia AAA™

La region C3, es un motivo caracteristico y exclusivo de las EBPs que contiene
los determinantes estructurales y funcionales para el reconocimiento y el contacto con la
holoenzima-Ec>*. Las primeras evidencias sobre la posible funcion de la region C3,
provienen del andlisis de alineamientos multiples de secuencia de varios miembros de la
familia de las EBPs. En este trabajo, Morett y Segovia observaron que el regulador
TyrR de E. coli presenta una remocion precisa de la region C3. Interesantemente, este
regulador a pesar de pertenecer a la familia de las EBPs y de utilizar la energia de
hidrolisis del ATP para su funcion, no activa la transcripcion de genes dependientes del
factor o°*, sino de aquellos que son controlados por 6’’ (Morett & Segovia, 1993) (Ver
Figura 4.1). Estos datos sugerian fuertemente que este motivo era importante para la
interaccion con la Ec™ y por ende en el proceso de transferencia de la energia de
hidrolisis del ATP entre el activador y o°°. Posteriormente diversos estudios genéticos y
bioquimicos corroboraron el papel funcional predicho para esta region. En este sentido,
se han descrito mutantes de NifA, NtrC y DctD cuyos cambios mapean en la parte
carboxilo terminal de la region C3 o motivo GAFTGA, las cudles estan severamente
afectadas en su actividad transcripcional in vivo sin perturbar otras funciones como son:
la hidrolisis de ATP, la union a ADN y la oligomerizacion (Gonzalez ef al., 1998; Wang
etal., 1997).
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A la region C2 y CS no se le habia asignado ninguna funcion en particular, sin
embargo con la determinacion de la estructura de dos activadores pertenecientes a las
EBPs, se comprobo que estos residuos se ubican en la interfase de los protomeros que
conforman el hexamero, de manera que las interacciones que se establecen entre ellos
confieren estabilidad a esta estructura multimérica (Lee et al., 2003).

En la region C6 se encuentra un residuo de arginina o R finger que se encuentra
invariablemente conservado entre los miembros de la familia AAA". Este residuo,
excepto en la subfamilia de las EBPs, est4 involucrado en la hidrdlisis del ATP (Zhang
et al., 2002). En las EBPs este residuo de arginina catalitico se localiza en la region C7,
la cual es un motivo exclusivo de esta familia. Basado en la estructura tridimensional
del activador PspF de E. coli se ha observado que este residuo de arginina R,»7 contacta
el fosfato y de la molécula de ATP que se encuentra unida en el sitio activo del
protémero adyacente (Rappas et al., 2005; 2006).

4.5.3 Dominio amino terminal

En las EBPs el dominio amino terminal constituye un dominio accesorio
encargado de percibir las diferentes sefiales regulatorias del medio. Tipicamente en
ausencia del estimulo externo, el dominio amino terminal regula negativamente la
actividad catalitica del dominio central del activador a través de interacciones
intermoleculares que se establecen entre ambos, manteniendo asi un estricto control
sobre la expresion de los genes que son regulados positivamente por el activador. En
este sentido, en las EBPs se pueden encontrar varios dominios NH, terminal
funcionalmente diferentes en dependencia de la sefial a la cual responden.

Los activadores de esta familia pueden agruparse acorde a la forma en la que el
dominio amino responde a diferentes sefiales regulatorias. Los casos mas estudiados lo
constituyen proteinas como NtrC, DctD, HydG, AlgB y HoxA que forman parte del
sistema de dos componentes para la transduccion de sefiales en bacterias (Morett &
Segovia, 1993). Por ejemplo en E. coli, las condiciones limitantes de nitrogeno
constituye la sefial que es detectada por una proteina histidina quinasa (NtrB) que a su
vez fosforila un residuo de aspartico conservado en el dominio amino terminal del
activador NtrC. Este evento desencadena una serie de cambios conformacionales en
dicho dominio liberando la inhibicion ejercida sobre el dominio AAA", estimulando la

union cooperativa del activador a las UAS y su oligomerizacion (Keener & Kustu,
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1988). Finalmente, la forma activa de NtrC interviene directamente en la expresion de
los genes que llevan a cabo el proceso de asimilacidon de nitrégeno.

En otro grupo de activadores dependientes de 6, como es el caso de XyIR y
DmpR, el dominio amino terminal interactiia directamente con moléculas efectoras. En
este tipo de dominios conocidos como PAS y GAF la unién del ligando también
promueve cambios conformacionales que estimulan la actividad de hidrélisis del ATP
en el dominio central del activador (Studholme & Dixon, 2003). Por ultimo, este
dominio puede llegar a estar ausente en algunas EBPs como es el caso de PspF de E.
coli, la cual es constitutivamente activa (Morett & Segovia, 1993; Jovanovic et al.,
1996).

4.5.4 Dominio carboxilo terminal

Este dominio se encuentra medianamente conservado en la familia de las EBPs y
es el mas pequeio de los dominios, oscilando entre 65 y 130 a.a (Morett & Segovia,
1993). En este dominio se encuentra un motivo de unién a DNA del tipo HVH que es el
encargado de reconocer las UAS (Contreras & Drummond, 1988; Morett et al, 1988).
Los a.a mas conservados en este motivo se encuentran en la primera hélice y en la
vuelta, no asi en la hélice que reconoce al ADN, lo cual es consistente con la
observacion que las diferentes proteinas que conforman la familia de las EBPs
reconocen UAS propias. Las secuencias de nucleotidos de las UAS difieren unas de
otras (Morett & Segovia, 1993). Este dominio expresado independientemente del resto
de la proteina mantiene la capacidad de unirse especificamente a las UAS, lo que
demuestra el caracter modular de las EBPs (Morett ef al., 1988).

Por otra parte, en un estudio donde se partid6 de un alineamiento de multiples
secuencias del motivo hélice-vuelta-hélice del activador NifA de diferentes organismos,
se observd que un residuo de glicina que se encuentra altamente conservado en la
familia no estd presente en la proteina NifA de Sinorhizobium meliloti (SmNifA), la
cual en su lugar presenta un residuo de glutamico. Esta sustitucion promueve que la
proteina SmNifA se una con menor afinidad a sus UAS, comparada con la proteina
NifA de Bradyrhizobium japonicum (BjNifA), la cual presenta el residuo consenso de
glicina. A pesar de esta deficiencia en la union al ADN, la proteina SmNifA es capaz de
activar la transcripcion tan eficientemente o ligeramente mejor que la proteina de
BjNifA. A diferencia de BjNifA, el dominio central de SmNifA aislado del resto de los

dominios es capaz de promover la transcripcion actuando in trans. Cuando el residuo de
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glutamico de SmNifA fue sustituido por glicina, la proteina mutante no solo reconocid
con mejor afinidad sus UAS sino que aumentd considerablemente su actividad
transcripcional con respecto a la proteina silvestre. Estos resultados sugerian que la
deficiencia de unién a las UAS en la proteina de SmNifA fue compensado de alguna
manera por un dominio catalitico muy eficiente. En este sentido, la evolucion molecular
in vitro del dominio central del activador BjNifA reveld que las mutaciones que
lograron mejorar o incrementar su actividad transcripcional ya existian de manera
natural en su contraparte de SmNifA. Finalmente, este estudio indicé que los diferentes
dominios de una proteina pueden coevolucionar, como es el caso de la proteina
SmNifA, en donde la deficiencia de union a sus UAS producto de una mutacion en el
dominio carboxilo terminal fue compensado evolutivamente por un dominio de
activacion altamente eficiente (Juarez et al., 2000).

4.5.5 Relacion estructura-funcion de las EBPs

Recientemente se determind la estructura tridimensional de dos activadores
transcripcionales (NtrC1 de Aquifex aeolicus y PspF de E. coli) pertenecientes a la
familia de las EBPs, lo que ha permitido entender desde un punto de vista estructural
como ocurre el mecanismo de transferencia y acoplamiento de la energia de hidroélisis
del ATP requerido para la activacion transcripcional de los genes regulados por Ec™*
(Lee et al., 2003; Rappas et al., 2005).

En el caso de AeNtrC1 se resolvieron dos estructuras, una correspondiente al
dominio regulatorio o amino terminal unido al domino central, la cual cristaliz6 como
dimero y que constituye la forma inactiva de la proteina, y otra que correspondio
exclusivamente al dominio central en unién del nucleotido ADP (Lee ef al., 2003). Por
su parte, la estructura atomica de PspF fue resuelta para posteriormente ser acomodada
en el complejo proteico PspF-o>* en presencia de ADP-fluoruro de aluminio
(ADPAIFx), el cual fue determinado por microscopia electronica (Rappas et al., 2005).
El ADPAIFx es un analogo del estado de transicion del ATP en la hidrolisis, que
promueve que el activador interaccione de manera estable con 6>* (Chaney et al., 2001).

Una caracteristica estructural en comin que comparten el dominio central de
ambos activadores es que cristalizaron como oligémeros, especificamente como
hexameros arreglados en estructuras con forma de anillo, tal como se aprecia en la
figura 4.2. Esta arquitectura oligomérica, que constituye la forma funcionalmente activa

del activador, es tipica de otros miembros de la familia AAA" con funciéon no
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relacionada a las EBPs y cuya estructura ha sido resuelta previamente (Zhang et al.,

2002).

hiesanmer

Apﬂ Ps{Fu-H!l

Figura 4.2. La figura muestra la estructura hexamerica adoptada por el dominio central del activador de
Ec PspF. El asa que contiene el motivo GAFTGA, en color naranja, se ubica en la superficie del
hexdmero y apuntando hacia el exterior. Este inusual motivo estructural se encuentra estabilizado
principalmente por dos residuos de glicinas sumamente conservados que se encuentran al inicio y final
del asa, lo que confiere cierta distorsion de la configuracion de la cadena principal de la o-hélice para

soportar la insercion del asa (Tomado de Rappas et al., 2005).

En ambos activadores el dominio catalitico AAA" o dominio central, segin la
nomenclatura de las EBPs esta compuesto por dos subdominios estructuralmente
distintos. El subdominio amino terminal adopta un plegamiento del tipo o/f o
Rossmann Fold y estd conformado por un ntcleo central de cinco hojas beta
organizadas paralelamente que se encuentran rodeadas por varias a hélices. El otro
subdominio estd formado por tres a- hélices y ambos se encuentran conectados entre si
por un asa que actila como bisagra y permite el movimiento entre ellos (Rappas et al.,
2005; Lee et al., 2003).

El analisis de la estructura en ambos activadores reveld que el motivo GAFTGA
de la regién C3 del dominio central, el cual esta implicado en la interaccién con la Ec™*,
forma parte de un asa flexible L1 que se encuentra insertada en medio de una a-hélice.
Dicha asa se encuentra apuntando hacia la superficie del poro central del hexamero,

p . 54 .
creando asi una superficie extensa para la unién con ¢ (coloreado en naranja en la
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Figura 4.2). Particularmente el residuo de treonina, involucrado en el contacto directo
con °*, constituye la punta del asa L1.

La estructura de PspF y NtrC1 también mostr6 que el sitio activo para la unién e
hidrolisis de ATP se ubica en la hendidura que se crea entre protomeros adyacentes
dentro del hexamero (sombreado en amarillo en la Figura 4.2). En las EBPs uno de los
aminoacidos involucrado en la catalisis y encargado de censar el estado del fosfato y del
ATP es un residuo de arginina o sensor II, el cual se encuentra altamente conservado
dentro de la region C7 del dominio central. En cada subunidad del hexamero este
residuo se posiciona estructuralmente muy cercano para hacer contacto con el
nucleotido unido al motivo Walker A del monomero adyacente.

La estructura del dominio central del activador NtrC1 se resolvié unido a ADP o
en un estado funcional post hidrolisis del ATP, el cual es incompetente para
interaccionar con o”' (Zhang et al., 2002). A diferencia de PspF que se resolvié en
presencia del analogo del estado de transicion ADPAIFx, el cual promueve la
interaccion con o°*. Esto sugeria que existe una estrecha conexion entre los diferentes
estados funcionales por los que transita el activador durante el ciclo de hidrolisis del
ATP y la conformacién que en estos intermediarios adopta el asa GAFTGA. De manera
que la comparacion de la estructura de ambos activadores arrojé importantes
implicaciones sobre el mecanismo de accion de las EBPs.

Como se observa en la figura 4.3 la sobreposicion de las estructuras del dominio
central de NtrC1 y PspF mostré un buen alineamiento estructural de manera general
(rsm.d de 1A), sin embargo un andlisis detallado revelé importantes diferencias en
cuanto a las propiedades y el posicionamiento del asa GAFTGA en cada uno de ellos
(Rappas et al., 2005). En NtrC1 el asa GAFTGA se encuentra apuntando hacia el
interior del poro central del hexamero, estabilizada por una serie de interacciones
hidrofébicas que la mantienen en una conformacion escondida y desfavorable para
contactar a la holoenzima Ec™*. A diferencia de NtrC1, en PspF se observa un cambio
en la orientacion entre los subdominios o y o/p, que provoca la rotacion relativa de la
a-hélice que soporta el asa GAFTGA. La rotacion de la a-hélice promueve que el asa
L1 se libere y adopte una conformacion extendida ahora disponible para contactar a ™.
En esta nueva conformacion el asa se estabiliza por una serie de interacciones que
forman parte de una larga red de contactos intramoleculares que posibilitan que se

transmitan o se amplifiquen hacia el asa GAFTFA los cambios conformacionales que se

58



generan en el nucleo central de hojas beta, especificamente en el motivo Walker B,

producto de la hidrélisis de ATP.

Figura 4.3. Alineamiento estructural del dominio central de las EBPs PspF y NtrC1 (coloreado en azul y
rojo respectivamente). En PspF la estructura del asa GAFTGA 6 L1, en color naranja, se encuentra a
diferencia de NtrC1 en una conformacion extendida lo que posibilita el contacto directo con . Este
reposicionamiento del asa GAFTGA en PspF esta intimamente asociado a la hidrolisis del ATP (Tomado

de Rappas et al., 2005).

La microscopia electronica del complejo PspF-6>* en presencia de ADPAIFx
confirm6é que al menos dos mondémeros adyacentes de PspF establecen un claro
contacto con o a través del asa GAFTGA. Congruentemente, el acomodamiento de la
estructura de NtrC1 en el hexdmero de PspF muestra que el asa GAFTGA no puede
establecer contactos con 6™

Las recientes evidencias estructurales mostraron que en las EBPs el evento de
hidrolisis de ATP estd asociado a la unién con o”'. De manera analoga en otros
miembros de la familia AAA", como es el caso de las proteinas RuvB de E. coli y p97
de ratén, la actividad ATPasa actia de manera concertada en la relocalizacion o el
cambio conformacional del asa que une a sus respectivos sustratos (Han et al., 2001;
Zhang et al., 2002).

Aunque aun no se comprende del todo el mecanismo por el cual las EBPs logran

acoplar la energia de hidrolisis de ATP a la restructuracion del complejo de promotor
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cerrado, varios estudios con miembros de las AAA" han revelado importantes indicios
al respecto. Recientemente, se demostré mediante microscopia electronica que el poro
central del hexdmero formado por la proteina p97 sufre cambios dramaticos durante la
hidrolisis de ATP, lo que ha llevado a proponer que la estructura oligdbmerica formada
por las proteinas AAA" pueden alternar entre diferentes estados de tension y
relajamiento dependiendo del nucledtido que se encuentre unido (Rouiller et al., 2002).
Esta fuerza o tension puede ser aplicada a las proteinas sustrato, en el caso particular de
las EBPs al complejo de promotor cerrado Ec™ para producir los cambios
conformacionales requeridos para remodelar el complejo inactivo en uno
transcripcionalmente activo.

Se ha propuesto en el caso de las EBPs, que el activador transita entre diferentes
estados conformacionales segin el nucledtido que se encuentre unido. Cada uno de
estos estados conformacionales tienen diferente repercusion funcional en la transicion
del complejo de Ec>*-promotor cerrado a abierto. En este sentido la comparacion de las
estructuras del activador PspF en presencia de diferentes nucle6tidos (AMPPNP, ADP y
ADPAIFx) revelo importantes pistas al respecto (Rappas et al., 2006). La sobreposicion
de las diferentes estructuras de PspF mostré6 que los cambios conformacionales mas
dramaticos ocurren después de la liberacion de ADP y P, es decir en el paso de
hidrolisis de ATP. Las regiones mas afectadas corresponden a la hoja 3 (ubicada en el
nucleo del Rossmann fold) donde se ubica el residuo de aspartico catalitico, y dos asas
de unioén (linkers) que conectan los elementos de estructura secundaria con las asas L1
(motivo GAFTGA) y L2, respectivamente (Rappas et al., 2006). Congruentemente
también se observd movimientos relativos entre los subdominios o/f y 3. Basados en la
alta resolucion de estructuras estos autores proponen un modelo molecular en donde la
energia de hidrolisis del ATP se acopla a los movimientos de la region efectora o asa
GAFTGA, para dar lugar finalmente al remodelamiento del complejo cerrado Ec>*. En
este sentido, la union del ATP promueve la interaccion entre un residuo de asparagina
altamente conservado y ubicado en la hoja 3, con un residuo de glutdmico de la hoja [3;
(adyacente al residuo de aspartico catalitico). Ambos residuos a su vez interacionan con
una molecula de agua implicada en la hidrolisis del ATP, funcionando de esta manera
como un interruptor molecular. Finalmente, esta interaccion promueve la rotacion de las
hélices que soportan las asas L1 y L2, respectivamente. Esto deriva en la exposicion del

asa GAFTGA que se encontraba en una conformacion desfavorable para contactar a
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Ec>*. En el punto de la hidrélisis del ATP, el asa GAFTGA se estabiliza a través de una
serie de interacciones que le permite finalmente interaccionar con Ec™*. Después de la
hidrolisis del ATP, este interruptor molecular se destruye posibilitando que el asa
GAFTGA colapse estructuralmente, retornando a la conformacion escondida observada
en la presencia de ADP (Rappas et al., 2006).

Por simplicidad este mecanismo ha sido propuesto para un monomero del
hexamero, sin embargo se piensa que de acuerdo al ciclo de hidrdlisis que lleve a cabo
el activador (concertada, secuencial o estocdstica) multiples asas GAFTGA pueden
exponerse para contactar a Eo". Se piensa que miltiples ciclos de hidrdlisis de ATP por
parte del activador promueven que se generen los diferentes estados intermediarios
requeridos para la transicion del complejo de promotor cerrado a abierto. Estudios
recientes han mostrado que las EBPs hidrolizan el ATP mediante ciclos secuenciales o
rotacionales pero no de manera concertada (Joly et al., 2006). Los resultados mostraron
que a concentraciones saturantes de ATP (donde todos los sitios del hexamero
permanecen ocupados por ATP) la actividad ATPésica del activador se inhibe
completamente. Sin embargo en presencia de ADP y ATP se alcanzan los niveles
maximos de actividad ATPasica. Conjuntamente con otras evidencias estos resultados
apuntan a que el hexamero de las EBPs esta ocupado de manera heterogénea por ADP y
ATP. En base a esto se ha sugerido que las multiples asas GAFTGA del activador
pueden exponerse de manera asimétrica para contactar a Ec>*, dado que las diferentes
subunidades del activador tienen la misma probabilidad de unir e hidrolizar ATP (Joly

et al., 2006).
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

Con anterioridad se habia demostrado que el dominio central de proteinas como
NifA y DctD pueden activar la transcripcion actuando en trans, lo que indicaba que los
determinantes para la activacion transcripcional radicaban en este dominio (Huala &
Ausubel, 1989; 1992).

Posteriormente, Morett y Segovia basados en estudios de alineamientos
multiples de secuencia de diferentes EBPs, establecieron que los aminoécidos
conservados dentro del dominio central pueden agruparse en siete regiones diferentes
(Morett & Segovia, 1993). De manera interesante, el andlisis de comparacion de
secuencias reveld que el regulador TyrR de E. coli, a pesar de presentar una gran
similitud con el dominio central de las EBPs, contiene una remocién precisa en el
extremo carboxilo terminal de la region C3 (motivo GAFTGA), presentando el extremo
amino terminal solamente (ESELFGH). Este regulador transcripcional, al igual que las
EBPs, requiere de la hidrolisis de ATP para llevar a cabo su funcion, sin embargo esta
proteina regula la expresion de genes que son dependientes del factor 6 y no de o™*.
Este analisis, conjuntamente con evidencias genéticas donde mutantes en la regién C3
de NifA y DctD presentaron un fenotipo de activacion drasticamente afectado, sin
involucrar otras funciones de estas proteinas como son: hidrélisis de ATP, capacidad de
oligomerizacion y union a las UAS; han llevado a proponer que el motivo GAFTGA
dentro de la region C3 de las EBPs, constituye un elemento de reconocimiento y es el
encargado de establecer contacto directo con el factor o> asociado a la ARNP
(Gonzalez et al., 1998; Lee & Hoover, 1997; Morett & Segovia, 1993).

En este sentido, en un estudio reciente donde se emplearon diferentes
fragmentos de péptidos sobrelapados que abarcaban todo el dominio central del
activador transcripcional PspF (homologo a NifA) demostré que solamente aquellos
fragmentos que contenian el motivo GAFTGA interaccionaban de manera estable con la
holoenzima Ec™ en presencia del andlogo del estado de transicion del ATP en la
hidrolisis (ADPAIFx). Mutaciones puntuales en el residuo de treonina del motivo
GAFTGA impedian la formacion in vitro del complejo entre el péptido que portaba la
mutacion y o>*. Esto sugeria que la treonina dentro del motivo GAFTGA constituye un
residuo critico para establecer contacto con la holoenzima (Bordes et al., 2003).

Recientemente se determiné la estructura tridimensional del activador PspF de

E. coli. La misma revel6 que el motivo GAFTGA constituye un asa flexible que se
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encuentra en una conformacion extendida y expuesta en la superficie exterior de la
estructura oligomérica en forma de anillo que adopta esta proteina. El posicionamiento
de la estructura hexamérica del activador PspF en el mapa de densidad electronica del
complejo Ec™*-PspF, revelo que al menos dos mondmeros adyacentes dentro del
hexamero establecen contacto con Ec>*, principalmente a través del asa GAFTGA.
Interesantemente, el residuo de treonina del motivo GAFTGA constituye la punta del
asa (Rappas et al., 2005). En base a estas evidencias se ha propuesto que el residuo de
treonina del motivo GAFTGA del activador constituye el principal determinante que
participa en la interacciéon con Ec™*, posibilitando que la energia de hidrolisis del ATP
se acople a los cambios conformacionales inducidos en Ec™* por el activador, requeridos
para la formacion del complejo de promotor abierto. Basado en recientes evidencias
estructurales se ha propuesto que durante el ciclo de hidrdlisis del ATP el activador
transita por diferentes estados conformacionales y funcionales, que estdn asociados con
los distintos eventos que se requieren para la apertura del ADN y formacion del
complejo abierto (Rappas et al., 2006). En este sentido, se ha demostrado que una de las
consecuencias funcionales de la hidrolisis del ATP por el activador consiste en
reposicionar el asa GAFTGA en una conformacion favorable para la interaccion con
Ec>* (Rappas et al., 2006). En general, las evidencias estructurales como genéticas han
permitido entender el mecanismo molecular por el cual el activador, principalmente a
través del residuo de treonina del asa GAFTGA, acopla o transfiere la energia de
hidrolisis del ATP a la Ec™,

Por otra parte, basados en estudios donde se observé que mutantes en la region I
de o™ le confieren a la holoenzima un fenotipo de activacion transcripcional
independiente del activador, se propuso que la region I ademas de intervenir en el
control de la isomerizacion del promotor, constituye el principal blanco de interaccion
con el activador (Wang et al., 1995; 1997). Sin embargo, la identificaciéon y
caracterizacion de los determinantes de la region I de o>* involucrados en la interaccion
con el activador, asi como el papel funcional de dicha region en el proceso de
acoplamiento de la energia de hidrolisis del ATP asociado a la formacion del complejo
abierto, aun restaba por entenderse. En este sentido el objetivo principal de nuestro
trabajo consistié en estudiar e identificar que residuos dentro de la region I de o™ son
relevantes para la interaccion con el activador y como estos cooperan durante el proceso

de transferencia de la energia de hidrdlisis del ATP para generar los diferentes estados
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conformacionales por los que debe transitar ¢>*, principalmente la region I, necesarios
para formar el complejo abierto

Para abordar nuestro objetivo, empleamos una estrategia de supresion genética
in vivo con la finalidad de encontrar mutantes de o”* que sean capaces de recuperar o
restaurar la capacidad de activar la transcripcion en mutantes del activador cuya funcion
se encuentra severamente afectada. Esta estrategia se basa en la premisa de que en un
ensamblaje macromolecular, una pérdida de funciéon o de actividad causada por una
mutacion en uno de los miembros puede suprimirse o compensarse a través de una
mutacion en el otro miembro o pareja de interaccion. En este sentido, tomamos ventajas
de una serie de mutantes del activador BjNifA generadas en nuestro laboratorio, donde
las substituciones mapeaban en el motivo GAFTGA exclusivamente. En su mayoria, las
mutantes eran incapaces de activar la transcripcion de una fusion nifH-lacZ in vivo. Una
de las mutantes (NifA T308S), cuyo cambio conservativo de a.a mapea en el residuo de
treonina del motivo GAFTGA, present6 una actividad B galactosidasa 200 veces menor
comparado con la proteina silvestre, pero ocho veces mayor que el resto de las mutantes
obtenidas en la misma posiciéon (Goénzalez et al., 1998). La actividad transcripcional
residual que exhibe la mutante de NifA T308S la convirtiéo en un excelente candidato
para hallar mutantes de 6>* que sean capaces de rescatar el fenotipo de no activacion de
la mutante del activador, como evidencia genética indirecta del restablecimiento del
contacto entre estas dos proteinas.

Anteriormente en nuestro grupo, mediante el uso de esta estrategia, se
encontraron dos mutantes de ¢>* de K. pneumoniae que suprimieron parcialmente el
fenotipo de no activacion de la mutante de NifA T308S. Una de ellas presentd una
mutacion de guanina por adenina en la region promotora rpoNply revelo la existencia
de dos promotores sobrelapados dependientes de ¢° (rpoNpl y rpoNp2) para dirigir la
expresion de o** de K. pneumoniae. La mutacion acercaba al elemento —10 del
promotor 7poNpl a la secuencia consenso, provocando que aumentara la expresion de
o™, siendo esto la causa del fenotipo de supresion. Interesantemente, la otra mutante
supresora de 6> (QaL-Hs3N) presentd6 dos cambios que mapearon en la region I
(Grande et al., 1999).

Previos estudios in vitro habian sugerido que los residuos del 6 al 14 de la
proteina Kpo™* eran relevantes para la interaccion con el activador PspF (Bordes et al.,

2004). Tomando en cuenta estos resultados, nos enfocamos especificamente en explorar
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y sustituir mediante mutagénesis aleatoria esta region de Kpo™* para encontrar nuevas
mutantes de 6>* que suprimieran de manera mas robusta el fenotipo de no activaciéon de
la mutante de NifA T308S. La posterior caracterizacion bioquimica de las mutantes
supresora de 6>* no solo nos permitiria entender las bases moleculares del fenotipo de
supresion, sino que ademas nos aportaria evidencias acerca de la interrelacion funcional
que se establece entre la region I de 6™ y el motivo GAFTGA del activador durante el
mecanismo de activacion transcripcional, especificamente en el proceso de
acoplamiento de la energia de hidrolisis del ATP.

Finalmente, los estudios de supresion genética constituyen una herramienta
valiosa para estudiar interacciones proteina-proteina, tal como lo demuestran los
experimentos de Li y colaboradores en donde un cambio de R596H en el factor 6”° de
E. coli suprimié a la mutante D38N de la proteina activadora cl del fago lambda,
restableciendo la capacidad de activacion a niveles semejantes a los de la proteina

silvestre (Li et al., 1994).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto consistid en identificar y caracterizar los

. ., 4 .. . ., .
determinantes de la region I de 6! que participan en la interacciéon con el activador

durante el inicio de la transcripcion. Asimismo entender el papel funcional que juega la

region [ y como coopera con el activador durante el proceso de transferencia de la

energia de hidrélisis del ATP, para promover que el complejo cerrado-Ec>* progrese

por los diferentes estados intermediarios en vistas a formar el complejo de promotor

abierto.

. , . . , . 54
Como se menciond anteriormente, los aminoacidos del 6 al 14 de o™ parecen ser

relevantes para la interaccion con el activador (Bordes ef al., 2004). A continuacion se

describen los objetivos particulares:

OBJETIVOS PARTICULARES

Sustituir mediante mutagénesis las posiciones aminoacidicas desde la 2 a la 14
de la region I de o* para seleccionar in vivo mutantes supresoras de o' que
permitan recuperar la capacidad de activacion de mutantes del activador
afectadas en el motivo GAFTGA. Analizar los cambios de aminoécidos que le
confieren a o>* la habilidad de suprimir el fenotipo de no activaciéon del
activador.

Realizar ensayos de actividad [-galactosidasa in vivo con el objetivo de
establecer cuantitativamente el incremento en la actividad transcripcional de las
mutantes del activador por parte de las mutantes supresoras de 6™,

Expresar y purificar las proteinas mutantes de o> para su posterior
caracterizacion bioquimica.

Estudiar y entender las bases moleculares por la cual las mutantes supresoras de
o>* rescatan la actividad de la mutante del activador, a través del empleo de una
bateria de ensayos in vitro que reflejan los diferentes eventos moleculares que el
activador promueve dependiente de la hidrolisis del ATP en el complejo cerrado

Ec>* en vistas a formar el complejo abierto.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion plasmamos las principales contribuciones y resultados
experimentales de mi trabajo de tesis doctoral. Los resultados son presentados y
organizados en diferentes capitulos en los que se anexaron, segln el caso, los articulos
que fueron publicados durante el desarrollo de mi trabajo de tesis. Cada capitulo consta
de un resumen que sintetiza los principales hallazgos y la discusion de los resultados
obtenidos en cada trabajo publicado.

En los capitulos 6 y 7 se muestran dos articulos que fueron publicados en
colaboracion con el grupo del Dr. Martin Buck en el Imperial College, y en los cuales
contribui con algunos datos y resultados experimentales que permitieron conformar
estas dos publicaciones. En el capitulo 8, se muestra la parte principal o medular de mi
trabajo de tesis y que derivd en una publicacion como primer autor. En el ltimo
capitulo se describen y se analizan de manera mas detallada resultados que por el
momento no han sido publicados, pero que también constituyeron un volumen
importante de trabajo y en donde fueron abordados objetivos también de gran interés

por nuestro grupo.
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CAPITULO 6
Apéndice I
ARTICULO EN COLABORACION
Chaney, M., Grande, R., Wigneshweraraj, SR., Cannon, W., Casaz, P., Gallegos, MT.,

Schumacher, J., Jones, S., Elderkin, S., Dago, AE., Morett, E. and Buck, M. (2001).
Binding of transcriptional activators to sigma 54 in the presence of the transition state
analog ADP-aluminum fluoride: insights into activator mechanochemical action.Genes

& Development. Vol. 15: 2282-2294.
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6.1 Resultados y Discusion (Apéndice I)
Mutantes en la Region I de o™ restablecen parcialmente la funcion de la mutante
NifA T308S in vivo

En este trabajo se caracteriz6 por vez primera, mediante experimentos in vivo
como in vitro, la interaccién molecular entre el activador y el factor transcripcional ™.
Los experimentos in vivo fueron abordados a través de una estrategia de supresion
genética. Para esto partimos del analisis de una mutante supresora de o QyL-Hs:N,
previamente aislada en nuestro laboratorio, la cual suprime parcialmente el fenotipo de
no activacioén de una mutante del activador BjNifA T308S que presenta una substitucion
de treonina por serina en el motivo GAFTGA (Grande et al., 1999). Interesantemente,
ambos cambios mapearon en la region I de la proteina, la cual se ha propuesto que
participa en la respuesta al activador.

Para averiguar qué otros cambios de a.a contribuyen a mejorar o mantener el
fenotipo de supresion, decidimos mutagenizar simultineamente a saturacion las
posiciones 20 y 53 de la proteina Kpo™'. De la nueva libreria se seleccionaron 10
mutantes de > que mantenian el fenotipo de supresion. El analisis de secuencia de las
clonas mostro que 9 de ellas presentaron leucina en la posicion 20, al igual que la
mutante supresora original QoL-Hs3N, mientras la otra presentd un cambio por valina.
Esto indicaba que se requeria un a.a hidrofobico, preferentemente leucina, para lograr
obtener los niveles de supresion con la mutante de NifA T308S. Por otra parte la
posicion 53 resulté ser mas flexible ya que aceptd una mayor diversidad de a.a con
propiedades fisico-quimicas diferentes (Tabla 1, apéndice I). Este resultado constituia
una evidencia a favor de la interaccion funcional que ocurre entre el motivo GAFTGA
del activador y la region I de o>* para estimular el inicio de la transcripciéon. Los
experimentos de supresion genétiva in vivo constituyeron mi principal contribucion en
este articulo. A continuacion se describen otros resultados relevantes del articulo.

El analogo del estado de transicion del ATP en la hidrolisis (ADP-AlIFx) promueve
la formacion de un complejo estable entre el activador y o

Sin embargo, la contribucidon mas relevante y original de este trabajo consistio
en aislar y caracterizar por vez primera la formacion de un complejo estable in vitro
entre el activador y o>*. Se ha propuesto que la interaccion entre el activador y o™
ocurre de manera transitoria durante la activacion transcripcional, de manera que

capturar este complejo era muy dificil sobre todo por la rapida hidrolisis del ATP. Para
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abordar esto, se utilizd un analogo del estado de transicién del ATP en la hidrélisis
ADP-AIFx (ADP fluoruro de aluminio), el cual mimetiza el arreglo atdmico del fosfato
v del ATP en el estado de transicion (Wittinghofer et al., 1997). El ADP-AlFx
promueve que el activador quede atrapado en nuevo estado conformacional que tiene
dos grandes consecuencias funcionales que son, promover la oligomerizacion del
activador y la interaccién con 6™

Para los ensayos de union mediante geles nativos de proteinas, se empled una
variante del activador Ec PspFanvn, que consiste en el dominio central o catalitico del
activador. Al incubarse PspFagvy en presencia de ADPAIFx y P*2.6™* marcada
radiactivamente se observo la formacion de un nuevo complejo que migré mas
lentamente comparado con la movilidad de la proteina o>* silvestre (Figura 1B,
apéndice ). Para asegurarnos que el activador formaba parte de dicho complejo se
marcé entonces P*>-PspFpvi y se incubo en presencia de o' y ADP-AIFx. Bajo estas
condiciones se observo la formacion de dos complejos que se retardaban con respecto al
activador, uno de ellos correspondié a un nuevo estado funcional y conformacional del
activador (oligomero) y otro que migrd a la misma altura que el complejo binario P**-
o>*/PspFanvy (Figura 1B, apéndice I). En general el resultado mostré que o™ y el
activador PspFapyy se asocian formando un nuevo complejo estable, dependiente de
ADP-AIFx.

Por otra parte, el complejo PspFAHVH-ADPAIFx/c™* no se destruye o
disminuye en presencia de fosfato o ATP, lo que indica que el ADP-AIFx se encuentra
unido de manera estable. El uso de analogos no hidrolizables del ATP como ATPyS y
(o) analogos alternativos del estado de transicion como ADPVi no resultan en la
formacion del complejo entre el activador y 6>*. Otros factores transcripcionales, como
6"y 6°%, tampoco se unen al activador en presencia de ADP-AIFx. En conjunto, estos
datos demuestran que el andlogo ADP-AIFx actia especificamente incrementando la
union del activador a 6°* o la holoenzima Ec™.

El ADPAIFx promueve la oligomerizacion del activador

El cambio de movilidad observado cuando el activador PspFapyy se incuba en
presencia de ADP-AIFx, sugeria que la union del nucledtido altera la estructura
cuaternaria del activador. En este sentido, se ha demostrado que activadores como NtrC
de E.coli forman oligobmeros ordenados para activar la transcripcion (Wyman et al.,

1997). Paralelamente, en experimentos donde se usaron concentraciones elevadas del
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activador PspFagvy, que promueven la formacion de oligémero independiente de ADP-
AlFx, se observo que el activador en estas condiciones es incapaz de interaccionar con
o™, lo que sugiere que la oligomerizacion del activador por si solo no constituye un
requisito para interaccionar con o”'. Basado en estos resultados propusimos que un
posible papel del analogo del estado de transicion es el de promover la formacion de un
nuevo estado funcional en el activador que le permite unirse fuertemente a ™.
La Region I de c™! es esencial para la unién con el activador

Previas evidencias genéticas habian sugerido que la region I de o™ participaba
en la respuesta e interaccion con el activador (Wang et al., 1995; 1997). Para comprobar
esto empleamos dos proteinas mutantes de ¢, una que presentd una remocién de la
region I (Alc™*) y otra donde se removié el dominio de unién a ADN manteniendo
intacta la region I. A las mutantes se les evalud en su capacidad de interaccionar y
formar un complejo binario con el activador PspFapyy en presencia de ADP-AlFx. El
experimento revel6 que las variantes de 6°* que presentaron una remocién de la region I
fueron incapaces de formar el complejo con el activador, comparado con la proteina
silvestre, (Figura 2A, apéndice I). Particularmente se comprob6 que solamente la region
I de o es capaz de interaccionar con el activador para formar el complejo
correspondiente (Figura 2B, apéndice I). Finalmente, estos resultados demostraron de
manera directa que la region I de o™ constituye el principal blanco de interaccion del
activador dentro de la holoenzima Ec™.
El motivo GAFTGA de las EBPs constituye un determinante para la unioén con c

Previas evidencias genéticas habian sugerido que el motivo GAFTGA del
activador, especificamente el residuo de treonina, estaba involucrado en el contacto con
o>*. Para evaluar esto, se construyeron una serie de mutantes del activador PspFanyy en
donde el residuo de treonina del motivo GAFTGA fue sustituido por valina, alanina y
serina (T86V, T86A, T86S). Las mismas mutaciones en el contexto de Bj NifA
resultaban deletéreas para la actividad in vivo (Gonzalez et al., 1998).

4
5631’1

Las mutantes de PspFapyy fueron ensayadas en su capacidad de unirse a
presencia de ADP-AIFx. El resultado mostréd que excepto la mutante T86S, el resto
resulto incapaz de formar el complejo binario con o”*. No obstante, en ausencia de ¢
la mutante PspFapyvy T86S resulto ser deficiente en su capacidad de oligomerizar, lo que

. ., 54 J ., .
sugiere que la unién de ¢~ ayuda a rescatar o estabilizar el oligobmero en presencia del
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analogo ADP-AIFx (Figura 3, apéndice I). En general los experimentos nos permitieron

concluir que el motivo GAFTGA de las EBPs, especificamente el residuo de treonina,

esta criticamente involucrado en el contacto y la interacciéon con c™*.

El ADP-AIFx no es suficiente para promover la formacion del complejo abierto
Como ya habiamos demostrado, el ADP-AlFx promueve la interaccion entre el

activador y o>*. Lo siguiente que se investigd fue si el activador atrapado con ADP-

AlFx promueve o altera la interaccion que o

establece con el promotor, como
evidencia de un evento de isomerizacion del promotor rumbo a la formacioén del
complejo de promotor abierto. En este sentido se comprobd que el activador en
presencia de ADP-AIFx puede interaccionar y formar un nuevo complejo ternario con
o> (PspF-ADP-AIFx/c>//ADN) unida al ADN (Figura 4A, apéndice I). Ensayos de
footprinting demostraron que en presencia del activador y ADP-AIFx, ¢>* protege la
region de ADN que comprende el sitio de inicio de la transcripcion (Figura 5A,
apéndice I). Este patron de footprinting extendido de 6™* no se observa en ausencia del
activador y el analogo del estado de transicion, por lo que concluimos que el activador
al interaccionar con la region I de o™* en el punto de hidrélisis del ATP, promueve o
altera la interaccion entre o'y el ADN dentro del complejo cerrado. Otra posibilidad es
que el propio activador proteja esa region del promotor.

Por otra parte, al utilizarse una prueba de promotor que mimetiza el complejo
abierto, se demostré que Ec™* es incapaz de formar complejos de promotor abierto
estables en presencia del activador y ADP-AIFx. Sin embargo, Ec™* si puede formar
complejos abiertos estables dependiente de la hidrélisis de ATP por parte del activador.
En conjunto, estos resultados sugieren que la interaccion que el activador establece con
o> en el punto de hidrélisis del ATP, no es suficiente para generar los cambios
conformacionales requeridos en Ec™* para el reconocimiento y la union a la cadena no
templado del promotor en estado desnaturalizado. Congruentemente, el activador
atrapado con ADP-AIlFx fue incapaz de iniciar la transcripcion en esta prueba de

promotor, ain en presencia del nucleoétido de inicio.
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CAPITULO 7
Apéndice 11
ARTiCULO EN COLABORACION
Bordes, P., Wigneshweraraj, SR., Chaney, M., Dago, AE., Morett, E., and Buck, M.

(2004). Communication between Ec™*, promoter DNA and the conserved threonine
residue in the GAFTGA motif of the PspF o>*-dependent activator during transcription
activation. Mol.Microbiology. Vol.54: 489-506.
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7.1 Resultados y Discusion (Apéndice II)

El objetivo de este trabajo consistio en entender y estudiar, mediante una serie
de experimentos in vitro, las bases moleculares por la cual la mutante de o Q2L-Hs3sN
suprime o rescata la actividad transcripcional de la mutante del activador NifA T308S in
vivo. Previamente se habia demostrado mediante ensayos de actividad transcripcional in
vivo que las mutaciones QL y Hs3N actuaban de manera sinérgica para lograr los
niveles de supresion, de manera que en el estudio se incluyeron las mutantes sencillas
para evaluar su efecto en el rescate de la actividad. Para los estudios in vitro se empleo
el activador PspFagvh, ya que a diferencia de NifA su expresion y purificacion no
constituye una limitante. Por otra parte, existen una gran cantidad de ensayos ya
estandarizados para estudiar el mecanismo de activacién transcripcional de Ec™*
dependiente de PspF.

Inicialmente se evalu6 si las mutaciones en la region I no afectan la
funcionalidad de la holoenzima. Para esto, se midi6 la capacidad de las proteinas
mutantes de ¢>* (Q20L, Hs3N y Q20L-Hs3N) de unirse al core del ARNP para formar la
holoenzima y también en su capacidad de formar el complejo de promotor cerrado. En
general, ninguna de las mutaciones altera la funcionalidad de la holoenzima, al menos
en el contexto de estos ensayos (Figura 2A, 2B y 2C, apéndice II). Consistentemente,
las holoenzimas mutantes de o' fueron capaces de activar la transcripcion in vitro a
niveles similares que la silvestre en presencia del activador PspFapyy. Por otro lado
haciendo uso de una prueba de promotor de SmnifH que mimetiza la conformacion que
adopta el promotor en el estado abierto, se observé que la mutacion Qyl., a diferencia
de la proteina silvestre, le confiere a la holoenzima la capacidad de formar complejos de
promotor abiertos estables en ausencia del activador. La Ec™" silvestre requiere de la
hidrolisis del ATP por parte del activador para formar complejos abiertos estables, lo
que sugiere que el activador induce cambios conformacionales en Ec>* que le permiten
establecer contacto con las cadenas sencillas del ADN en el promotor en estado abierto.
Este resultado sugiere que la mutacion QL favorece que la holoenzima contacte de
manera mas estable el promotor desnaturalizado comparado con la proteina silvestre.

La mutacion QL forma parte del centro regulador

La region I se ha implicado en el control de la isomerizacion del promotor a

través una interaccion inhibitoria que establece con la estructura de horquilla en la

region -12 del promotor. Esta interfase ADN-proteina formada por la region I y la
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region -12 del promotor se conoce como centro regulador y se piensa que constituye el
principal blanco de interaccion del activador. Para averiguar si las mutaciones QL y
Hs3N de la region I de ™ forman parte del centro de regulaciéon se construyeron las
variantes de 6> QC y Hs;C. El grupo sulfidrilo de la cisteina al conjugarse con el

4 . , .
> realizar cortes en el ADN que se encuentre proximo.

reactivo FeBABE le permite a ¢
En este sentido, se demostr6 que unicamente la variante que porta la sustitucion
E054Q20c cortd el ADN alrededor de la posicion -15 (Figura 3, apéndice II). En
conjunto, este resultado indic6 que a diferencia de la posicion 53, el residuo de la
posicion 20 dentro de la region I de o™ se encuentra proximo al centro de regulacion y
por ende formando parte del mismo.

Por otra parte, estudios anteriores habian mostrado que la mutante del activador
PspFapvn T86S, a diferencia del activador silvestre, era incapaz de formar oligdbmeros
en presencia de ADP-AIFx a menos que o estuviera presente. Para investigar si las
mutantes de o QxL, HssN y Qu0L-HssN contribuian a mejorar la capacidad de
oligomerizacion de la mutante PspFapyvy T86S, se incubaron en presencia del activador
y ADP-AIFx. El resultado reveld que ninguna de las mutantes de o~ mejora la actividad
de oligomerizacion de PspFanva T86S comparado con la proteina silvestre (Figura 4B,
apéndice II). Este resultado sugeria que la recuperacion en la capacidad de activar la
transcripcion de NifA T308S por parte de la mutante supresora de o°* es independiente
de mejorar esta propiedad en el activador.

Las mutantes supresoras de ! mejoran la funcion de PspFanve T86S en ensayos
de isomerizacion

En el siguiente experimento hicimos uso de un ensayo in vitro que mide la
capacidad del activador de inducir cambios conformacionales en el centro de
regulacion. En este ensayo el activador mediante el uso de la hidrolisis de ATP
promueve la formacion de un nuevo complejo binario entre 6>* y el ADN, que refleja
las transiciones conformacionales que ocurren en o~ durante el evento de isomerizacion
del promotor en vias de formar el complejo abierto. Primeramente, se demostré que a
diferencia del activador silvestre, la mutante PspFagvy T86S es deficiente en remodelar
el complejo inicial 6>*/ADN. En este sentido investigamos si las mutantes supresoras de
o mejoraban la capacidad del activador PspFapyy T86S de remodelar o alterar el

L . 54 . . 54
centro de regulacion. El resultado mostré que las supresoras de ™, a diferencia de ™,
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mejoran ligeramente la actividad de isomerizacion no solo de la mutante PspFapvu
T86S sino también del activador silvestre (Figura 6, apéndice II). Por otro lado, los
ensayos de unién mostraron que las mutantes supresoras de o> no logran rescatar la
interaccion con la mutante del activador PspFagvy T86S en presencia de ADP-AIFx.
Esto sugeria que el incremento de la actividad lograda en la mutante del activador NifA
T308S in vivo, no es consecuencia del restablecimiento de la interaccion funcional entre
el activador y la mutante supresora de o (Figura 7A, apéndice II). En conjunto,
proponemos que las mutaciones QL y HssN de o' de alguna manera debilitan la
interaccion inhibitoria que la region I establece con el promotor para el control de la
desnaturalizacion antes de la activacion. Por ende, en condiciones de activacion, el
evento de isomerizacion del promotor para la formacion del complejo abierto resulta
energéticamente mas favorable para la mutante del activador PspFapyy T86S en
presencia de las mutantes supresoras de o>*. Esta propiedad intrinseca de las mutantes
supresoras de o', de facilitar la isomerizacion del promotor, parece ser las bases
moleculares que operan en el rescate de la actividad transcripcional observada in vivo
con la mutante de NifA T308S.
La mutacion T86S impide al activador responder a los cambios conformacionales
del centro de regulacion

Finalmente, evaluamos la capacidad del activador PspFagyy y de la mutante
PspFapvn T86S de interaccionar con el centro regulador (65 * unida previamente al
promotor) en presencia de ADP-AIFx. Para esto empleamos diferentes pruebas de
promotor de SmnifH que representan las diferentes estados conformacionales que adopta
el promotor durante la formacion del complejo abierto (Figura 1A, apéndice II).
Interesantemente, el resultado mostré que la mutante de PspF vy T86S, a diferencia de
la proteina silvestre, es incapaz de interaccionar y formar complejos ternarios
(PspF/ADP-AIFx/Ec”*-ADN) con Ec™* en presencia de las diferentes pruebas de
promotor (Tabla I, apéndice IT). Ninguna de las mutantes supresoras de o°* fue capaz de
restablecer la interaccion con el activador PspFapyy T86S en este ensayo. La region I de
o> forma parte del centro regulador y ademés constituye el principal blanco de
interaccion del activador (Chaney et al., 2001). En este sentido, pensamos que la
conformacion que adopta la region I en cada una de las pruebas de promotor es
diferente, de manera que cambios en su estructura o accesibilidad dentro del centro

regulador constituye las bases moleculares que impiden a la mutante de PspFapvy T86S
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interaccionar y reconocer a Ec™* unida al ADN. Finalmente, este resultado sugiere
fuertemente que el motivo GAFTGA del activador estd involucrado en censar la
interaccion que o' establece con las diferentes estructuras que adopta el promotor
durante la formacion del complejo abierto. Particularmente, el residuo de treonina
dentro del motivo GAFTGA, parece ser el principal determinante que le permite al
activador acomodar y dirigir los cambios conformacionales en el centro de regulacion.
Basado en estos resultados propusimos que el residuo de treonina dentro del
motivo GAFTGA constituye una via de sefializacion interna que permite controlar la
funcionalidad de la Ec™*. Una hipétesis atractiva es que el activador acople la energia de
hidrolisis del ATP para producir cambios conformacionales en la ARNP a través de la
comunicacién o interfase que se establece entre el residuo de treonina del motivo

GAFTGA vy el centro regulador (T86-6>*-promotor).
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CAPITULO 8
Apéndice I11
CONTRIBUCION ORIGINAL
Dago, AE., Wigneshweraraj, SR., Buck, M., and Morett, E. (2006). A Role for the

conserved GAFTGA Motif of AAA" Transcriptional Activators in Sensing Promoter
DNA Conformation. (J.Biol.Chem.Vo0l.282:1087-1097).
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8.1 Resultados y Discusion (Apéndice III)
Aislamiento y caracterizacion in vivo de mutantes de o que restablecen la
actividad transcripcional de 1a mutante del activador NifA T308S

Previas evidencias bioquimicas indicaban que las posiciones de aminoacidos de
la 6 a la 14 dentro de la regién I de ™" participaban en la interaccion con el activador
(Bordes., P. et al. 2004). Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo
exploramos exhaustivamente los residuos que abarcan la posicion 2 a la 14 de la region
I de o™ para investigar especificamente qué determinantes son capaces de restablecer la
funcién de la mutante del activador NifA T308S in vivo.

Para esto, empleamos una estrategia de mutagénesis que permite controlar la
tasa de sustitucion con el objetivo de obtener preferentemente mutantes sencillas y
dobles de o sobre aquellas que presentan multiples substituciones (Gaytan et al.,
2002). La libreria generada de o>* (72 000 variantes) se transformé en la cepa TH1 de
E.coli, la cual presenta una remocion del gen que codifica para el factor 6>* (rpoN) y
ademas contiene los pldsmidos pRT22 y pWKS130. El plasmido pRT22 contiene el
promotor dependiente de 6 nifH de K.pneumoniae fusionado al gen lacZ, mientras que
el plasmido pWKS130 presenta los diferentes alelos de NifA (T308S y T308V)
ensayados en este estudio. En este sistema experimental aquellas mutantes de ¢>* que
sean capaces de restaurar o de suprimir la deficiencia en activacion de la mutante del
activador NifA T308S produciran colonias que exhiben un fenotipo de color azul oscuro
(en cajas suplementadas con Xgal), a diferencia de la proteina silvestre que muestra un
fenotipo azul palido. El muestreo de la libreria nos permiti6 seleccionar seis clonas de
o™ con el fenotipo de supresion deseado. Posteriormente, se realizé un ensayo de
actividad transcripcional in vivo para evaluar cuantitativamente la habilidad de las
mutantes de o' de mejorar la actividad de la mutante de NifA T308S. El resultado
mostrd que las mutantes de o, a diferencia de la proteina silvestre, presentaron entre
seis y veinte veces mas actividad con la mutante del activador NifA T308S (Tabla 1,
apéndice III). Estos valores representan entre el 10% y el 20% de la actividad silvestre.
Por otro lado, ninguna de las mutantes de 6 se vio afectada en su capacidad de activar
una fusion nifH-lacZ en presencia del activador NifA silvestre.

Una caracteristica en comun entre las mutantes supresoras de o' fue la
presencia de aminoacidos hidrofobicos y voluminosos independientemente de la

posicion que fue sustituida. Interesantemente, el resido de glicina no conservado de la
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posicion 4 fue reemplazado en todas las mutantes, y en tres de las clonas (rpoN-sup2 y
rpoN-sup4-6) por residuos hidrofobicos (Tabla 1, apéndice III). Esto sugeria que la
sustitucion de un residuo estructuralmente flexible, constituia un requisito para rescatar
la actividad de la mutante de NifA T308S.

Dado que la clona rpoN-sup4 de o™ presentd solamente dos cambios de
aminoacidos y mostr6 la segunda mejor actividad en ensayos de actividad f
galactosidasa in vivo, decidimos segregar y analizar la contribucion individual de cada
mutacion al fenotipo de supresion. Los resultados mostraron que la mutacion QI11F
afecté la capacidad de o™ de expresar una fusion nifH-lacZ en presencia del activador
NifA, mientras que la mutante o’ G4L Incrementd ligeramente los niveles de actividad
con respecto a la proteina silvestre. Interesantemente, los ensayos de actividad
transcripcional en presencia de la mutante del activador NifA T308S mostraron que la
mutante sencilla de 6°* 4. es la principal responsable para rescatar la funcién in vivo de
la mutante de NifA T308S. Adicionalmente, el estudio sugirié que en el contexto de la
doble mutante de ¢ caQiir la mutacion QI11F facilita la interaccion entre la region I
de 6>*y el motivo GAFSGA del activador NifA (Tabla 2, apéndice IIT). Por otra parte,
el uso de una mutante del activador NifA (T308V) afectada igualmente en su capacidad
para activar la transcripcion y que contiene una sustitucion de aminoacido diferente en
la misma posicion del motivo GAFT(V)GA, nos permitié concluir que las mutantes de
oy o G4L-Q11F suprimen de manera alelo-especifica a la mutante del activador
NifA T308S (Tabla 2, apéndice I1I).

La mutante Ec™ 41 rescata la funcién de la mutante del activador PspF 1.275 T86S
en ensayos de actividad transcripcional in vitro

Los estudios in vivo mostraron que la mutacion G4L en la region I de o>* es
suficiente para recuperar especificamente la actividad de la mutante NifA T308S. Para
entender las bases moleculares que le confieren a la mutante Ec™ g la capacidad de
restablecer la funcion del activador NifA T308S realizamos una serie de ensayos in
vitro que reflejan los cambios conformacionales inducidos en Ec>* por el activador
durante los diferentes eventos que conllevan a la formacion del complejo abierto.

Para los ensayos in vitro utilizamos el dominio central o catalitico del activador
PspF de E.coli (PspF 1275) que contiene la sustitucion de treonina por serina en el
motivo GAFTGA (equivalente a NifA T308S). Primeramente, para recapitular in vitro

con el activador PspF .75 los cambios en la actividad transcripcional medidos in vivo

80



con NifA, realizamos un ensayo de transcripcion de iniciacion abortiva (se mide la
formacion de un producto de ARN de cuatro nucledtidos de longitud) usando como
templado una prueba de ADN que mimetiza la conformacién del promotor en el
complejo cerrado. Interesantemente y acorde con los resultados in vivo, se observo que
la mutante PspF ;75 T86S esta drasticamente afectada en su capacidad de activar la
transcripcion en presencia de la Ec™” silvestre, sin embargo y al menos en el contexto de
este ensayo, la mutante Ec>* GaL rescato la funcion del activador PspF ;75 T86S incluso
a niveles comparables con los del activador silvestre (Figura 2, apéndice III). Resultados
similares se obtuvieron en ensayos de transcripcion in vitro en donde se midio la
sintesis total de un transcrito determinado. En general, concluimos que la mutacion de
GA4L en la regién I de ™* permite recuperar tanto in vivo como in vitro la capacidad de
activacion de una mutante del activador que presenta una sustituciéon de treonina por
serina en el motivo GAFTGA.

La mutante Ec>' ¢4 restablece la capacidad del activador PspF ;.,;s T86S de
interaccionar con el complejo de promotor cerrado.

En resultados anteriores (Ver apéndice II) se demostro que el activador PspF ;.
275 unido a ADP-AIFx es capaz de interaccionar y formar un complejo ternario (PspF ;.
275-ADP-AIFx:Ec’*:ADN) con Ec”* unida al promotor. Este complejo ternario es
considerado como un estado intermediario que se genera rumbo a la formacion del
complejo abierto. La mutacion de T86S en el motivo de GAFTGA de PspF .275 impide
que el activador interaccione y forme un complejo ternario con Ec™* en el complejo de
promotor cerrado (Bordes et al., 2004). En este sentido, investigamos si el complejo de
promotor cerrado reconstituido con la mutante Ec>* gaL €s capaz de restablecer la
capacidad de interaccion de la mutante PspF ;75 T86S. El resultado mostro que la
mutante Ec™* caL, @ diferencia de la holoenzima silvestre, restablece la capacidad de la
mutante PspF |75 T86S de reconocer e interaccionar especificamente con el complejo
de promotor cerrado (Figura 3A, 3B y 3C apéndice I11).

Posteriormente, hicimos uso de un ensayo que mide la capacidad del activador
en union del analogo ADP-AIFx de remodelar o de inducir cambios conformacionales
en un complejo inicial 6>*-ADN, promoviendo de esta manera la formacion de un nuevo
complejo ternario. Previamente se habia demostrado que la mutante del activador PspF
1275 T86S es deficiente en remodelar a la proteina >t silvestre y por ende en la

formacion de dicho complejo ternario. El objetivo de este ensayo consistié en evaluar la
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habilidad de la mutante Ec™* gaL de mejorar la actividad de la mutante PspF |.,75 T86S

4
para remodelar a &

, como un paso intermedio previo a la formacion del complejo
abierto. El ensayo revelo que la mutante de Ec”* gar, a diferencia de la silvestre, restaura
la capacidad de formar el complejo ternario con PspF ;75 T86S (Figura 3D, apéndice
IT). Este experimento nos permitié concluir que la mutacion G4L no solamente
contribuye a mejorar o facilita la interacciéon entre Ec™' y la mutante PspF 1,75 T86S,
sino que ademés permite a este ultimo inducir cambios conformacionales en Ec™*
dependiente de ADP-AIFx.

Por 1ultimo, basado en previas evidencias bioquimicas habiamos propuesto que el
motivo GAFTGA del activador, especificamente el residuo de treonina constituye una
via de sefalizacion interna que le permite al activador censar los diferentes cambios
conformacionales que ocurren en el centro regulador (complejo nucleoproteico formado
por la interaccion de o™ con la regién -12 del promotor) rumbo a la formacion del
complejo abierto (Bordes et al., 2004). En este sentido, una de las principales
contribuciones de este trabajo es el hecho de encontrar que una mutacion de glicina por
leucina en la region I de o”* (posicion 4 en K.pneumoniae) permite que el activador
PspF 1,75 T86S interaccione con Ec>* dentro del complejo cerrado de promotor. En
general, nuestros resultados sugieren fuertemente que la region I de o™ esta involucrada
en reconocer las variaciones conformacionales y estructurales que ocurren en el centro
regulador y de trasmitir o comunicar esta informacion al motivo GAFTGA del
activador. En este sentido también se ha propuesto que en respuesta al activador, la
region I coopera y se comunica funcionalmente con ciertos dominios conservados de la
ARNP (subunidad B y B") que contribuyen a estabilizar el ADN en estado abierto cerca
del sitio de inicio de la transcripcion (Wigneshweraraj et al., 2004; 2005; 2006).

La recuperacion de la actividad transcripcional del activador PspF 1.;75 T86S por
Ec™ GaL es dependiente de la estructura del promotor

Posteriormente, evaluamos si la apertura del promotor compensa la deficiencia
en activacion exhibida por el activador PspF |75 T86S. Para esto realizamos un ensayo
de transcripcion abortiva in vitro en presencia de una prueba de ADN que mimetiza la
conformacion que adopta el promotor en el complejo abierto. El resultado mostro que la
mutante PspF |75 T86S atn es deficiente en estimular el inicio de la transcripcion con
la Ec™, lo que indicaba que la deficiencia en la activacion per se de la mutante PspF ;.

275 T86S se manifiesta en pasos previos a la formacion del complejo abierto.
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Interesantemente, la mutante Ec>* GaL tampoco rescatd la funcion del activador PspF .
275 T86S en esta prueba de promotor (Figura 4, apéndice III). En general estos
resultados sugieren que la apertura del ADN no logra contrarrestar la deficiencia del
activador PspF 1,75 T86S y ademés que la conformacion que adopta el ADN en el
complejo de promotor abierto juega un papel importante en la recuperacion de la
actividad del activador PspF .75 T86S por parte de la mutante Ec>* 4L, al menos en el
contexto de este ensayo.

Para investigar el papel del ADN en la recuperacion de la actividad de PspF ;.575
T86S por la mutante Ec™* 41, realizamos ensayos de union entre el activador y 6>* pero
en ausencia de ADN. Interesantemente, y a diferencia de los ensayos realizados en
presencia de ADN, el resultado mostré que la mutante PspF 575 T86S es capaz de
interaccionar al igual que el activador silvestre tanto con Ec™* como con la mutante
supresora Ec™* g4 (Figura 5, apéndice IIT). Dado que la region I de o> adopta diferente
conformacion en ausencia o presencia del promotor, es posible que la estructura que
adopta la region 1 en ciertas conformaciones del promotor resulta desfavorable para
interaccionar con PspF 1,75 T86S. Claramente, la mutacion G4L en la region I de o™
compensa este defecto.
La secuencia de ADN ubicada rio abajo de la region —12 del promotor impide que
el activador PspF 1.,75 T86S interaccione con el complejo cerrado

Previas evidencias habian sugerido que el activador se ubica muy proximo al
ADN que se localiza corriente abajo de la region consenso —12 del promotor durante la
formacion del complejo abierto (Burrows et al., 2004; Cannon et al., 2004). Sin
embargo, el papel que juega este segmento de ADN, asi como la interaccion que
establece el activador con dicha regién del promotor durante la activacion
transcripcional atn restaba por entenderse. En este sentido, nuestros resultados
mostraban que la mutante PspF ;1,75 T86S es deficiente en la interaccion con el
complejo cerrado de Ec™* pero no con Ec™* per se. Esto nos condujo a investigar si esta
region de ADN previene que el activador PspF 1,75 T86S interaccione establemente con
el complejo de promotor cerrado. Para evaluar esto se construyeron una serie de pruebas
de ADN en donde un tnico extremo del promotor fue acortado sistematicamente hasta
la region —10 del mismo (Ver Figura 6A, apéndice III). En resumen, el resultado mostré
que la region del promotor (localizada corriente abajo de la region —12) que se

desnaturaliza para dar lugar al complejo abierto afecta negativamente la interaccion
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entre la mutante PspF |75 T86S y Ec>*. Acorde con los resultados anteriores la mutante
Ec™* GaL rescato la interaccion con la variante de PspF 1,75 T86S en el contexto de este
ensayo (Figura 6C, apéndice III). En general, nuestros resultados sugieren que esta
secuencia de ADN interfiere con la habilidad de las EBPs de interaccionar con el
complejo de promotor cerrado cuando el motivo GAFTGA resulta comprometido por la
mutacion de treonina por serina. Basados en nuestras evidencias, propusimos que la
mutacion G4L en la regiéon de o probablemente altera la conformacion del centro
regulador, lo que permite a la mutante PspF ;.,75 T86S interaccionar y comunicarse con
el complejo cerrado independiente de la presencia de esta secuencia de ADN

El control de la desnaturalizacion de los promotores dependientes de o>* radica

54
con la estructura de

estrictamente en la interaccion que establece la region I de o
horquilla de union que se crea en la region —12 del promotor dentro del centro
regulador. Esta interaccion inhibitoria impide que se expongan los determinantes en 6™*
necesarios para contactar el ADN de cadena sencilla entre las posiciones —10 y —7 del
promotor, en un evento que antecede la formacion del complejo abierto (Guo et al.,
1999). La activacion del Eo>*-complejo cerrado dependiente de la hidrolisis de ATP por
parte del activador promueve que se desenmascaren los determinantes de union a ADN
de cadena sencilla en 6> para dar lugar a la formacién del complejo abierto. Basados en
nuestros resultados, proponemos que durante la activacion transcripcional el activador
reconoce la configuracién que adopta el ADN ubicado corriente abajo de la posicion —
10 del promotor y acopla la estructura del ADN per se a la regiéon I de 6™, o trasmite
esta informacion conformacional a la region I, promoviendo que los determinantes en
o>* interaccionen con el ADN de cadena sencilla para formar el complejo abierto. En
este sentido, aportamos evidencia acerca de un nuevo papel que juega el motivo
GAFTGA del activador durante la activacion transcripcional, especificamente en
reconocer la conformacion del promotor.

Para concluir, este trabajo aporta informacion relevante que permite entender de
manera general la complejidad y precision del mecanismo por el cual la familia de estos

activadores estimula el inicio de la transcripcion.
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CAPITULO 9
Apéndice IV
CONTRIBUCION ORIGINAL

(Resultados No Publicados)
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9.1 Resultados y Discusion (Apéndice IV)
Aislamiento y caracterizacion in vivo de mutantes de o™ con fenotipo de activacion
bypass

Las mutantes de o' que son capaces de activar la transcripcion en ausencia del
activador son referidas como mutantes bypass. Diversos estudios se han enfocado en el
aislamiento y caracterizacion de este tipo de mutantes por la informaciéon que pueden
aportar acerca del mecanismo de activacién de los promotores dependientes de o>*. En
este sentido se ha demostrado que la remocion completa de la region I de 6™ (ARIG™),
asi como mutaciones puntuales en este dominio o en la region carboxilo terminal, le
confieren a o°* la propiedad de transcribir independientemente de la presencia del
activador (Wang et al., 1995; 1997; Syed & Gralla, 1998; Wigneshweraraj et al., 2002).
Sin embargo, la actividad bypass de estas mutantes ha sido solamente reproducible o
medida en ensayos transcripcionales in vitro, ya que todas fallan en mostrar dicho
fenotipo in vivo. El interés de este trabajo consistid en aislar y analizar las propiedades
bioquimicas de mutantes de o°* que muestran este fenotipo in vivo.

Para la seleccion de estas mutantes empleamos la libreria de la region I de o™*
aleatorizada desde la posicion 2 a la 14 (Ver apéndice III). De la misma se
seleccionaron tres clonas de ™ que, a diferencia de la proteina silvestre, son capaces de
activar la expresion de una fusion SmnifH-lacZ in vivo en ausencia del plasmido que

codifica para el activador BjNifA (fenotipo azul en cajas suplementadas con X-gal). El

Act. B-galactosidasa (U.Miller)

MK Q L S O QL A —NifA wt + NifA wt
Mutantesde >* |1 2 3 5 9 10 11 12 13 14 |SmnifH-lacZ | SmnifH-lacZ
o™ silvestre 372 +/-34 |24 537 +/- 1500
rpoN-bp 1 K Y V K E | 912+/-80 | 1580 +/-53
rpoN-bp 5 F F V K P A C P 616 +/- 17 660 +/- 20
rpoN-bp 8 Y c P D 662 +/- 50 844 +/- 48

Tabla I. Medicion de la actividad transcripcional in vivo de las mutantes de 6> en presencia y ausencia
del activador NifA. Los valores reportados de actividad B-galactosidasa constituyen el promedio de al
menos dos ensayos realizados de manera independiente y por triplicado. Adicionalmente se muestran los

cambios de amino4cidos de cada una de las mutantes de c>*.
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ensayo de actividad transcripcional in vivo en ausencia del activador NifA mostrd que
las mutantes de °* incrementan muy ligeramente (entre dos y tres veces) los niveles de
expresion de la fusion SmnifH-lacZ comparado con la proteina silvestre (Tabla I). El
analisis de secuencia de las clonas de 6> mostro la presencia de multiples sustituciones
de aminoacidos, preferentemente por residuos polares cargados. Interesantemente, la
clona rpoN-bp5 presentd6 un corrimiento en el marco de lectura en la ventana que
comprende los residuos del 2 al 14 de la region I de o™

Posteriormente, realizamos un ensayo de actividad transcripcional in vivo en
presencia del activador BjNifA silvestre para discernir si el incremento en la actividad
de las mutantes de 6>* se debe a un efecto de activacion cruzada con algunas de las 12
EBPs endogenas de E.coli o aun verdadero fenotipo bypass de las mutantes. En este
ensayo el activador NifA acta in cis (unido a las UAS en el ADN) garantizando la
activacion especifica de la fusion SmnifH-lacZ. Interesantemente, el resultado mostrd
que las mutantes de o, a diferencia de la proteina silvestre, son incapaces de activar
una fusion SmnifH-lacZ en respuesta al activador. Sin embargo, los niveles de actividad
mostrados por las mutantes en este ensayo resultan comparables con los obtenidos en
ausencia del activador (Tabla I). En general, este es el primer estudio in vivo donde se
muestra la habilidad de mutantes de 6°* de estimular la formacion del complejo abierto,
aunque de manera muy ineficiente, sin requerir del activador. Por otra parte, la actividad
de estas mutantes de o>*, a diferencia de otras bypass caracterizadas con anterioridad,
no resulta estimulada o incrementada por el activador, lo que sugiere muy
probablemente la ruptura de la interaccion funcional entre el activador y o al
comprometerse o alterarse el segmento de amino4cidos de la region I (2-14) de o™
Las mutantes de ¢°* resultan deficientes en la formacién del complejo de promotor
abierto

Posteriormente, realizamos una serie de experimentos in vitro para tratar de
entender a nivel molecular las propiedades exhibidas por las mutantes de o°* in vivo.
Inicialmente, se evalu6 la capacidad de las proteinas mutantes de o' de unirse al core
de la ARNP para formar la holoenzima, asi como su habilidad para formar el complejo
de promotor cerrado. En resumen, ninguna de las mutantes result6 afectada en estos dos
ensayos comparada con la proteina silvestre (datos no mostrados). Esto sugiere que la
alteracion de este segmento de aminoacidos dentro de la region I de 6°* no compromete

la formacion de la holoenzima ni su capacidad de interaccionar con el promotor. Una de
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-10/-1 -10/-1

1 +1

A) _ B) N\

Ec34 E054b 1E654bp5 E654bp8 Eo34 E654b 1E654bp5 E654bp8
PspF .5 -+ — + — + - + PspF | 575
ATP -+ - + - + - + ATP
Heparina - - - - - — - - Heparina
E:ADN —»
Ec*:ADN —p Ec**:ADN —»
1
P32.ADN libre—p | = - i . . P32-ADN libre —p
Carril 1 2 3 45 6 7 8 Carril 1 2 3 45 6 7 8
% de ADN en el % de ADN en el
103839 12 8 12 6 9
complejo Ec**:ADN 6877 59 70 6670 62 64 complejo Ec>*: ADN

Figura 1. Autoradiografia de geles nativos que muestran la capacidad de Ec™ y de las holoenzimas
mutantes de reconocer e interaccionar con una prueba de ADN (-10/-1) que mimetiza la conformacion
que adopta el promotor en el complejo abierto en presencia y ausencia del activador PspF 1,75. A)
Reacciones llevadas a cabo en ausencia de heparina. B) Lo mismo que en A. pero en presencia de
heparina. La migracién de los complejos Ec**:ADN, E:ADN y el ADN libre estan indicados con flechas.
Los componentes de la reaccion en cada una de las lineas se muestran en la parte superior del gel,

mientras que el porcentaje del ADN en el complejo binario Ec**:ADN se muestra en la parte de abajo.

las propiedades en comiin que muestran las mutantes bypass de 6°* es que se encuentran
desreguladas en su capacidad de controlar el inicio de la transcripcion. Esto se traduce a
nivel molecular en la pérdida de la interaccion inhibitoria con la region -12 del
promotor, lo cual ayuda a mantener en estricto control la desnaturalizacion del promotor
en condiciones de no activacion. Sin embargo, en un ensayo in vitro donde se usé una
prueba de ADN que mimetiza la conformacion del promotor en el estado abierto se
demostré que las mutantes bypass de c°*, a diferencia de la proteina silvestre, tienen la
capacidad de formar complejos de promotor abiertos estables sin requerir del activador.
Este ensayo refleja a su vez de manera indirecta los cambios conformacionales que
induce el activador en Ec>* dependiente de la hidrolisis de ATP para promover la unién
estable al ADN de cadena sencilla dentro del complejo abierto. En este sentido
queriamos investigar si nuestras mutantes, al igual que otras bypass de o', tienen la
habilidad de formar complejos estables abiertos en ausencia del activador PspF ;.57s. El

resultado mostrd, como era de esperar, que el complejo abierto formado por la proteina
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silvestre (Es”*:ADN) sobrevivio al reto con heparina en presencia del activador no asi
en su ausencia (Figura 1B comparar carril 1y 2 ). Sin embargo, e interesantemente las
mutantes de o (E054bp1, E054bp5 y E054bpg) fallaron en su capacidad de formar un
complejo de promotor abierto estable, alin en presencia del activador y ATP (Figura 1B
comparar carriles 2, 4 y 6). En general, este resultado reveld que las mutantes de Ec™*
carecen de la habilidad de formar complejos abiertos estables y ademas sugeria de
manera indirecta que estan afectadas para responder positivamente al activador, lo que
corrobora los datos in vivo con NifA.
Las mutantes de Ec” son deficientes en interaccionar con el activador en presencia
de ADP-AIFx

Posteriormente, y para averiguar si la falla en la capacidad de activar la
transcripeion in vivo por las mutantes de Ec™* en respuesta al activador NifA obedece a
una pérdida de la interaccion funcional entre el activador y las mutantes de Ec ",
realizamos un ensayo en presencia del activador PspF ;75 para medir la uniéon y
formacion de un complejo entre ambas proteinas en presencia de ADP-AlFx. El
resultado mostré que la mutante Ec’ 4bp1, en contraste con la proteina silvestre, formo el
complejo con el activador PspF |75 de manera muy ineficiente mientras que las otras
dos mutantes (E054bp5 y E054bpg) son incapaces de formar dicho complejo (Figura 2A,
comparar carriles 4, 7 y 10). Resultados idénticos se obtuvieron en presencia del ADN,
lo que sugiere que la unién de las mutantes de Ec™* con su promotor no compensa este
defecto (datos no mostrados). De igual manera, las mutantes se vieron severamente
afectadas en ensayos que miden la capacidad del activador de promover cambios
conformacionales dentro del complejo cerrado de Ec™ necesarios para formar distintos
estados intermediarios rumbo a la formacién del complejo abierto (datos no mostrados).

Hasta el momento, nuestros resultados sugieren que la modificacion de este
segmento de aminoacidos (2-14) dentro de la regién I de 6>* no solamente afecta directa
o indirectamente la comunicacion o interaccion funcional entre o> y el motivo
GAFTGA del activador, sino que ademas desacopla el proceso de transferencia de la
energia de hidrolisis del ATP necesario para promover los cambios conformacionales
que conllevan a la formacion del complejo abierto.
Fenotipo de las mutantes de Ec™ en ensayos transcripcionales in vitro en ausencia
del activador

Finalmente, realizamos un ensayo de actividad transcripcional in vitro en ausen-
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A) B)

E Ec*  Eo>bpl Eo*bp5 E Ec**  Ec>*bp8
PspF ,5 - - + + — + + - + + PspF 55 — - + + — + +
ADP-AIFXx - - - + — — + — — + ADP-AIFXx - - - + - - +

Ec>*:PspF | ,,~ADP-
AlIFx ’
E654 —

Ec**:PspF | ,,;-ADP-AIFx —»
Ec¥*—»

PspF | ;5 libre —p

) PspF | ,;5 libre —p
Caril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Carrii 1 2 3 4 5 6 7

Figura 2 A y B. Geles nativos de proteinas (teflidos con azul brillante de Coomassie) donde se muestra la
habilidad de las mutantes de Ec™* de interaccionar y formar un complejo con el activador PspF |75
dependiente de ADP-AIFx. Los componentes de la reaccion en cada caso se muestran en la parte superior
del gel. La posicion donde migran los complejos Ec™ y Ec*:PspF |,,5-ADP-AIFx se encuentran

indicados por flechas.

cia del activador PspF ;.75 para recapitular los resultados observados con las mutantes
de Ec™ in vivo. El resultado mostré que las mutantes de Ec>*, a diferencia de la
proteina silvestre cuya actividad o sefial es indetectable, son capaces de estimular el
inicio de la transcripcion en ausencia del activador aunque muy ineficiente si se
compara con la actividad tan robusta que muestra la mutante bypass ARIc™" (Figura 3,
comparar carril 2 con carril 3, 4 y 5). Sin embargo, vale la pena recordar que esta ultima
no muestra este fenotipo in vivo y curiosamente presenta niveles de actividad
comparables con los de la proteina silvestre en presencia del activador y ATP (Figura 3
comparar carriles 6 y 7). En nuestro caso el fenotipo de las mutantes es congruente y
correlaciona tanto en los ensayos in vivo como in vitro, ain cuando la actividad bypass
representa cerca de un 8% de la actividad total de la proteina silvestre en condiciones de
activacion.

Experimentos controles descartaron la contaminacion con el activador en
nuestras preparaciones de proteinas, lo que demuestra que la actividad bypass observada
es una propiedad intrinseca de las mutantes de Ec”'. Acorde con esto se han
caracterizado mutantes bypass de Ec>* cuyos niveles de actividad in vitro representan el
10% de la actividad silvestre, sin embargo, esta actividad se abate por completo cuando
las mutantes son ensayadas en presencia de heparina, lo que evidencia la formacion de
un complejo abierto inestable por estas mutantes (Wang et al., 1995; 1997). Sin

embargo, en nuestro caso el ensayo fue realizado en presencia de heparina lo que
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refuerza el fenotipo bypass de nuestras mutantes de Eo™*. En este sentido no sabemos el
efecto que cause la ausencia de heparina, pero apostamos por un incremento marcado de
la actividad bypass.

1) GTP — PspF | ;5

o
2) ATP + PspF |75

Mezcla de Elong.
(NTPs, a-32P UTP, Heparina)

+1
d Complejo Cerrado Ec** —— Complejo Abierto Ec™* ——  Analisis en geles
SDS-PAGE 12%

S min. 10 min.
Templado pMCK28
Promotor SmnifH-c>*
1) Condiciones de No 2) Condiciones de
Activacion Activacion
A A
{ \ { \
GTP - PspF | 575 ATP + PspF | s

Transcrito nifH—» |

Carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

% de Actividad 20%
respecto a Ec>*

Figura 3. Autoradiografia que muestra la formacion del transcrito nifH proveniente de las mutantes de
Ec™ en presencia y ausencia del estimulo del activador. Las mutantes bypass de o>* tienen la
caracteristica, a diferencia de la proteina silvestre, de formar complejos de promotor abierto estable una
vez que hayan adicionado nucledtidos. Por esta razon y para medir la actividad bypass se adicioné GTP al
inicio de la reaccion teniendo en cuenta que los primeros cuatro nucledtidos después del inicio de la
transcripcion (+1) del promotor SmnifH son guaninas. El esquema seguido para la reaccion se muestra en

el parte superior de la figura.

Por otro lado, el ensayo mostré que, a diferencia de la proteina silvestre, las
mutantes Ec® 4bp5 y Ec® 4bp8 no incrementan la produccion o sintesis del transcrito cuando
son activadas por PspF ;,7s. Interesantemente, y a diferencia de los ensayos in vivo con
NifA, la mutante Ec554bp1 presentd un 20 % de la actividad silvestre cuando resultod
estimulada por PspF .75 (Figura 3, comparar carril 7 y 8). Estas diferencias pueden
deberse a las condiciones inherentes empleadas para cada ensayo. En los ensayos in vivo
el activador NifA activa la transcripcion unido al ADN, mientras que PspF 1,75 activa

en solucion o in trans en los ensayos in vitro y usando concentraciones saturantes. En
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general, estos resultados estan de acuerdo con la deficiencia (Ec554bp1) o incapacidad
(E054bp5 y Ec® 4bp8) que muestran las mutantes de Ec™* para interaccionar de manera
estable con el activador PspF ;.,75 en presencia de ADP-AIFx.

Para concluir, basados en nuestros resultados proponemos que la ruptura drastica
de este motivo de aminoacidos (2-14) dentro de la region I muy probablemente altera la

> dentro del centro regulador promoviendo dos

conformacion que adopta ©
consecuencias importantes. Una es la pérdida de la interaccion funcional con el
activador y la otra es la capacidad adquirida por las mutantes de Ec>* para promover la
desnaturalizacion local del promotor necesaria para la formacion del complejo de
promotor abierto, que aunque inestable, no requiere de la hidrélisis del ATP por parte
del activador. En este sentido, se ha documentado que el complejo abierto formado por
otras mutantes bypass de o' es igualmente inestable. Interesantemente, y a diferencia
de otras mutantes bypass de 6>* previamente caracterizadas, nuestras mutantes al igual
que la proteina silvestre forman un complejo de promotor cerrado estable sin alterar
aparentemente la interaccion con la region -12 del promotor. En este sentido, se
requieren de futuros experimentos de footprinting con permanganato de potasio
(KMnO4) para comprobar si en el caso particular de las bypass estas ocasionan la
desnaturalizacion local del promotor dentro del complejo cerrado, lo que reforzaria
nuestra hipotesis. Finalmente, y como perspectivas futuras en vistas a redondear este
trabajo se requeriria de investigar in vitro la capacidad de las mutantes bypass de Ec™*
para interaccionar y de activar la transcripcion en pruebas de ADN (-10/-7, -10/-5, y -
10/-3) que mimetizan la estructura de desnaturalizacién local que sufre el promotor

rumbo a la formacion del complejo abierto.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este trabajo, abordado desde una perspectiva de estudio genético y bioquimico,
ha contribuido a entender de manera general el mecanismo de activacion transcripcional
de los genes regulados por el factor transcripcional ™.

Primeramente, demostramos que uno de los papeles funcionales de la hidrélisis
del ATP durante la activacion transcripcional es el de generar un estado funcional en el
activador (mimetizado por el ADP-AIFx) que le permite interaccionar de manera estable
con ¢>* (apéndice I). Esta interaccion, mediada principalmente a través del motivo
GAFTGA del activador y la region I de 6>*, posibilita la transferencia o acoplamiento
de la energia de hidrdlisis del ATP requerida para remodelar la conformacion inactiva
del complejo cerrado y proceder a la formacion del complejo abierto. En este sentido, la
estructura del activador PspF .75 resuelta en presencia de diferentes nucleotidos
demostro elegantemente que la union de ADP-AIFx, a diferencia del ADP, promueve el
reposicionamiento del asa que sostiene el motivo GAFTGA en una conformacion
extendida y favorable para contactar a °* (Rappas e al., 2005; 2006).

Por otra parte, demostramos que el motivo GAFTGA del activador a través de la
interaccién que se establece con la region I de 6>* le permite al activador reconocer los
diferentes cambios conformacionales que ocurren en o'y en el promotor (centro
regulador) durante la transiciéon de complejo de promotor cerrado a abierto (Apéndices
IT y III). La forma funcional del activador para activar la transcripcion es mediante la
formacion de una estructura hexamérica, y en este sentido no sabemos cuantos motivos
GAFTGA participan en la interaccion con el centro regulador. Sin embargo,
proponemos que mds de un motivo GAFTGA del activador estd involucrado, a través de
multiples ciclos sucesivos de hidrolisis del ATP, en interaccionar y en promover que el
centro regulador proceda a través de los diferentes cambios conformacionales que se
requieren para formar el complejo abierto.

Por ultimo, y en base a nuestras evidencias proponemos que durante el proceso
de activacion transcripcional el motivo GAFTGA del activador interacciona y reconoce
la conformacion del ADN ubicada corriente abajo de la region -12 del promotor, y que
comunica esta informacion o acopla el ADN per se a la region I de o' y muy
probablemente a otros determinantes en la ARNP en vistas a promover que o'
interaccione con el ADN de cadena sencilla, evento necesario para la transicion de

complejo cerrado a abierto. Esta secuencia de ADN se encuentra poco conservada en los
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promotores dependientes de o' pero al parecer determina la funcionalidad de la
holoenzima Ec™*. Por otro lado, la severa deficiencia de la actividad transcripcional
observada in vivo e in vitro por mutantes del activador que contiene una sustitucion de
treonina por serina en el motivo GAFTGA, puede deberse a la incapacidad de estas
variantes de interaccionar y censar la conformacion del ADN. En general, el motivo
GAFTGA del activador participa en varias funciones interrelacionadas durante la
activacion transcripcional, lo que pone de manifiesto el nivel de complejidad que opera

en el mecanismo de activacion transcripcional de los promotores dependientes de o™,
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