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Abreviaturas

ABREVIATURAS

aa: aminoacido

2-AP: 2-Aminopurina

ADNSsc: ADN simple cadena

ADNdc: ADN doble cadena

ADNp: ADN “primeado”

GT-ADNdc: ADN doble cadena con un mal apareamiento GT
GT-ADNp: ADN “primeado” con un mal apareamiento GT

Ak: Amikacina

BEt: Bromuro de Etidio

Cip: Ciprofloxacina

Cipsi: Concentracion subinhibitoria de ciprofloxacina (0.02 pg/ml)
CBM: Clamp Binding Motif o Motivo conservado de unién a § clamp
DA: Damage Avoidance o Mecanismos de prevencidn al dafio

DDT: DNA Damage Tolerance pathways o vias de Tolerancia al Dafio en el ADN
DSB: Double Strand Break o Doble corte en el ADN

ENU: N-etil-N-nitrosourea

FW: far Western

InDels: Mutaciones de tipo Inserciones o Deleciones de nucleétidos
kb: kilo base

MBP: Maltose Binding Protein o Proteina de Unién a la Maltosa

MMR: Mismatch Repair System o Mecanismo de Reparaciéon de Bases Apareadas

Incorrectamente




MM: Mismatch o mal apareamiento

MNNG: N-metil-N"-nitro-nitrosoguanidina

MMS: metil-metasulfonato

NFZ: nitrofurazona

4-NQO: 4-nitroquinolona

PAGE: electroforesis de geles nativos de poliacrilamida
Pol: ADN Polimerasa

pb: pares de bases

PCR: Reaccién en cadena de la Polimerasa

PQ: Paraquat

Rif: Rifampicina

ROS: Especies Reactivas del Oxigeno

RU: Unidades de Respuesta

SPR: Surface Plasmon Resonance o Resonancia de Superficie de Plasmén

TLS: Translesion Synthesis o Sintesis de Translesion




Resumen

RESUMEN

En la presente Tesis Doctoral se caracterizé a nivel molecular y funcional un nuevo
mecanismo presente en la bacteria patogena Pseudomonas aeruginosa, el cual
interrelaciona dos de los principales procesos metabdlicos del ADN: la replicacién y la
reparacién. Particularmente, se estudiaron tres proteinas: MutS del “Sistema de
reparacién de bases apareadas en forma incorrecta” (Mismatch Repair 6 MMR) y dos
proteinas replicativas, el factor de procesividad 3 clamp y la ADN Polimerasa (Pol) IV. Por
un lado, MutS inicia el proceso de reparaciéon ya que reconoce y se une a la base mal
apareada (MM) reclutando los factores involucrados en las etapas subsiguientes. Por otro
lado, B clamp es un anillo que envuelve al ADN y mantiene unidas a las Pols aumentando
su procesividad. Mientras que Pol IV es una Pol alternativa de baja fidelidad capaz de
aliviar bloqueos en la replicacién debido a la presencia de lesiones en el sustrato de ADN
(Sintesis de Translesion, TLS), MMs o ciertos contextos de secuencia. Previamente, en el
laboratorio se observd una clara asociaciéon entre la proteina MutS y  clamp de P.
aeruginosa, la cual no posee un rol importante en las funciones que al momento han sido
asignadas a MutS en bacterias. Las evidencias al inicio de esta Tesis indicaban que la
funcién de la interaccion MutS-3 clamp podria ser regular el acceso de Pol IV a los sitios de
replicacion, lo cual corresponde a un nuevo mecanismo para mantener la fidelidad de la
replicacidn. Sin embargo, no habia evidencias de cudles podrian ser las bases moleculares
del mismo, por lo cual el objetivo general fue describir el mecanismo molecular que utiliza
MutS para regular el acceso de Pol IV a la replicacion. El trabajo se dividiéo en dos
secciones, la primera consistid6 en ensayos bioquimicos utilizando proteinas
recombinantes y en la segunda se estudié este nuevo rol en la mutagénesis de células de P.

aeruginosa.

En conjunto, los resultados nos llevaron a plantear un modelo molecular mediante el
cual MutS regularia el acceso de Pol IV a la replicacién. En condiciones normales de
crecimiento, Pol IV accede a la replicacion mediante su interaccién con {3 clamp cuando Pol
III se detiene, aliviando la parada de replicacion. Sin embargo, si introduce una base
incorrectamente, la interaccion MutS -8 clamp esta favorecida, desplazando a Pol IV de la
replicacién. Por el contrario, en condiciones estresantes, donde se acumula ADN simple
cadena (ADNsc), MutS no controlaria el acceso de Pol IV, promoviendo la posible aparicion

de mutaciones beneficiosas. Brevemente, las principales evidencias de esta Tesis que




apoyan dicho modelo son: (i) Pol IV interacciona mediante el motivo conservado QLxLF
con 3 clamp con menor afinidad que MutS; (ii) MutS no interacciona directamente con Pol
IV; (iii) MutS es capaz de desplazar a Pol IV del anillo de B clamp compitiendo por la uniéon
al bolsillo hidrofébico de B clamp; (iv) Diferentes estructuras de ADN modulan esta
funcién de MutS: MutS mostré un control mas estricto sobre la unién de Pol IV a 8 clamp
en presencia de ADN “primeados” (ADNp), mientras que la afinidad de la interaccién
MutS- B clamp aumenta en presencia de ADNp conteniendo un MM de tipo GT; (v) En
condiciones normales de crecimiento, MutS limita a Pol IV cuando realiza replicacién
mutagénica (ADN no dafiado), mientras que no la controla cuando lleva a cabo replicacién
libre de errores (TLS); (vi) En condiciones de induccién de estrés, MutS no controlaria la

accion de Pol IV.

Los resultados de este trabajo de tesis dieron lugar a las siguientes publicaciones

cientificas:

Margara Lucia M., Fernandez, M., Malchiodi, E. Argarafia Carlos E. and Monti Mariela R.
“MutS regulates access of error-prone DNA polymerase Pol IV to replication sites: a novel

mechanism for maintaining replication fidelity”. June 1, 2016. Nucleic Acids Research.

Ibafiez Milagros, Margara Lucia M., Miguel Virginia Oliveira Rafael, Fernandez Marisa
M., Argarafia Carlos E. and Monti. Mariela R. “Structures of MutS complexed with

replication DNA substrates”. Manuscrito en preparacion.




Introduccion

INTRODUCCION

El material genético de la célula, conformado por las moléculas de ADN, contiene toda
la informacién necesaria para que los procesos celulares funcionen adecuadamente. Por lo
cual, aquellas reacciones que afecten a esta molécula, en su conjunto referidos como
“metabolismo del ADN”, inciden directamente en las diferentes funciones celulares. Asi, el
ADN se duplica en la divisiéon celular, proceso denominado replicacién, o actia como
molde para la sintesis de ARN durante la transcripcién. Asimismo, esta molécula es
sustrato de otros procesos como la recombinaciéon y la reparacién del ADN. Como
resultado de estas reacciones de procesamiento pueden producirse cambios en el ADN y,
en consecuencia, en la informaciéon contenida. En esta Tesis Doctoral se analiz6 la
interaccion entre dos mecanismos relacionados con el metabolismo del ADN: la
replicacidn y la reparacidn. Especificamente, se estudié un nuevo rol de la proteina MutsS,
perteneciente al mecanismo de reparacion de bases apareadas incorrectamente
(Mismatch Repair System 6 MMR), en la regulacién del acceso a la replicaciéon de la ADN

polimerasa (Pol) de baja fidelidad IV.

A continuacidon, en la seccidon introduccién se realizara una descripcion de los
conocimientos actuales del proceso de replicacion y del MMR en bacterias, con especial
énfasis en los factores motivo del presente estudio. Luego se presentara el modelo de
estudio, la bacteria patégeno oportunista Pseudomonas aeruginosa, y los estudios referidos
a la replicacién y reparacion en este organismo. Finalmente, se nombraran los resultados

previos del laboratorio donde se realizé este trabajo de Tesis Doctoral.

MAQUINARIA ENCARGADA DE LA REPLICACION DEL ADN

Composicion del replisoma. En la mayoria de las bacterias, el genoma esta constituido
por un cromosoma de ADN doble cadena circular cerrado (Figura [1A). La replicacion del
cromosoma bacteriano comienza en un Unico origen de replicacion (oriC) donde se
produce la apertura de la doble cadena para permitir la formaciéon de dos horquillas de
replicacién que se mueven en direcciones opuestas [1-3] (Figura I1 A Y B). En ambas
horquillas se ensambla un complejo proteico denominado replisoma, el cual esta
conformado por numerosos factores que actian coordinadamente para duplicar la

molécula de ADN con gran eficiencia. En la cadena denominada adelantada, la sintesis de




ADN se realiza de manera continua en la misma direcciéon que avanza la horquilla. Por el
contrario, la cadena retardada se sintetiza como una serie de fragmentos cortos
denominados de Okazaki en direccién contraria al avance de la horquilla. Esto debe a que
la sintesis de la nueva hebra de ADN ocurre en direcciéon 5’a 3y a que el replisoma se

mueve en una sola direccion (Figura 11C) [2, 4].

(A) Cromosoma

CADENA
Pol 11l ADELANTADA oy
Bea  pclamp 9
Complejo
DnaX ~

DIRECCION DE LA

31

HORQUILLA o
3 €
- . : Primasa ) : 3 \
® : DnaG
- ] d CADENA 5"
: Primer de
L = : ARN RETARDADA

(C) Replisoma

Horquillas
de replicacion

(B) Burbuja de replicacion

Figura I1. Arquitectura del replisoma en E. coli. La figura representa el cromosoma (A), la burbuja de
replicacién que se forma por la apertura del oriC (B) y el replisoma ensamblado en una horquilla de

replicacidn presente en el ADN (C). Esquema adaptado de [2].

La estructura y composicion del replisoma ha sido estudiada extensamente en la
bacteria modelo Escherichia coli, donde cada uno de los componentes y las interacciones
entre los mismos han sido caracterizados tanto in vitro e in vivo [2, 4] (Figura [1C). Dentro
de los factores que componen este complejo se encuentra la helicasa DnaB, la primasa
DnaG y la holoenzima (HE) Pol III, complejo formado por Pol III core (aeB), B clamp y DnaX
(t380’yy). Pol III core consiste en tres subunidades: o, que posee actividad ADN
polimerasa; €, que tiene actividad correctora exonucleasa 3’a 5°; y 6, cuya funcién exacta
no se conoce, aunque las evidencias sugieren que favorece la actividad de ¢ y que tendria
un rol estructural [5]. Por otro lado, § clamp, conocido como el factor de procesividad, es
el encargado de mantener a las Pols unidas a su sustrato aumentando su procesividad [6].

Este factor es posicionado en los extremos 3° del primer de ARN gracias al complejo




Introduccion

proteico DnaX o “clamp loader”, el cual cumple una funcién adicional manteniendo la
arquitectura del replisoma [2, 7]. La subunidad t de DnaX interacciona con a y la Helicasa
DnaB de tal manera que mantiene unidos los Pol III core que operan simultineamente y

acopla la apertura de la doble cadena con la sintesis de ADN [2].

La composicion del replisoma en otras bacterias Gram-negativas tal como P. aeruginosa
es similar al complejo caracterizado para E. coli [8, 9], sin embargo dicho complejo exhibe
diferencias importantes con respecto a la maquinaria de replicacion presente en Bacillus
subtilis, el segundo replisoma mas estudiado en bacterias [2]. Este organismo, asi como
otras bacterias Gram positivas, posee dos Pols replicativas esenciales, DnaE y Pol C. DnaE,
homologa a Pol Illa, es la encargada de extender el primer de ARN en la cadena retardada,
para que luego PolC tome el primer y prosiga la sintesis [10, 11]. PolC replica ADN con alta
fidelidad ya que posee una actividad exonucleasa intrinseca. Por el contrario, DnaE carece
de actividad correctora por lo cual no puede corregir los nucledtidos que incorpora [11,
12]. Estudios recientes demostraron que la asociaciéon de DnaE con la helicasa Dna(, la
primasa DnaG o B clamp aumenta su fidelidad de sintesis, a la vez que los nucledtidos
erréneos introducidos por DnaE serian removidos por la actividad correctora de PolC [13,

14].

El funcionamiento del replisoma. Durante el inicio de la replicacion, la helicasa es
cargada en el origen de replicaciéon para comenzar a desenrollar la doble cadena de ADN
parental mientras la enzima primasa sintetiza un cebador o “primer” de ARN. En la cadena
adelantada, la primasa sintetiza un primer mientras que esta enzima actia
constantemente en la cadena retardada sintetizando un primer cada 1-2 kb. A medida que
actian la helicasa y la primasa, la cadena retardada es cubierta por la proteina de unién a
ADN simple cadena (Single Strand Binding Protein 6 SSB) a fin de prevenir su degradacion.
El complejo DnaX desplaza a la primasa del primer y localiza una molécula de 3 clamp en
el extremo 3’ de la union primer de ARN-ADN templado donde posteriormente se asocia la
Pol replicativa para iniciar la incorporacién de nucledtidos en direccién 5’a 3". En la
cadena adelantada, la sintesis de ADN llevada a cabo por esta enzima procede sin
interrupciones y en la misma direccién que avanza la horquilla. Por el contrario, la cadena
retardada se sintetiza como una serie de fragmentos cortos denominados de Okazaki en
direccion contraria al avance de la horquilla. En esta cadena, la Pol replicativa se asocia a B

clamp iniciando la sintesis de un fragmento de Okazaki mientras desplaza a SSB para luego




disociarse cuando termina la sintesis del fragmento y unirse a otra molécula de  clamp
posicionada sobre el siguiente primer [15]. Finalmente, se produce la maduracién de los
fragmentos de Okazaki mediante la escision del primer de ARN y sintesis de ADN
simultdneamente para que luego la ADN ligasa catalice la formacién del enlace fosfodiester
entre los fragmentos de Okazaki. Recientemente, se demostré que el replisoma puede
contener tres Pol III core donde uno funciona en la sintesis de la cadena adelantada y otro
en la sintesis de la cadena retardada, mientras que la tercera Pol core seria una reserva
para sintetizar eficientemente la cadena retardada [2]. La disposicién simétrica de las Pols
a través de su interaccién con el clamp loader asegura el desenrollamiento y la sintesis de
manera ininterrumpida. Esto se debe a que el replisoma permite la acumulaciéon
transitoria de bucles (loops) de ADN simple cadena (ADNsc) entre la Pol y la helicasa en la
cadena retardada. Los sucesivos ciclos de acoplamiento, crecimiento y desacoplamiento de
estos bucles, junto a la sintesis de cada fragmento de Okazaki, ha sido comparado con el
deslizamiento de un tromboén, por lo cual este modelo es conocido como “modelo del

trombon” [2, 3] (Figura I1C).

El factor de procesividad § clamp. (3 clamp es una proteina que pertenece a una
familia de proteinas denominadas “Sliding clamps” ya que envuelve al ADN,
independientemente de la secuencia, y deslizan libremente a lo largo de dicha molécula. La
primera estructura cristalina de un sliding clamp se obtuvo a partir de 8 clamp de E. coli
[16]. En dicha estructura, se observdé que esta molécula estd conformada por dos
subunidades donde los mondémeros se posicionan de manera alternada cabeza-cola
formando un anillo con un didmetro interno suficiente para acomodar la doble cadena de
ADN (Figura 12 A). Esta disposicidn genera dos caras de la proteina (A y B): la cara “A” es
plana y esta cargada mas negativamente donde emergen los extremos C-terminal mientras
que la cara "B" se caracteriza por presentar varios bucles pertenecientes al N-terminal
(Figura 12B) [7, 16, 17]. La posterior dilucidacién de la estructura de este factor unida a
una molécula de ADN, demostré que 3 clamp se asocia en una orientacién especifica: la
cara B se posiciona en el extremo 3’libre donde se incorporarian los nucleétidos durante
la replicacion [16, 17]. Al presente, se han determinado la estructura tridimensional de
otros factores de procesividad en diferentes especies bacterianas, entre las que se incluyen
a P.aeruginosa y B. subtilis asi como en eucariotas. Si bien la identidad de secuencia de los
aminodacidos entre los § clamp presentes en las distintas especies es de un 50% o menor,
la estructura tridimensional se encuentra ampliamente conservada entre las especies

estudiadas [18, 19].
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Figura I2. Estructura tridimensional de f8
clamp de E. coli. (A) Vista frontal y (B) Vista
lateral del factor de procesividad. Esta
proteina esta compuesta por dos mondmeros,
identificados con los colores ptrpura y cian,
que se disponen de forma alternada (cabeza-

cola) formando un anillo que envuelve al ADN

(en naranja). Las flechas indican la posicién

del bolsillo hidrofébico que interacciona con

B —
Cara "A" €% Cara "B"

e
o
¥ o

! : el motivo conservado QL[SD]LF (Clamp
C-terminal ’{;‘ N-terminal
(9% K’ ; N Binding Motif, CBM) presente en las proteinas
N

de unién a dicho anillo. En el recuadro se

ADN muestra la interaccion del CMB de Pol Il a
Extremo 3’libre . . o

con el bolsillo hidrofébico de  clamp. PDB:

3BEP [16, 17].

Bolsillo
hidrofébico

La funcidén principal asignada a 8 clamp es mantener a las Pols unidas al ADN molde,
aumentando su procesividad. Las Pols tienen una baja afinidad por el ADN y se
caracterizan por poseer actividad distributiva, es decir, se unen a su sustrato, sintetizan
pocos nucléotidos y se disocian [20]. En cambio § clamp tiene una alta afinidad por ADN
“primeado” (ADNp), es decir, ADN que tiene un extremo 3" libre donde se pueden
incorporar nucléotidos durante la sintesis de ADN, asi como es capaz de unirse con baja
afinidad a ADN doble cadena (ADNdc) [17]. Es por ello, que las Pols necesitan asociarse a 8
clamp para ser capaces de replicar ADN con un alto grado de procesividad, lo cual es
esencial para cumplir su funcidén de una manera continua y en un periodo de tiempo corto
[20]. Igualmente, B clamp interacciona y modula la actividad de numerosas proteinas
involucradas en otros procesos metabolicos del ADN, tales como otros factores
replicativos, de reparacién y recombinacién [2, 7, 21-23]. Por ejemplo, se ha reportado que
B clamp se asocia con las proteinas MutS y MutL del MMR asi como participa en el
procesamiento de los fragmentos de Okazaki interaccionando con la ADN ligasa y la ADN

Pol I [21].

Un dato interesante es que las proteinas que interaccionan con el sliding clamp en
bacterias contienen el motivo conservado QL[SD]LF (Clamp Binding Motif 6 CBM) que se
une a un bolsillo hidrofébico presente en la regiéon C-terminal del anillo (Figura I2A). Asi,
teniendo en cuenta su naturaleza dimérica, el anillo 3 clamp cuenta con dos sitios de unién

disponibles por molécula. Diferentes estudios in vitro demostraron que el factor




replicativo puede asociarse simultaneamente con las proteinas que contienen el CBM o
dichas proteinas compiten por la unién al anillo [6]. Sin embargo, y dado que el nimero de
moléculas de B clamp es limitado en relaciéon con la cantidad de los factores con que
interacciona dentro de la célula, se postula que existiria una competencia entre estos
factores por la unién al factor replicativo in vivo [21]. En este sentido, estudios
microscopicos demostraron que se acumulan aproximadamente 200-300 anillos de
clamp detras del replisoma en células de E. coli y B. subtilis [24, 25]. Asi, los sliding clamps
actuarian como una plataforma para el reclutamiento de numerosas proteinas del
metabolismo del ADN, cuya asociacion a este factor es un punto critico para la regulacién

de su actividad.

REPLICACION DEL ADN CON LESIONES

La replicacion del genoma es un proceso rapido y preciso ya que las Pols replicativas
son enzimas altamente eficientes para sintetizar ADN. Sin embargo, estas Pols
generalmente fallan para insertar nucle6tidos cuando el ADN templado posee ciertos tipos
de dafios tal como bases modificadas [26]. En este sentido, y dado que las células estan
expuestas frecuentemente a agentes fisicos y quimicos tanto endégenos como exdégenos
que dafian el ADN, existen mecanismos de reparaciéon encargados de remover los
nucleétidos dafiados de la doble cadena [27]. No obstante, algunas lesiones escapan a la
reparaciéon y por lo tanto estos dafios pueden ser encontrados por la maquinaria de
replicacién e interferir con el proceso de sintesis de ADN. Ante la presencia de lesiones en
el ADN molde, se ha postulado que en bacterias, la sintesis por la ADN Pol replicativa se
detiene en el sitio de la lesion mientras la helicasa prosigue separando la doble cadena o
alternativamente, la ADN Pol se disocia de B clamp para asociarse a un nuevo P clamp
posicionado en un primer sintetizado por la primasa [28-30]. En ambos casos, se generan
regiones de ADN simple cadena (ADNsc), lo cual es potencialmente nocivo para la célula ya
que pueden ser convertidas en dobles cortes de ADN (Double-Strand Breaks 6 DSB) que

inducen aberraciones cromos6micas o conducen a la muerte celular [27, 30, 31].

Existen mecanismos que permiten continuar con el proceso de replicacion a pesar de la
presencia de lesiones en el ADN molde, denominados en su conjunto vias de Tolerancia al
Dafio en el ADN (DNA Damage Tolerance 6 DDT) [32-34]. Es importante aclarar que estas
vias de DDT son frecuentemente considerados como mecanismos de reparacién aunque

estrictamente no lo son ya que no remueven las lesiones del ADN sino que permiten que la
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lesion quede en el contexto del ADN doble cadena donde puede ser reparada. De esta
manera, los DDT permiten que prosiga el avance de la replicacion sin mayores
consecuencias. Se conocen dos vias principales de DDT: (1) Prevencion del dafio (Damage
Avoidance o DA), la cual utiliza la informacion de la cromatida hermana para sintetizar la
nueva molécula de ADN mediante recombinacion homdloga; y (2) la Sintesis de
Translesion (Translesion Synthesis o TLS) donde llevan a cabo la replicacion Pols
especializadas en catalizar la incorporaciéon de nucledtidos utilizando ADN con bases
dafiadas como templado. Al presente se asume que la via de DA es no mutagénica mientras

que la TLS puede generar mutaciones (Ver secciéon ADN Pols alternativas) [34].

En condiciones normales de crecimiento, la horquilla de replicacion puede
ocasionalmente encontrar lesiones en el ADN dando lugar a regiones simple cadena que
no persisten mucho tiempo debido al funcionamiento de los mecanismos previamente
expuestos [31]. Por el contrario, la presencia de una gran cantidad de lesiones en el
cromosoma, tal como ocurre cuando se trata las células con un agente exégeno que dafia el
ADN o en condiciones de estrés que provocan disturbios en la replicacion, se produce una
acumulacion de ADNsc que excede la capacidad de la célula para revertirlo. E1 ADNsc es
recubierto en principio por la proteina SSB para evitar su degradacién, pero si la
acumulacion de esta estructura persiste en el cromosoma, SSB es desplazada por la
recombinasa RecA. El nucleofilamento RecA-ADN facilita el auto clivaje del represor
transcripcional LexA, provocando la desrepresion de genes involucrados en la reparacion,
recombinacion y TLS [31]. Dicha respuesta al dafio en el ADN se conoce como Respuesta

SOS y corresponde a un mecanismo ampliamente distribuido en bacterias [35, 36].

ADN Polimerasas Alternativas. Las Pols replicativas, como Pol III HE de E. coli y PolC
de B. subtilis, se encargan de sintetizar la mayoria del ADN cromosomal con una alta
fidelidad. Esta propiedad se debe a que poseen una tasa de incorporacién de nucléotidos
incorrectos baja, un sitio activo pequefio, y una actividad correctora intrinseca [37].
Asimismo, la mayoria de los organismos poseen Pols alternativas que pueden utilizar
como templado ADN con lesiones durante la TLS (Tabla I1). A diferencia de las Pols
replicativas, las Pols alternativas pueden incorporar nucleétidos utilizando como molde
ADN dafiado ya que su sitio activo es mas abierto permitiéndole acomodar la estructura

voluminosa que presentan los nucledtidos modificados [30, 38].
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Tabla I1. ADN Polimerasas bacterianas

E. coli Pol 111 Pol I Pol 11 Pol IV Pol V
Gen dnaE polA polB dinB umuDC
Actividades Pol, Po], Pol, Pol Pol
exonucleasa exonucleasa exonucleasa
Rol fisiologico | Replicacion del  Fragmentos de Reinicio de TLS TLS
cromosoma, Okazaki, replicacion,
TLS reparacion del TLS
ADN
SOS inducible | No No Si Si Si
P. aeruginosa  Pol II1 Pol I Pol 11 Pol IV ImuABC*
Gen dnaE polA polB dinB imuA-imuB-
dnaE2
Actividades Pol, Po], nd*** Pol Pol
exonucleasa exonucleasa**
Rol fisiologico | Replicacion del  TLS de ciertas nd*** TLS TLS
cromosoma lesiones
SOS inducible | No No No Si Si
B. subtilis Pol C DnaE Pol | Pol IV Pol V
Gen polC dnaE polA yqjH yqw
Actividades Pol, Pol Pol Pol Pol
exonucleasa
Rol fisiologico | Replicacion del Extension de TLS TLS TLS
cromosoma primers de ARN,
TLS
SOS inducible | No Si No No Si

*ImuCD no es homodloga a Pol V pero esta presente en bacterias carentes de esta Pol, tal como P. aeruginosa.
**Actividad en base a prediccion de secuencia. No demostradas experimentalmente.

***nd: no determinado. Las bases de datos confirman la existencia del gen, pero no hay estudios sobre su
actividad y/o funcion.

Actualmente, se han propuestos dos modelos mediante el cual ocurre la TLS cuando el
replisoma encuentra una lesién en la cadena molde. En el primero, se produce un
intercambio de Pols donde la Pol alternativa sustituye temporalmente a la Pol replicativa
(Figura I3A). Una vez que la Pol alternativa incorpora nucleétidos utilizando como molde
el ADN dafiado, la Pol replicativa retoma el control del primer y la sintesis procesiva. Cabe
mencionar que este modo de accion de las Pols alternativas para catalizar la TLS
corresponde al modelo aceptado actualmente. Sin embargo, se ha postulado que estas
enzimas pueden rellenar los gaps que quedan cuando la Pol replicativa encuentra la lesion
y abandona el primer para asociarse a un nuevo primer que se encuentra aguas arriba

(Figura I3B) [30].

Estudios bioquimicos y genéticos han demostrado que durante la TLS, estas enzimas
pueden incorporar el nucledtido con la complementariedad correcta o incorrecta. En el

primer caso, la TLS sera libre de error. Por el contrario, si la Pol alternativa incorpora un
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Figura I3. Modelos de la reaccion de TLS. Durante la replicacién del ADN pueden aparecer lesiones
(triAngulo amarillo) sobre la cadena molde (en negro). En verde se esquematiza el primer de ARN aguas arriba
de la replicacién. (A) En presencia de dafio en el ADN, la Pol alternativa reemplaza a la Pol replicativa para
realizar la TLS. Luego, la Pol replicativa retoma la sintesis procesiva. (B) Alternativamente, ante la presencia de
una lesién en la cadena molde, la Pol replicativa se asocia a un nuevo primer aguas arriba para continuar la
replicacién del ADN dejando un gap en el sitio de la lesién que luego es rellenado por una Pol alternativa. La
nueva cadena sintetizada por la Pol replicativa y la Pol alternativa estdn coloreadas en azul y rojo

respectivamente.

nucleétido incorrectamente, se produce un mal apareamiento (MisMatch o MM) que si no
es reparado, puede fijarse como una mutaciéon durante la siguiente ronda de duplicaciéon
del ADN [26, 27]. Asimismo, las Pols alternativas exhiben una baja fidelidad de sintesis
cuando replican ADN no danado in vitro [26]. De la misma manera, la sobreexpresiéon de
estas enzimas en bacterias generalmente produce un incremento en la mutagénesis en
ausencia de dafo en el ADN, confirmando que estas Pols pueden replicar ADN no dafiado
de forma errénea in vivo [39-44]. La capacidad de estas enzimas para provocar
mutagénesis se debe a que poseen una tasa alta de incorporacién de nucléotidos
incorrectos y carecen de actividad correctora de proofreading [26]. Actualmente, se
postula que las Pols alternativas contribuyen a la supervivencia celular de dos maneras
diferentes. Por un lado, aseguran que contintie la replicaciéon del cromosoma aliviando los
bloqueos de la replicaciéon y por otro, su actividad mutagénica aumenta la diversidad
genética de las poblaciones bacterianas permitiendo la adaptacién a condiciones de estrés

[30, 45, 46].
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Pol IV. Esta Pol alternativa ha sido ampliamente estudiada en los dltimos afios ya que
se encuentra conservada en todos los organismos y participa en diversas transacciones
bioldgicas [47, 48]. Los estudios estructurales muestran que Pol IV de E. coli presenta
cuatro dominios que han sido nombrados en base a su similitud con una mano: la palma,
los dedos, el pulgar y el mefiique. Si bien los residuos implicados en la actividad catalitica
(Asp 8, Asp 103 y Glu 104) se encuentran en la palma, el sitio activo de Pol IV esta formado
por residuos pertenecientes a tres dominios diferentes (palma, dedos y mefiique) que
interaccionan al mismo tiempo con la cadena molde de ADN y el dNTP que sera
incorporado (Figura I4). La estructura de esta proteina acomplejada con ADN dafiado
muestra que posee un canal extendido entre el mefiique y los dedos que evita que las
bases dafiadas voluminosas interfieran con la superficie del sitio activo. Asimismo, el
residuo S42 es esencial para estabilizar la base modificada en el sitio catalitico en una

conformacion activa para sintesis [49, 50].

Figura I4. Estructura cristalina del complejo
de Pol IV-ADN con una lesién. Pol IV estd
conformada por cuatro dominios: la palma (en cian),
los dedos (en amarillo), el pulgar (en naranja) y el
mefiique (en verde). Se destaca el sitio activo de esta
Pol, en el cual se encuentra envolviendo a un sustrato
de ADN doble cadena con la lesién N2-furfuril-
deoxiguanosina (fdG), analogo estructural del aducto
formado por el antibiético nitrofurazona (NFZ)
apareado con el nucledtido dCMPnPP. El ion Mg2+,
representado con esferas azules, actia como cofactor

de esta enzima [50].

Como se menciond, Pol IV cumple diferentes roles fisiologicos en variados procesos
celulares. Esta Pol, y su homodlogo en humanos, Pol k, incorporan nucleé6tidos
correctamente durante la TLS de bases alquiladas y aductos de guanina (N2-dG), sin
embargo cometen errores durante la TLS de bases oxidadas y la replicacion de ADN no
dafiado [51-53]. Asimismo, Pol IV es capaz de incorporar 7,8-dihidro-8-oxo-desoxi-
guanina (8-oxodG) exclusivamente frente a una adenina y 1,2-dihidro-2-oxo-
desoxiadenina (2-oxo-dA) opuesta a una guanina o timina [52, 54, 55]. Ademas, se postula
que Pol IV puede aliviar paradas de la horquilla de replicacion asistiendo a Pol III HE de E.
coli cuando introduce un nucledtido incorrecto generando MMs que inhiben su actividad

de sintesis [39]. Por otro lado, existe evidencia de que Pol IV esta implicada en otras vias
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independientes del replisoma. Por ejemplo, esta Pol es capaz de rellenar los gaps
producidos durante la reparacién por escision de nucleétido (Nucleotide Base Repair o
NER) asi como aquellos que se producen cuando hay paradas de la maquinaria de

transcripcién [30, 56, 57].

Pol IV posee una expresion basal en células bajo condiciones normales de crecimiento
que aumenta durante diferentes situaciones de estrés [35, 47, 58]. Los niveles basales de
Pol IV no contribuyen a la mutagénesis espontanea [40, 42, 44], por lo cual se postula que
su acceso a los sitios de replicacion debe estar limitado bajo condiciones normales de
crecimiento. Por el contrario, Pol IV es un factor clave en la mutagénesis inducida bajo
condiciones de estrés [35]. En células expuestas a agentes que dafian el ADN, Pol IV
aumenta su expresion via la respuesta SOS, promoviendo su participacion en la replicacion
[43, 58, 59]. Ademas, se ha reportado que en este contexto, Pol IV es reclutada a sitios de
recombinacion donde puede replicar ADN no dafiado de manera mutagénica [60, 61]. La
expresion de Pol IV también estd incrementada en condiciones de limitacion de nutrientes
o en fase estacionaria, via la respuesta general de estrés controlada por el factor sigma
RpoS. En ambos casos, la transcripcion del gen de Pol IV se induce como parte de los genes

requeridos para la supervivencia durante esas situaciones de estrés [42, 46, 55, 62].

En los udltimos afios, se han llevado a cabo estudios tendientes a investigar los
mecanismos que controlan la actividad y acceso a la replicacion de Pol 1V, ya que si bien
esta enzima permite aliviar las paradas de replicacidn, su actividad debe ser estrictamente
regulada para evitar la mutagénesis innecesaria generada por su baja fidelidad [49, 63]. En
este sentido, la asociacion de Pol IV a 3 clamp, se ha propuesto como un punto critico de su

regulacion [21, 26].

B clamp en la regulacién de Pol IV. Numerosos trabajos se han centrado en estudiar el
rol de 3 clamp en el control de las Pols alternativas. Esto se debe a que, como se mencion6
previamente, una de las funciones mas conocidas de 3 clamp es mantener las Pols unidas a
su sustrato aumentando su procesividad. Particularmente, Pol IV se asocia a 3 clamp a
través de un motivo CBM presente en su region C-terminal, dentro del dominio mefiique
[6, 64, 65]. Asimismo, dicha Pol contiene un sitio secundario que interacciona con la
interfase entre monémeros de § clamp con una baja afinidad [65]. La asociacién via su

CBM con el anillo de B clamp es esencial para las actividades de Pol IV relacionadas a la
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TLS e induccién de la mutagénesis por sobreexpresion in vivo en bacterias como E. coli y B.

subtilis [44, 64].

El acceso de Pol IV a 8 clamp ha sido ampliamente estudiado en ensayos de replicacion
de Pol III HE ya que, como se mencion6 previamente, se postula que las Pols alternativas
sustituyen temporalmente a las Pols replicativas en el replisoma [30]. Mediante estos
sistemas reconstituidos in vitro es posible discernir cual Pol accede a la replicacion en base
a sus diferencias en la velocidad de sintesis (Pol IIl HE: 750 nt/s vs Pol IV: 5 nt/s) [66, 67].
Utilizando dichos ensayos se observd que la sintesis procesiva por Pol IlI HE puede ser
detenida por la presencia de la lesion alquilante N2-furfuril-dG o como consecuencia de la
omisién de dos de los cuatro nucledtidos. En esta tltima condicion, Pol III HE comienza un
ciclo futil de sintesis y degradacion, ya que al omitir dos nucle6tidos inserta nucleé6tidos
incorrectamente formando MMs que son sustrato de su actividad correctora de
proofreading. Asimismo, Pol IV es capaz de asociarse a B clamp con mucho menor
eficiencia cuando Pol III HE replica activamente ADN no dafiado [68-70]. La adicién de Pol
IV alivia el bloqueo debido a que esta enzima accede al primer y  clamp y puede catalizar
la reaccién de sintesis. Luego de la accién de Pol IV, Pol III HE recupera rapidamente el
control del ADN primeado y 8 clamp reanudando la replicacion procesiva por esta enzima

[68, 69, 71, 72].

Al presente se han planteado dos modelos para explicar el mecanismo molecular por el
cual Pol IV accede a la replicacion (Figura I5). A relaciones de Pol IV/Pol Il HE similares a
las encontradas en células durante crecimiento exponencial, el intercambio entre ambas
Pols procederia a través de un intermediario donde Pol III core y Pol IV se unen a la misma
molécula de B clamp [68, 69]. Pol III core presenta un CBM de alta afinidad en la
subunidad catalitica o y un CBM de baja afinidad en la subunidad exonucleasa € [73, 74].
Cuando ambos sitios en 3 clamp estan ocupados simultaneamente por las CBMs de Pol III
core se forma un complejo dptimo para la replicacion procesiva [75]. Diferentes estudios
bioquimicos sugieren que Pol IV se une inicialmente a B clamp en un estado inactivo
contactando un sitio secundario y luego, interacciona con el bolsillo hidrofébico donde se
unia débilmente el CBM de ¢. A la vez Pol III core permanece unido a B clamp mediante el
contacto con el CBM de a en una conformacién inactiva (Figura I5A). Asi se ha postulado
que Pol IV es capaz de interaccionar con moléculas de § clamp asociadas al replisoma sin

interferir con la sintesis catalizada por Pol III HE durante el crecimiento normal. Esto
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permitiria un intercambio rapido con Pol IV ante paradas de replicacion, tales como la

aparicién de lesiones en la cadena molde [68, 72, 73].
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Figura I5. Modelo de intercambio de Pol IV por Pol III core en los sitios de replicacion. (A) Se postula
que Pol IV, a concentraciones relativamente bajas durante el crecimiento normal ([Pol IV]/[Pol III] = 10:1), es
capaz de asociarse al complejo 8 clamp Pol Illae mediante un sitio secundario que interacciona con la interfase
entre los mondmeros de 8 clamp (A1). Asi, dicha pol puede competir con la subunidad &, que se encuentra
débilmente unida al bolsillo hidrofébico de  clamp (A2). En estas condiciones, Pol IV en su forma inactiva se
encuentra disponible para un rapido intercambio con Pol III cuando aparecen bloqueos en la replicacién, como
por ejemplo una lesion. Luego de que Pol IV lleva a cabo su actividad, Pol Illae retoma la sintesis procesiva
(A3). (B) Durante la respuesta SOS, la relacion [Pol IV]/[Pol III] se incrementa a 100:1, por lo que se propuso
que podria haber un mayor grado de ocupacion por parte de Pol IV del segundo sitio presente en 3 clamp (B1).
Pol IV se posiciona de modo tal que es capaz de desplazar dindmicamente el CMB de alta afinidad o cuando

ocurren disociaciones transitorias de dicha subunidad (B2), desplazando a Pol IIl y ocupando su lugar (B3).

El segundo modelo propone que a relaciones de Pol IV/Pol III HE altas, similares a las
encontradas en situaciones de estrés, la Pol alternativa es capaz de desplazar a la Pol
replicativa in vitro independientemente de la presencia de un bloqueo. El modelo propone
que en este contexto podria haber un mayor grado de ocupacion del sitio secundario
presente en (3 clamp por parte de Pol IV. Asi, Pol IV esta posicionada estratégicamente para
que cuando ocurran disociaciones transitorias del CBM de alta afinidad presente en a,
pueda acceder al bolsillo hidrofébico tomando el control de la replicacién. Sin esta

interaccion esencial, Pol Il deja de interaccionar con B clamp, permitiendo que Pol IV
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ocupe su sitio (Figura 15B) [68]. Este modelo concuerda con los estudios in vivo de
sobreexpresion de Pol IV, en donde se observd una reduccion de la viabilidad celular [76].
Se postula que este efecto se debe a que en condiciones de sobreexpresion, dicha Pol tiene
un mayor acceso al replisoma, incluso en ausencia de dafio, por lo cual la velocidad de
replicacién es menor. Esto podria inducir DSB en el cromosoma disminuyendo la
viabilidad celular [55, 76-78]. Este efecto no fue observado en la sobreexpresion de una
mutante de Pol IV que tiene delecionado el CBM, indicando que esta toxicidad es

dependiente de la interaccion con 8 clamp [76].

Actualmente, la participacion de Pol IV en el replisoma bacteriano in vivo es
controversial. Los primeros estudios de microscopia no fueron capaces de detectar a esta
Pol en crecimiento exponencial, pero si en presencia de dafo en el ADN, como los DSBs,
donde Pol IV forma focos que colocalizan con proteinas implicadas en la replicacién [79].
Asimismo, mediante ensayos de microscopia de molécula unica se demostré que Pol IV se
encuentra distribuida en toda la célula y que la exposiciéon a compuestos que dafian el ADN
tal como los agentes alquilantes metilmetasulfonato (MMS) y nitrofurazona (NFZ) inducen
la formacién de focos de dicha Pol. Sin embargo, se observé que la distribucidon de estos
focos en la célula varia segtin el tratamiento. En presencia de MMS, Pol IV colocaliz6 con la
proteina SSB de manera dependiente de su asociacion con 8 clamp, indicando que actuaria
en las regiones cercanas al replisoma. Por el contrario, la exposicién a NFZ indujo la
formacién de focos en sitios alejados de la replicacién de manera independiente de la
interaccion con el factor de procesividad [59]. Cabe mencionar que estos ensayos fueron
realizados en cepas deficientes en lexA con el fin de obtener una mayor expresién de Pol
IV y asi poder detectarla. Finalmente, un estudio reciente de microscopia de molécula
Unica observd que en condiciones normales de crecimiento, Pol IV se encuentra
distribuida en toda la célula. Al igual que los trabajos previos, se encontré que la
exposicién a condiciones de estrés genotdxico como a radiacién UV, el antibiotico
ciprofloxacina y el MMS, forma focos dentro de la célula. Sin embargo, la localizacién de
dichos focos fueron detectados principalmente en regiones alejadas de los sitios de
replicacién, indicando que esta enzima podria tener una importante actividad no-

replisomal [80].
MECANISMO DE REPARACION DE BASES APAREADAS INCORRECTAMENTE

Durante la replicacion se pueden generar “apareamientos de bases del tipo no-Watson-

Crick” (MMs) o pequeios bucles producto del deslizamiento de una hebra respecto a la
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otra (referidos como Inserciones/Deleciones o InDels). Estas lesiones representan un tipo
particular de “Dafio en el ADN” debido a que técnicamente el ADN no esta modificado y a
que son transitorios, ya que desaparecen cuando la doble cadena se abre [81]. Si los MMs o
Indels no son reparados, pueden fijarse como mutaciones durante el siguiente ciclo de
replicacion [26, 27]. Por ello, ademas de la actividad correctora de la Pol replicativa, las
células poseen una segunda via de control de la fidelidad de la replicacion que
corresponde al mecanismo de reparacion de bases apareadas incorrectamente (Mismatch
Repair 6 MMR). Por ejemplo, la tasa de error de Pol IIl o es de 105 y se reduce a 107
debido a la actividad de la subunidad ¢, mientras que la accién del MMR baja la tasa de
error a 10-9[82]. Este sistema de reparacion no solo corrige los errores que escapan a la
actividad correctora de la Pol replicativa, sino que también reconoce bases mal apareadas

formadas durante la recombinacién de secuencias de ADN divergentes [83].

Mecanismo molecular del MMR. En las ultimas décadas se han llevado a cabo diversos
estudios orientados a dilucidar los factores basicos y las diferentes reacciones
involucrados en la reparacién. De estos trabajos fue evidente que el proceso general esta
conservado en la mayoria de los organismos e incluye las siguientes etapas: deteccién del
MM o InDel, discriminacién de la cadena recién sintetizada e incisién, degradacién hasta
remover la base errénea y re-sintesis de la cadena con la complementariedad correcta [84,
85] (Figura 16). Asimismo, en eucariotas y la mayoria de las bacterias, el MMR esta
compuesto por dos proteinas principales denominadas MutS y MutL, junto a distintos
factores que se comparten con otros procesos biologicos [83]. Diferentes estudios
bioquimicos y estructurales han demostrado que MutS reconoce y se une al MM/InDel
para luego interaccionar con Mutl formando un complejo que recluta los factores
encargados de llevar a cabo las siguientes etapas del proceso de reparacion. Asi, MutS
inicia la reparacién mientras Mutl coordina las diferentes etapas del proceso de

reparacién [83-86].

La principal diferencia a nivel mecanistico del MMR entre los organismos corresponde
a como se lleva a cabo la discriminacién de la cadena recién sintetizada e incisién (Figura
16) [83, 86, 87]. En E. coli y un numero pequefio de bacterias relacionadas
(enterobacterias), el complejo MutS-MutL activa la endonucleasa MutH, la cual produce un
corte en un sitio dGATC cercano presente en la cadena recién sintetizada. Estos sitios

dGATC normalmente se encuentran metilados en la adenina debido a la actividad
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metiltransferasa de la enzima Dam, sin embargo, luego de la replicacion, la nueva cadena
se encuentra transitoriamente no metilada. Asi, la presencia de sitios dGATC hemi-
metilados seria la sefial molecular que identifica la cadena recién sintetizada de la
parental. Por el contrario, la mayoria de las bacterias y eucariotas no poseen metilacién
Dam ni homoélogos a MutH. En esos organismos, MutL presenta actividad endonucleasa
que produce la incisién en la cadena que contiene el error (Figura 16). En relacion a la
sefial de discriminacion de la cadena recién sintetizada, se ha postulado que los terminales
del ADN que surgen como intermediarios durante la replicacién y la interaccién de los
factores del MMR con la maquinaria de replicacién podrian direccionar la reparacion [83,

85, 87].

Figura 16. Mecanismo del

Enterobacterias Mayoria de las bacterias MMR en bacterias. (A)
_°|H vo, Reconocimiento del MM y unién
e~ . : P~ .
G 3 5, G 3 por MutS. (B) Discriminacién de
T ~L- 5 3 ~- > e .
CH, la cadena recién sintetizada, via
‘ (A) Reconocimiento ‘ la hemimetilacién de los sitios
MutS OH PO, MutS : .
3 5 3 : dGATC o la presencia de
CH > d > I discontinuidades, e incisién por
3 .
MutL : las endonucleasas MutH o MutL.
. ‘ (B) Discriminacion e incisiéon ‘ < {  (C) Remocion de la cadena con la
“om Po/MUtH Muts N> 7 :
o PO, OH PO, : . .
5_| L | L : base errénea a partir de la
5 ! incisién mediante la accién de
3 MutS
MutL MutL i helicasas y exonucleasas
l' ......................................................... ' mientras la cadena parental es

(C) Remocion protegida por la unién de SSB.

(D) La reparacién se completa

Exonucleasa@ Helicasa . .
on \Po cuando enzimas con actividad
:_Ia “ T “ al_z ADN Pol re-sintetizan la cadena
SSB con la  complementariedad
, . correcta y la ADN ligasa sella los
(D) Resintesis 4. p0 ]
5 | ‘3, extremos libres del ADN [83, 85,
A
3 - 5 87].

MutS. Esta proteina esta ampliamente conservada en la evolucién tanto en su funciéon
como en su estructura [88]. MutS es una proteina de gran tamafio (~95 kDa) y
complejidad que se encuentra en un equilibrio entre dimeros y tetrameros en solucién
[89]. Actualmente, se asume que el dimero, pero no el tetradmero, seria esencial para su
funcién en el MMR. Si bien no se conoce exactamente la funcién del tetramero, podria

cumplir un rol en otras funciones de MutS, como en su actividad anti-recombinogénica
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[90]. Los datos cristalograficos de MutS revelaron que el dimero forma una pinza que
encierra al ADNdc (Figura 17). A su vez, cada mondémero estd conformado por seis
dominios estructurales (I al VI) que le permiten llevar a cabo las diferentes funciones [83,
91-93]. El dominio I corresponde al dominio de unién al MM o InDel; el dominio II o
“dominio conector” es el que interacciona con MutL, aunque esta funcién no se encuentra
conservada en todas las especies; el dominio III representa el dominio “core” que separa el
dominio [ del sitio de union nucledtidos (ATP o ADP); el dominio IV forma el exterior de la
pinza que envuelve al ADN; el dominio V o hélix-turn-helix (HTH) contiene los sitios de
actividad ATPasa y de la dimerizacion; finalmente, el dominio VI o C-ter es requerido para

la dimerizacién y tetramerizacion [90, 91, 93, 94].

Figura 17. Estructura de MutS. Estructura
v cristalina de MutS de E. coli unida a un ADNdc
Uniéna MM o InDel|  con un MM tipo GT (PDB ID: 1E3M). En una de

las subunidades del dimero se diferenciaron los

>
0
‘3% Core dominios [, II, III, IV, V y VI en rojo, amarillo,
":'; &8 Q 5 verde, violeta, rosa y marron, respectivamente.
‘Q‘,‘St" '9,59_: e) El ADNdc estd representado en azul y el
I App. B 2 Conector .
O pf—;’;\\ nucledtido ADP como esferas [83].
" "‘*’I;{\ V [HTH |

Como se menciond, una de las caracteristicas funcionales de MutS es la capacidad de
reconocer y unirse a ADNdc que contengan un MM o InDel, asi como bases modificadas
[83]. En este ultimo caso, no se conoce cual seria la funcién de dicha interacciéon ya que no
se desencadena la reaccion de reparacion [95]. La actividad de MutS esta coordinada por
la unién e hidrélisis de ATP. Los nucle6tidos ADP y ATP se unen al dominio V de MutS con
diferente grado de afinidad los dos mondémeros. Los estudios bioquimicos y de molécula
Unica in vitro demostraron que MutS unida a ADP interacciona de forma inespecifica al
ADN y se mueve por difusion a lo largo de esta molécula hasta que encuentra un MM. Aqui
sufre un cambio conformacional que la mantiene unida en este sitio formando el complejo
de reconocimiento inicial del MMR. Luego, intercambia ADP por ATP, lo cual produce el
cambio conformacional necesario para moverse por el ADN a fin de reclutar los otros
factores del MMR [95]. Este intercambio ocurre de manera dependiente de su co-factor, el
ion Magnesio [96]. Luego de la reparacion, MutS hidroliza ATP y se disocia de la molécula

de ADN para comenzar nuevamente con el escaneo [95-97].
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B clamp en el MMR. Estudios previos demostraron que las proteinas MutS y MutL en
bacterias y sus homélogos en eucariotas pueden asociarse a sliding clamps, por lo cual se
propuso que dicha interaccién podria tener un rol importante en el MMR [21], sin
embargo, su funcién no se encuentra completamente definida y varia segin el organismo

en estudio.

La interaccion MutS-3 clamp es crucial para el correcto funcionamiento del MMR en las
bacterias Gram-positivas del género Bacillus, ya que se postula que direcciona a MutS
hacia las areas de replicacion activas y ayuda en la deteccion eficiente del MM [98, 99].
Mediante microscopia se encontré que MutS en esta bacteria forma focos que colocalizan
con el replisoma, comportamiento que no fue observado en células que expresan la
mutante MutS800 de delecion del dominio C-terminal donde reside el CBM de unién a 8
clamp. Igualmente esta mutante posee graves defectos para reparar ya que presenta una
menor actividad ATPasa y afinidad por ADN, asi como su estado oligomérico cambia de
tetrdmero a dimero [98, 100]. En E. coli, la funcién de la interaccién MutS-3 clamp no esta
completamente definida. MutS presenta dos sitios de unién a 8 clamp en esta especie: un
CBM presente en su C-terminal y un sitio alternativo en el N-terminal [6, 101, 102]. Los
estudios in vitro demostraron que s6lo el CBM del C-terminal es necesario para la unién al
factor replicativo [103]. No obstante, no fue posible definir acabadamente la funciéon de
estos dos sitios de interaccion in vivo, ya que la mutante del sitio N-terminal es inestable
mientras que las mutantes en el C-terminal arrojaron resultados diferentes segun las
condiciones. Por ejemplo, la mutante de deleciéon del C-terminal (MutS799) no afecta el
correcto funcionamiento del MMR en condiciones normales de crecimiento [101, 102]
mientras que tendria relevancia s6lo en condiciones de estrés mutagénico [102]. En
eucariotas, los estudios tampoco aportan evidencia clara de la funcién de dicha interacciéon
en el MMR. Si bien las mutantes de MSH (homdlogo de MutS) que carecen del motivo de
interaccion con PCNA (homoélogo de [ clamp) presentan una menor actividad de
reparacion in vivo, no se puede descartar que la deficiencia en el MMR se deba a que estas

mutantes presentan bajos niveles de expresion [104-106].

En E. coli, la disrupciéon de la unién MutL-8 clamp sdlo provoca un leve aumento de la
mutagénesis, indicando que no es esencial para el correcto funcionamiento del MMR
[107]. Como se menciond previamente, en las enterobacterias como E. coli, MutL recluta a
MutH estimulando su actividad endonucleasa para cortar la nueva cadena de ADN no

metilada y continuar con la reparacién [108]. Sin embargo, en la mayoria de las especies
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bacterianas, MutL es la encargada de cortar la nueva cadena, por lo que se postula que la
unién a § clamp podria direccionar la actividad endonucleasa hacia dicha cadena. En este
sentido, por ejemplo en B. subtilis, 1a actividad de MutL es estimulada por 8 clamp, a la vez
que la disrupcion de esta asociaciéon provoca una marcada deficiencia en el MMR in vivo
[107, 109]. En otras bacterias, los diferentes estudios sugieren que la actividad
endonucleasa de MutL durante el MMR puede ser dependiente o independiente de la
interaccién con 3 clamp segun la especie. Asi, las proteinas MutL han sido clasificadas en
tres subfamilias. La subfamilia I se caracteriza por contener el CBM y tener actividad
endonucleasa dependiente de la interacciéon con  clamp, mientras que MutL de las
subfamilias II y III carecen de CBM y su actividad es independiente de la asociacién con el
factor replicativo [110]. Finalmente, en eucariotas la interaccién directa de PCNA con MLH
(homodlogo a MutL) participa en la discriminacién de la cadena recién sintetizada ya que el
factor replicativo ayuda a direccionar la incisién hacia dicha hebra [111-113]. Este hecho
podria deberse a que PCNA, al igual que 3 clamp, tiene dos caras no equivalentes y se une
al ADN con una orientacién especifica [114], facilitando la unién asimétrica de MLH al

ADNdc con el MM y ayudando a discriminar la cadena nueva.

Consecuencias de la deficiencia del MMR. El MMR controla la fidelidad de la
replicacidon del ADN, a la vez que modula la recombinacién entre secuencias divergentes
de ADN con el objeto de mantener la integridad estructural del genoma y controlar la
transferencia horizontal en procariotas y eucariotas. Defectos de este sistema produce un
incremento de 100-1000 veces en la tasa de mutaciones espontaneas y recombinacion
entre secuencias divergentes [84, 115]. Asi, un mal funcionamiento de este sistema esta
directamente asociado a la iniciacién y promociéon de la carcinogénesis en humanos
mientras que produce un fenotipo hipermutador en bacterias [116, 117]. Los estudios
epidemioldogicos muestran una alta frecuencia de subpoblaciones de células
hipermutadoras en aislados clinicos de bacterias patdgenas. Este fenotipo hipermutador
podria acelerar la evolucion del patégeno permitiendo su adaptacion a las diferentes
situaciones de estrés impuestas por las defensas del huésped y el tratamiento con

antibioticos [118].

MODELO DE ESTUDIO: Pseudomonas aeruginosa
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Nuestro laboratorio lleva a cabo el estudio de como se interrelacionan los procesos de
replicacién y reparacién del ADN utilizando como modelo de estudio la bacteria Gram-
negativa P. aeruginosa. Esta especie habita en el suelo y en ambientes con superficies
acuosas asi como es capaz de infectar eucariotas superiores siendo un reconocido
patégeno oportunista de humanos. Debido a su gran adaptabilidad y su resistencia
intrinseca a multiples compuestos antimicrobianos, P. aeruginosa es capaz de sobrevivir
en un amplio rango de condiciones tanto naturales como artificiales, incluso dentro de los
dispositivos presentes en establecimientos médicos [119]. De hecho, las infecciones mas
graves con esta bacteria ocurren frecuentemente de manera intrahospitalaria, y en su
mayoria afectan a pacientes inmunocomprometidos como personas con neutropenia,
quemaduras severas o Fibrosis Quistica (FQ) [119, 120]. Las opciones terapéuticas son
limitadas debida a la continua emergencia y dispersién de cepas resistentes a antibiéticos,
por lo cual, las infecciones con P. aeruginosa muestran una alta morbilidad y mortalidad.
En consecuencia, P. aeruginosa pertenece al grupo de mayor prioridad para el desarrollo
de nuevos antibidticos segiin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Debido a esta
problematica, resulta de interés estudiar cuales son los mecanismos que llevan a la
resistencia a antibidticos como asi también buscar nuevos blancos para el desarrollo de

antimicrobianos [119].

El replisoma en P. aeruginosa. El replisoma nativo fue purificado desde extractos de
células de P. aeruginosa [9]. La composicion de dicho complejo es similar al replisoma de
E. coli, sin embargo presenta ciertas diferencias tal como que Pol III core esta compuesto
por las subunidades a y €, pero no se detecté una proteina equivalente a 6. Asimismo, ha
sido reconstituido in vitro un complejo de replicacion activo utilizando los componentes

individuales o, €, B clamp y 1358’ [8].

ADN polimerasas alternativas. En el genoma de P. aeruginosa existen genes
homologos a los genes que codifican Pol I, Pol I, Pol Il y Pol IV de E. coli (Tabla 11).
Ademas, posee el operén ImuABC cuyos genes han sido asociados a la mutagénesis
inducida por estrés en bacterias. ImuC e ImuB conforman un complejo donde ImuC posee
actividad ADN polimerasa mientras ImuB, la cual es inactiva, interacciona con 3 clamp [26,

121].

Pol IV. Esta enzima en P. aeruginosa, al igual que en E. coli, tiene actividad distributiva y

carece de actividad correctora in vitro. En tanto que in vivo, Pol IV no contribuye a la
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mutagénesis espontanea en el gen rpoB, ya que su inactivacién no disminuye la tasa de
mutacion de resistencia al antibidtico rifampicina [43]. No obstante, Pol IV esta
involucrada en la mutagénesis espontanea del gen mucA, cuya inactivaciéon produce un
fenotipo mucoide, caracteristica esencial para la adaptabilidad de P. aeruginosa al pulmén
FQ [122]. Asimismo, Pol IV provoca un aumento en la mutagénesis cuando sus niveles son
altos tal como ocurre en células sobreexpresantes asi como en células expuestas a agentes
que danan el ADN [43, 122, 123]. En este ultimo caso, los estudios demostraron que su
expresion estd inducida por dichos agentes como el compuesto mitomicina C [43] y las
concentraciones subinhibitorias de Cip en el marco de la respuesta general al estrés SOS

[124].

Pol IV de P. aeruginosa es una polimerasa clave en la TLS de las lesiones producidas por
la exposicién a diferentes compuestos, tales como los agentes alquilantes N-metil-N"-nitro-
nitrosoguanidina, metil-metasulfonato, nitrofurazona y 4-nitroquinolona; el agente
oxidante peréxido de hidrégeno y la radiaciéon UV. Los estudios de exposicién a agentes
alquilantes muestran que no existe un aumento en la frecuencia de mutacién en células
tratadas con dichas sustancias. No obstante, las células deficientes en Pol IV son mas
sensibles al tratamiento, indicando que Pol IV llevaria a cabo la TLS libre de error de los
aductos de dG inducidos por dichos agentes alquilantes [43, 121, 125]. Asimismo, esta Pol
es capaz de llevar a cabo TLS libre de error de las lesiones provocadas por la radiacién UV
tanto in vitro como in vivo [125]. Por el contrario, la exposicion al dafio oxidativo
provocado por el perdxido de hidrégeno aumenta la frecuencia de mutaciones de manera
dependiente de Pol IV a la vez que las células deficientes en esta enzima son mas sensibles

a dicho agente oxidante [125].

MMR. P. aeruginosa posee genes que codifican homoélogos a MutS y MutL de E. coli, sin
embargo no fue posible detectar homdlogos a la metiltransferasa Dam ni a la endonucleasa
MutH [126]. Estudios previos corroboraron la ausencia de la actividad Dam en P.
aeruginosa, a la vez que demostraron que MutL presenta actividad endonucleasa, la cual
no es estimulada por  clamp [127, 128]. Cabe estacar que el estudio del MMR presente en
P. aeruginosa presenta una gran relevancia debido a que se detect6 una alta proporcion de
aislados hipermutadores (20-53%) provenientes de pacientes con FQ crénicamente

infectados, principalmente debido a defectos en el gen mutS [129], constituyendo
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actualmente uno de los modelos por excelencia para el estudio del rol de la

hipermutabilidad en la adaptacién de bacterias durante procesos de infeccion crénica.

ANTECEDENTES DEL LABORATORIO

Los estudios de nuestro grupo de investigaciéon se han centrado en la proteina MutS del
MMR presente en P. aeruginosa. En principio, nuestro laboratorio abordd una
investigacién tendiente a caracterizar el estado oligomérico de MutS funcional para la
reparacion de errores replicativos. Inicialmente, se determind que el estado oligomérico
de MutS (855 aa) en solucidn corresponde al tetramero, especie activa para unir ADNdc
con un MM e hidrolizar ATP. La delecién de los 57 aa finales de la regién C-terminal impide
la formacion de tetrameros de MutS mientras la fusion de estos residuos a la proteina
monomérica de unién a la maltosa (Maltose Binding Protein 6 MBP) induce su
tetramerizacion. Estos resultados demostraron que esta regidon actuaria como un dominio
responsable de la oligomerizacion de MutS. El modelado por homologia de los 34 aa
finales, utilizando la estructura cristalina obtenida para la regiéon C-terminal de MutS de E.
coli, permitié predecir que los residuos R842 y K852 estarian involucrados en las
interacciones dimero-dimero y monémero-mondmero, respectivamente. Efectivamente, la
mutacion R842E en MutS impide la tetramerizaciéon mientras que la mutacion K852A
produce una formacion de tetrameros dependiente de la concentracion. El andlisis de la
actividad ATPasa y la unién a ADNdc conteniendo un MM demostr6é que ambas mutantes
poseen niveles de actividad similares in vitro aunque significativamente menores
comparado con la proteina salvaje. La introduccién de estas mutaciones puntuales en el
gen mutS presente en el cromosoma de P. aeruginosa demostr6 que la mutante
MutSK852A posee una capacidad para reparar in vivo equivalente a MutS mientras la
mutante MutSR842E es significativamente menos eficiente en condiciones de alta
mutagénesis. Asi, estos resultados demuestran que el estado oligomérico de MutS activo

para la reparacion seria el tetramero en P. aeruginosa [130].

Luego, se inicié un nuevo trabajo de investigaciéon donde se abord6 el analisis del MMR
presente en P. aeruginosa utilizando técnicas de protedmica funcional con el objeto de
obtener informacién relacionada a la interaccién de los componentes de este sistema con
otros procesos celulares. Con tal fin, se expres6 MutS o dominios de la misma fusionados a
péptidos de afinidad y luego, se purificé dichas fusiones por cromatografia de afinidad en
condiciones suaves a fin de preservar los factores asociados. En estos ensayos se co-

purificaron una serie de proteinas que fueron identificadas por espectrometria de masas.

26




Introduccion

Dichos factores, o sea proteinas que potencialmente interactian con MutS directa o
indirectamente, cumplen funciones en la replicaciéon constituyendo un primer indicio de
que esta proteina del MMR podria desempeiiar funciones en otros procesos metabdlicos
del ADN. Posteriormente, se estudié la interaccién de MutS con una de las proteinas
aisladas, el factor de procesividad 8 clamp, ya que en ese momento se habia postulado que
dicha asociacidén cumple un papel importante en la iniciacién de la reparacion en aquellos
organismos que poseen un MMR independiente de la metilacion dam, tal como P.
aeruginosa. Con tal fin se realiz6 la caracterizacion funcional de dos versiones mutantes de
MutS que no interaccionan con el factor replicativo: una mutante de delecién del dominio
C-terminal (MutS798) y una mutante puntual del motivo 816QSDLF820de unién a 3 clamp
(MutS#). Ambas versiones mutantes son capaces de complementar el fenotipo
hipermutador de cepas de P. aeruginosa deficientes en mutS. Asimismo, el reemplazo del
gen cromosomal mutS por la versiéon mutada que codifica MutS? (cepa mutS”) no altera la
tasa de mutacién espontanea al antibidtico Rifampicina, a la vez que esta cepa mutante
presenta un comportamiento similar a la cepa parental (cepa WT) en condiciones de
saturacion del MMR dadas por la presencia de un mutdgeno. Ensayos bioquimicos
demostraron que MutS” presenta un estado oligomérico, afinidad por ADN e interaccién
con MutL similares a MutS. Esos resultados demostraron claramente que la interrupcion
de la interaccién MutS-B clamp no altera la reparacion de errores replicativos en P.
aeruginosa, demostrando por primera vez que la asociaciéon entre MutS y el factor de
procesividad no cumple una funcién critica en un MMR bacteriano independiente de la
metilaciéon dam. Luego, se determin6 que dicha asociacién tampoco cumple una funcién en
la inhibicién de la recombinaciéon entre secuencias divergentes, indicando que la
asociaciéon entre MutS y B clamp no posee un rol importante en las funciones que al

momento habian sido asignadas a MutS en bacterias [131].

Posteriormente, y con el objeto de caracterizar mas en detalle el funcionamiento de
MutS" in vivo, se determiné la especificidad mutacional en la cepa mut$’para lo cual se
desarrollé un sistema reportero que permite caracterizar las mutaciones que ocurren en el
genoma de P. aeruginosa basado en el gen nfxB. En nuestro laboratorio, a partir del andlisis
de las bases moleculares de la resistencia a diferentes concentraciones del antibiético
ciprofloxacina, se observd que a bajas concentraciones de este antimicrobiano, la
resistencia esta asociada a la sobreexpresion de la bomba de eflujo MexCD-Opr] producida

por mutaciones en el gen nfxB que codifica un represor transcripcional que controla su
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expresion [132]. Este gen permite detectar un amplio rango de mutaciones, que incluye
todas las sustituciones de bases y pequenas deleciones e inserciones, dado que debe
inactivarse para que las células adquirieran resistencia a ciprofloxacina. El analisis del
espectro de mutacién en cepas deficientes en distintos sistemas de reparacién asi como en
la cepa WT expuesta a mutdgenos demostro que la especificidad de mutacion coincide con
aquella previamente caracterizada para dichos contextos genéticos y mutdgenos. Ademas,
es posible analizar “hotspots” y contextos de secuencia preferidos para las sustituciones
de bases utilizando el programa iMARS. De acuerdo a lo expuesto, el gen nfxB constituye
un sistema efectivo para el estudio de mutaciones espontidneas e inducidas en el
cromosoma de P. aeruginosa ya que permite detectar un amplio rango de mutaciones asf{
como censar cambios en la calidad de las mismas [133]. El analisis molecular utilizando el
gen nfxBrevel6 que la cepa mutS”presenta un incremento significativo de la frecuencia de
la transversion AT>CG comparado con la cepa WT. Estudios previos indicarian que este
tipo de mutaciéon es introducida por Pol IV como resultado de la incorporacién del
nucledtido oxidado 8-oxodG opuesta a la adenina presente en la cadena templado [49,
125]. Estos antecedentes nos llevaron a postular que la interaccién MutS-8 clamp podria
tener un rol en la regulacion de la actividad o acceso de Pol IV en la replicacién, hip6tesis

que derivé en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Como se menciond, nuestra hipotesis al inicio de esta Tesis Doctoral fue que la proteina
de reparacién MutS podria regular la actividad y/o el acceso a la replicaciéon de la ADN
polimerasa mutagénica Pol IV a través de su interaccion con el factor replicativo 3 clamp.
Por ello, el objetivo general de esta Tesis fue determinar el mecanismo molecular que
utiliza MutS en este nuevo rol por el cual mantiene la fidelidad de la replicacion. Asi, el

presente trabajo se dividié en dos secciones:

CAPITULO I. Estudio de la asociacién entre MutS, B clamp y Pol IV mediante ensayos in

vitro.

Para abordar esta primera parte se plantearon los siguientes objetivos especificos:

L.a - Caracterizar las interacciones bimoleculares entre MutS, 8 clamp y Pol IV;

L.b - Analizar la unién de Pol IV a 8 clamp en presencia de MutS;

L.c - Investigar el efecto de diferentes sustratos de ADN sobre las interacciones entre MutS,

B clamp y Pol 1V;

CAPITULO II. Anélisis del rol la interaccién MutS- clamp en la replicacién dependiente de

Pol IV en células de Pseudomonas aeruginosa. Los objetivos especificos fueron:

[l.a - Determinar la mutagénesis espontdnea dependiente de Pol IV en células bajo

condiciones de crecimiento normales;

[1.b- Estudiar la mutagénesis inducida por Pol IV en condiciones de estrés;
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Modelo propuesto

MODELO PROPUESTO

(B)

Pol Il core

Pol Il core

(A) . (o)

e Pol lll core

B clamp

Pol Il cure

MutS

(D)

Figura M1. Mecanismo propuesto para el control de Pol IV por MutS. Las ilustraciones han sido

adaptadas del disefio de Jeremias Di Pietro, CCT-CONICET.

En base a las evidencias obtenidas en este trabajo de Tesis, y de acuerdo con los
estudios previos, se propone el siguiente mecanismo por el cual MutS controla la accién de
Pol IV. Diagrama A: Pol III core realiza la sintesis procesiva del ADN ocupando ambos
sitios en 3 clamp por los CBM presentes en las subunidades a y €. Diagrama B: Paradas de
replicacién propician el reclutamiento de Pol IV al replisoma. Esta Pol gana acceso al
terminal primeado desde Pol III core, uniéndose al bolsillo donde residia g, mientras que
Pol III core continda unido al segundo bolsillo por el CBM de a. Diagrama C: Si la actividad
de Pol IV genera un mal apareamiento (MM), ya sea introduciendo una base
incorrectamente o extendiendo un terminal con un mal apareamiento, MutS es reclutada
ya que su afinidad por B clamp aumenta en presencia de un MM. MutS es capaz de
competir con Pol IV por 8 clamp, desplazandola del anillo. Diagrama D: La subunidad ¢
podria acceder al terminal primeado, resultando en la escisién del nucleétido incorrecto.

Luego de la remocién del MM, MutS pierde afinidad por  clamp y se disocia del factor
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replicativo. Finalmente, Pol III core retoma el control del sitio primeado y contintia con la
replicacién procesiva. Es importante mencionar que dicho mecanismo funcionaria en el
contexto del replisoma, aunque por simplicidad s6lo se esquematiza al Pol IIl core

presente en este complejo proteico.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis apoyan particularmente las etapas By C

del modelo. Dichas evidencias son:

1- Pol IV interacciona mediante el motivo conservado QLXLF con 8 clamp con menor

afinidad que MutS;
2- MutS no interacciona directamente con Pol IV.

3- MutS es capaz de desplazar a Pol IV del anillo de § clamp compitiendo por la unién

al bolsillo hidrofébico de 3 clamp.

4- Diferentes estructuras de ADN modulan esta funcién de MutS: MutS mostré un
control mas estricto sobre la unién de Pol IV a 8 clamp en presencia de ADN “primeados”,

mientras que la afinidad de la interacciéon MutS- 8 clamp aumenta ADNp-GT.

5- En condiciones normales de crecimiento, MutS limita a Pol IV cuando realiza
replicacién mutagénica (ADN no dafado), mientras que no la controla cuando lleva a cabo

replicacion libre de errores (TLS).

6- En condiciones de induccion de estrés, MutS no controlaria la accién de Pol IV.
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RESULTADOS - CAPITULO I - ESTUDIO DE LA ASOCIACION ENTRE MUTS,
CLAMP, POL IV MEDIANTE ENSAYOS IN VITRO

Los resultados previos del laboratorio sugerian que MutS podria regular la accién de
Pol IV a través de su interaccién con 3 clamp. Sin embargo, hasta el momento no existia
ningln conocimiento acerca de las bases moleculares del mecanismo utilizado por MutS
para cumplir dicho rol. Al comienzo de esta Tesis, se plantearon dos posibles modelos de
accion de MutS: MutS podria regular la interacciéon de Pol IV con  clamp, o bien, la
proteina de reparacion podria unirse simultaneamente y regular tanto el acceso de Pol IV
al primer de ADN y/o modular su fidelidad de sintesis (Figura R1 A y B). Por ello, en esta
primera parte del trabajo, se realizaron estudios bioquimicos con el fin de analizar las
asociaciones entre estos factores, asi como la regulacién de dichas interacciones proteicas
por diferentes estructuras de ADN. Con tal fin, se aplicaron tres metodologias diferentes:
electroforesis de geles nativos de poliacrilamida (PoliacrylamideGel Electrophoresis 6
PAGE), Far Western (FW) y Resonancia de Superficie de Plasmén (Surface Plasmon
Resonance 6 SPR). Los ensayos de SPR fueron realizados en colaboracién con el grupo del
Dr. Emilio Malchiodi en la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional

de Buenos Aires.

A Interaccién Pol IV-B clamp B Actividad de Pol IV

MutS

V<

B clamp \\ /

B clamp

Pol IV

Figura R1. Posibles modelos de accién de MutS en la regulaciéon de Pol IV. (A) MutS impide la
asociacion entre Pol IV y  clamp. (B) MutS y Pol IV se unen simultineamente a un anillo de § clamp, donde

MutS puede regular la actividad de Pol IV relacionada a su acceso al primer de ADN y/o fidelidad de sintesis.

L.a- Caracterizacion de las interacciones bimoleculares entre Muts, 8 clamp y Pol

IV
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Pol IV se une a  clamp, aunque con menor afinidad que MutS

Como se menciond en la introduccién, MutS de P. aeruginosa (855 aminoacidos)
interacciona con [ clamp mediante el motivo 816QSDLF820 ]ocalizado en su dominio C-
terminal. En un estudio previo del laboratorio, se muté dicho motivo a ASDAA generando
una versién mutante denominada MutS8, la cual es incapaz de interaccionar con el factor
replicativo [131]. Por el contrario, la interaccién entre Pol IV y 3 clamp de P. aeruginosa

hasta el momento no habia sido analizada.

En primer lugar, se caracteriz6 la interaccion de Pol IV y MutS con (3 clamp mediante
PAGE para lo cual se incub6 una concentraciéon constante de 8 clamp con concentraciones
crecientes de Pol IV o MutS y los productos de reacciéon fueron analizados por la técnica
mencionada. Como se observa en la Figura R2 A y B, la intensidad de la banda
correspondiente a 3 clamp libre disminuy6 a medida que se aumenté la cantidad de MutS
o Pol IV (carriles 2-8) en relacidon al control donde no se afiadieron estas proteinas (carril
1). La intensidad de dicha banda fue cuantificada para obtener un grafico de respuesta
donde el eje de las Y corresponde a la fraccién de B clamp unida y el eje de las X la
concentracién Pol IV o MutS libre (Figura 1 E y F). Para Pol 1V, la curva se ajust6 a una
hipérbola rectangular, indicando que la interaccién con los sitios de B clamp es
independiente. La constante de disociacién estimada (Kp) fue 6,22 +0,51 uM. En cuanto a
MutsS, la Kp fue 1,66 + 0,09uM y la curva se ajusté a una sigmoidea, lo cual indica que existe

una cooperatividad positiva entre los sitios de unién de § clamp a MutS (Figura R2 Ey F).

En segundo lugar, estas asociaciones fueron estudiadas mediante SPR. Brevemente,
esta técnica consiste en inmovilizar una molécula en la superficie de un chip de oro y pasar
la otra molécula por un sistema microfluidico. Para detectar si estas moléculas
interaccionan, un haz de luz polarizada incide sobre la superficie del chip, reflejandose en
un angulo determinado (4ngulo de SPR), cuya magnitud depende de la masa de las
moléculas que se encuentran préximas a la superficie del chip. La diferencia en el angulo
de SPR en relacidn a la celda control donde no se inyecta ninguna molécula se traduce en
unidades de respuesta (Response Units o RU) que se grafican en un sensograma. En estos
ensayos, se inmovilizé a 8 clamp a la superficie del chip y por el sistema microfluidico se
pasaron diferentes concentraciones de Pol IV o MutS. Como se observa en el sensograma

(Figura R3A), las RU incrementaron cuando se inyecté Pol IV (etapa de asociacién)
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Figura R2. Andlisis de las Interacciones Bimoleculares de MutS y Pol IV con 8 clamp mediante PAGE.
Se incubd una concentracién fija de § clamp con Pol IV (A), MutS (B), Pol IV-A5 (C) o MutS# (D). Los productos
de reaccion fueron analizados en un gel nativo de poliacrilamida en gradiente 4-16% (P/V) en las condiciones
de corrida descriptos en la seccién de Materiales y Métodos. Cabe mencionar que dado que el punto isoeléctrico
estimado de Pol IV (pl=8) es similar al pH del buffer de corrida del gel (pH=8,4), esta proteina no ingresé en el
gel. Sin embargo, se observé una banda correspondiente al complejo Pol IV- clamp, cuya identidad fue
corroborada por Western blot (Ver Figura R7). En el caso de MutS, no fue posible separar las bandas de MutS y
MutS-B clamp debido a que tienen pesos moleculares similares (*400kDa y ~480kDa, respectivamente). Se
cuantificé la intensidad de la banda correspondiente a 3 clamp libre y se calcul6 la fraccién de  clamp unido
[Fraccion de B clampunido= ( clamprotal- B clampiibre) /B clamprotat] (Eje Y) en funcién de la concentracion de Pol IV
y Pol IV-A5 (E) 6 MutS y MutSF (F) libre (Eje X). Las concentraciones mezcladas con 8 clamp (2,0 uM) fueron 1,0;
2,5; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; y 25,0 uM de Pol IV (panel A, carriles 2-8); 1,0; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0; y 6,0 uM de MutS
(panel B, carriles 2-8); 4,5; 9,0; 13,5; 18,0; 22,5; 27,0; y 32.0 uM de Pol IV-A5 (panel C, carriles 1-7); 2,0; 4,0; 6,0;
8,0; 10,0; 12,0; y 14,0 uM de MutSF (panel D, carriles 1-7). Las reacciones controles de proteinas solas son: 8
clamp (2,0 uM, carril 1 en paneles A y B, carril 9 en paneles C y D), Pol IV (15,0 uM, carril 9, panel A), MutS (8,0
UM, carril 9, panel B), Pol IV-A5 (32,0 uM, carril 8 en panel C) o MutS# (4,5 uM, carril 8 en panel D).
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Figura R3. Analisis de las interacciones bimoleculares de MutS y Pol IV con § clamp mediante SPR.
(A) Sensograma para el ensayo de Pol [V y 8 clamp. 8 clamp fue inmovilizado a la superficie de un chip, seguido
de la inyeccién de Pol IV (0,5-4,0 uM) en el sistema microfluidico. El primer pico (t=0) corresponde a la
inyeccion de Pol IV en el sistema microfluidico, donde comienza la etapa de asociacién en la cual las RU
incrementan en base a una constante cinética de asociacién (kon = 5,80 + 0.10 102 M-1 s-1). Una vez alcanzado
el equilibrio, se inyecté buffer (t=45s) dando lugar a la etapa de disociaciéon cuya cinética esta definida por la
constante cinética de disociacién (korr =5,20 + 0,20 10-3 s-1). (B) Sensograma para el ensayo de MutS y f3
clamp. B clamp fue capturado mediante la unién con un anticuerpo, seguido de la inyeccién de MutS (35-280
nM). Las constantes cinéticas esta unioén fueron koy = 1,12 + 0,08 105 M-1s-1 y ko= 1,11 * 0,04 10-1 s-1. (C)
Sensograma para el ensayo de Pol IVA5 y 3 clamp.  clamp fue inmovilizado a la superficie de un chip CMS5,
seguido de la inyeccién de Pol IVA5 (0,5-8,0 uM) en el sistema microfluidico. (D) Sensograma para el ensayo de
MutSPy B clamp. MutSP (35-280 nM) fue inyectada a un chip donde 8 clamp fue previamente capturado
mediante un anticuerpo inmovilizado a la superficie. No se observaron aumentos en las RU. Los sensogramas
representan las RU (eje Y) en funcidn del tiempo en segundos (eje Y). Se muestran curvas representativas de

una réplica (n=3).

mientras que dichos valores disminuyen durante la inyecciéon de buffer (etapa de
disociacion). En base a estos datos fue posible calcular la constante cinética de asociaciéon
(kon) y disociacion (korr), que permitié obtener la Kp aplicando el cociente Kp=Korr/kon. De

este ensayo se determiné que Pol IV se une especificamente a 8 clamp inmovilizado en el
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chip con una Kp de 8,57 uM (Figura R3A). Contrariamente, en estas condiciones, MutS fue
capaz de unirse a 3 clamp pero no se disocio, por lo cual no fue posible calcular su korry en
consecuencia la Kp (dato no mostrado). Para analizar la interacciéon de MutS con el factor
replicativo, se procedié a capturar 8 clamp al chip utilizando un anticuerpo que reconoce
el péptido de afinidad Hiss el cual esta fusionado esta proteina. La Kp calculada para MutS

fue de 0,99 uM, =8,5 veces menor a la Kpde Pol IV (Figura R3B).

Los ensayos de interaccion también fueron realizados utilizando la técnica de FW. En
estos experimentos, distintas concentraciones de Pol IV y MutS fueron inmovilizadas en
una membrana de nitrocelulosa y se incubd con B clamp en solucién (Figura R4A). La
unién de este factor a las proteinas inmovilizadas en la membrana se revelé con un
anticuerpo que reconoce al His¢ presente en B clamp. El grafico expuesto en la Figura R4B
representa la cantidad de proteina inmovilizada en el eje de las X vs la intensidad relativa
del “spot” en el eje de las Y, que se relaciona directamente con la cantidad de B clamp
unido. De este ensayo fue evidente que Pol IV es capaz de interaccionar con 3 clamp, no

obstante, presenta una menor afinidad en relaciéon a MutS.
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Figura R4. Andlisis de las interacciones bimoleculares de MutS y Pol IV con 8 clamp mediante FW.
(A) Membrana representativa de los ensayos de FW. Cantidades crecientes de MutS, MutS#, Pol IV y Pol IV A5
fusionadas al péptido de afinidad StreplI (0,05; 0,09; 0,18; 0,36; 0,73; y 1,45 pmol) fueron inmovilizadas en
una membrana de nitrocelulosa y luego incubadas con una solucidén que contenia 8 clamp-Hise¢ (0,25 uM). La
interaccion entre 8 clamp y las proteinas inmovilizadas fue revelada mediante un anticuerpo que reconoce el
Hiss presente en 8 clamp. (B) El grafico representa en el eje de las X la cantidad de proteina inmovilizada

(pmol) en funcidn de la intensidad de fluorescencia (eje Y) por spot.
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En resumen, mediante tres técnicas bioquimicas diferentes se observé que Pol IV de P.
aeruginosa interacciona con el factor de procesividad con una afinidad significativamente

menor a la asociacién MutS-f clamp.

El sitio conservado de unién a 8 clamp presente en Pol IV constituye el principal

sitio de interaccion con el factor de procesividad

Pol IV (349 aa) de P. aeruginosa contiene el péptido hidrofébico3+>QLRLF34 en su
extremo C-terminal que corresponde al motivo consenso de unién a 3 clamp identificado
previamente por analisis bioinfomaticos en proteinas de unién a 8 clamp [6]. Con el objeto
de determinar si el CBM presente en Pol IV es importante para la unién a 3 clamp, se
analiz6 si la version mutante denominada Pol IVA5 es capaz de asociarse al factor de
procesividad. En dicha mutante, se delecionaron los tltimos 5 aminoacidos de la region C-
terminal que comprenden a dicho motivo. Este andlisis se realizé comparativamente con la
mutante MutSPque posee alterado el sitio conservado de unién a  clamp. La interacciéon
de Pol IV A5 con 8 clamp no fue detectada en los ensayos de PAGE y FW. Asi, no se observo
una disminucién en la intensidad de la banda de 3 clamp libre en el gel nativo a medida
que se adicionaron concentraciones crecientes de Pol IV A5 (Figura R2C y E). Igualmente,
cuando se incub6 con B clamp soluble con membranas donde se inmovilizé esta mutante
no se detect6 la unién de dicho factor (Figura R4). Del mismo modo, la mutante MutSéno
fue capaz de asociarse a B clamp cuando dicha interacciéon fue evaluada por ambas

metodologias (Figuras R2D y F; R4).

Finalmente, la asociacién de 8 clamp con las mutantes Pol IV A5 y MutSB fue evaluada
por SPR. Se observo un incremento de las RU cuando se inyect6 Pol IV A5 en un chip donde
se habia inmovilizado B clamp (Figura R3C). Dicho resultado contrasta con aquellos
obtenidos mediante PAGE y FW, lo cual puede deberse a que Pol IV de P. aeruginosa posea
un sitio secundario de interacciéon de baja afinidad que seria revelado por el analisis
cinéticos de SPR pero que no se detecta en condiciones de equilibro. Este resultado
coincide con lo reportado en los estudios de Pol IV de E. coli, donde es capaz de asociarse a
B clamp en un sitio secundario presente en la interfase entre monémeros del factor de
procesividad [68, 72]. Otra posibilidad es que en las condiciones del ensayo SPR, la
delecion del CBM deje expuesto otros residuos que podrian interaccionar con 3 clamp,

pero que normalmente no estdn accesibles. En relacién a MutSf, no se encontraron
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cambios en los valores de RU cuando se inyecta esta proteina, confirmando que no

interacciona con 8 clamp (Figura R3D).

En conclusidn, estos ensayos sugieren que el péptido 34SQLRLF349 es el principal sitio de
interaccién de Pol IV con 3 clamp, a la vez que se corrob6 que la mutante MutSF es incapaz

de unirse al factor de procesividad, tal como habia sido previamente descripto [131].

MutS no interacciona directamente con Pol IV

Antes de proceder a realizar los ensayos de union Pol IV- 8 clamp en presencia de MutS,
se investigd por SPR y FW si existe interaccion directa entre Pol IV y MutS (Figura R5). En
el primer caso, se inmovilizé6 a Pol IV al chip para luego inyectar MutS por el sistema
microfluidico (Figura R5A). De la misma manera, se inmovilizd MutS a la superficie del
chip y Pol IV fue inyectada en el sistema microfluidico (Figura R5B). En ambos casos, no se
detecté un aumento de las RU cuando se inyectd MutS o Pol IV, respectivamente, indicando
que estos factores no se asocian. Por el contrario, se observé un incremento de las RU
cuando se inyectd a B clamp, que fue utilizado como control positivo de que las proteinas
inmovilizadas preservaban su actividad (Figura R5A y B). Posteriormente, en los
experimentos de FW, se inmoviliz6 MutS y MutSP en membranas de nitrocelulosa y se
incubaron independientemente con una solucién que contenia Pol IV, Pol IV A5, o 8 clamp
(FiguraR5C y D). De la misma manera, se inmovilizé a Pol IV, Pol IV A5 y 8 clamp y se
incub6 con una solucién que contenia MutS (Figura R5E). Como se observo en los ensayos
de SPR, no se detectd interaccion entre MutS y Pol IV pero si entre MutS-8 clamp y Pol IV-8
clamp. Finalmente, se prob6 si MutS interacciona con la subunidad a de la Pol replicativa
Pol Il mediante FW (Figura R5C). No se dectect6 asociacién entre ambos factores en estas
condiciones. Por lo tanto, estos resultados indicarian que MutS no se asocia a las ADN

polimerasas Pol Illa. y Pol V.
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Figura R5.Analisis de las interacciones bimoleculares entre MutS y las ADN polimerasas mediante
SPR y FW. (A-B) Sensogramas para el ensayo de Pol IV y MutS. En A, Pol IV fue inmovilizada a la superficie de
un chip, seguida de la inyeccion de MutS (0,5 pM) o B clamp (0,5 puM). En B, MutS fue inmovilizada en la
superficie del chip, seguida de la inyeccion de Pol IV (2 uM) o B clamp (0,25 uM). Se muestran curvas
representativas de una réplica (n=3). (C-E) Las proteinas purificadas fusionadas a Hise (D) o Strep Il (C y E)
fueron inmovilizadas en una membrana de nitrocelulosa, y luego incubadas con las proteinas solubles
purificadas Strep III (D) y Hise (C y E). Las interacciones proteicas fueron detectadas utilizando anticuerpos
anti-His o anti-Strep segin corresponda, los cuales reconocen a las proteinas agregadas en solucién. Como
control negativo se inmoviliz6 albumina sérica bovina (BSA). Las concentraciones utilizadas fueron: 2 pmol de
proteina purificada por spot; y 0,25; 2,0; y 0,5 uM de proteinas solubles en los paneles C, D y E

respectivamente. Se muestran experimentos representativos en cada caso.

L.b- Analisis de la unién de Pol IV a 8 clamp en presencia de MutS

MutS inhibe la interacciéon entre Pol IV y 8 clamp compitiendo por el bolsillo

hidrofébico presente en 3 clamp.

Con el fin de determinar si MutS es capaz de modular la asociacién de Pol IV a § clamp,
se realizaron ensayos donde se analiz6 la interaccion Pol IV- clamp en presencia de MutsS.
En el caso de SPR, se inmoviliz6 Pol IV a la superficie del chip y luego se inyect6 B clamp

solo o pre-incubado con concentraciones crecientes de MutS. Tal como se muestra en la
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Figura R6A, B clamp fue capaz de interaccionar con Pol IV ya que se observa un
incremento de las RU cuando se inyecta esta proteina (curva 0 nM de MutS). Sin embargo,
dicha asociacién fue inhibida por la presencia de MutS, observandose una disminucién de
las RU a medida que aumenta la concentracién de MutS (curvas 0-250 nM de MutS).
Contrariamente, la uniéon Pol IV-8 clamp no fue inhibida por la pre-incubacién con la
mutante MutSP (Figura R6B). Este resultado indicaria que Pol IV no es capaz de asociarse a
B clamp cuando MutS se encuentra unida a este factor, descartando ademas la posible

formacidén de un triple complejo MutS- 8 clamp-Pol IV.
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Figura R6. Analisis de 1a union de Pol IV-f3 clamp en presencia de MutS mediante SPR. (A) Interaccién
de Pol IV con B clamp en presencia de MutS. Pol IV fue inmovilizado a un chip, seguido de la inyeccién de
clamp (0,25 puM) sélo o pre-incubado con MutS (30, 60, 125, 190 y 250 nM). (B) Interaccién de Pol IV con 8
clamp en presencia de MutSB. Pol IV fue inmovilizado a la superficie del chip CM5, seguido de la inyeccién de 8

clamp (0,25 pM) sélo o pre-incubado con MutSP (250 nM). Se muestran sensogramas representativos (n=3).

De la misma manera, se examino la formacion del complejo Pol IV-f3 clamp en presencia
de MutS cuando se mezclaron simultdneamente los tres factores. Con tal fin, se analizaron
los productos de reaccidn por el método de PAGE y luego, se cuantificé la intensidad de la
banda correspondiente al complejo Pol V-8 clamp. Como control, se utilizé la mutante
MutSB. En la Figura R7A y 7B, se muestra que la proteina MutS, pero no la mutante MutS8,
inhibi6 la unién de Pol IV y 8 clamp, ya que se observo una disminuciéon de la intensidad de
la banda correspondiente al complejo Pol IV-B clamp a medida que aument6 la
concentracion de MutS. A 1uM de MutS, la cantidad del complejo Pol IV-3 clamp disminuyéd
un 55% en relacion al control en ausencia de MutS, mientras que no fue detectado a 3uM

de MutS (Figura R7B). Estas reacciones fueron analizadas mediante ensayos Western blot

41




A B

1,2 m MutS
J(/’O_\H O MutS#
0,9

1T 2 3 4 5 6 7 8
MNERY
Pol IV-B clamp

0,6 A

: S5 03]

Py [ |[3c|amp
0,0 s
1 2

0 3 4
MutS o MutSF (uM)

o 1.2 = MutS
] P
. 0.9 MutS

complejo

Fraccion de B clamp
unida a Pol IV

12 3 45

Ao | B clamp 03

Fraccion de B clamp
unido a Pol IV

0,0

0 0,3 0,6 09 12
MutS o MutS# (uM)

Figura R7. Ensayos de competencia entre Pol IV y MutS por 8 clamp mediante PAGE y FW. (A) Ensayo
de competencia mediante PAGE. Pol IV (20 uM),  clamp (2 uM) y concentraciones crecientes de MutS o MutS#
(1, 2 y 3 uM, carriles 3-5 y 6-8 respectivamente) fueron incubados simultdneamente. Los productos de la
reaccion fueron analizadas en geles nativos de poliacrilamida 8-16% (P/V). Reacciones de control:  clamp
solo (carril 1) o incubado con Pol IV (carril 2). (B) Cuantificacién de los ensayos de competencia por PAGE. El
eje de las X representa la concentracion de MutS o MutSB en la reaccién y el eje de las Y representa la fraccion
de B clamp unido a Pol IV obtenido a partir de la cuantificacién de la intensidad de la banda del complejo Pol
IV-B clamp. El valor 1 corresponde a la intensidad de banda en la reaccién control donde se incubé Pol IV y 8
clamp en ausencia de MutS o MutSk. (C) Ensayo de Western Blot. Se analizaron mezclas de Pol IV (20 uM), B
clamp (2 pM) y MutS (1 uM) de manera simultanea tal como se describi6 en el panel A. Luego, se detect6 a
clamp-Hiss mediante Western blot utilizando un anticuerpo anti Hise. Los carriles corresponden a las
siguientes reacciones: 1) Pol IV-Strep III; 2) MutS-Strep III; 3) B clamp-Hiss; 4) Pol IV-Strep Il y B clamp-Hiss;
5) Pol IV-Strep 111, B clamp-Hiss y MutS-Strep III. (D) Ensayo de competencia por FW. Se inmovilizé Pol IV-
Strep III (3 pmol) en una membrana de nitrocelulosa, que luego fue incubada con una solucién que contenia 3
clamp-Hiss (0,25 uM) solo o mezclado simultdneamente con concentraciones crecientes de MutS-Strep III o
MutSB-Strep III (0,10; 0,25; 0,50; y 1,00 uM). La interaccién de  clamp con Pol IV fue detectada utilizando un
anticuerpo anti Hiss. El grafico muestra la fraccién de 3 clamp unida en funcién de la concentracién de MutS o
MutSB, donde 1 corresponde a la intensidad del spot control en ausencia de MutS (3 clamp solo). Las barras de

error representan la desviacion estandar (n=3).

donde se detect6 a B clamp con el fin de confirmar la identidad de la banda
correspondiente al complejo Pol IV-B clamp (Figura R7C). En el carril 3 se observa la
migracion correspondiente a  clamp, la cual es menor ante el agregado de Pol 1V,

revelando la presencia del complejo Pol IV-f clamp (carril 4). En presencia de MutS (1uM,
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carril 5), la intensidad de dicha banda fue reducida un 51%, valor que es similar al
obtenido a partir del ensayo PAGE (Figura R7B). Asi, este ensayo nos permitié confirmar la
identidad del complejo Pol IV-B clamp. Cabe mencionar que el complejo MutS- clamp no
pudo ser detectado ya que no fue posible realizar la transferencia de las proteinas con alto
peso molecular desde el gel nativo a la membrana de nitrocelulosa. Resultados similares
fueron observados mediante FW, donde se inmovilizé a Pol IV a una membrana de
nitrocelulosa y se incub6 con una solucién que contenia 3 clamp o la mezcla de este factor
con concentraciones crecientes de MutS. La interaccion de B clamp soluble con Pol IV
inmovilizada disminuy6 a medida que se incrementd la concentracion de MutS en
solucion, efecto que no fue detectado con la mutante MutSP (Figura R7D). Estos ensayos
demostraron que Pol IV no es capaz de asociarse al factor de procesividad cuando MutS se

encuentra presente.
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Figura R8. Ensayos de desplazamiento de Pol IV del anillo de 8 clamp por MutS mediante PAGE.(A). Se
llevaron a cabo reacciones donde se pre-incubé a Pol IV (20 uM) y B clamp (2 uM) y luego, se agregaron
concentraciones crecientes de MutS o MutS# (1, 2 'y 3 uM, carriles 3-5 y 6-8, respectivamente). Los productos
de la reaccion fueron analizados en geles nativos de poliacrilamida 8-16% (P/V). Reacciones de control:
clamp solo (carril 1) o incubado con Pol IV (carril 2). (B) Cuantificacién de los ensayos de desplazamiento por
PAGE. Se graficé la concentracion de MutS o MutSP (eje de las X) vs la fraccion de 3 clamp unido a Pol IV (eje de
las Y) obtenido a partir de la cuantificacién de la intensidad de la banda correspondiente a Pol IV-f clamp
considerando como 1 la intensidad de banda en la reaccién control donde se incubé Pol IV y B clamp. Las

barras de error representan el desvio estandar (n=3).

Finalmente, se determind si MutS es capaz de desplazar a Pol IV cuando esta enzima se
encuentra formando un complejo con 8 clamp, para lo cual se incubé Pol IV y 8 clamp a fin
de preformar el complejo y luego, se agregaron concentraciones crecientes de MutS
(Figura R8A). Mediante el analisis de las mezclas de reaccidon por PAGE se encontré que la

fraccion de B clamp unida a Pol IV disminuy6 a medida que se agregaron concentraciones
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crecientes de MutS, alcanzando un valor de 0,18 a 3 uM de MutS (Figura R8B). Por el
contrario, la version MutSP no interrumpid la interaccién Pol IV-f3 clamp. En resumen,
estos resultados demuestran que MutS inhibe la formacién del complejo Pol IV- clamp,

asi como es capaz de desplazar a esta Pol del factor replicativo.

Como se mencion6 en la Introduccion, estudios previos demostraron que los factores
que interaccionan con 3 clamp utilizan un motivo conservado (CBM) que se une al bolsillo
hidrofébico presente en el anillo [6]. Por ello, se evalud si MutS y Pol IV interaccionan con
[ clamp a través del mismo sitio, es decir, del bolsillo hidrofébico. Con tal fin, se analiz6 si
el péptido MQSDLFA, que corresponde al motivo conservado de interacciéon de MutS con 3
clamp localizado en el C-terminal, es capaz de inhibir la interacciéon Pol IV- clamp. Para
ello, se mezclaron simultdneamente Pol IV, 3 clamp (a una concentraciéon donde la mayoria
de Pol IV se encuentra asociada a § clamp) y concentraciones crecientes del péptido.
Luego, se analizaron las reacciones por PAGE y se cuantific6 la intensidad de la banda
correspondiente al complejo  clamp-péptido, la cual migra a la misma altura que § clamp
debido al bajo peso molecular del péptido (Figura R9A y B). Como se observa en la Figura
RIC, el péptido inhibi6 la interacciéon Pol IV- clamp. Como se esperaba, la adicién del
péptido interrumpe también la interaccién MutS-8 clamp, aunque en menor medida. Esto
puede deberse a que la dicha interacciéon posee una mayor afinidad que la asociacién Pol
IV-B clamp. Asi, estos experimentos aportan evidencia de que MutS y Pol IV comparten un

mismo sitio de interacciéon en 8 clamp, que corresponderia al bolsillo hidrofébico [6, 7].
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Figura R9. Estudio de la interaccion entre MutS o Pol IV y 8 clamp en presencia del péptido
MQSDLFA mediante PAGE. Pie de figura en la siguiente pdgina.
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Figura R9. Estudio de la interaccion entre MutS o Pol IV y 8 clamp en presencia del péptido
MQSDLFA mediante PAGE. (A-B) B clamp (2 puM) fue incubado con Pol IV (20 uM) o MutS (6 uM)
respectivamente, en ausencia (carril 1, paneles A y B) o presencia del péptido MQSDLFA, y luego fueron
analizados en geles nativos de poliacrilamida al 8-16%. Las concentraciones del péptido agregadas a las
reacciones fueron 10, 50 y 100 veces mas altas que las concentraciones de Pol IV y MutS (carriles 2 a 4, paneles
Ay B). Los controles fueron: 8 clamp incubado con el péptido (100 veces mas, carril 5, paneles A y B),  clamp
solo (carril 6, panel A) y péptido solo (carril 6, panel B). Cabe destacar que la banda correspondiente al
complejo 8 clamp-péptido migra de forma similar a la banda de 3 clamp libre, por lo cual asumimos que la
banda a la altura de 8 clamp, cuya intensidad aumenta cuando se agregé péptido a las reacciones de Pol IV-$
clamp y MutS-f clamp, corresponde al complejo 8 clamp-péptido. (C) Cuantificacién del ensayo. El eje de las X
representa la concentracion de péptido agregada en relacién a la concentracién de Pol IV o MutS y el eje de las
Y representa la fraccién de § clamp unida al péptido, correspondiendo 1 al valor en la condicién en ausencia de

Pol IV o MutS (carril 5).

Ic- Efecto de diferentes sustratos de ADN sobre las interacciones entre Muts, 8

clamp y Pol IV

Dado que las proteinas objeto de estudio en este trabajo participan en el metabolismo
del ADN, se ha demostrado que son capaces de interaccionar con dicha molécula. Por
ejemplo, B clamp tiene una alta afinidad por ADN “primeado” (ADNp), es decir, ADN que
tiene un extremo 3’ libre donde se pueden incorporar nucléotidos durante la sintesis de
ADN, mientras que se une con baja afinidad a ADN doble cadena (ADNdc) [17]. Por otro
lado, Pol IV tiene baja afinidad por ADN por lo cual necesita unirse a  clamp para su
actividad [67], mientras que MutS tiene gran afinidad por sustratos ADNdc que contengan
MMso InDels y se une débilmente a ADNdc [131, 134]. Ademas, hay diversos trabajos que
encontraron que el ADN puede modificar la afinidad de las interacciones de 3 clamp con
los factores que se unen a esta molécula o bien la competencia entre dichas proteinas por
el anillo [135]. Por ello, el objetivo de esta seccion es analizar si diferentes estructuras de
ADN afectan ya sea las interacciones bimoleculares o la competencia entre MutS y Pol IV

por 3 clamp.

Efecto de las estructuras de ADN sobre las asociaciones Pol IV-B clamp y MutS-f8

clamp

De acuerdo a lo expuesto, se determind en primer lugar si la presencia de distintas

estructuras de ADN modifica la afinidad de Pol IV y MutS por 8 clamp. Con tal finalidad, se
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mezclaron concentraciones constantes de Pol IV-f3 clamp y MutS- clamp en presencia de
diferentes sustratos de ADN. Los sustratos utilizados fueron ADN simple cadena (ADNsc),
ADNdc, ADNdc con un MM GT (GT-ADNdc), ADNp y ADNp con un MM GT (GT-ADNp).
Luego, dichas mezclas se analizaron mediante PAGE (Figura R10A) y se cuantificé la
intensidad de la banda correspondiente a 3 clamp libre, la cual se utilizé para calcular la
fraccion de 3 clamp unido a Pol IV o MutS (Figura R10B). En el caso de Pol 1V, la presencia
de ADN no afecta significativamente su unién a § clamp. Esto puede deberse a que en estas
condiciones Pol IV interacciona débilmente con los sustratos de ADN mientras que no se
detect6 asociaciéon entre 3 clamp y dichas estructuras (Figura R12C). Por el contrario, la
fraccion unida de 3 clamp a MutS fue 3,5 veces mayor en presencia especificamente de GT-
ADNDp. Este efecto podria deberse a que dicho sustrato de ADN aumenta la afinidad entre
ambos factores o bien, podria estar causado por un mayor acercamiento de las proteinas
favorecido por la estructura GT-ADNp, ya que MutS reconoce el GT mientras que 3 clamp
tiene una alta afinidad por ADNp. Para descartar la dltima hipoétesis, se realizaron ensayos
de PAGE donde se mezclaron concentraciones crecientes de MutSP con una concentraciéon
constante de 8 clamp en presencia de GT-ADNp con el fin de determinar la interaccién de
MutSB-3 clamp en estas condiciones. Cabe destacar que MutSP posee una afinidad por el
GT-ADNdc similar a la proteina salvaje [131]. MutSB no fue capaz de asociarse a 3 clamp en
presencia de GT-ADNp, ya que no se observaron cambios en la intensidad de banda
correspondiente a  clamp libre (Figura R10C y 10D), sugiriendo que dicho sustrato de
ADN podria modificar la afinidad de la interacciéon MutS-f8 clamp. En este sentido,
resultados preliminares indicarian que la afinidad de MutS por 8 clamp esta incrementada
en presencia de este sustrato ya que la Kp estimada mediante PAGE fue 1.09 + 0.48 uM (1,5
veces menor a la Kp en ausencia de ADN). En conclusion, la presencia de los sustratos de
ADN estudiados no altera la interaccion entre Pol IV y § clamp, mientras que MutS tendria

una mayor afinidad por el anillo en presencia del sustrato GT-ADNp.

Diferentes estructuras del ADN pueden modular la habilidad de MutS para inhibir

la interaccion Pol IV-f3 clamp

A continuacioén, se examin6 si la habilidad de MutS para inhibir la unién de Pol IV a 8
clamp esta modulada por estas estructuras de ADN. Para ello, se llevaron a cabo ensayos
de FW en donde se inmoviliz6 Pol IV y en solucién se agregé 3 clamp solo, 8 clamp y MutS,
6 bien B clamp y MutS en presencia de los sustratos de ADN. El grafico de la Figura R11 A

representa la fraccién de 8 clamp unida a Pol IV, donde se considera 1 la intensidad del

46




Resultados - Capitulo |

A 123456 B

Pol IV]

control sin ADN 1 HPol IV
Pol IV-B clamp | : B MutS
ADNsc 2
B clamp | e ADNdc 3
ADN 4
MutS-p cll\glr;\tgl —.HHE- P
GT-ADNdc 5
pamp| RIS CTADNP 6

0 03 0,6 09 1,2
Fraccién unida a p clamp

C 1 2

123 4.5 6 S 1,0
Muts?| Hﬂ.l 5 |
o
£ o6
(9]
feo N 4
3
Bclamp| e - 027
S on§-o 0 2
S o
2 .24 . : .
0 2 4 6 8

MUtS? (uM)

Figura R10. Efecto de diferentes sustratos de ADN sobre las interacciones de 3 clamp con Pol IV y
MutS mediante PAGE. (A-B) Interacciones Pol IV-8 clamp y B clamp-MutS, respectivamente. Pol IV (2 uM) y
MutS (1 pM) fueron individualmente mezcladas con  clamp (2 uM) en presencia de diferentes sustratos de
ADN (15 uM). Las reacciones se analizaron en geles de poliacrilamida al 8-16% (A) y se cuantificaron las
bandas correspondientes a 3 clamp libre para calcular la fraccién de B clamp unido (B). Los sustratos
utilizados fueron ADN simple cadena (ADNsc), ADN doble cadena (ADNdc), ADN doble cadena con un MM GT
(GT-ADNdc), ADN primeado (ADNp) y ADN primeado con un MM GT (GT-ADNp) (carriles 2 al 6,
respectivamente). Ademas se incluy6 una reaccién control sin ADN (carrill). Cabe mencionar que en estas
condiciones, un 10-20% de 8 clamp se encuentra asociado a Pol IV o MutS. (C-D) Ensayo de interaccién de
MutSB-B clamp en presencia de GT-ADNp. Se incubdé una concentracién fija de  clamp (2 pM) con
concentraciones crecientes de MutSP (1,0; 2,0; 4,0; 6,0 uM, carriles 2 a 5) en presencia de GT-ADNp (15 uM).
Luego, se examinaron los productos de reaccién en geles de poliacrilamida (C) y se calcul6 la fraccién de
clamp unido en funcién de la concentracion de MutSP (D). Ademas, se agregaron dos reacciones controles: f3

clamp (carril 1) y B clamp mezclado con GT-ADNp (carril 6).

spot (proteina inmovilizada) en presencia de  clamp. Los resultados muestran que
cuando se agreg6 MutsS, la fraccion soluble de 8 clamp unido a Pol IV fue de 0,59, indicando
que MutS inhibe la interaccion Pol IV- 8 clamp. Las estructuras ADNdc y GT-ADNdc no
afectaron en la capacidad de MutS para competir por el factor de procesividad, ya que la
fraccion de B clamp unido a Pol IV no vari6 significativamente (0,56 y 0,60,

respectivamente). En tanto que la fraccién de B clamp unido a Pol IV en presencia de

47




ADNsc fue de 1,04, indicando que esta estructura suprime la capacidad de MutS para
prevenir la formacion del complejo Pol IV-f3 clamp. Por otro lado, en presencia de los ADN
primeados (ADNp y GT-ADNp) MutS inhibié en mayor medida la interaccién Pol IV-8
clamp ya que la fraccion de [ clamp unido a Pol IV se redujo (0,30 y 0,45,
respectivamente). Este dltimo resultado fue confirmado utilizando ensayos de SPR (Figura
R11B), en los cuales Pol IV fue inmovilizada a la superficie del chip y se inyect6 al sistema
microfluidico 3 clamp solo o pre-incubado con MutS (30 o 60 nM) en presencia o ausencia
de los sustratos ADNp y GT-ADNp. En ausencia de MutS y los sustratos de ADN, 8 clamp se
unio a Pol IV ya que se observo un aumento en las RU. Cuando este factor fue pre-incubado
con MutS a una concentracion de 60 nM, la unién a Pol IV fue inhibida (respuesta
negativa), mientras que la proteina de reparacién no fue capaz de impedir la asociacion
Pol IV- clamp a 30 nM. En esta ultima condicién, la interaccion Pol IV-B clamp fue
inhibida cuando se agregaron los sustratos de ADN independientemente, confirmando que

ADNp y GT-ADNp mejoran la capacidad de MutS para competir con Pol IV por el factor de

procesividad.
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Figura R11. Efecto de diferentes sustratos de ADN sobre la inhibicién de la interaccién Pol IV-f
clamp por MutS. (A) Ensayo de FW. Pol IV-Strep III (3 pmol) fue inmovilizada en una membrana de
nitrocelulosa y posteriormente incubada con una solucién conteniendo 8 clamp-Hise (0,25 pM) mezclado con
MutS-Strep III (0,50 uM) y diferentes sustratos de ADN (15 puM). La unién de Pol IV a  clamp fue detectada
mediante un anticuerpo que reconoce el Hiss presente en § clamp. Luego, se cuantificé la intensidad de los
spots de Pol IV para calcular la fraccién de $ clamp unido a Pol IV (Eje Y del grafico), tomando como 1 la
intensidad de los spots en la condiciéon control correspondiente a § clamp soluble en ausencia de MutS. Las
barras de error corresponden a la desviacion estdndar (n=3). (B) Ensayo de SPR. Pol IV fue inmovilizada en la
superficie del chip. 8 clamp (0,25 pM) solo o preincubado con MutS (30 or 60 nM) y ADN (15 uM) fue
inyectado sobre la superficie del chip. En el grafico se representa los valores maximos de unién (RU) de una de

las réplicas (n=3).
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Como conclusién general, estos resultados indicarian que cada sustrato impone una
regulacion especifica sobre la capacidad de MutS para competir con Pol IV por la

interaccion con {3 clamp.

Efecto de los sustratos de ADN en la migracién de MutS en geles nativos

En los experimentos de PAGE, se observo que las bandas correspondiente a MutS y/o el
complejo MutS-f clamp exhibian una mayor migracién en presencia de GT-ADNp (Figura
R10A, panel inferior, comparar carril 1 con carril 6). Cabe recordar que por esta
metodologia no fue posible separar las bandas correspondientes a MutS y MutS-f3 clamp,
por lo cual a priori no se conoce si el efecto de este sustrato ocurre sobre la proteina de
reparacidn sola o sobre el complejo. Entonces, se estudi6 mediante PAGE si los sustratos
de ADN modifican la migracién de las proteinas individuales, § clamp y MutS. Para el caso
de B clamp no se observaron cambios en la migraciéon (Figura R12A), mientras que la
incubacién de MutS con los sustratos de ADN mostré marcados cambios en la migraciéon
de dicha proteina (Figura R12 B). El ADNsc no produjo cambios significativos en la
migracion de MutS. Por el contrario, en presencia de los sustratos ADNdc, ADNp y GT-
ADNdc, se observé una banda difusa mas retardada con respecto a la banda de MutS en
ausencia de ADN. De manera interesante, en presencia de GT-ADNp, MutS forma una
banda bien definida que present6 una mayor movilidad en el gel nativo. A modo de
control, se realizaron geles nativos que luego fueron tefiidos con Bromuro de Etidio (BEt)
para corroborar que ambas proteinas formaran un complejo con los sustratos de ADN. En
el caso de MutS, se observd asociacion entre la proteina y las estructuras de ADN (Figura
R12D). Sin embargo, la banda de 8 clamp no mostr6 marca con BEt, indicando que el anillo
no fue capaz de interaccionar con los sustratos de ADN en las condiciones estudiadas

(Figura R12C).

A continuacion, se estudio el efecto sobre MutS de extender el extremo 3’ libre en el
sustrato GT-ADNp hasta obtener un GT-ADNdc (Figura R12E). Es decir, se generaron
sustratos de ADN donde incrementd el numero de nucleétidos existente entre el GT y el
extremo 3 libre desde 8 pb (GT-ADNp) a 18 pb (GT-ADNdc). Luego estas estructuras
fueron incubadas con MutS y las mezclas se analizaron mediante PAGE. En presencia de
los sustratos GT-ADNp que poseen entre 8 a 13 nucleétidos entre el GT y el extremo 3’

(Figura R12E, Carriles 2-7), MutS presentd una migraciéon mayor en relacion a la proteina
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Figura R12. Efecto de diferentes sustratos de ADN sobre la migracién de MutS en geles nativos
(PAGE). (A) B clamp (4 puM) fue incubado con los sustratos (8 pM) ADN simple cadena (ADNsc), ADN doble
cadena (ADNdc), ADN doble cadena con un MM GT (GT-ADNdc), ADN primeado (ADNp) y ADN primeado con
un MM GT (GT-ADNp) (carriles 3-7 respectivamente). Como control, se realiz6 por duplicado una reaccién en
ausencia de ADN, indicada con el simbolo (-) (carriles 2-8). Se agregaron dos marcadores de peso molecular:
Tiroglobulina (670kDa, carril 1) y 8 amilasa (200 kDa, carril 9). Las muestras fueron analizadas en geles
nativos de poliacrilamida 7% tefiidos con Coomasie blue. (B) MutS (2 uM) fue mezclada con concentraciones
crecientes de diferentes sustratos de ADN (2, 4 y 8 uM). En cada condicidn, se agreg6 una reaccién control sin
ADN, indicada con el simbolo (-). El primer y tltimo carril corresponde a la mutante dimérica MutSR842E. Las
reacciones fueron analizadas en geles nativos de poliacrilamida 5% tefiidos con Coomasie blue. (C) Pol IV (7.5
uM) o B clamp (2 uM) fue incubado con los sutratos de ADNsc, ADNdc, GT-ADNdc, ADNp y GT-ADNp (15 puM)
(carriles 2-6 y 9-13, respectivamente). Se afiadieron las siguientes reacciones de control: ADNdc (carril 1),
ADNp (carril 8), Pol IV (carril 7) y B clamp (carril 14). Las muestras fueron analizadas en gel nativo de
poliacrilamida 10% tefiidos con bromuro de etidio. Se indican las bandas correspondientes a 3 clamp, Pol IV y
ADN. (D) Incubacién de MutS (2uM) con diferentes sustratos de ADN (ADNdc, GT-ADNdc, ADNp y ADNp,
carriles 2-5 respectivamente). Se agregd una reaccién control conteniendo MutS (carril 1) y una con ADN
(carril 6) Las muestras fueron analizadas en gel nativo de poliacrilamida 10% tefiidos con bromuro de etidio.
Se indican las bandas correspondientes al complejo MutS-ADN y ADN. (E) Efecto de la longitud del primer
respecto al GT. MutS (2uM) fue incubada con sustratos GT-ADNp (8 uM) que tienen diferente longitud de
nucleétidos a partir del MM GT (8 a 16 pb, Carriles 2 a 10). Se agregé ademas una reaccién control sin ADN
(carril 1) y una reaccién en presencia de GT-ADNdc (carril 11). Las muestras fueron analizadas en geles

nativos de poliacrilamida 5% tefiidos con Coomasie blue.
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en ausencia de ADN. Por el contrario, aquellos sustratos que poseen 14, 15 o 16
nucleétidos entre el GT y el extremo 3’ (Figura R12E, Carriles 8-10) indujeron una
migracion similar a la observada para GT-ADNdc (Figura R12E, Carril 11). Estos
resultados sugieren que MutS podria sufrir una compactacién o bien un cambio de su
estado oligomérico en presencia de un MM prdéximo al extremo 3° libre, que producirian

una mayor migracion en geles nativos.

En soluciéon MutS de P. aeruginosa se encuentra principalmente como tetramero y su
capacidad de oligomerizacién depende de su regién C-terminal [130]. Con el propésito de
determinar si el cambio en la movilidad de MutS inducido por GT-ADNp se debe a un
cambio en el estado oligomérico de tetramero a dimero, se comparé la migraciéon del
complejo MutS-GT-ADNp con la versiéon mutante dimérica MutSR842E (Figura R12B). Esta
version mutante presenta una sustituciéon de la arginina por un acido glutdmico en la
posicion 842 del C-terminal de MutS, lo cual previene la tetramerizacion [130]. Como se
observa en la FiguraR12B, la migracién de MutS en presencia de GT-ADNp es menor que la
observada para MutSR842E. Asimismo, cuando la mutante MutSR842E fue incubada con
las diferentes especies de ADN, asi como aquellos sustratos GT-ADNp donde se aumenté la
distancia entre el GT y el extremo 3’, se encontré que dichos sustratos tienen el mismo
efecto sobre la migracion que el descripto previamente para MutS (Figura R13A-B). Los
resultados indicarian que el efecto particular de la estructura de ADN es independiente del
estado oligomérico de MutS ya que se observa el mismo comportamiento para el
tetramero de MutS y el dimero de MutSR842E. De la igual manera, se observé el mismo
fendmeno en la mutante MutS#, indicando que el motivo conservado de unién a § clamp

tampoco estd implicado en los efectos mencionados (Figura R13C).

[gualmente, se testeo si esta estructura de ADN produce un cambio de migracién en los
dominios involucrados en la dimerizaciéon y tetramerizaciéon de MutS, HTH/C-ter y C-ter,
respectivamente. El dominio C-ter (57 aa) corresponde a un péptido que comprende los
residuos 799 a 855 de MutS mientras que el HTH/C-ter (92 aa) abarca los residuos 764-
855 de la proteina. Las fusiones de dichos dominios a la proteina monomérica de unién a
la maltosa (Maltose Binding Protein 6 MBP) son capaces de inducir su tetramerizacion in
vitro. Contrariamente, la mutante HTH/C-ter R842E-MBP no es capaz de formar
tetrameros, por lo que se encuentra en estado dimérico [130]. En los siguientes ensayos se

incubaron los sustratos de ADN con C-ter-MBP, HTH/Cter-MBP y HTH/CterR842E-MBP de
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Figura R13. Efecto de diferentes sustratos de ADN sobre la migracion de MutSR842E, MutS# y las
fusiones C-ter-MBP, HTH/C-ter-MBP y HTH/C-terR842E-MBP en geles nativos (PAGE). (A) MutSR842E (2
uM) fue mezclada con concentraciones crecientes de diferentes sustratos de ADN (2, 4 y 8 uM). En cada
condicidn, se agregd una reacciéon control sin ADN, indicada con el simbolo (-). El primer y ultimo carril
corresponde a MutS WT. (B) Efecto de la longitud del primer respecto al GT sobre la mutante MutSR842E. 2uM
de proteina fue incubada con sustratos GT-ADNp (8 uM) que tienen diferente longitud de nucleétidos a partir
del MM GT (8 a 16 pb, Carriles 2 a 10). Se agregd ademas una reaccion control sin ADN (carril 1) y una reaccién
en presencia de GT-ADNdc (carril 11). (C) MutSP (2 uM), (D) C-ter-MBP (2 uM), (E) HTH/Cter-MBP (2 uM) y
HTH/CterR842E-MBP (2 puM) fueron mezcladas con diferentes sustratos de ADN (15 puM). Los sustratos
utilizados fueron ADNsc, ADNdc, GT-ADNdc, ADNp y GT-ADNp (Carriles 2-6). Se agregaron ademas reacciones
de control sin ADN (en cada caso, carril 1) y marcadores de peso molecular (Tiroglobulina -640 kDa- y
amilasa -200 kDa-). En todos los ensayos, las reacciones fueron analizadas en geles nativos de poliacrilamida

5% tefiidos con Coomasie blue.

forma independiente y se analizé su migracion mediante por PAGE. En ninguno de los
casos se encontraron cambios en la migracién de las fusiones en relacién al control sin
ADN, indicando que es necesaria la proteina completa para observar dicho fendmeno

(Figura R13D-E).

En sintesis, estos experimentos muestran que la presencia de diferentes estructuras de

ADN modifica la migraciéon de MutS en geles nativos. Las evidencias sugieren que este
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efecto se debe a modificaciones conformacionales y no a cambios en el estado oligomérico
de MutS. Particularmente, la presencia de un MM de tipo GT préximo al extremo 3" libre en
un sustrato ADNp produce un cambio en la migracién de MutS en geles nativos indicando
que la proteina podria adquirir una conformacién mas compacta. Las implicancias de estos
resultados en el modelo planteado se analizan en la seccion de discusion. Actualmente, se
estan llevando a cabo diferentes estudios estructurales y bioquimicos para dilucidar el rol
de los sustratos de ADN sobre la estructura de MutS. Asimismo, se esta caracterizando
detalladamente las interacciones Pol IV-f clamp y MutS-B clamp en presencia de los

sustratos mencionados mediante SPR.
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RESULTADOS - CAPITULO II. ANALISIS DEL ROL DE LA INTERACCION
MUTS-B CLAMP EN LA REPLICACION DEPENDIENTE DE POL IV EN CELULAS

DE Pseudomonas aeruginosa.

Si bien los resultados bioquimicos del primer capitulo indicarian que MutS inhibe la
interaccion entre Pol IV y B clamp, a la vez que las estructuras de ADN presentes en los
sitios de replicacién mejoran significativamente esta accion de MutS, nuestra intencion fue
corroborar si esta competencia ocurre in vivo. Asi, el objetivo del presente capitulo es
determinar cudl es la relevancia de esta nueva funcién de MutS en la bacteria P. aeruginosa
en condiciones normales de crecimiento (seccién Il.a) asi como en condiciones de estrés
(seccion ILb). Con este propoésito, en este capitulo se realizaron diferentes estudios
comparativos utilizando dos cepas de P.aeruginosa: la mutante mutS#, en el cual se realizo
el intercambio alélico del gen mutS por el gen mutS? que codifica la version mutante MutS#
incapaz de interaccionar con 3 clamp [131], y la cepa parental (WT) en condiciones donde

Pol IV se encuentra ausente, posee una expresion basal o se sobreexpresé ectépicamente.

IL.a - Mutagénesis espontanea dependiente de Pol IV en células bajo condiciones

de crecimiento normales

La expresion ectépica de Pol IV induce un aumento significativo de los niveles de

mutagénesis cuando MutS no interacciona con f§ clamp

Estudios previos demostraron que la sobreexpresion de Pol IV en las bacterias E. coli
[39-41], B. subtilis [44], P. putida [42] y P. aeruginosa [43] causan un leve aumento de la
frecuencia de mutacién en genes cromosomales. Particularmente, se ha determinado que
dicho efecto es dependiente de la interaccién de Pol IV con 8 clamp para células de E. coli y
B. subtilis. Se postula que bajo estas condiciones Pol IV accede a los sitios de replicacion
mediante su asociacién al factor de procesividad favoreciendo la sintesis de ADN no

dafiado con una baja fidelidad [64].

Con el objeto de determinar si MutS es capaz de controlar la interaccién entre Pol [Vy 3

clamp in vivo, y en consecuencia, el acceso de esta Pol a los sitios de replicacion, en primer
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Figura R14. Deteccion de la expresion ectopica de Pol IV mediante Western blot. Pol IV fue expresada
fusionada al péptido de afinidad Hise utilizando el plasmido inducible por arabinosa p5BAD. La sobreexpresiéon
de Pol 1V, cuyo peso molecular predicho a partir de la secuencia de nucleétidos es de 38,9 kDa, fue
monitoreada mediante un anticuerpo anti Hise. Los paneles A y B corresponden a las membranas de Western
blot (parte superior: imagen de la membrana no saturada, parte inferior: imagen de la membrana saturada)
mientras que los paneles C y D corresponden a los geles de proteina total perteneciente a las cepas WT y
mutSP, respectivamente. Carril 1: control de células que contienen el vector vacio (p5BAD) inducido con
0,050% de arabinosa; carriles 2 a 7: células que contienen p5SBAD-dinB luego de la induccién con 0,005, 0,010,
0,020, 0,030, 0,040 y 0,050% de arabinosa, respectivamente; carril 8 y 9: células conteniendo p5SBAD-dinBD8A
y p5BAD-dinBA5, respectivamente, luego de la induccion con 0,050% de arabinosa; carril 10: control 100 ng de
B clamp-His (=40,6 kDa). (E) Curva de dosis-respuesta para la expresiéon de Pol IV-Hise. La sefial de
fluorescencia (eje Y) fue medida a partir de los carriles 2-7 y graficada en funcién de la concentraciéon de

arabinosa (eje X) utilizada para la induccién de la expresion. Se muestra un experimento representativo.
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lugar se estudio el efecto de la sobreexpresion de Pol IV sobre la mutagénesis espontanea
en células creciendo exponencialmente de las cepas mutSF y WT. Para determinar los
niveles de mutagénesis espontdnea se estimd la tasa de mutaciéon de resistencia a los
antibiéticos Ciprofloxacina (CipR), Amikacina (AmkR) y Rifampicina (RifR). Dado que la
resistencia a cada antibiotico estd mediada por mutaciones en diferentes genes
cromosomales fue posible examinar si la mutagénesis observada es particular de un gen o
un fenémeno global que se produce en el cromosoma de la bacteria. En P. aeruginosa, los
genes involucrados en cada resistencia son: nfxB, gyrA y parC para CipR, mexZ para AmkR y
rpoB para RifR [132, 133, 136, 137]. Para sobreexpresar de Pol IV, se clon6 el gen que
codifica esta polimerasa, denominado dinB, en un plasmido de expresién inducible por
arabinosa (p5BAD) donde Pol IV fue expresada como una fusién al péptido Hise. La
expresion ectdpica del gen dinB fue detectada en las cepas mutSF y WT conteniendo el
vector p5BAD-dinB mediante Western blot donde se utilizé un anticuerpo anti Hise (Figura
R14). Los niveles de expresién de Pol IV fueron similares en ambas cepas, los cuales
aumentan linealmente en funcién de la concentracién de arabinosa (0,005- 0,050%, Figura
R14, paneles A y B, carriles 2-7). Por el contrario, Pol IV no fue detectada en células que

contenian el vector vacio p5SBAD (Figura R14, paneles Ay B, carril 1).

La sobreexpresion de Pol IV a partir del plasmido p5BAD-dinB increment6 la tasa de
mutacion en las cepas WT y mutSP respecto al control con el plasmido vacio p5BAD (Figura
R15B). Cabe mencionar que la tasa de mutacién de células que contienen el plasmido
p5BAD no mostré diferencias significativas con la tasa de mutacién de las cepas WT y
mutSF (Figura R15B). La cepa WT exhibié un aumento de 4-, 3- y 2- veces en la tasa de
mutacién a CipR, AmkR y RifR respectivamente, independientemente de los niveles de
expresion de Pol IV (Figura R15A). Esto es, si bien la concentracién mas alta de arabinosa
(0,050 %) resulta en un aumento de la expresion de Pol IV de 10 veces respecto a la menor
concentracién (0,005%), no se encontraron diferencias significativas en la tasa de
mutacién en todas las concentraciones de arabinosa testeadas. Por el contrario, en la cepa
mutSP se observé un incremento de la mutagénesis concomitante con la expresion de Pol
IV, alcanzando un maximo de 22, 15 y 17 veces en las tasas de mutacion a CipR, AmkRy

RifR, respectivamente, respecto al control con el plasmido p5BAD (Figura R15A).
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Figura R15. Efecto de la sobreexpresion de Pol IV, Pol IV D8A y Pol IV A5 sobre la mutagénesis
espontanea. (A) Tasa de mutacion a la resistencia a Ciprofloxacina (CipR), Amikacina (AmkR) y Rifampicina
(RifR) de las cepas WT y mutSP que sobreexpresan Pol IV a partir del plasmido p5BAD-dinB en funcién de
diferentes concentraciones de arabinosa (0,005-0,050 %). Cada punto corresponde al valor de tasa de
mutacion con su intervalo de confianza del 95%. (B) Tasa de mutacién a CipR, AmkRy RifRde las cepas WT y
mutSF que contienen los plasmidos p5BAD, p5SBAD-dinB, p5BAD-dinBD8A o p5BAD-dinBA5 luego de la
induccién con 0,050% de arabinosa. Se incluye la tasa de mutacién de ambas cepas sin plasmido. Se indican las

tasas de mutacién con sus intervalos de confianza del 95 %.

Con el fin de determinar si la actividad mutagénica de Pol IV depende de su interaccion
con {3 clamp y actividad catalitica, se midi6 la tasa de mutacién en células que poseen el
plasmido p5BAD conteniendo versiones mutantes del gen dinB que codifican Pol IV A5 y
Pol IV D8A. La mutante Pol IV A5 posee una delecidn de los dltimos cinco aminoacidos que
corresponde al principal sitio de interaccion con 8 clamp. La mutante Pol IV D8A contiene
una sustitucion del residuo acido aspartico por una alanina presente en el sitio catalitico I,
por la cual no posee actividad polimerasa [43]. No se observé un incremento significativo

en la tasa de mutacién de las cepas WT y mutSP cuando la sobreexpresiéon de estos alelos
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presentes en el plasmido p5BAD fue inducida a una concentracién de arabinosa del
0,050%, (Figura R15 B). El ensayo de Western blot revel6 que los niveles de expresion a
0,050% de arabinosa de ambas mutantes no fueron comparables con los niveles de Pol IV.
Pol IV A5 presento6 una expresion 4 y 6 veces mayor mientras que Pol IV D8A, 4 y 10 veces
menor en las cepas WT y mutSB, respectivamente (Figural4, paneles Ay B, carriles 8 -D8A-
y 9 - A5-). Cabe destacar, que los niveles de Pol IV D8A fueron similares a los observados
de Pol IV a bajas concentraciones de arabinosa (0,005% y 0,010%), donde la mutagénesis

estaba aumentada.

En resumen, estos resultados demuestran que la expresion ectépica de Pol IV a partir
de un plasmido produce mutaciones en el cromosoma de P. aeruginosa, y que esta
mutagénesis dependiente de Pol IV es considerablemente mayor en la cepa mutS? que en
la cepa WT. Asimismo, la interaccion de Pol IV con 8 clamp y su actividad ADN polimerasa

son necesarias para la inducciéon de mutagenésis por esta enzima.

Pol IV constituye un factor clave para la mutagénesis espontdnea en la cepa mutS#

Dado que las tasas de mutacion a los diferentes antibi6ticos de las cepas WT y mutS# no
difieren significativamente (Figura R16A, R15A y B), se caracteriz6 el espectro de
mutacién con el fin de estudiar la especificidad mutacional en detalle de la cepa mutS#
comparado con la cepa WT. Para ello, se utilizé como reportero el gen nfxB, que permite
detectar un amplio rango de mutaciones y analizar si existe diferencias en los niveles de
mutagénesis entre ambas cadenas de ADN (Strand bias) y el contexto de secuencia

preferido de mutaciéon[133].

Mediante el secuenciamiento de la regién codificante de nfxBy su regién promotora, se
observaron los seis tipos de sustituciones de base, deleciones e inserciones de un
nucleétido (1pb-del y 1pb-ins) y deleciones de 2-100 nucleétidos (>1bp-del) en todas las
cepas analizadas. Cuando se compararon los espectros entre las cepas WT y mutS?, se
encontr6 que la tasa de la sustitucion de base AT>CG es significativamente mayor (2
veces) en la cepa mutSF (Figura R15B). Para determinar si esta transversién se debe a la
actividad de Pol 1V, se generaron células deficientes en esta enzima mediante la delecion
del gen dinB en las cepas mutS# y WT. La deficiencia de Pol IV disminuy6

significativamente la tasa de las sustituciones AT>CG (2 veces), CG>AT (2 veces) y AT>GC
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(3 veces) en el contexto mutS? (cepas mutS# vs mutSfdinB). Notablemente, la delecion de
dinB no modificé la tasa de ninguna de las mutaciones en el contexto WT (cepas WT vs
dinB) (Figura R15B). Asimismo, y con la finalidad de corroborar que las mutaciones
AT>CG, CG>AT y AT>GC son generadas por la actividad de Pol 1V, se analiz6 el espectro de
nfxB en condiciones donde esta Pol provoca un aumento significativo de la mutagénesis tal
como en las células que sobreexpresan esta enzima. Efectivamente, la sobreexpresion de
Pol IV en las cepas mutSf y WT provoca un incremento de las mutaciones AT>GC, AT>CG,
CG>GC y >1pb-del respecto al control de células sin plasmido. La tasa de estas mutaciones

fue 13, 9, 3 y 6 veces mas alta en la cepa mutS? respecto a lo observado en la cepa WT

(Tabla R1).
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Figura R16. Contribucién de Pol IV a la mutagénesis espontanea. (A) Tasa de mutacién basal de
resistencia a Ciprofloxacina (CipR) de las cepas WT, dinB, mutSF, y mutSPdinB. (B) Las tasas de mutacién para
cada tipo de mutacion detectada en nfxB de clones CipR fueron comparadas entre las cepas WT, mutSp, dinB'y
mutSPdinB. Las barras de error indican los intervalos de confianza del 95%. Los asteriscos (*) indican

diferencias significativas en las tasa de mutacion.

En resumen, el analisis de los tipos de mutacién indicaria que Pol IV no contribuye a la
mutagénesis espontanea en células de P. aeruginosa creciendo exponencialmente ya que la
inactivacion de dinB no modificé el espectro de mutacién en el contexto WT. Por el
contrario, una proporcion de las mutaciones espontaneas son generadas por esta ADN Pol

de baja fidelidad en la cepa mutS®.
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Tabla R1. Tasas para cada mutacién en nfxB?
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Tipo de Cepa/Plasmido

mutacion WT mutSB dinB mutS8dinB  WT p5BADdinB mutS8 p5BADdinB
AT>TA 5.4 (3,0-7,5) 2,7 (1,5-4,5) 3,0(1,8-4,8) 3,3(1,8-54) 23,4 (8,1-44,7) 97,8 (27,6- 196,8)
CG>AT 2,7 (1,2-4,5) 2,7 (1,8-4,5) 4,8 (2,7-7,5) 1,2 (0,6-1,5) 47,1 (20,7-81,0) 195,3 (74,7-354,9)
AT>CG 10,8 (6,9-15,0) 21,3 (16,2-27,9) 10,5 (6,9-150) 9,0 (5,7-12,9) 117,6 (65,4-180,6) 1074,0 (645,3-1578,9)
CG>GC 2,7 (1,2-4,5) 1,5 (0,6-2,4) 1,8 (0,9-3,3) 2,4 (1,2-3,9) 705,6 (516,3-915,9) 2343,3 (1592,1-3197,1)
CG>TA 18,6 (12,9-25,2) 16,8 (11,7-22,8) 9,6 (6,3-13,5) 9,0 (5,7-12)9) 47,1 (20,7-81,0) 195,3 (74,7-354,9)
AT>GC 1,8 (1,2-4,5) 4,2 (2,4-6,6) 3,0(1,8-4,8) 1,2 (0,8-1,5) 23,4 (8,1-44,7) 292,8 (128,7-503,1)
1-pb del 6,6 (3,9-9,9) 7,2 (4,2-10,2) 5,7 (3,3-8,7) 10,2 (6,6-14,4) 117,6 (65,4-180,6) 292,8 (128,7-503,1)
1-pbins 6,6 (3,9-9,9) 4.2 (2,4-6,6) 2,7(1,8-4,2) 3,3(1,8-54) 23,4 (8,1-44,7) 97,8 (27,6-196,8)
>1-pbdel 159(10,8-21,9) 114 (7,5-156) 8,1 (54-10,8) 9,0 (5,7-12)9) 94,2 (49,8-148,2) 585,9 (310,5-921,6)
Total 76,6 (58,8-97,0) 75,1 (58,6-93,9) 60,6 (42,6-75,9) 70,9 (54,8-89,5) 11994 (912,0-1523,1) 5370,3 (4072,5-6859,8)

2La tasa de mutacion y los limites de confianza del 95% (valores entre paréntesis) para cada mutacién en nfxB fueron

calculados como se describe en Materiales y Métodos (10-19).

Otro aspecto que se estudi6 utilizando el reportero nfxB fue la preferencia de
mutagénesis en una cadena o Strand bias. En términos generales, este parametro se refiere
a que los procesos a los cuales esta sometido el ADN, tales como la replicacion, reparacion
o transcripcidn, operan de manera diferencial en una cadena respecto a la otra. En este
trabajo, el concepto de Strand bias hara referencia a que las mutaciones del tipo
sustitucion de bases se producen preferentemente en una de las cadenas del ADN. Cabe
mencionar que nuestro interés en analizar este parametro se debe a que previamente se
observd que la sobreexpresion de Pol IV en E. coli aumenta el nimero de mutaciones
preferentemente en la cadena retardada de la replicacién [39]. Asi, se analizé si cada
espectro de sustitucion de bases en nfxB presenta un Strand bias utilizando el software
iMARs [138]. En este programa se puede analizar estadisticamente si existe un Strand bias
en los pares de bases dC/dG o dA/dT. Brevemente, en primer lugar el software calcula un
valor esperado de la frecuencia de mutacion en las bases dG, dC, dA y dT basandose en el
supuesto de que las mutaciones se producen al azar independientemente de la cadena. En
este calculo se considera el porcentaje de cada base que contiene el gen nfxB y el nimero
de sustituciones de bases que se detectaron en cada cepa. Luego, dicho valor esperado se
compara con el valor observado y se realiza un test estadistico. Si existen diferencias
significativas en la frecuencia de mutaciéon entre los valores esperados y observados
(p<0,05) para los pares de bases dC/dG o dA/dT, podria indicar que ocurri6é un fenémeno

de Strand bias.
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El andlisis mediante iMARS arroj6é que no existe Strand bias en el espectro de mutacion
de la cepa WT. En esta cepa, la sobreexpresion de Pol IV produjo un Strand bias mientras
que la deficiencia de dicha Pol no tuvo ningtn efecto. Por el contrario, en el contexto mutS#
se evidenci6 un Strand bias significativo en el espectro de mutaciones, fenémeno que no
fue observado en la cepa mutSfdinB, deficiente en Pol IV. Como era esperado, las células
mutSP que sobreexpresan Pol IV mostraron Strand bias (Tabla R2). En sintesis, la actividad
de Pol IV produciria una mutagénesis preferencial en una de las cadenas de la horquilla de

replicacion en la cepa mutSP creciendo exponencialmente pero no en la cepa WT.

Tabla R2. Strand bias para las mutaciones de sustituciones de base*

Cepa Base Observado Esperado Base Observado Esperado
WT C 8 9.65 061 044 | muts C 13 8.04 6.5 0.01
G 10 835 G 2 6.96
A 7 741 0.02 088 A 10 10.59 0.03 0.86
T 7 7.00 T 10 10.00
dinB C 5 8.58 322 007 | muts C 7 5.90 044 0.50
G 11 742 ang g 4 5.10
A 8 9 014 071 A 8 6.35 1.09 0.30
T 9 8.50 T 4 6.00
WT C 1 18.23 3510 0.00 | mutSe C 1 15.01 28.19 0.00
pﬁﬁg' G 33 15.77 pz,?ﬁg' G 27 12.99
A 4 3.18 0.55 046 A 10 7.94 1.37 0.24
T 2 3.00 T 5 7.50

*Analisis en cepas WT y mut$*, deficientes en Pol IV (dinB) o que sobreexpresan Pol IV (p5BADdinB)

Finalmente, el andlisis del espectro de mutaciones en nfxB utilizando iMARS revel6 que
los dinucléotidos GG y GC fueron preferencialmente mutados en las cepas mutS#F y WT que
sobreexpresaban Pol IV (Figura R17E y F). Ambos dinucle6tidos estdn en su mayoria
presentes en sitios donde ocurren la transversiones CG>GC, la cual corresponde a una de
las mutaciones mas comunes provocadas por la sobreexpresiéon de Pol IV. El andlisis visual
de las secuencias colindantes al sitio de mutaciéon determind que las mismas ocurren
preferentemente en el trinucleétido GGC (el nucle6tido mutado esta resaltado en negrita)
que incluye a los dinucléotidos GG y GC (Figura R17, Tablas A1-6 del anexo). Ademas, una
alta proporcion de transversiones AT>GC ocurrieron en el trinucleétido GAC en
condiciones de sobreexpresion de Pol IV. Asi, estas observaciones sugieren que la
secuencia GXC (donde X corresponde al nucléotido mutado) podria representar el
contexto preferido de mutaciéon para Pol IV en nfxB. Este resultado fue confirmado
mediante el andlisis de las secuencias correspondientes a las cepas que sobreexpresaron
Pol IV utilizando la herramienta bioinformatica MEME suite [139]. A partir de dicha

herramienta, se obtuvo un logo de secuencias en el cual se destaca la prevalencia del
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Figura R17.
Analisis del
contexto preferido
de mutaciéon de
Pol IV en nfxB.
Distribucién de las
mutaciones en los
distintos tipos de
dinucleétidos en las
cepas  WT (A);
mutSP (B); dinB (C);
mutSédinB (D); WT
y mutSP que
sobreexpresan a Pol
IV a partir del
vector p5BAD-dinB
a una concentracion
de 0.05% de
arabinosa, (E) y (F)

respectivamente.
Los graficos fueron
obtenidos a partir el
analisis con el
software iMARS
[138]. (F) Logo de
secuencias que
muestra el contexto
preferido de
mutacién de Pol IV.
El eje de las X
corresponde a la
posicion de los
nucleétidos (la
posicion de la
mutacién se indica
con la flecha). La
altura de las letras
es proporcional a su

frecuencia. Esta

informacion esta cuantificada en bits (eje Y). El logo fue obtenido a partir de las secuencias colindantes (5pb

aguas arriba y aguas abajo) de nfxB que contenian sustituciones de base en las cepas WT y mutSP que

sobreexpresaron Pol IV a partir del plasmido p5BAD-dinB utilizando la herramienta online MEME [139].




contexto GXC en el sitio de mutacién. Esta especificidad de secuencia para las mutaciones
del tipo de sustituciones de base coincide con lo observado en E. coli, bacteria donde Pol [V
prefiere el contexto de mutaciéon GX [35, 40]. La secuencia GXC fue detectada en el 58 y 89
% de las sustituciones de bases para las cepas mutSf y WT que sobreexpresaban Pol 1V,
respectivamente. En la cepa WT, el 3 % de las sustituciones de bases ocurrieron en el
contexto GXC, mientras que una mayor proporciéon (14%) de estas mutaciones fue
observada en dicho contexto en la cepa mutS# (Tablas 1 a 6 del anexo). En contraste, no se
observaron sustituciones de bases dentro de sitios GXC en la cepa dinB, mientras que solo
se detectd en el 4% de las sustituciones en la cepa mutS? dinB. Estas observaciones
demuestran que las mutaciones aparecen en el contexto de secuencia GXC con mayor
frecuencia en la cepa mutSP que en la cepa WT, y que dichas mutaciones dependen de la
presencia de Pol IV, corroborando que esta enzima constituye un factor importante en la

mutagénesis espontanea cuando MutS no interacciona con el factor de procesividad.

La mutagénesis producida por la incorporacion de 8-oxo-dGTP se encuentra

incrementada en la cepa mutS?b.

El analisis del espectro de mutaciones muestra que Pol IV seria responsable de las
mutaciones AT>CG, CG>AT y AT>GC en la cepa mutS#. La aparicion de la transicién AT>GC
solo ha sido descripta cuando una O#-alquil-timina se aparea con una G durante la
replicacién [140]. Sin embargo, se ha reportado que las otras sustituciones son generadas
cuando existe dafio oxidativo, particularmente la presencia de 8-oxo-dGTP, principal
lesion oxidativa en nucleétidos. Asi, la sustitucion AT>CG se produce cuando Pol IV
incorpora 8-0xo-dGTP en frente a una A [54]. En tanto que si la 8-0xo0-dG se encuentra
presente en la cadena molde, se puede aparear con una A, induciendo la aparicién de la
transversion CG>AT [141]. En E. coli, la defensa contra la 8-0x0-dG involucra la accién de
varias proteinas, entre las que se encuentra la fosfohidrolasa MutT. Este factor, hidroliza la
8-0x0-dGTP presente en el pool de nucledtidos a 8-oxo-dGMP, previniendo su
incorporacién durante la sintesis del ADN [142]. Este mecanismo de reparacién esta
conservado en P. aeruginosa donde MutT ha sido identificada y fue corroborada su rol

central en evitar la mutagénesis causada por dicho nucleétido oxidado [129, 132].

En esta seccién, y considerando que Pol IV es capaz de incorporar 8-oxo-dGTP
erroneamente, se analiz6 si la interaccion entre MutS y 8 clamp tiene un rol importante en

la mutagénesis de cepas deficientes en la proteina MutT, donde estan incrementados los
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niveles enddgenos del nucledtido 8-oxo-dGTP. Para ello, se midid la tasa de mutacioén de
resistencia a Cip en las cepas mutT y mutSf mutT [143]. La cepa mutSf mutT exhibié una
tasa de mutacién que fue significativamente mayor a la observada en la cepa mutT (41 y
51 veces en relaciéon a las cepas WT y mutSP, respectivamente) (Figura R18A). Cabe
destacar que esta diferencia resulta importante ya que las cepas deficientes en MutT
presentan una alta mutagénesis relativa a la cepa WT (100 veces mayor a WT). Este dato
sugiere que en condiciones de crecimiento exponencial cuando MutS no interacciona con 3
clamp, aumentaria la frecuencia de incorporaciéon de 8-oxo-dGTP al ADN, probablemente

por la accion de Pol IV.

A Figura R18. Efecto de Ila

6,0 disrupcion de la interaccion entre

MutS y fclamp en el contexto

genético mutT. (A) Tasa de mutacién a
CipR de las cepas mutTy mutTmutSP. Las
30 barras de error indican el intervalo de
confianza del 95% y el * indica
diferencia significativa entre las tasa de

mutacién (p=0,03). (B)Sensibilidad al

Tasa de Mutacion Cip? (107)

00

mutT mutT " idant ¢ (Dicl q
B muts? agente oxidante paraquat (Dicloruro de
125 _ 1,1'-dimetil-4,4"-bipiridilo). Se

EPQ25uM expusieron cultivos liquidos de cepas
B PQ 50 uM

1,00

mutT y mutTmutSPa 25 y 50 uM de
0,75 * paraquat (n=3). Luego, se cuantifico el
numero de células viable mediante el
00 recuento de las unidades formadoras de

0,25 colonias. El eje de las Y representa la

Fraccion de células viables
*

fraccion de células viables siendo 1 el

0,00

mutT mutT mutS* crecimiento en el control en medio LB
sin paraquat. Las barras de error

corresponden a la desviacion estandar. Con * se indica diferencia significativa respecto al control (p<0,05).

Como se menciond anteriormente, las polimerasas alternativas son necesarias para
tolerar el dafio en el ADN causado tanto por agentes endégenos como exdgenos. En este
sentido, se encontrd que la cepa mutSf mutT es mas resistente al tratamiento con el agente
oxidante paraquat (PQ) que la cepa mutT. Tal como se observa en la Figura R18B, en la
cepa mutT, la exposicion a PQ a concentraciones de 25 y 50 uM disminuy6

significativamente la viabilidad celular a un 50%. En tanto que en la cepa mutSf mutT, el
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tratamiento con 25 pM no afect6é la viabilidad celular mientras que se observé una
diminucién significativa en la concentracién maxima de PQ (50 uM), mostrando una
viabilidad de ~70%. Asi, estos resultados sugieren que Pol IV podria tener mayor acceso a
la replicacion en la cepa mutSF mutT, protegiendo de las paradas de replicacién debidas al

dafio oxidativo (Funcién de TLS).

Consecuencias a nivel fenotipico de la accién de Pol IV en el contexto genético mutS#

Si bien en el presente trabajo determinamos que Pol IV posee un rol importante en la
mutagénesis espontanea en la cepa mutSP pero no incide en la cepa WT, fue de interés
analizar si las diferencias en el espectro de mutaciéon del gen nfxB se traducen en
diferencias a nivel de las variantes fenotipicas de NfxB generadas en ambos contextos

genéticos.

El gen nfxB codifica para un represor transcripcional que se une al promotor Pmexcp del
operéon mexCD-opr]. Este operén codifica para una bomba de efluyjo que expele el
antibiotico Cip, entre otros compuestos. Mutaciones que inactivan nfxB permiten un
aumento de la expresion de la bomba de eflujo confiriendo resistencia a Cip [144, 145].
Asimismo, los defectos en NfxB provocan cambios globales en el exo-proteoma y en los
endo- y exo-metabolomas en P. aeruginosa, indicando que este factor ademas participa en
otros procesos celulares [146]. Cabe mencionar que en etapas tempranas de las
infecciones causadas por P. aeruginosa en pacientes FQ, son comunes mutaciones que
inactivan nfxB, las cuales se consideran importantes para el establecimiento de la
infeccion, a la vez que confirman el rol central de NfxB en la fisiologia celular de esta

bacteria [120].

Para determinar los niveles de actividad de las variantes de NfxB, se utiliz6 una
construccion reportera donde el Pmexco se fusion6 al operdn luxCDABE [132]. Cuando nfxB
se inactiva, los genes del operén aumentan su expresion y se observa un incremento de la
luminiscencia. Asi, se introdujo esta construccion en el cromosoma de las cepas WT, mutSs,
dinB y mutSP dinB, y luego, se aislaron clones CipR donde se determind el nivel de
inactivacion de nfxB midiendo los niveles de luminiscencia. Como se observa en la Figura
R19A-B, donde se muestran los repiques de clones CipR en placas de LB, se aislaron clones
con diferente grado de luminiscencia para cada cepa. La cuantificacién de los niveles de

luminiscencia a partir de cultivos liquidos (Figura R19C-D) muestra que un 30% de los
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Figura R19. Analisis de los niveles de inactivacion de nfxB mediante el reportero Pmexcp::IluxCDABE.
(A-B) Repiques de clones CipRen placas de LB aislados a partir de cultivos independientes de las cepas WT,
mutSP, dinB 'y mutSPdinB que contienen la fusién del promotor de la bomba de eflujo mexCD-opr] al operon
luxCDABE. Se muestran la luminiscencia basal de los piques de los clones parentales. Correspondencias a las
cepas: (1) WT, (2) mutSh, (3) dinB y (4) mutSPdinB. (C) Niveles de luminiscencia. Para cada clon CipR se
cuantificé el nivel de luminiscencia relativa a la biomasa celular, determinada a partir de la absorbancia a
600nm, en cultivos creciendo exponencialmente. Dicho valor se utilizé para calcular las veces que aumento6 la
luminiscencia en relacién a la cepa parental a partir de los cuales se aislaron los clones CipR. Cabe mencionar
que las cepas WT, mutSP, dinB y mutSfdinB parentales presentaron valores de luminiscencia basales similares.
(D) Las poblaciones de clones de las cuatro cepas fueron clasificadas en tres categorias en base al grado de
luminiscencia: baja (0-6, color negro), media (6-12, color gris) y alta (12-18, color blanco). El eje de las Y

representa el porcentaje de clones de cada categoria y el eje de las X las cepas WT, mutS¥, dinB y mutSfdinB.

clones de la cepa mutSFtienen niveles de luminiscencia marcadamente superiores, es
decir, poseen una version de nfxB altamente inactiva. Asimismo, en esta cepa, se
detectaron clones CipR con luminiscencia media que alcanzaron un 63% del total.
Llamativamente, solo un 4% de los clones con un alto nivel de luminiscencia fueron

observados en la cepa mutSfdinB, indicando que probablemente Pol IV posee un rol
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importante en su generacion en la cepa mutSf. Incluso, en este contexto genético,
predominan clones con niveles bajos de luminiscencia (61%). En relacién a la cepa WT, la
poblacién CipRfue dominada por clones con niveles de luminiscencia medio (81 %). La
cepa dinB exhibié un comportamiento similar, lo cual sugiere que Pol IV no posee un rol
importante en la generacion de los clones CipR. Esto coincide con el hecho que Pol IV no
esta involucrada en la mutagénesis espontdnea en el contexto genético WT. Por el
contrario, estos ensayos revelaron que las mutaciones introducidas por Pol IV en la cepa

mutSP podrian generar variantes de nfxB mas inactivas.

Otro aspecto que se analiz6 fue si existe una correlacién entre los diferentes niveles
de luminiscencia y la supervivencia en Cip. Con tal proposito, se seleccionaron 6 clones
que presentaron niveles de luminiscencia diferentes y se midi6 la fracciéon de células que
sobreviven al tratamiento con distintas concentraciones de Cip. Como se puede observar
en la Figura R20A, en general, los clones con mayor luminiscencia mostraron mayor
supervivencia a Cip. Posteriormente a fin de estudiar este efecto en todos los clones CipR,
se determino la fraccion de células que sobrevive a una concentracién 0,5 pg/ml de Cip en
donde se observd la mayor diferencia de supervivencia entre los clones. Se grafico la
luminiscencia relativa en el eje X y la fraccién que sobrevive en el eje Y luego del
tratamiento con Cip para los clones CipR aislados de cada cepa (Figura R20B). En cada una
se calcul6 el coeficiente de Pearson (r), el cual indica el grado de correlacién entre dos
variables. En todos los casos, la correlacién fue positiva y mostro significancia estadistica,
indicando que el nivel resistencia a Cip se relaciona linealmente con el grado de
inactivacion de nfxB. Cuando se compararon los valores de r en las cepas deficientes en Pol
IV respecto a sus parentales, se encontré que en la cepa WT y dinB fueron similares
mientras que en la cepa mutSfdinB el valor de r fue un 40% menor respecto a la cepa
mutSP. Si bien los niveles de resistencia a Cip alcanzados a nivel poblacional en la cepa WT
y mutS# fueron los mismos, estos resultados confirman el rol de Pol IV en la cepa mutSh. A
su vez, las diferentes variantes del regulador transcripcional NfxB podrian participar en
otros procesos celulares, brindando ventajas para la célula en otras condiciones de

crecimiento estresantes.
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Figura R20. Andlisis de la correlaciéon entre los niveles de inactivacion de nfxB y la resistencia a

ciprofloxacina. (A) Crecimiento de cultivos a diferentes concentraciones de Cip. Se seleccionaron 6 clones

representativos de cada nivel de luminiscencia y se inocularon medios liquidos que contenian diferentes

concentraciones de Cip (0,05; 0,10; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,50; 1,75 pg/ml). Luego, se determind el

crecimiento mediante la medicién de la absorbancia a 600 nm. El grafico representa en el eje de las X la

concentraciéon de Cip y en el eje de las Y la fraccién de células que sobrevive, siendo 1 el crecimiento en

ausencia de Cip. Cada curva corresponde a un clon CipR. La escala de grises indica el nivel de luminiscencia del

clon. Como control, se utiliz6 la cepa WT que no posee inactivado el gen nfxB (curva azul). (B) Estudio a nivel

poblacional de la correlacion entre el nivel de luminiscencia (eje X) y la fraccion de células que sobrevive a 0,5

pg/ml de Cip (eje Y) en las cepas WT, mutSF, dinB y mutSPdinB. La fraccién de células que sobrevive fue

calculada considerando 1 al crecimiento en ausencia de Cip. La letra r indica el valor del coeficiente de

correlacion de Pearson. Los valores p para cada r fueron WT: p=0,01; mutS#: p= 0,00022; dinB: p=0,00055;
mutSPdinB: p=0,03.
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MutS no controla a Pol IV cuando realiza sintesis de translesion libre de error

Dado que Pol IV esta involucrada en la TLS libre de error de bases alquiladas, su
actividad permite tolerar el efecto letal de agentes alquilantes exdgenos tal como el N-etil-
N-nitrosourea (ENU) [51, 121]. Con el fin de analizar el rol de Pol IV en la sintesis de
translesion en los contextos WT y mutS#, se examind la supervivencia de células creciendo
exponencialmente luego del tratamiento con ENU. La exposicion a ENU redujo la
viabilidad celular al 15% y 12% en las cepas WT y mutS¥, respectivamente, en relacidn al
control sin tratar. Como se esperaba, las células deficientes en Pol IV (dinBy mutSfdinB)
fueron aproximadamente 7 veces mas sensibles al tratamiento. La sobreexpresién
ectopica de Pol IV mediante el plasmido p5BAD-dinB increment6 la supervivencia a un 42
y 54% en las cepas WT y mutSh, respectivamente. Por el contrario, ambas cepas
transformadas con el plasmido vacio p5BAD presentaron niveles de supervivencia

similares a las células sin transformar (Figura R21A).

Por otro lado, mediante un sistema reportero para detectar la induccién de la respuesta
SOS (ver siguiente seccién para mas detalle), se demostrdé que la exposicién a ENU no
induce dicha respuesta de estrés de la cual Pol IV forma parte. Cabe mencionar que este
control fue llevado a cabo debido a que en condiciones donde se induce la repuesta SOS,
MutS no controla la accién de Pol IV tal como se describe a continuacion en la seccién II-b.
Las cepas WT, mutS#, dinB y mutSf dinB mostraron niveles de luminiscencia similares luego
del tratamiento con ENU, los cuales no difieren significativamente con los valores
observados para las células sin tratar. Como control se utiliz6 una cepa que expresa una
version no clivable del gen lexA (LexAG86V), por lo cual no es capaz de inducir la

respuesta SOS (Figura R21B).

En conclusién, los resultados sugieren que la interacciéon entre MutS y 3 clamp no
afectaria la habilidad de Pol IV para realizar la TLS de lesiones inducidas por ENU. La
ausencia de control por parte de MutS podria deberse a que la TLS llevada a cabo por Pol
IV en este tipo de lesiones es libre de error [51, 121], y no a que hay inducciéon de la

respuesta SOS por la exposicion a ENU como comprobamos con el sistema reportero.
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Figura R21. Efecto de la exposicion al agente alquilante ENU. (A) La sensibilidad a ENU fue medida en
células que contenian el gen cromosomal dinB (dinB+, cepas WT y mutSP) o deficientes en dinB (dinB-, cepas
dinB 'y mutSfdinB) transformadas o no con los vectores p5BAD vacio y p5SBAD-dinB. Se crecieron cultivos
liquidos independientes hasta fase exponencial, luego se realizaron diluciones sucesivas que fueron sembradas
en placas de LB y en placas de LB conteniendo N-etil-N-nitrosourea (ENU) 0,6 mM. Se cuantificaron las
unidades formadoras de colonias en cada placa y se calculd el % de superviencia en la placa de ENU en funciéon
al control en la placa LB, la cual se consideré como el 100%. Las barras de error representan la desviacién
estandar (n=3). (B) Induccién de la respuesta SOS en células expuestas a ENU. Células (103, 104y 105) de
cultivos en fase exponencial de las cepas WT, mutSf, dinB y mutSFfdinB, que contienen en el cromosoma la
fusidn transcripcional del promotor de lexA al operénluxCDABE, fueron sembradas en placas de LB con 0,6 mM
de ENU. La imagen de luminiscencia de las unidades formadoras de colonias fue obtenida utilizando el equipo
NightOWL LB 983. Como control se sembré la cepa mutante lexAG86V incapaz deinducir la respuesta SOS.

Cada panel representa un cultivo representativo del experimento (n=3).

IL.b- Estudio de la mutagénesis inducida por Pol IV en condiciones de estrés

En E. coli, asi como en otras bacterias emparentadas, la expresion de Pol IV se induce
como parte del reguléon SOS dependiente de la proteina LexA en respuesta a condiciones
de estrés que perturben la replicacion. La senal que desencadena esta respuesta es la
acumulacion de ADNsc como consecuencia del estrés replicativo. El factor RecA se une al
ADNsc promoviendo el autoclivaje del represor transcripcional LexA. La inactivacion de
LexA conduce a la desrepresién de numerosos genes regulados por la respuesta SOS, entre
los cuales se encuentra dinB y lexA [35, 36]. En P. aeruginosa, los niveles de transcripcién
de dinB aumentan por la disrupcién del gen lexA, confirmando que LexA actia

reprimiendo a dinB en esta especie [43].
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Con el proposito de determinar si MutS controla la mutagénesis dependiente de Pol IV
en este contexto, se estudiaron dos condiciones donde la respuesta SOS se encuentra
inducida: la exposicion a concentraciones subinhibitorias del antibiético Cip y cepas

deficientes en LexA.

Exposicion a concentraciones subinhibitorias de ciprofloxacina

Los antibioticos, especialmente en concentraciones subinhibitorias (SI), inducen un
incremento de la variacidn genética [147]. Particularmente, la exposicion de P. aeruginosa
a concentraciones subinhibitorias de Cip aumenta la frecuencia de mutacién espontanea,
favoreciendo la adquisiciéon de resistencia a diferentes antibioticos [148, 149]. La Cip
pertenece a la familia de las fluoroquinolonas, las cuales inhiben la replicaciéon del ADN ya
que su blanco de accién son las enzimas ADN Girasa (codificada por el gen gyrd) y ADN
Topoisomerasa IV (codificada por el gen parC) [150]. Se ha postulado que el incremento
en la mutagénesis provocado por Cip se debe a que este antibidtico genera dafios en el
ADN y a la vez que provoca un aumento en las especies reactivas del oxigeno las cuales
causan DSBs. En ambos casos, se induce fuertemente la respuesta SOS, donde cientos de
genes tienen alterada su expresion [55, 124, 147, 151, 152]. Cabe destacar que las
fluoroquinolonas, especialmente la Cip, son comtinmente utilizadas para tratar infecciones
pulmonares de P. aeruginosa en pacientes FQ [153]. Por ello, resulta de gran interés
estudiar los mecanismos mediante los cuales Cip promueve la mutagénesis en esta
bacteria, los cuales podrian ser importantes para la adaptacion y adquisiciéon de

resistencia a antibiéticos durante los procesos infectivos.

En esta seccion se analizara si concentraciones SI de Cip (Cipsi) inducen un aumento de
los niveles de mutacién de manera dependiente de Pol 1V, y si dicha mutagénesis es
controlada por MutS a través de su interaccion con 3 clamp. Para ello, en primer lugar se
determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) de Cip en las cepas WT, mutS¥#, dinB 'y
mutSPdinB. La CIM fue de 0,07 ug/ml en las cuatro cepas, valores similares a los
previamente reportados en P. aeruginosa en nuestro laboratorio (0,08 ug/ml). Asimismo,
se compard la sensibilidad a Cip de las cuatro cepas mediante la cuantificacién de las
unidades formadoras de colonias (Colony Forming Units -CFU-) luego del tratamiento con
una concentracion del 0.02 pg/ml de Cip (Cips)) durante 15 horas, condiciones en las

cuales posteriormente se evalu6 la tasa de mutaciéon. Como se esperaba, el tratamiento con
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Cipsi inhibi6 el crecimiento celular, sin embargo no se observaron diferencias significativas

entre las cepas WT, mutS#, dinB y mutSfdinB (p>0,05) (Figura R22A).

Para confirmar la inducciéon del SOS en presencia de Cips, se utilizé un reportero
introducido en el cromosoma que contiene la regién promotora de lexA fusionada al
operon [uxCDABE. Se espera que si LexA se encuentra inactivo, como ocurre en la
respuesta SOS, el nivel de luminiscencia deberia incrementar. Efectivamente, los niveles de
luminiscencia aumentaron aproximadamente de 3,5 a 4,5 veces en cultivos liquidos de las
cepas WT, mutSh, dinB 'y mutSPfdinB luego del tratamiento con Cipsirespecto al control en
ausencia del antibiético (Figura R22B). Dichos datos confirmaron que la exposicion a Cips:

induce la respuesta SOS en P. aeruginosa, tal como se habia reportado previamente [124].

A continuacidn, se estim6 la tasa de mutacién a CipRde las cepas WT, mutSh, dinB y
mutSPdinB expuestas a Cipsi. Estas cepas mostraron un aumento significativo en los niveles
de mutagénesis en presencia de Cips (Figura R22C). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre ellas ya que todas las cepas mostraron un incremento de
aproximadamente 20 veces en la tasa de mutacidn en relacion al control sin tratar con el
antibiético. Dado que este resultado podria deberse a que durante el tratamiento con Cip
se podrian estar seleccionando clones resistentes a dicho antibio6tico, se midi6 la tasa de
mutacién de resistencia a otro antibiético, Amikacina (AmkR). La tasa de mutacién a AmkR
aumento significativamente alrededor de 6 veces en todas las cepas, indicando que Cips;
incrementa la mutagénesis en el cromosoma de P. aeruginosa independientemente del
contexto genético (Figura R22D), tal como habia sido reportado en esta bacteria asi como

en E. coli [154].

En su conjunto, estos experimentos muestran que la exposicion a Cips induce la
respuesta SOS a la vez, provoca un fuerte aumento en la tasa de mutacion en el cromosoma
de P. aeruginosa. De acuerdo a nuestros resultados, Pol IV aparentemente no estaria
involucrada ya que su deficiencia no disminuy6 los niveles de mutagénesis provocados por
el tratamiento con Cips. Sin embargo, no se puede descartar la accién de Pol IV en estas
condiciones ya que si la actividad de Pol IV es libre de error, no se produciran cambios en
los niveles de mutagénesis a la vez que segin nuestra hipotesis, MutS no regularia esta Pol
en estas condiciones. Alternativamente, en las células deficientes en Pol IV podria actuar

otra Pol libre de error, la cual no se encuentra bajo el control de MutS. Ademas, tal como se
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Figura R22. Rol de Pol IV en la mutagénesis inducida por concentraciones subinhibitorias de
ciprofloxacina. (A) Crecimiento en cultivos liquidos en ausencia (-) o presencia (+) de Cipsi (0,02 pg ml1)
luego de 15 horas a 372C. El eje Y corresponde a las unidades formadoras de colonias (Colony Forming Units —
CFU-) por ml de cultivo. En el margen superior del grafico se indican los valores de la concentracién inhibitoria
minima (CIM) a Cip para cada cepa en pg/ml. (B) Induccién de la respuesta SOS en condiciones de exposiciéon a
Cipsi. La induccién de la respuesta SOS fue determinada midiendo los niveles de luminiscencia relativos a la
biomasa (Absorbancia a 600nm) en cultivos liquidos en fase exponencial de células que contienen la fusiéon
transcripcional del promotor lexA al operdn reportero luxCDABE dentro del cromosoma. El eje de las Y
representa las veces en que aumenta la luminiscencia en cultivos expuestos a Cip respecto al control en
cultivos creciendo en medio LB. Las barras de error corresponden a la desviacién standard y los asteriscos
indican diferencias significativas del tratamiento (Cip) con respecto al control (LB) (p < 0,05, n=3). (C), (D)
Tasa de mutacién a la resistencia a Cip (CipR) y Amikacina (AmkR), respectivamente, en cultivos de las cepas
WT, mutS#, dinB y mutSFfdinB crecidos en ausencia (-) o presencia (+) de Cip (0,02 pg ml-1). Las barras indican
los intervalos de confianza del 95%. En todos los casos el tratamiento con Cip aumentd significativamente la

tasa de mutacién (p <0,05).

mostré en la seccion previa, Pol IV podria modificar el espectro de mutaciones.
Finalmente, los estudios previos muestran que la Cip afecta diferentes procesos celulares

involucrados en la mutagénesis del cromosoma [55, 124, 147, 155-157], por lo que resulta
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dificultoso estudiar la actividad especifica de una polimerasa de baja fidelidad en este

contexto.

Mutagénesis en cepas que expresan constitutivamente la Respuesta SOS

La complejidad de los efectos que produce la exposiciéon a Cipsi probablemente no
permiten estudiar la actividad de Pol IV en el contexto de estrés SOS, y por lo tanto,
determinar si existe una regulacion de la accidn de esta enzima por parte de MutS. Es por
ello, que se analizé la mutagénesis en cepas donde se realiz6 el reemplazo cromosomal del
gen lexA por un alelo inactivo en las cepas WT, mutS#, dinB y mutSfdinB. Asi, las cepas
deficientes en lexA (lexA-) tendrian una respuesta SOS constitutiva, mientras que en las

cepas parentales (lexA+), la respuesta es inducible.

La desrepresion de lexA fue medida utilizando el reportero del promotor de IlexA
fusionado al operdn IuxCDABE, construccidn que fue insertada en el cromosoma de células
que contienen los alelos lexA activo o inactivo (lexA+ o lexA-, respectivamente). La sefal de
luminiscencia fue =3 veces mayor en cultivos creciendo exponencialmente de las cepas
lexA- en comparacion con las cepas lexA+ confirmando que la deficiencia de LexA induce la

respuesta SOS (Figura R23A).

A continuacién, se midi6 la tasa de mutaciéon a CipR para estimar los niveles de
mutagénesis en células que expresan constitutivamente la respuesta SOS. La deficiencia de
LexA aumentd significativamente la mutagénesis en las cepas WT y mutS#, ya que la tasa
de mutaciéon fue 11 y 16 veces mayor en el contexto lexA- en relacion al lexA+,
respectivamente. La delecién de dinB disminuy6 considerablemente la mutagénesis bajo
condiciones de SOS constitutivas ya que las cepas dinB lexA y mutSFf dinB lexA mostraron
una tasa ~3,5 veces menor respecto a lexA y mutSFlexA. Es importante sefialar que si bien
la deficiencia de Pol IV disminuyd los niveles de mutagénesis, no alcanzaron los valores
basales. Las cepas dinB lexA y mutSP dinB lexA presentaron tasas de mutacion 3,2-3,4 veces

mas altas comparadas a las cepas dinB y mutSP dinB respectivamente (Figura R23B).
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Figura R23. Mutagénesis bajo condiciones de expresion constitutiva de la respuesta SOS. (A) Andlisis
de los niveles de transcripciéon del promotor de lexA. La transcripcién a partir del promotor de lexA fue
determinada midiendo los niveles de luminiscencia en cultivos creciendo exponencialmente de células que
contienen la fusidn transcripcional del promotor lexA al operén reportero luxCDABE dentro del cromosoma.
Las barras de error representan la desviacion estandar (n=3). Se agregé ademas una imagen representativa de
la luminiscencia de cultivos lexA- y lexA+ de la cepa WT. Cabe mencionar que la presencia del reportero no
altera la mutagénesis ya que las cepas lexA+ que contienen la fusidn no mostraron diferencias significativas en
la tasa de mutacién respecto a las cepas que no contienen dicha fusién (p 20.05) (B) Tasa de mutacién de
resistencia a ciprofloxacina (CipR). Las cepas utilizadas fueron WT, mutSh, dinB y mutSPfdinB conteniendo el gen
lexA activo (lexA+) o inactivo (lexA-). Las barras de error representan los intervalos de confianza del 95%. Los
valores de p para la comparacion de las tasas de mutacion de las cepas lexA(-) respecto a las lexA (+) fueron p
<0.05.

Estos resultados indicaron que Pol IV tiene un rol clave en la mutagénesis inducida
cuando la respuesta SOS se expresa constitutivamente, tal como fue descrito previamente
para E. coli [158]. Ademas, las evidencias demuestran claramente que MutS no limita la
mutagénesis dependiente de Pol IV en estas condiciones, ya que los niveles de mutacién en

los contextos genéticos WT y mutS¥ fueron similares.

Niveles de expresion de MutS y Pol IV

Los niveles de MutS y MutSP fueron medidos mediante Western blot en las cepas WT y
mutS#, respectivamente, que expresan dichas proteinas fusionadas al péptido de afinidad
Strep III en su regiéon C-terminal. Los niveles de MutS y MutSP fueron similares en células
creciendo exponencialmente (Figura R24). Dichos niveles no difirieron entre células que
contenian el vector p5BAD vacio, asi como en células que sobreexpresaron Pol IV y Pol IV
A5 a partir de los vectores p5BAD-dinB'y p5SBAD-dinBA5 en medios conteniendo 0,050 %

de arabinosa (Figura R24). Estos experimentos demuestran que las diferencias de
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mutagénesis exhibidos por la cepa mutSF respecto a la WT bajo condiciones normales de

crecimiento no se deben a diferencias en la expresion de MutS y MutSe.
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Figura R24. Niveles de expresion de MutS en células creciendo exponencialmente. Se fusion6 al gen
cromosomal de MutS y MutSP en las cepas WT y mutSP respectivamente, a la secuencia del péptido Strep IIL (A)
Los niveles de expresion de las proteinas MutS (carriles 1-3) y MutSP (carrilles 4-6) fueron examinadas en
células transformadas con el vector vacio p5SBAD (carriles 1y 4), p5 BAD-dinB (carriles 2 y 5) y p5BAD-dinBAS5
(carriles 3 y 6) luego de la induccién con 0,050% de arabinosa. Para la deteccién se utiliz6 un anticuerpo
monoclonal que detecta Strep III. (B) La membrana de Western blot también fue revelada con un anticuerpo
que detecta el péptido His6 presente en Pol IV expresada desde el plasmido p5BADdinB. (C) Proteina total
sembrada. (D) Cuantificacion de la sefial de la banda correspondiente a MutS. Las barras de error muestran la

desviacion estandar (n=3).

Asimismo, la exposicién a Cipsi no cambi6 la cantidad de las proteinas de reparacién en
relacion al control no expuesto al antibiético (Figura R25A-B), indicando que el aumento
de la mutagénesis en estas condiciones no se debe a una disminucién en la expresién de
MutsS, tal como habia sido reportado en células de E. coli expuestas a concentraciones
subinhibitorias de  lactamicos [123]. Asimismo, no se observ6 cambios en los niveles de
expresion de MutS y MutSP en cepas lexA- y lexA+ (Figura R25C-D). Este resultado
confirma que la concentraciéon de MutS no cambia en células de P. aeruginosa cuya

respuesta SOS se expresa constitutivamente.
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Figura R25. Niveles de expresion de MutS en condiciones de estrés Se fusiond el gen cromosomal de
MutS a la secuencia del péptido Strep III en las cepas WT, dinB, lexA y dinB lexA. Asimismo se fusion6 el gen
cromosomal de MutSP a la secuencia del péptido Strep III en las cepas mutSP, mutSP lexA mutSF dinB y mutSP
dinB lexA. (A-B) Los niveles de expresion de las proteinas MutS y MutSP fueron examinadas en células WT y
mutSP tratadas (+) y no tratadas (-) con concentraciones subinhibitrorias de ciprofloxacina (Cipsi). (A) El panel
superior corresponde a la membrana de Western blot y el inferior a la proteina total sembrada. (B)
Cuantificacién de la sefial de la banda correspondiente a MutS. Las cepas no muestran diferencias significativas
(p= 0,15). Las barras de error muestran la desviacién estandar (n=3). (C-D) Expresion de MutS en cepas lexA-
y lexA+. (C) El panel superior corresponde a la membrana de Western blot y el inferior a la proteina total

transferida. (D) Cuantificacién de la sefial de la banda correspondiente a MutS.

Cabe mencionar que con el objeto de testear que la fusion de la proteina de reparacion
a Strep III no altera su actividad correctora, se midié la tasa de mutacién a CipR en estas
cepas. Las tasas de mutacion fueron 30,9 (21,2-42,5)10° y 22,9 (15,9-31,1)109en las
cepas conteniendo MutS-Strep III y MutSs-Strep III, respectivamente, valores incluso

menores a las tasas de mutacion basales de las cepas que expresan MutS -25,3 (19,5-
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32,1)10-°- y MutS# -25,1 (19,6-31,4)10-9-, indicando que las construcciones MutS-Strep III

y MutSB-Strep Il mantienen su funcionalidad.

De la misma manera, se analizaron los niveles de expresion de Pol IV en las células WT
y mutS? donde esta proteina se expresé fusionada al péptido Hise. La expresion basal de
Pol IV no pudo ser detectada mediante Western blot en ninguna de las cepas ya sea
utilizando anticuerpos policlonales o monoclonales que detectan al Hise. Este resultado
coincide con lo reportado previamente en donde no se detecté esta Pol en células de P.

aeruginosa utilizando un anticuerpo policlonal anti-Pol IV [43].
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Discusion

DISCUSION

Pol IV es una Pol alternativa altamente conservada cuya funcién es llevar a cabo TLS y
asistir a la Pol replicativa Pol Il cuando ocurren paradas en la replicacién debido a la
incorporacién incorrecta de nucleétidos [26]. Actualmente, se postula que su accién
ocurriria en el replisoma, donde interaccionaria con el § clamp que forma parte de la
holoenzima Pol III [80]. En condiciones normales de crecimiento, la concentracién de Pol
IV es alta en comparaciéon con Pol III [58]. Sin embargo, dicha Pol no contribuye a la
mutagénesis espontanea por lo que se ha propuesto que su actividad mutagénica y/o

acceso a la replicacién debe estar estrictamente regulada [49, 63].

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis, junto con evidencias previas,
nos permitieron proponer un nuevo mecanismo de regulaciéon de esta ADN polimerasa
mutagénica basado en el control de la interaccion de Pol IV con su cofactor 3 clamp por
parte de la proteina MutS. El modelo propuesto se encuentra esquematizado en la figura
presente en la pagina 31. Particularmente, nuestros resultados nos permitieron postular
las etapas B y C del modelo presentado, en el cual se resumen las evidencias que nos
llevaron a postular dichas etapas. Nuestro modelo predice que Pol IV puede aliviar las
paradas de la horquilla de replicacién, pero si su actividad genera un mal apareamiento
(MM), MutS actda para limitar su actividad de sintesis e impedir que dicho MM se fije
como una mutacion. De acuerdo a las evidencias obtenidas, este mecanismo funciona en
células bajo condiciones normales de crecimiento mientras que MutS no controlaria la
accion de Pol IV cuando la respuesta de estrés replicativo SOS se encuentra inducida. A
continuaciéon se discuten detalladamente las evidencias que apoyan el mecanismo
postulado asi como diversos aspectos interesantes que surgieron a partir de esta Tesis

Doctoral.

Pol IV de P. aeruginosa interacciona con 8 clamp, aunque con menor dfinidad que

MutS

De acuerdo con nuestros datos bioquimicos, Pol IV y MutS de P. aeruginosa
interaccionan con f clamp, aunque la proteina de reparaciéon presentdé una afinidad
significativamente mayor (~ 10 veces). Como se mencioné previamente, se postula que los
sliding clamps (8 clamp en procariotas y PCNA en eucariotas) actiian como una plataforma

para el reclutamiento de numerosas proteinas del metabolismo del ADN funcionando
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como co-factores esenciales para su actividad. Igualmente, y tomando en consideracion la
baja concentracién de los sliding clamps relativa a la gran cantidad de proteinas con las
cuales interaccionan, se postula que la afinidad de los factores que se asocian a los sliding
clamps jugaria un rol importante para determinar su acceso al anillo [21]. En este sentido,
el intercambio de Pols en el factor de procesividad durante la TLS o la maduracién de los
fragmentos de Okazaki estaria modulado por las afinidades de las diferentes Pols asi como
de su concentracion intracelular [26, 159, 160]. Por ejemplo, la Pol replicativa exhibe una
gran afinidad por 8 clamp, lo cual le permite sinterizar la mayoria del ADN cromosomal
aun cuando existen pocas copias de esta enzima (10-20 Pol III en E. coli) comparado con
las Pols alternativas (250 Pol IV en E. coli) por célula durante crecimiento exponencial. Asi,
y dado que el nimero de moléculas de MutS (200 MutS en E. coli) es similar a Pol IV [161],
es posible postular que la mayor afinidad de MutS por 8 clamp favoreceria el acceso de la
proteina de reparacion al factor de procesividad. Cabe mencionar que no se conoce la
cantidad de moléculas de Pol III, Pol IV y MutS en células de P. aeruginosa pero es de

esperar que no difiera considerablemente con los valores descritos para E. coli.

La asociaciéon entre el motivo conservado QLXLF presente en Pol IV y el bolsillo

hidrofébico de B clamp corresponde al principal contacto entre ambas proteinas

Los datos obtenidos en el presente trabajo indican que el motivo conservado de union
(Clamp Binding Motif 6 CBM) presente en Pol IV y MutS de P. aeruginosa corresponde al
principal sitio de interacciéon con B clamp. Como habia sido reportado previamente en
nuestro laboratorio [131], no se observé unién de la mutante MutSP a 8 clamp en ninguno
de los ensayos bioquimicos realizados. En tanto que no se detectd interaccion entre el
factor de procesividad y la mutante de delecion del CBM, Pol IV A5, en los experimentos de
PAGE y FW, métodos que nos permitieron examinar las interacciones proteicas en el
estado de equilibrio. Sin embargo, ambas proteinas se asociaron en los ensayos de SPR
donde se analizan las cinéticas de reaccidon. Nuestra hipotesis en relacidn a este hecho es
que la delecién de los tltimos cinco aminoacidos del C-terminal de Pol IV podrian exponer
un nuevo sitio de interaccién normalmente ocluido por estos residuos o que Pol IV posee
un sitio secundario de unién al anillo, y la asociacién entre este sitio y § clamp sea
transiente por lo cual s6lo seria detectada en experimentos cinéticos. En este sentido, Pol
IV de E. coli contiene un sitio secundario en el N-terminal que interacciona con la interfase
entre monomeros de 3 clamp, ademas de su motivo CBM presente en su regiéon C-terminal
[6, 64, 65]. Se postula que este sitio secundario de baja afinidad le permitiria mantenerse

unida al factor de procesividad en una forma inactiva, para luego acceder al bolsillo
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hidrofébico del anillo cuando Pol III se detiene y poder catalizar la sintesis de ADN [68, 70,
73]. En su conjunto, nuestros resultados sugieren que el CBM de Pol 1V seria el sitio
principal involucrado en la interaccidn con el factor de procesividad, sin embargo, no es
posible descartar la presencia de un sitio secundario de unién a 3 clamp en Pol IV de P.
aeruginosa. Asimismo, nuestros resultados demostraron que la sobreexpresion de Pol IV
A5 no induce un aumento de la mutagénesis tal como la proteina salvaje, indicando que el

CBM de Pol IV seria esencial para la actividad de esta enzima in vivo.

Los experimentos de competencia demostraron que la presencia del péptido que
contiene el CBM de MutS (MQSDLFA) inhibi6 la asociacion Pol IV- clamp y MutS-8 clamp
in vitro, lo cual nos permitiéo confirmar que el principal sitio de uniéon en  clamp es el
bolsillo hidrofébico presente en la regién C-terminal. Los estudios sobre la estructura
cristalina del factor de procesividad acomplejada con el CBM de Pol IV (QLDLGL) de E. coli
muestran que el péptido se une a través de dos contactos. La porciéon C-terminal del
péptido se posiciona en una region hidrofébica rica en leucinas (subsitio 1 — SS1) mientras
que el residuo altamente conservado Q forma un red compleja de interacciones con f3
clamp y los demaés residuos del CMB dentro del subsitio 2 (SS2). El area donde ocurre
dicha interaccion es flexible, por lo cual luego de la asociacién entre el péptido y el anillo
de B clamp se produce una serie de reordenamientos que conducen a la formacién de un
surco entre los sitios SS1 y SS2. Alli, la region hidrofébica se extiende y se asocia al
segundo aminoacido correspondiente al péptido [65, 162, 163]. Asimismo, el analisis
comparativo de los sliding clamps de bacterias demostré que los sitios de unién al CBM
son estructuralmente muy similares, sin embargo muestran notables diferencias en los
niveles de afinidad con respecto a pequefias variaciones en la secuencia del péptido
conservado. Particularmente 3 clamp de P. aeruginosa se comporta de una manera muy
similar al de E. coli [18]. Distintas modificaciones en la secuencia del CBM de Pol IV
provocan cambios en la afinidad por el factor de procesividad asi como en las estructuras
[163]. Por ejemplo, los residuos LGL pueden ser perfectamente reemplazados por los
residuos LF, tal como se encuentran en el CBM de MutS. Es posible que la presencia de un
grupo aromatico (como el residuo F de MutS) mejore considerablemente la interaccién de
tipo hidrofébica, favoreciendo el desplazamiento de Pol 1V, incluso considerando que la

proteina completa tiene una mayor afinidad por 8 clamp que el péptido aislado [163].
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Como se mencioné previamente, la conformacién activa de  clamp corresponde al
dimero, especie que contiene dos bolsillos hidrofébicos idénticos donde se asociarian los
CBM de Pol IV 0 MutS. En principio, asumimos que Pol IV de P. aeruginosa es monomérica
al igual que Pol IV de E. coli [63]. Sin embargo, mediante nuestros experimentos no fue
posible determinar su estado oligomérico ni la estequiometria de la interaccién Pol IV- 3
clamp. Esto se debe principalmente a que en geles nativos Pol IV tiene muy baja movilidad
dado que su pl es similar al pH utilizado en el buffer de corrida. Cuando Pol IV fue
acomplejada con 3 clamp, se observé que la banda de dicho complejo ingresa al gel, no
obstante, no fue lo suficientemente definida como para estimar un valor de peso
molecular. La curva de afinidad obtenida a partir de este ensayo mostré una forma
hiperbdlica, lo cual indica que Pol IV se uniria a uno de los sitios de union, o bien, se asocia
a los dos sitios pero no existe interaccion entre los mismos. Por otro lado, los trabajos
previos del laboratorio demostraron que MutS de P. aeruginosa se encuentra como
tetrdmero en solucién [130]. Entonces, dada su naturaleza oligomérica es posible que esta
proteina ocupe ambos bolsillos hidrofébicos presentes en [ clamp. Efectivamente,
nuestros experimentos muestran que la union MutS-8 clamp es cooperativa, es decir, la
interaccién con un sitio favorece la asociacién con el segundo sitio. Esto implica
necesariamente que MutS se uniria a los dos sitios presentes en § clamp en las condiciones

analizadas.

MutS inhibe la interaccion Pol IV-£ clamp

Nuestros resultados demostraron que MutS es capaz de competir con Pol IV por (3
clamp, a la vez que la proteina de reparacién posee la capacidad para desplazar a Pol IV
del factor de procesividad. Estos resultados pueden ser explicados por el hecho de que
ambas proteinas compiten por el mismo sitio de interaccion en el anillo, y la unién MutS-3
clamp posee una mayor afinidad que la asociacion Pol IV-B clamp. En nuestros
experimentos MutS fue capaz de competir o desplazar Pol IV del anillo atin a altas
concentraciones relativas de Pol IV/MutS, lo cual difiere de trabajos previos donde se
estudio6 la competencia de otros factores por 8 clamp in vitro. Por ejemplo, a relaciones Pol
IV/Pol Il 6:1, tal como se encuentran en condiciones de crecimiento normal, Pol III lleva a
cabo el mayor porcentaje de sintesis de ADN (78%). Sin embargo, tal como ocurre en
condiciones de respuesta SOS, cuando la concentracién de Pol IV es diez veces mayor
(relacién Pol IV/Pol III 60:1), Pol 1V lleva a cabo la replicacion del sustrato en un 78% de
los casos. Destacablemente, este efecto ocurrié de manera dosis-dependiente y mediado

por la interaccién con 3 clamp [68]. En este sentido, se ha postulado que tanto la afinidad
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por dicho factor asi como la concentraciéon de Pols alternativas en la célula serian las
estrategias para regular su acceso a la replicaciéon [26, 68]. Nuestros resultados de
competencia Pol IV-MutS pueden explicarse analizando las constantes cinéticas de la
interaccion con el factor de procesividad obtenidas por SPR. Los experimentos muestran
que la kon de MutS es tres érdenes de magnitud mayor que la de Pol IV mientras que la korr
es dos 6rdenes de magnitud menor. Esto le permitiria asociarse rapidamente a § clamp de
manera que una vez unida, Pol IV no pueda desplazarla del factor, incluso a altas
concentraciones. Como se discutira mas adelante, es posible que existan otros factores de
regulacion que permitan a Pol IV actuar en presencia de MutS cuando su accioén es

necesaria.

Otro aspecto interesante es que no se detectd la formacién de un complejo ternario
formado por Pol IV-MutS- clamp como ha sido observado para otras proteinas que
interaccionan con 3 clamp y su homélogo eucariota PCNA [68, 69, 73, 74, 164]. Por
ejemplo, tanto la subunidad catalitica de a como la exonucleasa ¢ de Pol III contienen un
CBM. Durante la replicacion, ambas subunidades interaccionan entre si y a su vez con el
mismo anillo de (3 clamp a través de dicho motivo conservado, los cuales se unen a los dos
bolsillos hidrofébicos presentes en el factor de procesividad para realizar la sintesis de
ADN con alta eficiencia. Tal como sugieren los datos de afinidad, es probable que MutS se
encuentre ocupando los dos bolsillos hidrofébicos de B clamp y por esta razén no se forme
el complejo ternario. Asimismo, no se detectd interaccion directa entre Pol IV y MutS, lo
cual podria ser util estabilizar un posible triple complejo tal como ocurre entre las

subunidades a y € de Pol Il [74].

Diferentes estructuras de ADN modulan esta funcion de MutS

Estudios previos muestran que las estructuras de ADN podrian regular la asociacion
entre diferentes proteinas y 8 clamp [135]. Es por ello que en el presente trabajo se
investigo el efecto de diferentes estructuras de ADN sobre las interacciones bimoleculares
Pol IV-f3 clamp y MutS-8 clamp asf como la competencia de Pol IV y MutS por el factor de
procesividad. Cabe recordar que 8 clamp tiene una alta afinidad por ADNp, es decir, ADN
que tiene un extremo 3’ libre donde se pueden incorporar nucléotidos durante la sintesis
de ADN, mientras que se une con baja afinidad a ADNdc [17]. Pol IV exhibe una baja
afinidad por ADNp por lo cual necesita utilizar a § clamp como cofactor para su actividad

[67] mientras MutS tiene gran afinidad por sustratos ADNdc que contengan MMs o InDels
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y se une débilmente a ADNdc [131, 134]. Cabe destacar que previo a esta Tesis no se
habian realizado estudios tendientes a analizar el efecto sobre MutS de sustratos de ADN

presentes en los sitios de replicacion.

Particularmente, los resultados muestran que las diversas estructuras de ADN tienen
efectos especificos en la habilidad de MutS de regular la interacciéon Pol IV-  clamp. En
presencia de GT-ADNp, se observo que la afinidad de MutS por 3 clamp aumenta, lo cual
podria ser importante para dirigir a MutS hacia las moléculas de [ clamp que se
encuentran posicionadas sobre ADN primeado y cercanas a un MM. Asimismo, MutS es
capaz de inhibir la interaccién Pol IV-  clamp mas eficientemente en presencia de ADNp
que contengan o no un MM, probablemente asegurando un control mas estricto del acceso
de Pol IV al factor de procesividad en el contexto de los sitios de replicacién. Por el
contrario, la presencia de ADNsc anula la capacidad de MutS de limitar la formacion del
complejo Pol IV-B clamp. Interesantemente, esta especie de ADN se acumula cuando
ocurren paradas de la maquinaria de replicaciéon provocadas por lesiones, entre otras
causas [31]. La presencia de ADNsc funciona como sefial que induce la actividad co-
proteasa RecA, facilitando el autoclivaje del represor transcripcional LexA y posterior
induccidén de la respuesta general al estrés SOS [35, 36]. Este resultado sugiere que MutS
no controlaria a Pol IV bajo estas condiciones estresantes en la cual la actividad
mutagénica de Pol IV serfa necesaria para generar variantes adaptativas. Dichos datos
coinciden con el hecho que Pol IV es un factor importante en la mutagénesis producto de la
induccidn del SOS en cepas deficientes para LexA, actividad que no fue regulada por MutS
(ver mas adelante). Finalmente, la presencia de ADNdc con o sin MM no modificéd la
capacidad de MutS para competir con Pol IV por 8 clamp. Esto podria deberse a que estas
estructuras son sustratos de la reaccién de reparacién llevada a cabo por el MMR, donde

MutS de P. aeruginosa no requiere la interaccién con 8 clamp.

Como se expuso en la seccién de Resultados, MutS fue capaz de acomplejarse con las
estructuras de ADN analizadas mientras que no se observé intereaccion 3 clamp-ADN en
las condiciones ensayadas. Estas evidencias sugieren que los efectos observados sobre la
interaccion MutS- 8 clamp y la competencia serian producto de un efecto del ADN sobre
MutS. De igual modo, no se puede descartar la hipo6tesis de que B clamp se asocie al
sustrato de ADN cuando interacciona con el complejo MutS-ADN. Asimismo, nuestros
experimentos muestran que los diferentes sustratos de ADN modifican considerablemente
la migraciéon de MutS en geles nativos. MutS retarda su migraciéon cuando se encuentra

acomplejada con ADNdc, ADNp y GT-ADNdc mientras que si bien la presencia de ADNsc no
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cambia la migracidn se observ6 una banda mas definida. Por el contrario, en presencia del
sustrato GT-ADNp, MutS forma una banda bien definida con una mayor movilidad, efecto

que depende de la proximidad del GT al extremo 3°libre del primer.

Los cambios de migracion de los complejos MutS-ADN pueden ser explicados por
alteraciones que ocurren en la estructura de la proteina de reparacion. En relacién al
complejo MutS-GT-ADNp, nuestra hipétesis fue que MutS podria sufrir una compactacion
o bien un cambio en su estado oligomérico de tetrdmero a dimero. Sin embargo, los
experimentos llevaron a descartar la ultima hipdtesis. Brevemente, la migracion del
complejo MutS-GT-ADNp fue menor en comparaciéon con MutSR842E, mutante dimérica
que presenta una sustitucion de la arginina por un acido glutdmico en la posiciéon 842 del
dominio C-terminal de tetramerizacion [130]. Asimismo, se observé que MutSR842E
exhibe un comportamiento similar a la proteina WT en presencia del GT-ADNp, lo cual nos
llevo a postular que la interaccion de MutS con GT-ADNp induce una compactacién de la
proteina. De la misma manera, el andlisis de la migracién de MutS y MutSR842E en geles
nativos en presencia de ADNdc, ADNp y GT-ADNdc demostr6 que ambas proteinas exhiben
un comportamiento similar, confirmando que el cambio ocurre a nivel estructural y no en
el estado oligomérico. Es posible que MutS asociada con dichos sustratos sufra cambios
conformacionales que generan formas mas extendidas de la proteina, lo cual se traduce en
una mayor heterogeneidad de especies y por lo tanto una banda difusa de menor
migracion en el gel nativo. Finalmente, los resultados en presencia del ADNsc muestran
que MutS WT se asocia a este sustrato disminuyendo levemente su migracion, mientras
que MutSR842E exhibe una banda mas difusa de mayor migracién, indicando una pérdida
en la homogeneidad estructural del complejo ADN-proteina. Actualmente, estamos
estudiando la hipétesis de la modificacidn estructural que sufre MutS en presencia del GT-
ADNp mediante la determinaciéon de la estructura tridimensional del complejo ADN-
proteina asi como cual podria ser la funcién de dicha cambio conformacional. En relacién a
este ultimo aspecto, postulamos que la estructura mas compacta de MutS cuando se asocia
a un MM cercano a un sitio primeado podria facilitar el acceso a la molécula de 3 clamp
presente en el replisoma donde deberia asociarse al anillo junto a Pol III (etapa C del

modelo propuesto, ver seccion “Sitios de control de MutS sobre la actividad de Pol IV”).

Nuestros resultados coinciden con reportes previos que indican que MutS de E. coli

cambia su conformacién cuando se une al ADN [93, 165]. Como se mencion6 en la
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introduccidn, el dimero de la proteina de reparaciéon adopta una forma de pinza [95]. En
solucién, es capaz de experimentar cambios conformacionales dindmicos en el dominio 1V,
el cual participa en la apertura y el cierre de la misma, facilitando el posicionamiento
sobre el sustrato de ADNdc [165]. Una vez cargada, MutS lleva a cabo el escaneo de la
molécula de ADN con su dominio IV cerrado y el dominio I (de reconocimiento de MM o
InDel) abierto o cerrado. En presencia de un MM, el dominio I de la proteina de reparaciéon
se cierra, adoptando una Unica conformacién que permanece por varios segundos unida al
ADN facilitando el inicio del MMR [93, 165, 166]. Por otro lado, el tetramero de MutS en
solucién tiene una conformacién extendida donde los dimeros se disponen alejados entre
si, unidos a través de la region C-terminal. Cuando dicho tetrdmero es incubado con un
ADNdc que contiene un MM mantiene su forma extendida pero pierde flexibilidad. En
estas condiciones el complejo mas probable se forma con una estequiometria 1:1. Los
cambios conformacionales observados corresponden principalmente a modificaciones
inducidas en cada uno de los dimeros cuando interaccionan con el ADN [167]. Asi, los
datos de estudios anteriores coinciden con nuestros experimentos, ya que demuestran que
los cambios en la movilidad de MutS en geles nativos ocurren a nivel del dimero. En su
conjunto, las evidencias sugieren que la estructura de ADN es un punto clave en la

regulacion del nuevo rol de MutS en la replicacion propuesto en esta Tesis.

MutS limita a Pol IV cuando realiza replicacion mutagénica, mientras que no la
controla cuando lleva a cabo replicacion libre de errores en condiciones normales de

crecimiento

Los ensayos in vivo demostraron que los niveles basales de Pol IV contribuyen a la
mutagénesis espontanea en P. aeruginosa cuando MutS no interacciona con 8 clamp. Los
resultados que soportan esta conclusion son: (i) la deficiencia de Pol IV disminuyd
significativamente las tasas de las sustituciones de bases AT>CG, CG>AT y AT>GC en la
cepa mutSPh. Por lo contrario, y en concordancia con estudios realizados en otras bacterias
como E. coli [40, 42, 168, 169], el espectro de mutacién no fue modificado cuando se
delecion¢ el gen dinB en la cepa WT; (ii) la cepa mutS# mostré un Strand bias o preferencia
de mutacién en una cadena dependiente de Pol IV, la cual no fue detectada en la cepa WT;
(iii) se encontr6 una proporciéon mayor de sustituciones de bases en el contexto preferido
de mutacién de Pol IV (GXC) en la cepa mutSF comparado con la cepa WT; y (iv) un
incremento de los niveles de Pol IV obtenido mediante la expresion ectdpica a partir de un
plasmido, produjo un aumento de la mutagénesis de manera dosis-dependiente en la cepa

mutSP mientras que dicha mutagénesis estuvo limitada en la cepa WT. Este efecto no se
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observd con la mutante Pol IV A5, indicando que la asociacion con  clamp es importante

para ubicar a Pol IV en su sustrato de ADN.

Como se expuso en la seccion Resultados, los tipos de sustituciones de bases
producidos por Pol IV en la cepa mutSfpodrian deberse a la incorporacion incorrecta de
nucleétidos oxidados, o bien, la TLS de lesiones oxidativas catalizados por esta enzima [54,
140, 141]. Dicha hipétesis concuerda con los resultados obtenidos en las cepas deficientes
en la fosfohidrolasa MutT, las cuales acumulan una mayor concentraciéon del nucleétido
oxidado 8-0x0-dGTP. En este contexto genético, se observd un aumento de la mutagénesis
cuando MutS no se asocia a 8 clamp (cepa mutT mutSF vs cepa mutT). Asimismo, la cepa
mutT mutSF exhibe una menor sensibilidad al tratamiento con el agente oxidante paraquat
que la cepa mutT. Estos hallazgos podrian explicarse por el hecho que Pol IV tiene mayor
acceso a la replicacién en el contexto mutSP y en consecuencia, realiza la introduccion
mutagénica de nucledtidos oxidados y/o TLS en provocando un aumento de mutaciones y

tolerancia a paraquat.

Asimismo, el analisis del espectro de mutaciones reveld que existe un Strand bias en la
cepa mutSP, pero no en la WT. Cabe recordar que en este contexto, el concepto de Strand
bias hace referencia a que la mutagénesis ocurre preferencialmente en una de las cadenas
del ADN. Estas diferencias podrian explicarse debido a que la sintesis de cada cadena es
lleva a cabo por diferentes Pols replicativas [10, 160, 170-173]. Por ejemplo, Pol III esta
involucrada en la sintesis de la cadena adelantada mientras esta enzima junto a Pol I
realizan la replicacién de la cadena retardada en bacterias Gram (-) [2, 26]. Ademas, se
postula que existe una mayor probabilidad de que las Pols alternativas accedan a los sitios
de replicacidn en la cadena retardada debido al mayor intercambio de Pols replicativas
que ocurre en este contexto. En concordancia con este postulado, la sobreexpresién de Pol
IV en E. coli incrementa el nimero de mutaciones, siendo significativamente mayor en la
cadena retardada [39, 160]. Nuestros resultados indican que el Strand bias detectado en la
cepa mutS? fue claramente dependiente de la actividad de Pol IV, ya que la cepa deficiente
en dicha Pol no mostr6 Strand bias (mutS# vs mutSPdinB). A priori el software iMARS
utilizado para detectar este fendmeno no permite discriminar en que cadena ocurre
preferencialmente la mutagénesis [138]. Sin embargo, y considerando los datos
mencionados, es probable que el mayor acceso de Pol IV pueda darse en la cadena

retardada de la replicacion en la cepa mutS? de P. aeruginosa.
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Finalmente, no se encontraron diferencias en la habilidad de Pol IV para promover la
supervivencia mediante la tolerancia de lesiones inducidas por el agente alquilante ENU
entre las cepas WT y mutSPh, tanto a niveles basales de esta Pol como en condiciones de
sobreexpresion. In vitro, Pol IV es capaz de catalizar la TLS con diferente grado de
eficiencia de una amplia variedad de lesiones entre las que se incluyen las bases oxidadas,
las bases metiladas, los sitios apurinicos y las lesiones fuertemente bloqueantes de la
replicacién provocadas por diferentes agentes mutagénicos como acetilaminofluoreno,
benzopireno, nitrofurazona, 4-nitroquinolona y radiaciéon UV (Resumidos en [26]). Sin
embargo, su participaciéon en la TLS in vivo se limita a unas pocas bases alquiladas y
oxidadas [26, 174, 175]. Los datos obtenidos de la actividad de Pol IV in vitro asi como su
accidn in vivo indican que, a diferencia de la TLS de bases oxidadas donde Pol IV incorpora
principalmente el nucleétido incorrecto, esta enzima cataliza la TLS libre de error en
presencia de bases alquiladas. Asi, nuestros datos indicarian que MutS no limita la TLS de
bases alquiladas llevada a cabo por Pol IV por lo cual es posible postular que la proteina de

reparacion no limita la replicacion de esta Pol cuando no introduce errores.

En resumen, los datos obtenidos en los ensayos mencionados previamente sugieren
que la asociacion MutS-3 clamp limita la sintesis de baja fidelidad de Pol IV (replicacion de
ADN no dafiado y TLS de bases oxidadas) mientras que no afecta la actividad de Pol IV

cuando cataliza sintesis de ADN libre de error (TLS de lesiones alquilantes).

MutS no controlaria la accion de Pol IV en condiciones de estrés

Diversos antecedentes indican que Pol IV cumple un rol importante en la mutagénesis
inducida en condiciones estresantes [35, 42, 46, 47, 55, 58, 62]. Este efecto se debe, entre
otros factores, a que la expresion de Pol IV aumenta significativamente como parte de la
respuesta SOS al estrés genotéxico [35, 36], tal como la que induce la exposicién a
concentraciones subinhibitorias del antibidtico ciprofloxacina (Cipsi)[124]. Nuestros
experimentos mostraron que Cips; indujo fuertemente la respuesta SOS a la vez que
aumento la tasa de mutacion en las cepas WT y mutS? de P. aeruginosa. La deficiencia de
Pol IV no provocé una disminucién de la mutagénesis inducida por el tratamiento de Cips
en ambas cepas, lo cual a priori indicaria que esta Pol no esta involucrada en el incremento
de mutaciones en esta condicién. Sin embargo, no se puede descartar la participacion de
Pol IV en la mutagénesis provocada por la exposicion a este antibi6tico, ya que su aporte
podria estar enmascarado por otros procesos que ocurren en estas condiciones. Por

ejemplo, la induccién de la respuesta SOS en presencia de Cip aumenta la expresion de
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otra polimerasa alternativa, ImuB, en P. aeruginosa [124]. En este contexto, se ha
observado la deficiencia de Pol IV en P. aeruginosa aumenta la mutagénesis dependiente
de ImuBCD en condiciones de exposicién al agente alquilante MMS [121]. Asimismo, la
exposiciéon prolongada a Cips: en E. coli aumenta la frecuencia de mutacién alrededor de
2000 veces. La delecion de forma independiente de Pol IV (dinB) o Pol V (umuDC)
disminuye estos niveles a 500 veces aproximadamente. Sin embargo, en la doble mutante
dinB umuDC los niveles bajan a 60 veces [155]. Estos resultados apoyarian la hipétesis de
que en este contexto, es posible que la actividad llevada a cabo por Pol IV sea reemplazada
por otra Pol alternativa, como ImuBCD, y por esta causa cuando se deleciona el gen dinB
no se observa una menor mutagénesis. Notablemente, la frecuencia de mutacién de la
doble mutante en las Pols es mayor en relacién al control sin Cip, sugiriendo que existen
otros factores que también participan en este fenémeno [124, 155]. En este sentido, se
conoce que los antibidticos pueden actuar en diferentes vias que causan mutagénesis.
Especificamente, Cip promueve la recombinacién entre secuencias divergentes mediante
una via independiente de la respuesta SOS [157]. Asimismo, este antibidtico provoca un
incremento de radicales libres dentro de la célula generando estrés oxidativo que a su vez,
produce un desbalance del metabolismo de nucleétidos [55, 156]. Incluso hay reportes
que demuestran que las quinolonas podrian tener una accién directa sobre el ADN [147].
Es por ello que, con este resultado no se puede descartar la accion de Pol IV en la

mutagénesis inducida por Cip.

Debido a la complejidad de efectos producidos por Cip, se estudi6 el rol de Pol IV en
condiciones de expresion constitutiva de la respuesta al estrés SOS (cepas lexA). En este
caso, se observd un aumento significativo de la tasa de mutacion en las cepas deficientes
en el represor transcripcional LexA. Dicho efecto depende de Pol IV ya que cepas
deficientes en esta proteina muestran una mutagénesis considerablemente menor. Dado
que no se observaron diferencias entre los contextos genéticos WT y mutS#, concluimos

que la accion de Pol IV no esta limitada por la interaccién MutS-3 clamp en este contexto.

Un interrogante que surge a partir de estos datos es porqué MutS no controla la
replicacién mutagénica realizada por Pol IV. Estudios previos demostraron que la
exposicion a niveles subletales de antibidticos B-lactdmicos induce un aumento de la
mutagénesis en E. coli, efecto que correlaciona con un aumento de expresion de Pol IV y

una disminucién de la cantidad de MutS [123]. Es por ello, que una posibilidad es que la
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expresion de MutS se encuentre disminuida en las cepas lexA permitiendo que Pol IV
acceda libremente a los sitios de replicacion. Sin embargo, nuestros ensayos de Western
blot demuestran que la expresiéon de MutS se mantiene al mismo nivel en este contexto de
induccién del SOS que en células bajo condiciones normales de crecimiento. Por otro lado,
se ha reportado que los niveles de expresién 8 clamp de P. aeruginosa disminuyen 4 veces
en exposicion a Cip, convirtiéndolo en un factor limitante para las proteinas que requieren

de su actividad [124].

Una explicacion alternativa a la falta de control de MutS en condiciones de estrés es que
Pol IV podria actuar independientemente de la interaccién con 3 clamp, molécula clave
para que MutS controle a esta Pol. En este sentido, como se menciond en la Introduccidn,
recientes estudios de microscopia de molécula tinica han analizado el rol de la asociacion
Pol IV-B clamp sobre la actividad de Pol IV. En condiciones estresantes, donde Pol IV
aumenta 10 veces su concentracién se produce un enriquecimiento de Pol IV en células de
E. coli. [59, 80, 176]. La distribucién de los focos de Pol IV asi como su dependencia con la
interaccién con  clamp varia segun el tipo de lesién inducida por los diferentes agentes
que dafian al ADN. Asi, por ejemplo Pol IV forma focos proximos al replisoma de manera
dependiente de la asociacién a 8 clamp en presencia del compuesto MMS, pero alejados de
la replicacion e independiente de la unién a § clamp en células expuestas al antibidtico

NFZ [59].

Finalmente, otra posibilidad es que MutS sea inactiva para regular a Pol IV debido a la
acumulacion de ADNsc como consecuencia de un aumento de la expresion de maultiples
genes que codifican enzimas involucradas en el metabolismo del ADN. Tal como sugieren
nuestros ensayos bioquimicos, la presencia de ADNsc seria un factor clave que modula la
capacidad de MutS para competir con Pol por el factor de procesividad. Tampoco es
posible descartar que la accién de MutS sea regulada por otros factores inducidos como

parte de la respuesta SOS.

Sitios de control de MutS sobre la actividad de Pol IV

En base a la bibliografia y nuestras evidencias, el modelo propuesto plantea que lo mas
probable es que MutS actie en el contexto del replisoma. En primer lugar, se postula que
la actividad de Pol IV se centraria en el replisoma bajo condiciones normales de

crecimiento. Los estudios in vitro han demostrado que Pol IV accede al 8 clamp que forma
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parte del complejo Pol III HE presente en el replisoma cuando se producen paradas de
replicacién, o con mucha menor eficiencia, cuando Pol III HE esta replicando activamente
[68, 69, 71, 72]. Los ensayos que permiten analizar los intermediarios de replicacién in
vivo, demostraron que la subunidad € correctora de Pol III compite con Pol IV por el
terminal del primer en templados que contienen una base dafnada sugiriendo que la Pol
alternativa podria situarse en el aparato de replicacion [177]. Sin embargo, al momento no
ha sido posible confirmar si Pol IV accede al replisoma en condiciones no estresantes
mediante estudios de microscopia en bacterias. Por otro lado, estudios proteémicos
previos de nuestro laboratorio demostraron que la regiéon C-terminal de MutS fusionada a
la Proteina de Union a Maltosa co-purifica con 8 clamp y la subunidad a de Pol III core in
vivo (Monti et al., datos no publicados). Dado que en este trabajo determinamos que a no
interacciona con MutS, es probable que MutS sea capaz asociarse a  clamp junto a la
subunidad o lo cual implicaria que la proteina de reparacion podria acceder al factor de
procesividad asociado a la maquinaria de replicacion en P. aeruginosa. Estos datos
concuerdan con un estudio donde se analizé el comportamiento de moléculas de MutS
individuales en células de B. subtilis utilizando microscopia de superresolucién [178]. En
este trabajo se observd que una gran proporcion de esta proteina accede al replisoma en
todas las células, a la vez que dicha localizacion depende de la asociacién a 8 clamp [98,

178].

A partir de estos resultados se plantearia estudiar cdmo dos proteinas tan voluminosas
como MutS (400 kDa) y Pol III (160 kDa) pueden unirse al mismo tiempo al factor de
procesividad. En parte, esto podria explicarse por la existencia de una regulaciéon de la
conformacion de MutS en presencia de los sustratos de ADN, tal como fue observado en el
GT-ADNp. Ademas, y para relevancia de este modelo, se estim6 que la concentracion de
MutS en células de P. aeruginosa creciendo exponencialmente es de *265 nM, valor menor
a la KD (*1uM) de la interaccién MutS-f3 clamp. Debido a que la unién de MutS a 3 clamp
aumenta significativamente (*3,5 veces) en presencia de ADNp con un MM, se podria
asumir que MutsS solo interacciona con el factor de procesividad cuando se produce un mal

apareamiento durante la replicacion.

Otra posibilidad es que Pol IV acceda a la replicacion actuando en los anillos de § clamp
acumulados detras del replisoma durante la sintesis de la cadena retardada [24, 25]. Si

MutS regula la unién de Pol IV a esas moléculas de 8 clamp, la actividad exonucleasa de Pol
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II, podria estar involucrada en la remocién de las bases mal apareadas generadas por Pol
IV. De hecho existen evidencias de que Pol II corrige los errores introducidos por Pol [V y
Pol III durante la replicacién asi como los MM generados por Pol IV cuando participa en la
sintesis de ADN durante la recombinacién homéloga [60, 179]. Entonces, si el control
ocurre en el replisoma, la subunidad ¢ seria la encargada de remover el error mientras que
si Pol IV acceda a los 3 clamps remanentes detras del replisoma, seria Pol II responsable

de escindir los MMs.

La nueva funcion de MutS podria estar presente en otras especies bacterianas y

eucariotas

MutS de otras bacterias también interacciona con el factor de procesividad [98, 103]. Al
presente, se postula que esta interaccion juega un rol en el MMR de B. subtilis reclutando a
MutS a los sitios de replicaciéon del ADN y permitiendo un eficiente reconocimiento de la
base mal apareada [98, 100]. Sin embargo, estos resultados han sido obtenidos en base al
andlisis de la mutante que no se asocia a § clamp, MutS800, la cual presenta una menor
actividad ATPasa y union al ADN. Por lo cual, es dificil analizar si los defectos en la
reparacion se deben o no a la ausencia de interacciéon con el factor de procesividad.
Contrariamente, la interaccion MutS-f8 clamp claramente no es importante en el MMR de E.
coli y P. aeruginosa [131, 180], planteando el interrogante acerca de su significancia
funcional en ambos organismos. Nuestros hallazgos develaron un nuevo rol de esta
interaccion en P. aeruginosa y se espera que las caracteristicas descriptas aqui puedan ser
extrapolables a otras bacterias. En relacién a organismos eucariotas, se observé que la
asociacion entre MutSo-PCNA tiene una contribucién limitada a la via del MMR [181, 182].
No obstante, MutSa seria capaz de regular la TLS dependiente de Pol k y Pol n en células
humanas promoviendo la monoubiquitinacion de PCNA en respuesta a UV y dafio
oxidativo, respectivamente [183, 184]. Esta modificacién postraduccional transitoria de
PCNA facilita el reclutamiento de estas TLS Pols, que realizan una TLS libre de error sobre
estas lesiones, y su intercambio con la Pol replicativa para tolerar el dafio [164]. Por lo
tanto, MutS podria modular la accién de las Pols alternativas tanto en bacterias como en

eucariotas a fin de evitar la mutagénesis provocada por estas enzimas.

Actualmente, nuestro laboratorio esta investigando si el mecanismo de control de Pol
IV por MutS que describimos en P. aeruginosa esta conservado en otras especies

bacterianas, tal como B. subtilis y E. coli. Estas bacterias fueron elegidas como modelo de
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estudio porque como se detalla en la Introduccién, exhiben diferencias mecanisticas
importantes a nivel del MMR, las Pols alternativas y el funcionamiento del aparato de
replicacion. Nuestros resultados indicarian que la interaccién MutS-8 clamp tendria un rol
importante en evitar la mutagénesis provocada por los conflictos que se producen cuando
colisionan la maquinaria de replicacién y transcripcion. En este sentido, Pol IV esta
implicada en el proceso de reparacion de lesiones llamado sistema de escision de
nucleétidos asociado a la transcripcién (Transcription-Coupled-Nucleotide Excision
Repair, TC-NER) [185-187]. Este proceso se inicia cuando la ARN Pol encuentra una lesion
en la cadena molde que impide su avance, aumentando la probabilidad de que ocurran
choques con el replisoma. Para evitar la colisién entre ambos aparatos, la ARN Pol se
disocia o aparta del sitio dafiado para reclutar los factores del NER que remueven la lesion.
El proceso de reparacion por el NER consiste en la generacién de incisiones en el ADN,
escision de la cadena de ADN generando un gap que es rellenado por la actividad de
sintesis de Pol IV [188]. Asi, es posible que MutS a través de la unién a  clamp regule la

accion de Pol IV asociada al TC-NER.

Igualmente, y como parte de una pasantia de investigacién que realicé en el Laboratorio
del Dr. Vincent Pages en el Centro de Investigacion en Cancer de Marsella-Francia, inicié
un trabajo para analizar el rol funcional de la asociacién entre MutS y § clamp en E. coli.
Para ello, utilicé un sistema que permite insertar una Unica base dafiada en una posicién
especifica del cromosoma y posteriormente, analizar las vias de tolerancia a lesiones,
incluyendo la TLS [189]. Brevemente, los resultados obtenidos indicarian que MutS no
estaria implicada en la regulacién de los niveles de TLS de la lesion altamente bloqueante
AFF, la cual es principalmente tolerada por recombinacion y en una baja proporcion por
TLS llevada a cabo por Pol V y Pol II. Asimismo, construi un nuevo sistema con la lesién
N2-alkylguanina, la cual produce un bloqueo menor de la replicacién y se ha observado
que Pol 1V de E. coli realizaria la TLS [190]. Nuestros ensayos muestran que esta lesion
serfa tolerada principalmente por TLS libre de error a la vez que confirman que Pol IV
seria la principal Pol involucrada. Asimismo, la disrupcion de la interaccion MutS- clamp
no afectaria los niveles de TLS. Estos experimentos concuerdan con nuestra hipotesis de
que MutS no desplaza a Pol IV cuando realiza sintesis libre de error. A futuro se pretende
estudiar la tolerancia de lesiones oxidativas, ya que, como se mencion6, Pol IV lleva a cabo

TLS errénea [54, 141].
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El rol de Pol IVy MutS en la adaptacién de bacterias patégenas como P. aeruginosa

En el presente estudio, hemos utilizado como modelo de estudio P. aeruginosa, bacteria
patoégeno oportunista de humanos que puede establecer infecciones tanto agudas como
crénicas principalmente en personas inmunocomprometidas como pacientes FQ. Esta
bacteria produce una amplia variedad de factores de virulencia que junto con fenotipos
asociados a la movilidad son importante en procesos infectivos agudos [120, 191]. Por el
contrario, esta bacteria experimenta una adaptaciéon durante infecciones croénicas
caracterizada por una menor produccion de factores de virulencia, transicion a la forma de
crecimiento en biofilms junto con pérdida de la movilidad y la adquisicion de resistencia a
multiples antibidticos. Este proceso adaptativo se caracteriza por la adquisiciéon de un gran
nimero de mutaciones donde se inactivan genes que codifican reguladores
transcripcionales globales, incluyendo a RpoN, NfxB, AmpR y MucA en etapas tempranas
de la infecciéon mientras se seleccionan mutaciones en otros genes en estadios mas tardios
de la infeccién, probablemente necesarias para la persistencia del patégeno, tal como

aquellas que inactivan el gen mutS [120].

En este trabajo analizamos nuestro mecanismo utilizando como gen reportero de la
calidad de mutaciones a nfxB en los distintos contextos genéticos. Este gen codifica uno de
los reguladores transcripcionales implicado en la adaptacion temprana de P. aeruginosa
[144]. Asi, utilizando un sistema reportero que contiene la fusion del promotor mexCD al
operon luxCDABE, demostramos que surgen variantes menos activas de NfxB en la cepa
mutSP que no se observaron en la cepa WT. Dichas variantes fueron generadas por accion
de Pol IV ya que no se detectaron en la cepa deficiente en Pol IV, mutS? dinB. Estas
evidencias sugieren que la acciéon no controlada de Pol IV podria producir cambios en la
calidad de las mutaciones en nfxB que se traducen en la generacion de variantes
fenotipicas menos activas. Cabe destacar que durante el establecimiento de la infeccién en
el pulmon FQ, P. aeruginosa se encuentra dentro de un ambiente altamente estresante, en
el cual, segiin nuestro modelo, MutS no controlaria a Pol IV. En consecuencia, es posible
que en este contexto se promueva la mutagénesis en ciertas regiones especificas dentro
del genoma segun la preferencia de secuencia de Pol IV, y a su vez, se produzcan cierto
tipo de mutaciones. De esta manera, en etapas tempranas de la infeccién, la ausencia de
control de Pol IV podria representar un factor importante en la pato-adaptacion de
bacterias. Ademads, esta estrategia tendria menores consecuencias sobre la viabilidad

celular en comparaciéon con la mutagénesis provocada por inactivacion de genes de
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reparacion, tal como MutS o MutL, lo cual genera células hipermutadoras. Luego, la
inactivacién de MutS podria ser un factor importante en el mantenimiento de la infeccién

crénica [192, 193].

;Como separa MutS sus funciones en la regulacién del acceso de Pol IV a la

replicacion de su funcién mds conservada en la via del MMR?

MutS es principalmente conocida por su funcién en el MMR, donde inicia el proceso de
remocion bases mal apareadas o MM durante la replicacion del ADN. Esta proteina
reconoce y se une al MM para luego reclutar a otra proteina clave del MMR, MutL. Ambas
proteinas, MutS y MutL, forman un complejo que llama en accién a otros factores
implicados en las etapas subsecuentes que incluyen la discriminacién de la hebra recién
sintetizada de la nueva, la escision de la base erronea y la re sintesis de ADN [83, 194]. Asi,
la interaccién MutS-MutL es critica para el correcto funcionamiento del MMR, ya que
coordina el reconocimiento del MM con los eventos siguientes. Por el contrario, la
asociaciéon entre MutS y B clamp es importante en el mecanismo de control de Pol IV

propuesto en la presente Tesis.

En este trabajo analizamos la interaccién entre MutS y MutL en presencia del factor de
procesividad en ensayos de FW (Ver anexo Figura A1). La interaccién entre las proteinas
del MMR fue inhibida en presencia de 3 clamp. Por el contrario, la versién mutante MutS#
fue capaz de asociarse a MutL en presencia o ausencia de § clamp. Basdndose en estos
datos, se puede postular que la interaccién de MutS con 3 clamp funciona en la regulacion
del acceso de Pol IV a la replicaciéon y limita la actividad de MutS en la reparacion.
Entonces, es posible plantear que cuando un MM generado por la actividad de Pol IV se
encuentra cercano a f3 clamp, puede ser detectado por MutS y removido segiin nuestro
modelo. Estos MM no serian removidos por el mecanismo clasico del MMR ya que la uniéon
de MutS a B clamp inhibe su asociacién con MutL. Contrariamente, cuando un MM
generado por Pol IV o las Pols replicativas estan en sitios lejanos a 8 clamp, MutS puede
interaccionar con MutL e iniciar la via del MMR (Figura D1). De esta manera, una vez que
MutS se une a un MM, la asociacion con MutL o 8 clamp dicte que mecanismo de remocion

del MM se desencadena.
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Figura D1. Modelos propuestos para la separacion de las funciones de MutS. Se postula que cuando
aparece un MM préximo a un anillo de B clamp, como ocurre cuando Pol IV realiza la sintesis, MutS es
reclutada para desplazar dicha Pol de B clamp. La interacciéon MutS-$ clamp favoreceria la regulaciéon del
acceso de Pol IV a la replicacion y limitaria la actividad de MutS en la reparacién, ya que la unién de MutS con 8
clamp inhibe su asociaciéon con MutL. Por el contrario, si los MMs se encuentran en sitios lejanos a § clamp,

MutS es capaz interaccionar con MutL e inicia la via del MMR

Conclusion final

Como se mencion6 previamente, las funciones mas conocidas de MutS es reconocer las
bases mal apareadas para gatillar el MMR [83] asi como regular la recombinacién entre
secuencias parcialmente homodlogas [108, 195]. Los resultados obtenidos durante esta
Tesis Doctoral aportan evidencias por primera vez sobre una funcién no candnica de la
proteina de reparacién MutS en la regulaciéon de una actividad inherente al aparato de
replicacidon en bacterias. Asimismo, este trabajo expone la existencia de una regulacion
fina y compleja de las interacciones proteina-proteina y proteina-ADN que modulan la

accion de un mecanismo en particular para mantener la fidelidad de la replicacion.

Estos hallazgos abren nuevos interrogantes acerca del contexto en el que ocurre y los
detalles de su regulacion. Como perspectiva y teniendo en cuenta los recientes estudios
utilizando microscopia de molécula Unica en bacterias, seria interesante investigar si MutS
regula la acciéon de Pol IV dentro o fuera del replisoma. Ademas, como se mencion6

previamente, es de nuestro interés utilizar el sistema de monitoreo de lesiones tnicas
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desarrollado en el grupo del Dr. Pagés (Francia) para analizar la actividad y control de Pol
IV en su funcién de TLS mutagénica y libre de error. La ventaja de dicho sistema, es que
permite estudiar la tolerancia de una lesién especifica en el cromosoma en presencia de
todos los componentes celulares, por lo cual se pueden extraer conclusiones considerando
el contexto completo en el que ocurre dicho evento. En cuanto a la regulacion del
mecanismo, los resultados preliminares indicarian que la estructura de ADN juega un rol
fundamental en esta nueva funcién de MutS, por lo que es interesante continuar
estudiando a nivel estructural cuales son los cambios provocados en la proteina de
reparacién y como afecta su funcionalidad, tal como su actividad ATPasa o sus
interacciones con otras proteinas como MutL y 8 clamp. En este sentido, nuestro grupo se
encuentra colaborando activamente con equipos de investigacion especializados en

estudios estructurales.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

CEPAS BACTERIANAS, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS UTILIZADOS

Tabla M1. Cepas bacterianas utilizadas de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

Nombre de la cepa Caracteristicas relevantes Referencia
PAO1 Cepa salvaje [131]
PAO1 mutS? Posee el alelo mutS#; derivada de la cepa PAO1 [131]
PAO1 dinB Deficiente en el gen dinB; derivada de la cepa PAO1 Tesina de
grado
PAO1 dinB mutS# Deficiente en el gen dinB'y posee el alelo mutSP; derivada de la Tesina de
cepa PAO1 mutS# grado
PAO1 dinB-His Posee el gen dinB fusionado a un Hisé-tag en el N-terminal; Este trabajo

PAO1 mutS? dinB-His

PAO1 plexA::lux

PAO1 mutS?F plexA::lux
PAO1 dinB plexA::lux

PAO1 dinB mutSFf plexA::lux
PAO1 plexA::lux lexA

PAO1 mutS? plexA::lux lexA
PAO1 dinB plexA::lux lexA

PAO1 dinB mutSP plexA::lux
lexA

PAO1 mutS C-strep

PAO1 mutS¥ C-strep

PAO1 dinB mutS C-strep
PAO1 dinB mutSF C-strep
PAO1 plexA::lux lexA mutS C-
strep

PAO1 mutS¥ C-strep
plexA::lux lexA

PAO1 dinB plexA::lux lexA
mutS C-strep

PAO1 dinB mutS# C-strep
plexA::lux lexA

PAO1 pMexCD::lux

derivada de la cepa PAO1.

Posee el alelo mutS#y el gen dinB fusionado a un His®-tag en el N-
terminal, derivada de la cepa PAO1 mutS#

Posee el operdn reportero luxCDABE fusionado al promotor del
gen lexA (plexA::lux); derivada de la cepa PAO1

Posee el alelo mutSP y el reportero plexA::lux; derivada de la cepa
PAO1 mutSP

Deficiente en el gen dinBy posee el reportero plexA::lux; derivada
de la cepa PAO1 dinB

Deficiente en el gen dinB, posee el alelo mutS#y el reportero
plexA::lux; derivada de la cepa PAO1 mutS* dinB

Deficiente en el gen lexA y posee el reportero plexA::lux; derivada
de la cepa PAO1 plexA::lux

Posee el alelo mutS#, el reportero plexA::lux y es deficiente en el
gen lexA; derivada de la cepa PAO1 mutSP plexA::lux

Deficiente en los gen dinB y lexA y posee el reportero plexA::lux;
derivada de la cepa PAO1 dinB plexA::lux

Deficiente en el gen dinBy lexA, posee el alelo mutSFy el
reportero plexA::lux; derivada de la cepa PAO1 dinB mutSF
plexA::lux

Posee el gen mutS fusionado a un Strep IlI-tag en el C-terminal
(mutS-strep); derivada de la cepa PAO1.

Posee el alelo mutSP fusionado a un Strep IlI-tag en el C-terminal
(mutS# -strep); derivada de la cepa PAO1 mutS#

Deficiente en el gen dinBy posee el gen mutS-strep; derivada de
la cepa PAO1dinB

Deficiente en el gen dinBy que posee el alelo mutS#-Strep;
derivada de la cepa PAO1 mutS? dinB

Deficiente en el gen lexA y posee el gen mutS-strep y el reportero
plexA::lux; derivada de la cepa PAO1 plexA::lux lexA

Posee el alelo mutSA-Strep, el reportero plexA::lux y es deficiente
en el gen lexA; derivada de la cepa PAO1 mutSF plexA::lux lexA
Deficiente en los genes dinB'y lexA y posee el gen mutS-strep y el
reportero plexA::lux; derivada de la cepa PAO1 dinB plexA::lux
lexA

Deficiente en los genes dinB y lexA, posee el alelo mutSE-strep y el
reportero plexA::lux; derivada de la cepa PAO1 dinB mutSF
plexA::lux lexA

Posee el operdn reportero luxCDABE fusionado al promotor del
gen mexCD (pMexCD::lux); derivada de la cepa PAO1
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PAO1 mutSf pMexCD::lux

PAO1 dinB pMexCD::lux

PAO1 dinB mutS#

Posee el alelo mutS# y el reportero pMexCD::lux; derivada de la
cepa PAO1 mutS?

Deficiente en el gen dinB'y posee el reportero pMexCD::lux;
derivada de la cepa PAO1 dinB

Deficiente en el gen dinB, posee el alelo mutS# y el reportero

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo

pMexCD::lux pMexCD::lux; derivada de la cepa PAO1 mutSP dinB

Escherichia coli
Nombre de la cepa Caracteristicas relevantes Referencia
BL21 Cepa huésped para la expresion de proteinas Novegen
BL21 plysS Cepa huésped para la expresion de proteinas Stratagene
XL1Blue TcR; Cepa huésped para clonado de ADN Invitrogene
DH5a Cepa huésped para clonado de ADN Invitrogene
SY327 RifR; Cepa huésped para clonado de ADN [196]

SM10 (Apir)

Cepa donora para la conjugaciéon de pKNG101

Dra. Lucchesi

Tabla M2. Plasmidos utilizados en esta Tesis

Nombre Caracteristicas Referencias
pGEM-Teasy AmpR; Vector de clonado de productos de PCR Promega
pGEM-dinB Amp?R; pGEM-T Easy que contiene el gen dinB de P. aeruginosa Tesina de grado

pGEM-dinB D8A
pGEM-dinB A5
pGEM-dinBup
pGEM-dinBdel
pGEM-lexA
pGEM-lexAdel
pGEM-dinBNterHis®

pGEM-mutSCterStrep y

pGEM-15 mutS#
CterStrep

pKNG101

pKNG-dinBdel
pKNG-lexAdel

pKNG-dinBNterHis6,
pKNG-mutSCterStrep
pKNG- mutSFCterStrep
pUC18-mini-Tn7T-Gm-
lux

pTNS2

pET15b

pET15b-dinB,
pET15b-dinBA5

Amp?R; pGEM-T Easy que contiene el gen dinBD8A

AmpR; pGEM-T Easy que contiene el gen dinBA5

AmpR; pGEM-Teasy que contiene los 255 nucleétidos aguas
arriba y 23 nucledtidos aguas abajo del gen dinB de P. aeruginosa
AmpR; pGEM-Teasy conteniendo el gen dinB de P. aeruginosa
delecionado

AmpR; pGEM-Teasy conteniendo el gen lexA de P. aeruginosa
delecionado

AmpR; pGEM-Teasy conteniendo el gen lexA de P. aeruginosa con
un codo6n de stop prematuro

AmpR; pGEM-Teasy conteniendo la region 5°del gen dinB de P.
aeruginosa fusionado a la secuencia que codifica His6-tag
Amp?R; pGEM-Teasy conteniendo la regién 3'del gen mutS de P.
aeruginosa fusionado a la secuencia que codifica Strep II-tag
Amp?R; pGEM-Teasy conteniendo la regiéon 3’del gen mutante
mutSP de P. aeruginosa fusionado a la secuencia que codifica
Strep II-tag

SmR; Vector suicida para la sustitucién alélica de genes en P.
aeruginosa

SmR; pKNG101 con el gen dinB delecionado

SmR; pKNG101 con el gen lexA que contiene un codén stop
prematuro

SmR; pKNG101 conteniendo la regién 5°del gen dinB de P.
aeruginosa fusionado a la secuencia que codifica His6-tag

SmR; pKNG101 conteniendo la regién 3°del gen mutS de P.
aeruginosa fusionado a la secuencia que codifica Strep II-tag
SmR; pKNG101 conteniendo la region 3’del gen mutante mutS? de
P. aeruginosa fusionado a la secuencia que codifica Strep II-tag
GmR; vector utilizado para la insercién de reporteros lux
mediante transposicién

Plasmido Helper que contiene los genes TnsABCD involucrados
en la transposicion sitio especifca

ApR; Vector de expresion de proteinas fusionadas a Hise

ApR; pET15b con el gen dinB que codifica a Pol IV

ApR; pET15b con el gen dinB A5 que codifica para la mutante de
delecién Pol IV-A5
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pET15bStrep-dinB,
pET15bStrep-dinB A5

pET15bStrep-dnaN
pEx
pExStrep-mutS
pExStrep- mutS#
pET-15b mutS
pET-15b mutS#
pET-15b mutSR842E
pET-15b dnaN
pETdnaE
pBBRIMCS-5
pBAD18-Cm
p5BAD

p5BAD dinB
p5BAD dinBD8A
p5BAD dinBAS
pMALc2x
pMALc2x C-ter

pMALc2x HTH C-ter

pMALc2x HTH C-ter
R842E

Materiales y Métodos

ApR; pET15b con el gen dinB que codifica a Pol IV fusionada a
Strep II-tag

ApR; pET15b con el gen dinB A5 que codifica para la mutante de
delecién Pol IV-A5 fusionada a Strep 1I-tag

ApR; pET-Strep con el gen dnaN que codifica a § clamp

GmR; plasmido inducible por IPTG

GmR; pEX con el gen mutS que codifica a MutS

GmR; pEX con el gen mutSP que codifica a MutSP

AmpR; pET15b con el gen mutS que codifica a MutS-His

AmpR; pET15b con el gen mutSP que codifica a MutSP-His

AmpR; pET15b con el gen mutSP que codifica a MutS R842E-His
ApR; pET15b con el gen dnaN que codifica a § clamp-His

ApR; pET15b con el gen dnaFE que codifica a Pol 111

GmR; Vector de amplio rango de huesped

CmR; Vector de expresidn inducible por arabinosa

GmR; Vector de amplio rango de huesped con expresidn inducible
por arabinosa (derivado de pBAD18 y pPBBRIMCS-5)

GmR; p5BAD con el gen dinB que codifica a Pol IV

GmR; p5BAD con el gen dinBD8A que codifica a Pol [V-D8A
GmR; p5BAD con el gen dinBA5 que codifica a Pol I[V-A5

ApR; Vector de expresion

ApR; pMALc2X con el gen que codifica para la regiéon C-terminal
de MutS de P. aeruginosa

ApR; pMALc2X con el gen que codifica para el dominio HTH y la
region C-terminal de MutS de P. aeruginosa

ApR; pMALc2X con el gen que codifica para el dominio HTH y la
region C-terminal conteniendo la mutacién R842E de MutS de P.
aeruginosa
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Marcador de resistencia: ApR ampicilina; CmR cloranfenicol; GmR gentamicina; RifR rifampicina; SmR streptomicina; TcR

tetraciclina.

Tabla M3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

Nombre Secuencia Observaciones Ref.
dinB- fw 5-TCATATGCGGAAAATCATCCATATAGACTGCG-3’ Sitio Ndel subrayado Tesina
de grado
dinB-rv 5’- CTTCGTTGACGCCATGAGGAGC-3’ Tesina
de grado
dinB-up 5’- GGAGCTGGATTTGAACCAACGACC-3’ Tesina
de grado
D8As 5'- Nucle6tidos mutados Tesina
CATATGCGGAAAATCATCCATATAGCCTGCGACTGTTTCTATG-3"  subrayados. de grado
D8Aas 5'- ATAGAAACAGTCGCAGGCTATATGGATGATTTTCCGCATATG-  Nucledtidos mutados Tesina
3' subrayados. de grado
AS5s 5'- CATGGGCGCCCACGAATAACTCAGGTTGTTC-3' Nucledtidos mutados Tesina
subrayados. de grado
AS5as 5'- GAACAAACCTGAGTTATTCGTGGGCGCCCTG-3' Nucleo6tidos mutados Tesina
subrayados. de grado
HisdinB1-fw 5’-GATGCGAGCGAACGGAGGG-3’ Este
trabajo
HisdinB1-rv 5'TGGCTGCCGCGCGGCACCAGGCCGCTGCTGTGATGATGATGATG Se subraya la Este
ATGGCTGCTGCCCATCGGAATCTCGCTACAAGCCCC-3’ secuencia His6 trabajo
HisdinB2-fw 5'CACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGCGGAAAAT  Sesubrayala Este
CATCCATATAGACTGCG-3’ secuencia His6 trabajo
HisdinB2-rv  5-CGTCCAGCGAAAGCGGC-3’ Este
trabajo
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lexA-fw
lexA-rv
NfxB1
NfxB2
pETStrep-
fw
pETStrep-rv

PlexAF
PlexAR
StrepmutS1
-fw
StrepmutS1
-rv

Strep
mutS2-fw
StrepmutS2

-Tv
VIR 4

VIR 5
VIR 7
VIR 3
VIR 6
VIR6.3
VIR6.4
VIR 6.1
VIR6.5
VIR6.6
VIR 6.2
VIR 4.1

VIR 4.2

5"-TTCATATGCAGAAGCTGACGCCCCG-3’
5"-AAATGCATCAGCGCCGGATCACGCC-3’
5'-AGCCATGACACACCCGACCG-3'
5'-TGCCATGCGGCGACGAGAGG-3'
5’CCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACG
ATGGCTAGCTGGAGCCATCCGCAATTCGAGAAGGG-3’
5’AACTCAGCTTCCTTTCGGGCTTTGTTAGCAGCCGGATCCTCGAG
CATATGTGCGCCCTTTTCGAACTGGGGGTG-3’
5'-TATAACTAGTGGTTTCTCCGCCTGACAAACAC-3'

5'-ATATGGATCCGTCAGCTTCTGCATGTCGTCGC-3'
5’- CAATGGGCCCAACGTGCACCTGAACGC-3

5'CTGGGGGTGCGACCACGAGCCGCCGCCGCTACCGCCGCCGCTAC
CGCCGCCCTTCTCGAATTGCGGATGGCTCCAGGCGCTGACCCGCAT
CTTCCATGC-3’
5'CTCGTGGTCGCACCCCCAGTTCGAAAAGTGACGGACTACCGCAC
AAG-3’

5’- CCTAGTCGACCCAGCTCGCTGTTCAGCTCG-3’

5’- ATTTCCTTCAGCAGATAGTAACCATACTGATTCACAT-3’
5’- ATGTGAATCAGTATGGTTACTATCTGCTGAAGGAAAT-3’
5- ATGTGAATCAGTATGGTTACTATCTGC-3’
5-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCTGAAGGAAAT-3’
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGC-3’
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCT-3"
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCTG-3’
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCTGA-3
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCTGAA-3’
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCTGAAG-3’
5’-ATGTGAATCAGTATGGTTGCTATCTGCTGAAGG-3
5’-ATTTCCTTCAGCAGATAGCAACTATACTGATTCACAT-3’

5’-ATTTCCTTCAGCAGATAGCAACCATATTGATTCACAT-3’

Sitio Ndel subrayado
Sitio Nsil subrayado

Sitio Spel subrayado

Sitio BamHI
subrayado
Sitio Apal subrayado

Secuencia del Strep-
tag (Subrayado)

Secuencia del Strep-
tag (Subrayado)
Sitio Sall subrayado

Oligonucleétido de
base. Se subraya la
posicién del GT.
Forma el ADNdc
Forma el ADNp

Forma el ADNdc-GT
Forma el ADNp-GT#8rP
(8 pb desde el GT-)
conel VIR 4

Forma el ADNp-GT?pP
Forma el ADNp-GT10pb
Forma el ADNp-GT?1pb
Forma el ADNp-GT?2pb
Forma el ADNp-GT?3pb
Forma el ADNp-GT?4pb
Forma el ADNp-GT?5pb
conel VIR 6.1

Forma el ADNp-GT?6pb
conel VIR 6
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MEDIOS DE CULTIVOS Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Las bacterias fueron crecidas aerdbicamente a 372C en medio Luria-Bertani (LB)

(peptona acida de caseina 10 g/l, NaCl 5 g/l, extracto de levadura 5 g/l) con o sin
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Materiales y Métodos

antibiotico segliin corresponda. Para la obtenciéon de medios de cultivo sélidos se agrego

agar-agar 1,3%.

El crecimiento bacteriano fue determinado midiendo la biomasa celular por
absorbancia a 600 nm (DO600) o el nimero de células viables mediante siembra de
diluciones apropiadas en medio LB-agar y cuantificacién de las unidades formadoras de

colonias (UFC).

ENZIMAS Y REACTIVOS QUIMICOS

Las enzimas ADN polimerasa (Taq y Pfu) y las enzimas de restriccion se obtuvieron de
Promega, Fermentas y Biolabs. El reactivo de Bradford fue obtenido de Bio-Rad. Para la
purificacién de proteinas con His-tag se utilizé la resina Ni-NTA Agarose de Qiagen y, para

las proteinas con Strep-tag la resina ProBond de Invitrogene.

Los anticuerpos utilizados para Western Blot y far Western fueron rabbit anti-His6
polyclonal antibody de Santa Cruz Biotechnology; mouse anti-His6 monoclonal antibody
de Sigma; IRDye 800CW-conjugated goat anti-rabbit y goat anti-mouse antibodies de LI-

COR Bioscience.

Los inductores isopropil-f-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) y L-(+)-Arabinosa fueron

obtenidos de Promega y Sigma, respectivamente.

TECNICAS UTILIZADAS EN EL CLONADO MOLECULAR

Minipreparaciones de ADN plasmidico

Para extraer y purificar plasmidos bacterianos se utilizaron los kits Wizard Plus SV

Minipreps DNA Purification System de Promega y GenElute™ Plasmid Miniprep de Sigma.

Aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN
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Los fragmentos de digestion con enzimas de restriccion fueron separados del resto de
la mezcla de reacciéon por electroforesis en geles de agarosa. La banda de interés se
escindié del gel y luego se purificé el ADN mediante absorcién a una columna con silica-gel
(Silica Bead DNA Gel Extraction Kit de Thermo scientific o Wizard SV Gel and PCR Clean-
Up System). Los productos de PCR fueron purificados directamente a partir de la mezcla

de reaccion con los mismos Kits.

Reacciones enzimadticas

Las reacciones de digestion y ligado se realizaron segun protocolos convencionales y

las indicaciones de los proveedores (Promega, Biolabs, Thermo scientific).

Electroforesis en geles de agarosa

Para visualizar el ADN se utilizaron geles de agarosa (1-2%). La electroforesis se llevd a
cabo en cubas electroforéticas sumergidas en buffer TAE 0,5x (Tris-Acetato 0,04 M, EDTA
1mM, pH 8) durante 30 min a 100 voltios.

La visualizacion del gel se realiz6 mediante tincién con Bromuro de Etidio y exposicion
a luz UV. La determinacién del tamafio de los fragmentos de ADN se realizdé por

comparacion con marcadores de peso molecular (Thermo scientific).

Transformacion de bacterias

La preparacion de células electrocompetentes de E. coli se efectué mediante lavados
sucesivos con H,0 MiliQ estéril a 42C de células en fase exponencial (D0600=0,7). En el
caso de P. aeruginosa, los lavados fueron realizados con solucién de sacarosa 300 mM a
temperatura ambiente. Luego, las células fueron concentradas y mezcladas con el ADN

para luego realizar la electrotransformacion a través de una descarga eléctrica.

Las células ultracompetentes de E. coli DH5a fueron provistas por el servicio de

FACEMES del CIQUIBIC-CONICET, FCQ, UNC.
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Chequeo de los plasmidos

Todos los plasmidos nombrados anteriormente fueron secuenciados en el servicio de
secuenciamiento del ADN de la Universidad de Chicago, Estados Unidos (University of

Chicago, DNA Sequencing & Genotyping Facility).

CLONADOS DE PLASMIDOS

Clonado de dinB y construccion de sus versiones mutantes

El gen dinB (1050 pb) fue amplificado por PCR a partir de ADN gendémico de P.
aeruginosa PAO1 con los oligonucléotidos dinBfw y dinBrv. Para la reaccién de PCR se
utilizaron las siguientes condiciones: (a)5 min 952C; (b) 30 ciclos de 1 min a 952C, 1 min a
50 °Cy 1 min a 729C; (c) 10 min a 722C. Luego, dicho producto de PCR fue clonado en el
vector comercial pGEM-Teasy obteniendo el plasmido pGEM-dinB. Esta construccién fue
utilizada para generar las versiones mutadas Pol IV D8A y Pol IV A5 mediante mutagénesis
sitio dirigida. En la mutante puntual Pol IV D8A se reemplaz6 el codén GAC (Asp) por GCC
(Ala), mientras que la mutante Pol IV A5 que contiene una deleciéon de los cinco
aminoacidos del C-terminal se obtuvo reemplazando el codéon CAA por el coddn de
terminacién TAA. Brevemente, se realiz6 el siguiente protocolo: (1) Amplificaciéon por PCR
con ADN Polimerasa Pfu a partir del plasmido pGEM-dinB (3,4 ng/ul) utilizando los pares
de primers D8As y D8As 6 A5s y ASas (condiciones de reaccion: (a)2 min 952C; (b) 18
ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 50-65 2C y 15,5 min a 72°C; (c¢) 10 min a 72°C); (2) Se traté
el producto con Dpnl para digerir el sustrato molde pGEM-dinB que no contiene las
mutaciones; (3) Se transformé E. coli XL1-Blue con los productos de dicha digestién para

recuperar los plasmidos mutados por PCR pGEM-dinB D8A y pGEM-dinB A5.

Clonados en el vector pKNG101

Con el fin de generar cepas deficientes en Pol IV (dinB), en primer lugar, un fragmento
(1288 pb) que abarca de 255 nucledtidos aguas arriba y 23 nucle6tidos aguas abajo del
gen dinB fue amplificado por PCR con los oligonucleétidos dinB-up y dinB-rv a partir de

ADN gendémico obtenido de la cepa PAO1. Las condiciones de reaccién fueron: (a) 5 min
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952C; (b) 30 ciclos de 1 min a 952C, 1 min a 50 2C y 1 min a 72°C; (c) 10 min a 72°C.
Subsecuentemente, este producto de PCR fue clonado en el plasmido pGEM-T Easy para
obtener el vector pGEM-dinBup. La delecién interna fue obtenida por digestion del pGEM-
dinBup con Xhol, la cual corta en las posiciones +46 y +799 respecto al codén de iniciacién

ATG, seguida de religacidn, lo cual dio lugar al vector pGEM-dinBdel.

Para obtener las cepas PAO1 deficientes en lexA, se amplifico el gen por PCR con los
primers lexA-fw y lexA-rv a partir de ADN Gen6émico de PAO1. Las condiciones de reaccién
fueron: (a) 5 min 952C; (b) 30 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 60 2C y 1 min a 729C; (c) 10
min a 722C. Subsecuentemente, este producto fue clonado en el pldsmido pGEM-T Easy
para obtener el vector pGEM-lexA. La delecién interna de 4 pb fue realizada mediante
digestion de pGEM-IexA con Xmal, la cual corta en una posiciéon +80 pb respecto al codén
de iniciacién ATG, seguida de un tratamiento con la nucleasa S1 y religacién, obteniendo el

plasmido pGEM-lexAdel.

En la construccion de las cepas PAO1 Hiss-dinB, se generd6 la fusién en marco de un
fragmento que incluye los 320 nucledtidos aguas arriba de dinB y la secuencia que codifica
para His6 mediante la técnica Overlap PCR de la siguiente manera: (1) Se amplificaron dos
productos de PCR, el primero utilizando los oligonucleé6tidos HisdinB1-fw y HisdinB1-rv, y
el segundo con los oligonucleétidos HisdinB2-fw y HisdinB2-rv a partir de ADN Genémico
de PAO1; (2) Se mezclaron cantidades equimolares de ambos fragmentos, los cuales se
solapan parcialmente, en una segunda reacciéon de PCR utilizando los oligonucleétidos
HisdinB1-fw y HisdinB2; (3) Se cloné este producto final en el plasmido pGEM-T Easy para
obtener el vector pGEM-dinBNterHise.

Para generar las cepas mutS-Strep 11 y mutSp- Strep II, se prosiguié mediante la técnica
de Overlap PCR dando lugar a un fragmento que incluye 351 nucleé6tidos del extremo 3°de
mutS fusionado en marco a la secuencia codificante del Strep II-tag, la regién intergénica
entre MutS y fdxA, y los 226 nucleétidos iniciales del gen fdxA. Para ello se procedi6 de la
siguiente manera: (1) Se amplificaron dos productos de PCR a partir de ADN gendmico de
PAO1 WT o mutSP segin corresponda, el primero utilizando los oligonucleétidos
StrepmutS1-fw y StrepmutS1-rv y el segundo con StrepmutS2-fw y StrepmutS2-rv. -
Condiciones de reaccién: (a) 5 min 952C; (b) 30 ciclos de 1 min a 952C, 1 mina 55°Cy 1.5
min a 729C; (c) 10 min a 722C - ; (2) Los fragmentos fueron combinados en una segunda

reaccion de PCR con los oligonucleétidos StrepmutS1-fw y StrepmutS2-rv; (3) El producto
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fue clonado en pGEM-T Easy para obtener los vectores pGEM-mutSCterStrep y pGEM-
mutSPCterStrep.

Finalmente, los fragmentos clonados en pGEM-dinBdel, pGEM-lexAdel, pGEM-16
dinBNterHis6, pGEM-mutSCterStrep y pGEM-mutSfCterStrep fueron subclonados dentro
de los sitios Apal-Sall del plasmido pKNG101, obteniendo los vectores pKNG-dinBdel,
PKNG-IexAdel, pKNG-dinBNterHiss, pPKNG-mutSCterStrep y pKNG-mutSECterStrep.

Construccion de vectores de expresion de proteinas recombinantes en E.coli

Para la expresion en E. coli de las fusiones con Hise-tag, los genes dinB, dinBD8A y dinB
A5 fueron subclonados entre de los sitios de restriccion Ndel-EcoRI del vector pET15b
para obtener los plasmidos pET15b-dinB, pET15b-dinBD8A 'y pET15b-dinBA5
respectivamente. Por otro lado, para obtener las fusiones con Strep II-tag, la secuencia que
codifica para el His¢-tag fue reemplazada por la secuencia del Strep II tag en los plasmidos
pET15b-dinB, pET15b-dinBA5 y pET15bdnaN. Para ello, la secuencia que codifica para
Strep tag Il se obtuvd mediante una amplificaciéon por PCR a partir del plamido pGEM-
mutSCterStrep utilizando los primers pETStrep-fw y pETStrep-rv. Luego, este fragmento
fue subclonado entre los sitios de restriccion Xbal-Ndel de los plasmidos que contienen los
genes de las proteinas obteniéndose los vectores pET15bStrep-dinB, pET15bStrep-dinB A5
y pET15bStrep-dnaN.

Para generar los plasmidos de expresién de MutS fusionada al Strep Il-tag en el C-
terminal, el fragmento que contiene la secuencia del Strepll-tag fue obtenido por digestion
con Nsil a partir del plasmido pGEM-mutSCterStrep, y subclonado dentro del sitio de
restriccion Nsil de los plasmidos inducibles por IPTG pEx-mutS y pEx-mutSf dando lugar a

los vectores pExStrep-mutS y pExStrep- mutS#.

Los plasmidos pET-15b conteniendo los genes de las proteinas MutS, MutS# y  clamp
fusionadas a Hise-tag asi como los plasmidos derivados de pMALc2x para la expresion de
proteinas fusionadas a MBP ya habian sido previamente clonados en el grupo del

laboratorio [131].
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Construccion los vectores de expresion p5BAD

El vector p5BAD deriva de los vectores pBBRIMCS-5 y pBAD18-Cm. Para su
construccion, el fragmento de 1,35 Kb que contiene el promotor pBAD y el gen araC (que
codifica para el represor transcripcional AraC) derivado del pBAD18-Cm fue subclonado
en pBBRIMCS-5 utilizando los sitios Nsil y HindIll, para obtener el vector p5SBAD. A
continuacién, para generar los vector pS5BAD que expresan Pol IV y sus versiones
mutantes fusionadas a Hiss-tag, primero se aislaron los genes dinB, dinBD8A y dinBAS
mediante digestién con Xbal y EcoRI a partir de los correspondientes pldsmidos pET15b.

Luego, dichos genes fueron introducidos en el vector p5BAD entre los sitios Nhel y EcoRIL

CONSTRUCCION CEPAS MUTANTES DE P. aeruginosa

Las cepas de P. aeruginosa generadas en este trabajo (Tabla M1) fueron realizadas
mediante la técnica de reemplazo alélico utilizando el plasmido suicida pKNG101. En P.
aeruginosa, el vector pKNG101 es incapaz de replicar ya que la bacteria carece de la
proteina 1 de replicaciéon (codificada por los genes pir), sin embargo, se integra en el
genoma por eventos de recombinacién homologa permitiendo el intercambio alélico entre

el gen subclonado en el plasmido y su homdlogo en el genoma bacteriano [196].

La transferencia al cromosoma de P. aeruginosa de los fragmentos derivados de los
clonados en pKNG101 se realiz6 mediante conjugaciéon biparental utilizando la cepa
donora E. coli SM10 (Apir) por el método de apareamiento en filtro [201]. Brevemente,
cultivos de P. aeruginosa (50 pl) y E. coli SM10 previamente transformada con el
correspondiente vector pKNG101 (150 pl), crecidos hasta fase estacionaria fueron
mezcladas en MgSO4 10 mM. La mezcla se filtr6 a través de una membrana de
nitrocelulosa Invitrogene de 0,45 um, que luego fue colocada sobre medio LB soélido e
incubada a 37°C durante 24 h. Finalmente, las células se resuspendieron en 300 pl de
MgS04 10 mM y se sembraron distintas diluciones en medio LB-agar suplementados con
estreptomicina (Sm) 50 pg/ml para seleccionar el primer evento de recombinacidn, y
ampicilina 50 pg/ml para contra-seleccionar a E. coli. Las cepas de P. aeruginosa
conteniendo el co-integrado, las cuales exhiben sensibilidad a sacarosa, se crecieron en
medio LB para permitir que se produzca el segundo evento de recombinacién. La
resolucion del co-integrado se seleccioné plaqueando en medio LB-agar suplementado con

sacarosa 25% y confirmado mediante sensibilidad a Sm.
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Chequeo de mutantes

En términos generales, con el fin de verificar la presencia de las diferentes mutaciones
introducidas en el genoma de P. aeruginosa por intercambio alélico, se amplificé el gen
correspondiente por PCR colony y, segin el caso, se prosiguié a realizar cortes con
enzimas de restriccion. De igual manera, todas las construcciones cromosomales fueron
verificadas mediante secuenciamiento. Para la PCR colony, se resuspendieron células de
diferentes clones a partir de medio LB-agar en 100 pl de H,0 MiliQ estéril que se utilizd

como templado para la reaccion.

En los casos de las cepas deficientes en Pol IV (dinB) y de las cepas en las que se fusiond
el His6-tag al gen dinB, se emplearon los oligonucledtidos dinBup y dinBrv y las cepas que
contienen el gen normal amplifican un producto de 1288 pb, las cepas deficientes 535 pby

las cepas dinB-His 1306 pb.

Para las cepas lexA se emplearon los oligonucleétidos lexA-fw y lexA-rv. Los productos
de PCR fueron sometidos a corte con la enzima de restriccion Sma [ (Promega) durante 1,5
hora a 25 2C y luego analizados por electroforesis en geles de agarosa. Los clones lexA

deficientes no contienen el sitio de restriccion, mientras que los clones lexA normales si.

En cuanto a las cepas que contienen las fusiones de Strep II-tag al C-terminal de MutS y
MutS8, los oligonucledtidos utilizados fueron StrepmutS2-rv y StrepmutS1-fw y las
condiciones de reaccién fueron: (a) 5 min 952C; (b) 27 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 55

2Cy 1 mina 729C; (c) 10 min a 722C.

Construccion e insercion cromosomal de la fusiéon del promotor lexA al operon

reportero luxCDABE

La fusién del promotor transcripcional de lexA al operén luxCDABE fue construida e
insertada en el cromosoma utilizando el vector basado en mini-Tn7, pUC18-mini-Tn7T-
Gm-lux [197]. El promotor de lexA (246 pb, -231 a +15 respecto al coddn de iniciacion
ATG) fue amplificado utilizando los primers PlexAF y PlexAR a partir de ADN gen6mico de
PAO1. Luego se clon6 en pGEM-T Easy y se subcloné en el vector pUC18-mini-Tn7T-Gm-
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lux utilizando los sitios de restriccion Spel-BamHI. La insercién de la construcciéon

reportera en el cromosoma fue llevada a cabo mediante la co-transformacién con el
4 : o ) . 7 -

plamido “helper” pTNS2. La insercién cromosomal fue confirmada por PCR como se

describi6 previamente [197].

De la misma manera, la fusién del promotor de la bomba de eflujo MexCD al oper6n
luxCDABE ya habia sido clonada en el laboratorio en el vector pUC18-mini-Tn7T-Gm-lux

[132], que se utiliz6 para transformar las cepas correspondientes de P. aeruginosa.

EXPRESION Y PURIFICACION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Purificacién de proteinas fusionadas a Strep-tag

Para la purificacion de las proteinas Pol IV y Pol IV A5 fusionadas al Strep II-tag en el N-
terminal (Pol IV-Strep y Pol IV A5-Strep) se realizo el siguiente protocolo: (1) Células de E.
coli BL21 (ADE3) pLysS transformadas con los correspondientes plasmidos derivados del
pET15bStrep, fueron inoculadas en un medio LB suplementado con 0.2% de glucosa, 25
ug/ml de Cloranfenicol y 50 pug/ml de Ampicilina; (2) Se incubaron los cultivos a 37°C con
agitacion de 180 rpm hasta alcanzar una Densidad Optica (DO) a 600 nm de 0.8; (3) Se
agregd 50 uM de IPTG y se incub6 a 30°C durante 3,5 horas a 180rpm; (4) Se recolectaron
las células por centrifugacion y se guardaron a -202C durante una noche; (5) Se
resuspendio el pellet en Tris-HCl 100 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM, § mercaptoetanol 5 mM
(Buffer A) suplementado con inhibidores de proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1
mM; Benzamidina 1 mM); (6) Se lisaron las células utilizando una prensa francesa (2000
psi durante 2-4 min a 42C); (7) Se agregd DNAsa (5 U/ml) al lisado y se incubd 15 minutos
a 4°C; (8) Se afiadi6 avidina (1 nmol por litro de cultivo) y se incubaron 15 minutos; (9) Se
centrifugé el lisado a 9000 g por 40 minutos a 42C y se recuper6 el sobrenadante para
obtener la fraccion soluble; (10) Se pasoé el sobrenadante por una columna que contiene la
resina “Strep Tactin Sepharosa”; (11) Se lavé la columna sucesivamente con 10 volimenes
de buffer A, buffer A con NaCl 250 mM de concentracion final, buffer A suplementado con
Tween-20 0.1% y buffer A; (12) Se eluyeron las proteinas adsorbidas en la resina con
buffer A conteniendo destiobiotina 2,5 mM; (13) Se recolectaron y concentraron las
fracciones en un buffer Tris-HCl 100 mM pH 7,4; NaCl 150 mM; B-Mercaptoetanol 20 mM y
Glicerol 10%, utilizando filtros Amicon Ultra-15 10000 Da (Millipore).
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Las proteinas MutS y MutS# fusionadas a Strep II-tag en el C-terminal (MutS-strep y
MutSB-Strep) fueron expresadas y purificadas de la siguiente manera: (1) Células de E. coli
XL1-Blue que contienen los plasmidos correspondientes derivados de pExStrep fueron
inoculadas en medio LB suplementado con 0.2% de glucosa y 10 pg/ml de Gentamicina;
(2) Se incubaron los cultivos a 372C con agitacion de 180 rpm hasta alcanzar una Densidad
Optica (DO) a 600 nm de 0.8; (3) Se agregé 1mM de IPTG y se incub6 a 302C durante 3
horas a 180rpm; A continuacién, se sigui6 el mismo protocolo previamente descripto para
Pol IV, a excepcidn que el buffer A tiene una composicion diferente (Tris-HCl 100 mM, pH
7.4, NaCl 150 mM, MgCl2 10 mM -buffer B-). Para la concentraciéon y cambio de buffer de
las fracciones obtenidas se utilizaron filtros Amicon Ultra-15 30000 Da (Millipore). El

buffer final fue Tris-HCl 20 mM, pH 7.4, NaCl 25 mM, MgCl2 1.5 mM y Glicerol 10 %.

Purificacion de las proteinas fusionadas Hiss-tag

Las proteinas MutS, MutS8, MutS R842E y B clamp fusionadas a Hise-tag en el N-
terminal (MutS-His, MutS#-His y 8 clamp-His) fueron purificadas de la siguiente manera:
(1) Células de E. coli BL21 (ADE3) transformadas con los correspondientes plasmidos pET-
15b fueron crecidas a saturacion en medio LB con ampicilina 100 pg/ml y glucosa 0,5%.
(2) Se inocul6 500 ml de LB con ampicilina 200 pg/ml y glucosa 0,5% (dilucién 1/250) y
se incubd a 372C con agitacion hasta alcanzar una D0600=0.7; (3) Se indujo la expresion
con IPTG 0.4 mM durante 2 horas; (4) Se recolectaron las células por centrifugacion; (5) Se
resuspendi6 el pellet en 30-40 ml de buffer Tris-HCl 20 mM pH=7,5; NaCl 500 mM;
Glicerol 10%; (Buffer BBL) suplementado con inhibidores de proteasas (Fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 0.5 mM; Benzamidina 85 pg/ml); (6) Se lisaron las células utilizando
una prensa francesa (2000 psi durante 2-4 min a 42C); (7) Se centrifugé el lisado a 9000 g
por 40 minutos a 4°2C y se recupero el sobrenadante para obtener la fraccién soluble; (10)
Se mezcld el sobrenadante obtenido con 1 ml de la resina Ni-NTA agarose y se incub6
durante 16 horas con agitaciéon; (11) Se empaqueté la resina en una columna y se sometio
a lavados sucesivos de 4-10 ml de buffer BBL conteniendo concentraciones crecientes de
imidazol (10 mM, 20 mM, 30 mM y 40 mM) (12) Se eluyeron las proteinas absorbidas en la
resina con 6 ml de buffer BBL suplementado con imidazol 400 mM y se obtuvieron 4
fracciones de 1,5 ml que fueron colectadas y almacenadas a -202C. (13) Se cambi6 el buffer

y se concentraron las proteinas mediante centrifugacion utilizando filtros Amicon Ultra-15
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Millipore 10.000 Da (f clamp) o 30.000 Da (MutS y MutS#). Los proteinas purificadas
fueron guardadas a -702C en un buffer final con 25 mM Tris, 20 mM NaCl y glicerol 15%.

La proteina MutL fusionada a His6-tag, se obtuvo de una purificacion previa realizada

en el grupo del laboratorio [128].

Purificaciéon de las proteinas fusionadas a MBP

Para la purificacion de los dominios HTH-Cter, C-ter y HTH-Cter R842 de MutS
fusionadas a la Proteina de Unién a la Maltosa (Maltose Binding Protein 6 MBP) en el N-
terminal se realizé el siguiente protocolo: (1) Células de E. coli DH5a transformadas con
los correspondientes pldsmidos derivados del pMALc2x, fueron inoculadas en un medio
LB suplementado con 0.2% de glucosa y 100 ug/ml de Ampicilina a partir de un cultivo
saturado (Dilucién 1/100); (2) Se incubaron los cultivos a 372C con agitacién de 180 rpm
hasta alcanzar una DO a 600 nm de 0.4/0.5; (3) Se indujo con IPTG 1 mM y se incubd a
37°C durante 1 hora a 180rpm; (4) Se recolectaron las células por centrifugacién y se
guardaron a -202C durante una noche (4) Se resuspendid el pellet en Tris-HCl 20 mM, pH
7,4, NaCl 200 mM, EDTA 1mM (Buffer C) suplementado con inhibidores de proteasas
(fluoruro de fenilmetilsulfonilo 0.5 mM; Benzamidina 80 pg/ml); (4) Se lisaron las células
mediante ciclos sucesivos de 15 segundos de sonicacién durante 2 minutos totales (en
hielo); (5) Se centrifugaron los lisados a 9000 g por 40 minutos a 49C y se recupero el
sobrenadante; (6) Se agregdé 1 volumen de buffer C y se pasé por una columna que
contiene la resina de amilosa, previamente equilibrada con 10 volimenes de Buffer C; (7)
La columna fue lavada con 12 volimenes de Buffer C; (8) Se eluyeron las proteinas
adsorbidas en la resina con buffer C suplementado con Maltosa 10 mM; (9) Se
recolectaron y concentraron las fracciones en un buffer Tris-HCl 20 mM pH 7,4; NaCl 25

mM y Glicerol 10%, utilizando filtros Amicon Ultra-15 10000 Da (Millipore).

ANALISIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA DESNATURALIZANTES
(SDS-PAGE)

Las proteinas recombinantes purificadas fueron analizadas en geles SDS-PAGE al 7,5%

0 10% (acrilamida/bisacrilamida 1:30). La electroforesis se realizd en buffer de corrida
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(Tris-HCI 25 mM pH 8,2, Glicina 192 mM, SDS 10%) a 120 V durante 90 min. El gel se tifi6

con Coomassie Blue y destifié con acido acético 7,5%; metanol 5%.

En la Figura MM1 se muestran purificaciones de proteinas utilizadas en este trabajo
para posteriores ensayos in vitro. Todas las proteinas fueron purificadas con un grado de
pureza >95%. En todos los casos la concentracion de proteina fue determinada mediante
el ensayo de Bradford utilizando BSA como estandar. Las concentraciones de MutS, MutS?8,
C-ter-MBP y HTH/C-ter-MBP estan expresadas como la molaridad del tetramero; las
concentraciones de {3 clamp, MutS R842E y HTH/CterR842E-MBP como dimero y Pol IV

como monomero.

Fusiones MBP

fclamp MutS  MutSp Pol IV Pol IVAS  MutSR842E o sionee MBE
kDa kDa )
225 - 225 .
150 - 150 -
L 190 95kDa - 95kDa- ' —
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35- |

35 -

Figura MM1. Purificaciones de proteinas. Geles SDS-PAGE 7,5 a 10%

ENSAYOS BIOQUIMICOS

Electroforesis de geles nativos de poliacrilamida (PAGE)

En términos generales, los ensayos PAGE se llevaron a cabo incubando las
correspondientes mezclas proteinas en presencia/ausencia de ADN durante 25 minutos a
309C en bafo seco en un buffer que contiene Tris-HCl 20 mM, pH7,4, MgCI2 5 mM,
Ditiotreitol 1 mM, NaCL 25 mM, Albtimina Sérica Bovina 100 pg/ml (Buffer de Reaccion).
Luego, se afiadi6 glicerol a una concentracién final de 10% para sembrar las muestras en

geles nativos de poliacrilamida preparados en buffer Tris-borato, que se corrieron a 42C.
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Finalmente los geles fueron tefiidos con Coomassie blue, escaneados y posteriormente

analizados mediante el software Gel-Pro analyzer.

Para caracterizar las interacciones bimolecualres se incubaron las proteinas Pol IV (1-
45 uM), Pol IV A5 (4-32 uM), MutS (1-14 pM) y MutSP (2-14 uM) fusionadas a Strep II-tag
con una concentracion fija de B clamp-Hise¢-tag (2 uM). En el analisis de los resultados se
cuantificé la intensidad de la banda de 3 clamp libre para luego calcular la fraccién de 3
clamp unido y las concentraciones de Pol IV y MutS libre. Las curvas de unién fueron
obtenidas mediante el ajuste de una ecuacién a los datos correspondientes a la fraccion de
B clamp acomplejado en funcién las concentraciones de Pol IV y MutS libre. Entonces,
mediante el software Sigma Plot, los datos se ajustaron a una curva hiperbélica para Pol IV
y una curva sigmoidea para MutS y se pudo calcular la constante de disociacién (KD). La
ecuacion hiperbélica fue Y = nX/Kp + X, donde Y es la fraccién de $ clamp unido, X la
concentraciéon de Pol IV libre, Kp es la constante aparente de disociacién y n la
estequiometria. La ecuacion sigmoidea fue Y = Y., X"/X™ + Kp", donde Y es la fraccién
de B clamp unido, Ymax es la fraccién maxima de § clamp unido, X es la concentracion de

MutS libre, Kp es la constante aparente de disociacion y n es el coeficiente de Hill.

En los experimentos de competencia, Pol IV-Strep (20 uM), B clamp-His (2 uM) y
concentraciones crecientes de MutS-Strep o MutSB-Strep (1, 2 y 3 uM) fueron incubadas
simultdneamente. Alternativamente, Pol IV-strep y B clamp-His fueron pre-incubadas y

luego se agregaron concentraciones crecientes de MutS-Strep o MutSB-Strep (1, 2 y 3 uM).

Para la competencia con el péptido MQSDLFA, Pol IV-Strep (20 uM) y MutS-Strep (6
uM) fueron individualmente incubadas con 3 clamp-His (2 uM) en presencia de cantidades

crecientes del péptido (10, 50 y 100 veces mas altas que las concentraciones de Pol IV y

MutS).

En cuanto a los ensayos para determinar el efecto de los diferentes sustratos de ADN en
las interacciones biomoleculares, se mezclaron individualmente Pol IV-Strep (6 uM),
MutS-Strep (2 uM) y MutSp-Strep (1, 2, 4 y 6 uM) con 3 clamp (2 uM) en presencia de los
correspondientes sustratos de ADN (15 uM). Como control se incluy6 la misma reacciéon

en ausencia de ADN.
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Finalmente, en los experimentos para analizar el efecto de los diferentes sustratos de
ADN sobre la estructura de MutS, se incubaron diferentes concentraciones de los sustratos
de ADN (2, 4, 8 y 16 uM) con una concentracion fija de MutS o MutS 842 (2 uM y 4uM
respectivamente). En el caso de MutSB, C-ter, HTH C-ter y HTH 842 se mezclaron
individualmente (2 uM) con una concentracion fija de los diferentes sustratos (4 uM).
Finalmente, para el estudio del efecto de la posiciéon del GT, del largo del primer y
diferentes MM, se incubé MutS (2 uM) con cada uno de los correspondientes sustratos a 4

uM.

Reacciones de annealing

Las reacciones de annealing se realizaron de la siguiente manera: (1) Se mezclaron
cantidades equimolares de los pares de oligonucle6tidos simple hebra en un buffer que
contiene Tris-HCl 10 mM (pH 7,4) y NaCl 100 mM; (2) Las muestras se calentaron a 1002C
por 5 min; (3) Se dejd enfriar a 252C durante 2 horas hasta alcanzar una temperatura igual
o menor a 379C; (4) Se guardaron a -20°C. A continuacién se detallan las mezclas

oligonucleétidos en cada reaccidn de annealing.

Sustrato Oligonucledtidos simple cadena utilizados
ADNsc VIR4 ~=-
ADNdc VIR4 VIR5
ADNp VIR4 VIR7
ADNdc-GT VIR4 VIR3
ADNp-GT (6 ADNp-GT 8pb) VIR4 VIR6
ADNp-GT9pb VIR4 VIR 6.3
ADNp-GT10pb VIR4 VIR 6.4
ADNp-GT11pb VIR4 VIR 6.1
ADNp-GT12pb VIR4 VIR 6.5
ADNp-GT13pb VIR4 VIR 6.6
ADNp-GT14pb VIR4 VIR 6.2
ADNp-GT15pb VIR 4.1 VIR 6.1
ADNp-GT16pb VIR 4.2 VIR 6

Far Western

En términos generales, para los ensayos de Far Western, las proteinas purificadas
fueron inmovilizadas sobre membranas de nitrocelulosa PROTRAN (0,2 um, Schleicher &

Schuell BioScience). Una vez que las membranas se secaron, se bloquearon incubando
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durante 1 hora con agitacion a temperatura ambiente en el buffer Tris-HCl 10 mM pH=8;
NaCl 0,15 M; EDTA 1mM (Buffer FW) suplementado con 0,1% de Triton X-100 y 5% de
leche descremada (buffer de bloqueo) dentro de un recipiente previamente bloqueado con
el mismo buffer. A continuaciéon, se incubaron las membranas en el mismo buffer
suplementado con las correspondientes proteinas fusionadas al Hise- o Strep II-tag en
presencia/ausencia de sustratos de ADN (15 uM) durante toda la noche a 42C. Se lavé la
membrana tres veces con buffer de bloqueo durante 10 min a temperatura ambiente con
agitacidn. Luego, se incubd a temperatura ambiente con el anticuerpo “rabbit anti-His6
polyclonal” (dilucién 1/1.000, Santa Cruz Biotechnology) o con el anticuerpo “mouse anti-
His6 monoclonal” (1/1.000, Sigma) durante 3 horas. Se realizaron lavados de la misma
manera descripta anteriormente y se incubd con el anticuerpo IRDye 800CW-conjugated
goat anti-rabbit o goat anti-mouse (1/10.000, LI-COR Bioscience) por 1 h. Finalmente, se
lavé la membrana y los resultados fueron visualizados mediante Odysseey infrared

imaging (LI-COR Bioscience) y analizados mediante el software Odysseey.

Para el calculo de la intensidad relativa se aplicé la siguiente formula:

_ (Is B Ib)

B (8.10—3 /PM)

Donde I es la intensidad relativa; Is es la intensidad del spot; I, es la intensidad del
fondo y PM es el peso molecular de la proteina en gramos. En esta ecuacion se tiene en

cuenta la cantidad de moles colocados en solucion.
Resonancia de superficie de plasmon (Surface Plasmon Resonance o SPR)

Las interacciones biomoleculares de MutS, MutSP y Pol IV con B clamp fueron
determinadas de la siguiente manera:  clamp-His fue inmovilizado directamente en la
superficie de un chip CM5 (GE Healthcare) mediante acoplamiento amino (2300 RU) o
indirectamente capturado con un anticuerpo policlonal anti-His (Santa Cruz
Biotechnology) que esta inmovilizado en la superficie del chip por acoplamiento amino
(~10 RU) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La celda de flujo 1 se utilizé como
blanco, ya que se encontraba vacia o con al anticuerpo anti-His inmovilizado, mientras que

en la celda 2 se inmovilizé o capturé a 8 clamp. Durante los ensayos, Pol IV-Strep (0.50-
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8.00 uM), MutS-Strep o MutSB-Strep (35-560 nM para 8 clamp capturado y 137-1100 nM
para B clamp inmovilizado) fueron diluidos en buffer de corrida e inyectados sobre la
superficie del chip a un tasa de flujo de 30 pl min-1 durante 45 segundos. Los datos
obtenidos de los analisis de SPR fueron analizados utilizando el programa Biacore T100
Evalutation (Biacore, version 3.2). Las constantes de disociacion (Kp) para MutS-f clamp y
Pol IV-B clamp fueron determinadas mediante el analisis de condiciones de equilibrio
(Steady State Analysis, SSA) luego de aplicar una correccion por interaccién no especifica o
bien, mediante el ajuste al modelo no lineal de unién 1:1 utilizando los pardmetros

cinéticos de tasa de asociacién (Kon) y la tasa de disociacion (korr).

Para testear la interaccion entre MutS y Pol IV, Pol IV-Strep fue directamente
inmovilizada en la superficie de un chip CM5 por acoplamiento amino (5000 RU), seguida
de la inyeccién de MutS-Strep (0.5 uM) o B clamp-His (0.5 uM). Alternativamente, MutS-
Strep fue inmovilizada a la superficie de un chip CM5 por acoplamiento amino (5600 RU),

seguido de la inyeccién de Pol IV-Strep (2 uM) o 8 clamp-His (0.25 uM).

En los ensayos de competencia, Pol IV-Strep fue inmovilizado a la superficie de un chip
CM5 por acoplamiento amino (~5000 RU). Luego,  clamp-His (0.25 uM) solo o pre-
incubado con MutS-Strep (20-250 nM) o MutSB-Strep (250 nM) durante toda una noche a

4°(C, fue inyectado sobre la superficie del chip.

Para los experimentos de competencia en presencia de los diferentes sustratos de ADN,
Pol IV-Strep fue inmovilizada en la superficie de un chip CM5 mediante acoplamiento
amino (~3000 RU). Luego, B clamp-His (0.25 uM) solo o preincubado con los sustratos de
ADN correspondientes (15 pM) por 2 horas a 372C fueron mezclados con MutS-Strep (30 o
60 nM) y luego inyectados sobre la superficie del chip.

MEDICION DE MUTAGENESIS

Estimacion de la tasa de mutacion

La tasa de mutacion fue determinada mediante el test de fluctuacién de Luria-Delbruck

[202]. Células de P. aeruginosa fueron crecidas en 3 ml de medio LB durante toda la noche
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a 372C con agitacion. Luego, se inoculé medio LB con 100-1000 células/ml provenientes
del cultivo saturado, y se separaron en alicuotas de 300 pl (20-60). Las células se
incubaron con agitacion a 372C, hasta alcanzar la fase exponencial (1-3 108 cel/ml,
aproximadamente durante 16 a 22 h). En el caso de las células transformadas con los
plasmidos derivados de p5SBAD, se adicioné gentamicina 10 pg/ml al medio LB y arabinosa
0.005-0.050% para la induccién de la expresion proteica. En el caso de la estimacion de la
tasa de mutacién en presencia de concentraciones subinhibitorias de ciprofloxacina, se
afiadié 0.02 pg/ml de dicho antibiético. Posteriormente, se sembraron alicuotas de
diluciones sucesivas en LB-agar para determinar el nimero de células viables y en LB
adicionado con ciprofloxacina 0,5 o 1 pg/ml (100 pl del cultivo saturado), rifampicina 50
pg/ml (100 pl del cultivo saturado) o amikacina 10 pg/ml (50 pl del cultivo saturado) para
seleccionar los clones resistentes. El nimero de colonias fueron cuantificadas entre las 24
y 48 horas de incubacién a 372C. Para estimar el nimero esperado de mutaciones (m) se
aplico el de método de maxima probabilidad ajustado a la eficiencia de plaqueo utilizando
el algoritmo de tipo Newton-Raphson [203]. Luego, se calcul6 la tasa de mutacién ()
mediante la ecuacidon de Luria-Delbruck p=m/Nt, donde Nt corresponde al nimero de
células viables promedio en los cultivos de una cepa. Para ello, se empled el programa
rSalvador [204] a partir del cual también se obtuvieron los intervalos de confianza del
95% y se compararon estadisticamente las tasas de mutaciéon mediante el Test “Likelihood

Ratio Test under the Classic Luria-Delbruck Model with Partial Plating” [205].

Determinacion del espectro de mutacion

El gen nfxB fue secuenciado de 50 a 60 colonias de clones independientes seleccionadas
en LB agar con ciprofloxacina 0.5 pug/ml. Para ello, se amplific6 mediante PCR colony la
region codificante (564 pb) y el promotor (160 pb) de nfxB utilizando los primers nfxBfw
y nfxBrv. Para ello, se resuspendieron células de dichos clones en 25 pl de H,0 MiliQ
estéril; se hirvieron por 10 min y centrifugaron a 13000 rpm por 10 min a 4°C. Las
condiciones de reaccion fueron: 10 min 959C; 32 ciclos de 1 min a 952C, 1 mina 552Cy 1
min a 72°C; y por ultimo una extension final de 10 min a 722C. Los productos de PCR
fueron purificados como se describi6é previamente y enviados a secuenciar al servicio de

secuenciamiento del ADN de la Universidad de Chicago, Estados Unidos.

Luego se calculd la tasa de mutacion para cada tipo de mutaciéon como esta descripto

previamente [202], mediante la multiplicacion de la frecuencia relativa en el espectro por
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la correspondiente tasa de mutacion de resistencia a Cip (ya que todos los clones CipR

tenian mutado nfxB).

Las secuencias fueron analizadas posteriormente utilizando el software iMARS [138],
mediante el cual se estudié el contexto de secuencia en el que ocurren las mutaciones y la
preferencia de hebra o Strand bias. En primer lugar se identificaron los patrones de
contexto de secuencia en el que ocurren las mutaciones. Para ello, se utilizé el analisis de
“vecino mas cercano” mediante el cual se calculd6 una puntuacién de la mutabilidad
relativa de cada dinucledtido posible dentro de cada espectro de mutacion considerando
Unicamente las sustituciones de base. Ademas, el contexto de secuencia de mutacién fue
examinado mediante el analisis visual de los cinco nucledtidos aguas arriba y aguas abajo
del sitio de mutacion. El contexto de secuencia preferido para Pol IV también fue analizado
mediante la herramienta bioinformatica MEME - Multiple Em for Motif Elicitation - Suite
5.0.5 [139]. Para ello, en primer lugar se gener6é un archivo txt con las secuencias
colindantes al sitio de mutacién (5 pb aguas arriba y 5 pb aguas abajo) obtenidas a partir
de las cepas WT y mutSP que sobreexpresaban Pol IV. Luego, se cargd dicho archivo en la

pagina web http://meme-suite.org/tools/meme utilizando la opcién “Classical Mode”.

En segundo lugar, se examiné para cada espectro de mutacién de sustitucion de base si
existe un Strand bias. Brevemente, el software iMARs calcula el niimero de dG, dC, dAy dT
que deberian estar mutadas al azar de acuerdo a la proporcién de cada base en el gen nfxB
y el nimero de sustituciones de bases que se detectaron (valor Esperado). El valor
esperado se compara con el valor observado y si existen diferencias en la frecuencia de

mutacién entre dG y dC o dA y dT podria indicar un Strand bias.

AISLAMIENTO DE CLONES CON DIFERENTE GRADO DE INACTIVACION DE NFXB

Se crecieron células de P. aeruginosa que contienen el reportero pMexCD-luxCDABE en
el genoma en medio LB durante toda la noche a 37°C con agitacién. Luego, se inoculé
medio LB con 100-1000 células/ml provenientes del cultivo saturado, y se separaron en
30 alicuotas de 300 pl. Las células se incubaron con agitacién a 372C, hasta alcanzar la fase
exponencial. Posteriormente, se sembraron 100 pl de cada réplica en placas de LB-agar
con ciprofloxacina 0,5 pg/ml, para seleccionar los clones resistentes por inactivacion de

nfxB. Las placas se incubaron a 37°C y luego se selecciond un clon al azar por cultivo para
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replicar en una placa LB-agar. A cada clon se midi6 nivel de luminiscencia y de resistencia

a ciprofloxacina 0.5 pg/ml (ver mas adelante).

MEDICION DE LUMINISCENCIA

Sistema pMexCD-luxCDABE

Para evaluar la inactivacién del represor transcripcional nfxB, se insertd una fusion del
promotor de la bomba de eflujo MexCD al operén reportero luxCDABE en el cromosoma
del P. aeruginosa. La luminiscencia se midio en células creciendo exponencialmente de la
siguiente manera: los cultivos fueron diluidos 5 veces en medio LB y se colocaron 100 ul
de esta dilucién en microplacas de poliestireno de 96 pocillos. La sefial de luminiscencia
proveniente de los cultivos en la placa fue capturada por el equipo NightOWL LB 983
durante 20 segundos de exposicién y el nimero de fotones emitidos por pocillo fue
cuantificado utilizando el programa Berthold Win Ligth 32. Para calcular la intensidad de
luminiscencia relativa a la densidad 6ptica, se determiné la absorbancia a 600 nm de la
misma placa utilizando el espectrofotébmetro para microplacas Epoch™ (Biotek™). En el
analisis de los niveles de luminiscencia se determind el valor maximo y minimo y se
dividié en 5 categorias de luminiscencia para calcular la fraccién de clones en cada

categoria por cepa.

Sistema plexA-luxCDABE

Para evaluar la induccién de la respuesta SOS, se insert6 una fusion del promotor de
lexA al operdn reportero luxCDABE en el cromosoma del P. aeruginosa. La luminiscencia se
midi6é en células creciendo exponencialmente de la siguiente manera: los cultivos fueron
diluidos en medio LB a una DOgoonm de 0.10 y se colocaron 100 pl de esta dilucién en
microplacas de poliestireno de 96 pocillos. La sefial de luminiscencia proveniente de los
cultivos en la placa fue capturada por el equipo NightOWL LB 983 durante 20 segundos de
exposicién y el nimero de fotones emitidos por pocillo fue cuantificado utilizando el
programa Berthold Win Ligth 32. Finalmente, para evaluar la luminiscencia por unidad

formadora de colonia, la imagen fue tomada con 1 minuto de exposicion.
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ENSAYO DE CORRELACION ENTRE NIVELES DE LUMINISCENCIA Y RESISTENCIA A
CIP

En primer lugar se seleccionaron clones representativos de cada categoria de
luminiscencia y se midi6é la sensibilidad a ciprofloxacina (Cip) mediante una curva de
antibidtico. Para ello, se inocularon dichos aislados individualmente en medio LB y se
crecieron los cultivos durante toda la noche a 372C. Luego, se diluyeron los cultivos (1000
células/ml) en medio LB o LB con Cip (Sigma) 0.05, 0.10, 0.25, 0.75, 1.00, 1.50 y 1.75
ug/ml y se colocaron en microplacas de poliestireno de 96 pocillos e incubaron a 372C
durante 15 horas. Por ultimo, se midi6 la DO a 600 nm en el equipo Epoch para estimar el
numero de células totales. En el grafico de supervivencia, los valores de supervivencia

fueron relativizados al crecimiento en medio LB en ausencia de Cip.

En segundo lugar, para medir la sensibilidad a Cip a nivel poblacional, se realizd el
mismo protocolo para todos los clones aislados incubando en ausencia o en presencia de

Cip 0.5 ng/ml, ya que a esta concentracidn es posible diferenciar los grados de resistencia.

MEDICION DE SENSIBILIDAD DE P. aeruginosa A DIFERENTES AGENTES

N-etil-N-nitrosourea (ENU)

Las células fueron inoculadas en medio LB y crecidas hasta fase exponencial. En el caso
de las células transformadas con los plasmidos derivados del p5BAD, se afiadio
gentamicina 5 pg/ml al medio LB. Se sembraron alicuotas de diluciones sucesivas en
medio LB agar suplementado o no con ENU 0.6 mM y se incubaron durante una noche a
379C. Se cuantificaron las unidades formadoras de colonias en cada placa y se calcul6 la
supervivencia relativa al control en ausencia de ENU, considerandose el 100% (1) de

crecimiento.

Dicloruro de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilo (Paraquat)

En primer lugar, se inocularon células de las cepas MAO1 mutT y mutT mutSP en medio

LB y se crecieron los cultivos durante toda la noche a 372C. Segundo, se diluyeron los
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cultivos (1000 células/ml) en medio LB o LB adicionados con Paraquat 10, 25y 50 uM y se
incubaron a 372C con agitacién durante 6 horas (3 réplicas en cada tratamiento). Tercero,
se realizaron diluciones sucesivas y se sembraron alicuotas en placas LB agar para el
recuento de células viables. Finalmente, se calculé la fraccion de células viables

considerando como 1 al crecimiento en LB en ausencia de Paraquat.

Ciprofloxacina

En primer lugar, se comparé la sensibilidad a Ciprofloxacina (Cip) de las cepas PAO1
siguiendo el protocolo previamente descripto [132]. Brevemente, se realizaron diluciones
sucesivas de cultivos saturados y se sembraron alicuotas en placas de LB agar o LB con Cip
0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.07, 0.10, 0.25, 0.50 pug/ml. Las placas se incubaron a 37°C durante
toda una noche y se realizé el recuento de las unidades formadoras de colonias (UFC).
Luego se estimé la fraccion de supervivencia en relacién al nimero total de UFC crecidas

en LB.

En segundo lugar, se analizé la sensibilidad a Cip 0.02 ug/ml de las cepas de P.
aeruginosa en cultivos liquidos previo a la estimacién de la tasa de mutacién. Para ello,
primero se inocularon células de P. aeruginosa en medio LB y se crecieron los cultivos
durante toda la noche a 379C. Segundo, se diluyeron los cultivos (1000 células/ml) en
medio LB o LB adicionados con Cip 0.02 pg/ml y se incubaron a 372C con agitacion
durante 6 horas (3 réplicas en cada tratamiento). Tercero, se realizaron diluciones
sucesivas y se sembraron alicuotas en placas LB agar para el recuento de células viables.
Finalmente, se calculd la fraccion de células viables considerando como 1 al crecimiento en

LB en ausencia de Cip.

Para la preparacion de la soluciéon de stock de Cip 2 mg/ml, se pesé 0.002g de Cip
(Sigma) y se diluy6 en una solucién de Milli Q estéril con HCI 0.1 M

ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Para obtener los extractos de proteinas totales solubles, las células se resuspendieron
en buffer Tris-HCl 20 mM pH=7.5; NaCl 0.5 M; Glicerol 10%, suplementado con inhibidores

de proteasas (Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1mM y Benzamidina 1mM) y lisozima 0.2
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mg/ml, y se incubaron durante 1 h en hielo. Las muestras fueron sonicadas durante 2 min
y luego fueron congeladas/descongeladas en nitrégeno liquido. Este ciclo se repitié 4
veces. Finalmente, se centrifugaron a 9000 xg durante 20 min y se separo el sobrenadante
que fue almacenado a -202C. La cuantificacién de la concentracién de proteinas totales de
cada muestra se realizd por la técnica de Bradford utilizando como estandar de referencia

BSA (2,5-15 ug).

Posteriormente, se sembraron 30-50 pg de proteina total en un gel SDS-PAGE (7,5%)
que fue corrido a 120 V durante 60 min. A continuaciéon se llevd a cabo la
electrotransferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa (0,22 pm, Sigma)
de acuerdo al protocolo descrito en el catalogo del aparato de transferencia Biorad. Para el
revelado, segin el ensayo, se emplearon los anticuerpos primarios policlonal rabbit anti
His6 (Santa Cruz Biotechnology), o monoclonal mouse anti-His6 (Sigma), o monoclonal
mouse anti- Strep II (IBA) en una dilucién 1/1000 y se incubé por 3 horas a temperatura
ambiente. Luego del lavado, se incub6é durante 1 hora a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios IRDye 800CW-conjugated goat anti-rabbit o goat anti-mouse (LI-
COR Bioscience) en una diluciéon 1/10.000 Finalmente, se lavé la membrana y los
resultados fueron visualizados mediante Odysseey infrared imaging (LI-COR Bioscience) y
analizados mediante el software Odysseey. La cuantificaciéon de la concentracion total de
proteina sembrada se realiz6 de dos maneras: mediante la siembra de una alicuota en un
gel SDS-PAGE (7,5%) o utilizando el reactivo Ponceau directamente sobre la membrana

transferida.

Para la concentracién estimada de MutS por célula, se considerd un volumen promedio

de una célula de 0.75 fl y la cantidad promedio de proteina por célula de 150 fg.

TRATAMIENTO DE LOS RESIDUOS PATOLOGICOS

Los residuos so6lidos descartables (placas de Petri plasticas, eppendorf, tips, etc.) fueron
segregados en bolsas rojas, segtin la Resolucién 349/94, MSyAS. Las bolsas rojas son luego
transportadas y tratadas por transportistas y operadores habilitados. En tanto que los
cultivos liquidos contenidos en material reutilizable (tubos de ensayos, falcons, frascos de

vidrio, etc.) fueron inactivados con hipoclorito de sodio.
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Anexo

ANEXO

Tabla A1. Contexto de secuencia de sustituciones de pase en nfxB de la cepa WT que
contiene el pldsmido p5BAD-dinBe,

Mutacion Sitio (pb) Contexto de secuencia Frecuencia
CG>TA 88 MAcTtccecclG 1
552 BATCCGGCTCG 1
AT>GC 69 CCGCGAGCGHC 1
CG>AT 163 TcCTCGAGGHAC 1
436 TcAccGRACTG 1
AT>CG 41 GGCGCTGGCAG 1
115 BccecAcccTa 1
564 TCCTGACCCTC 3
AT>TA 149 CEAccTGGTGC 1
CG>GC 43 CGCTGGCAGTC 3
88 MActcGccclc 10
94 oolel (el elolelel oo 1
97 BcGeeaeeaae 6
450 ATcAccctcae 1
539 cclTcGeaecT 9

aSe muestran las secuencias 5pb aguas arriba y 5pb aguas abajo al sitio de mutacién para
todos los tipos de sustituciones de base. La base que muta estd indicada en negrita. Los
nucleotides A, T, C y G estan coloreados en violeta, verde, celeste y Amarillo, respectivamente.
Se subraya el contexto preferido de secuencia 5’-GXC-3".
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Tabla A2. Contexto de secuencia de sustituciones de pase en nfxB de la cepa mutS#
que contiene el pldsmido p5BAD-dinBe,

Mutacién sitio (pb) Contexto.de Frecuencia
secuencia
CG>TA 107 CGTRAGCEAGG 1
482 BccTcaecGAC 1
AT>GC 41 GGCGCTGGCAG 1
149 CBACCTGGTGC 1
530 GATGTTCCTCC 1
CG>AT 98 GGCGGCLGGCG 1
274 BcccecBceTa 1
AT>CG 106 GCGTRAGCEAG 1
115 Bcccclcecta 5
352 BcTccTBccTG 1
564 TCCTGACCCTC 4
AT>TA 86 GGEACTGGCCG 1
CG>GC 43 CGCTGGCAGTC 3
62 cGlccaeecae 2
88 BActccccclc 11
94 CCGAGGCGGEC 1
97 Bcceeaeeaae 3
482 BccifccecGAc 1
490 GHCGGGCGGLC 1
538 TccTeaeaee 1
539 cclTcgeaecT 1

aSe muestran las secuencias 5pb aguas arriba y 5pb aguas abajo al sitio de mutacidn para
todos los tipos de sustituciones de base. La base que muta esta indicada en negrita. Los
nucleotides A, T, C y G estdn coloreados en violeta, verde, celeste y Amarillo,
respectivamente. Se subraya el contexto preferido de secuencia 5°-GXC-3".
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Tabla A3. Contexto de secuencia de sustituciones de pase en nfxB de la cepa WT

Anexo

Mutaciéon Sitio (pb) Contexto de secuencia Frecuencia
CG>TA 65 CCGCCCGCGAG 3
67 GcccGeGlcea 1
91 TGGCCGAGGCG 1
107 CGTRAGCEAGG 2
124 TccAccGCTTC 1
125 GCACCGCTTCT 2
346 GCTGGCAGTCC 1
523 TcGAGCAGATG 2
539 ccATcGCGCC 1
AT>GC 161 GATGcCTCGGG 1
440 CGRACTGTTCH 1
CG>AT 232 CTCcTcGAGGCG 2
AT>CG 115 BcccclcecTa 7
119 cBccctacice 1
AT>TA 41 GGCGCTGGCHG 2
119 cAcccTccAcc 1
149 CBACCTGGTGC 1
CG>GC 125 GCACCGCTTCT 1
541 BicceaecTec 1

aSe muestran las secuencias 5pb aguas arriba y 5pb aguas abajo al sitio de mutacién para
todos los tipos de sustituciones de base. La base que muta esta indicada en negrita. Los
nucleotides A, T, C y G estin coloreados en violeta, verde, celeste y Amarillo,
respectivamente. Se subraya el contexto preferido de secuencia 5’-GXC-3".
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Tabla A4. Contexto de secuencia de sustituciones de pase en nfxB de la cepa mutS#

Mutacion Sitio (pb) Contexto de secuencia Frecuencia
CG>TA 25 BccBccGAcTC 2
65 CCGCCCGCGAG 1
89 BcTccccGlca 1
116 GGcclcccTae 1
154 TcGTcCAGATG 1
190 TGAAcCcAGATC 1
241 CGTTGCAGCGC 1
298 TATTCCAGTAC 1
345 CGCTcGCAGTC 1
388 GCGGACAGCAG 1
523 TcGAGCAGATG 1
AT>GC 77 GACGCTGEAGG 1
365 - (efoleloy (ele] (ol® 1
404 CGTGTTTCGC 1
CG>AT 89 BcTccecGlca 1
98 e [ e [© 1
AT>CG 41 GGCGCTGGCHG 1
86 GG.CIGGCCG 2
115 BcceccecTa 9
119 clﬁclcacc 2
440 CGAACTGTTCH 1
AT>TA 34 TcATCAAGGCG 1
41 GGCGCTGGCAG 1

CG>GC 97 IGGCQQQCGGC 1

aSe muestran las secuencias 5pb aguas arriba y 5pb aguas abajo al sitio de mutacion
para todos los tipos de sustituciones de base. La base que muta estd indicada en negrita.
Los nucleotides A, T, C y G estan coloreados en violeta, verde, celeste y Amarillo,
respectivamente. Se subraya el contexto preferido de secuencia 5°-GXC-3".
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Tabla A5. Contexto de secuencia de sustituciones de pase en nfxB de la cepa dinB°

Anexo

Mutacion Sitio (pb) Contexto de secuencia Frecuencia
CG>TA 107 CGTRAGCEAGG 1
125 GCACCGCTTCT 1
241 cGTTcclceae 1
298 TATTCCAGTAC 1
344 BccCTeGCAGT 1
346 GClGGCIGlﬁc 1
388 GCGGACAGCHG 1
538 TccATGGCGEC 2
AT>GC 86 GGAACTGGCCG 1
119 cﬂclcclcc 1
452 cBccCTGGTCT 1
CG>AT 22 BicBcclcCcGA 1
163 TccTccAcGHC 1
175 BcccAcAcHcc 1
385 IGCGCGHCIG 1
436 cAccGBACTG 1
AT>CG 86 GG.CIGGCCG 2
115 BcGecAcccTa 8
440 CGRACTGTTCA 1
AT>TA 41 GGCGcIGG?G 2
119 cAccctacAcc 1
CG>GC 354 TccTBccTGGA 1
383 CCTGCGCGGHC 1

aSe muestran las secuencias 5pb aguas arriba y 5pb aguas abajo al sitio de mutacién
para todos los tipos de sustituciones de base. La base que muta esté indicada en negrita.
Los nucleotides A, T, C y G estan coloreados en violeta, verde, celeste y Amarillo,
respectivamente. Se subraya el contexto preferido de secuencia 5-GXC-3".
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Tabla A6. Contexto de secuencia de sustituciones de pase en nfxB de la cepa mutS¥F dinB°.

Mutacion Sitio (pb) Contexto de secuencia Frecuencia
CG>TA 25 AccBccclcTtc 1
67 Geccceclcea 1
154 TcGTGCAGATG 2
346 GCTGGCAGTCC 1
388 GCGGACAGCAG 1
436 I I.G.CIG 1
538 GGCGCC 1
AT>GC 533 CCTCCATG 1
CG>AT 207 GCCIGCGICCI 1
AT>CG 115 IGGCCICCCll 7
122 CCTGCACCGC 1
AT>TA 41 GGCGE 2
104 CGGCGL ll 1
CG>GC 97 BcGeeaeeaae 1
538 TccBTGGeGeC 1

aSe muestran las secuencias 5pb aguas arriba y 5pb aguas abajo al sitio de mutacién para
todos los tipos de sustituciones de base. La base que muta esta indicada en negrita. Los
nucleotides A, T, C y G estan coloreados en violeta, verde, celeste y Amarillo,
respectivamente. Se subraya el contexto preferido de secuencia 5°-GXC-3".
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Figura A1l. Analisis de la unién de MutS a MutL cuando esta acomplejada con 3 clamp, mediante FW.
(A) MutL-His (3, 6 y 12 pmol) fue inmovilizada en una membrana de nitrocelulosa, y luego incubada con una
solucién que contiene MutS-strep (0.5 uM) sola o mezclada simultdneamente con 3 clamp-His (0.5 uM). La
unién de MutS a MutL fue detectada utilizando un anticuerpo anti-Strep II. Las curvas de unién obtenidas
representa la intensidad de fluorescencia relativa de un spot en funcién de la concentracion de MutL (pmol)
por spot. (B) El mismo ensayo fue llevado a cabo para la versién mutante MutSB. Se muestra la desviacion

estandar (n=3).
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