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ABREVIATURAS

ADNsc: ADN simple cadena.

ADNdc: ADN doble cadena.

ADNdc"™AL: ADN doble cadena producto de la reaccién de intercambio.

MM: base mal apareada (del inglés mismatch).

FRET: Fluorescencia por transferencia de energia resonante (del inglés, Fluorescence
Resonance Energy Transfer).

MRS: Sistema de Reparaciéon de bases Apareadas Incorrectamente (del inglés, Mismatch
Repair System).

SSA: apareamiento de simple hebra (del inglés, Single Strand Annealing).

DSBs: ruptura de ADN doble cadena (del inglés, Double Strand Breaks).

D-loop: bucle D (del inglés, Displacepent loop).

pb: pares de bases.

kb: kilobases.

nt: nucleétidos.

FI: Fraccién de Intercambio

EIC: Eficiencia de Intercambio de Cadenas.



RESUMEN

La recombinacién homdloga es un proceso esencial en el metabolismo celular de
todos los organismos que permite la reorganizacién de genes dentro y entre cromosomas,
provee una de las mayores vias de reparacion de rupturas de ADN doble cadena y asegura
la segregacion correcta de los cromosomas en la meiosis eucariota. De esta manera, dicho
proceso es una potente fuerza evolutiva que promueve la diversidad genética y mantiene la
integridad del genoma. El mecanismo molecular de recombinacién homdéloga involucra una
gran cantidad de proteinas las cuales intervienen en las tres etapas principales del proceso:
presinapsis, sinapsis y postsinapsis. Una de las etapas mas importantes es el intercambio de
cadenas entre moléculas de ADN, proceso catalizado por las recombinasas de la familia
RecA. Las recombinasas tienen la capacidad de buscar y discriminar la secuencia homéloga
blanco entre una gran cantidad de secuencias heterélogas en un proceso denominado
“busqueda de la homologia” que es un paso determinante para que se lleve a cabo el
intercambio entre hebras de ADN homdlogas. Esta propiedad de las recombinasas actuaria
como una primera barrera para evitar la recombinacién entre secuencias de ADN
divergentes mientras que las proteinas del Sistema de Reparaciéon de Bases Apareadas
Incorrectamente (MRS) proporcionan un segundo control para asegurar que las secuencias
heterélogas no recombinen entre si. Por lo tanto, la funcién de las recombinasas no se limita
a catalizar mecdnicamente el intercambio de cadenas, sino que también cumple un rol
importante en la regulaciéon de la recombinacién, principalmente cuando el MRS se
encuentra inactivo o circunstancialmente reprimido.

El objetivo general de este trabajo de Tesis se focaliza en el estudio de la
recombinacién genética entre secuencias de ADN divergentes y su regulacién por las
recombinasas y el MRS. Para abordar este objetivo la se llevaron a cabo estudios de
recombinacién de ADN in vitro e in vivo; por un lado, se estudio la reaccién de intercambio
de cadenas de ADN catalizado por recombinasas bacterianas (RecA de P. aeruginosa y E.
coli) y eucariota (Dmc1 de humanos) mediante ensayos in vitro;y por otro lado, se analizo la
recombinacién homoéloga y homeéloga en cepas salvajes y mutantes de P. aeruginosa y E.
coli mediante ensayos in vivo.

Para los estudios de la reaccién de intercambio de cadenas in vitro se utiliz6 un
sistema con oligonucleétidos utilizando la técnica de Fluorescencia por Transferencia de
Energia Resonante (FRET) y se llevé a cabo un estudio sistematico con diferentes sustratos
de ADN que contenian diferentes tipos de heterologias. Se encontr6 que tanto las

recombinasas bacterianas como la recombinasa eucariota fueron capaces de detectar bases



mal apareadas durante el intercambio de cadenas, tales como mismatches y pequeiias
inserciones o deleciones (loops). El reconocimiento y por lo tanto la inhibicién de dichas
heterologias depende del tipo, posicion, cantidad y distribucién de mismatches; asi como
también del tamafio del loop y la hebra de ADN en la cual se ubica dicho loop. Asimismo, el
andlisis de las reacciones reversas revel6 que el nivel de inhibicién de un determinado
mismatch se correlaciona con el grado de reversibilidad de las reacciones de intercambio de
cadenas.

En general, los patrones de inhibicién del intercambio de cadenas fueron similares
para RecA y Dmcl, sugiriendo que ambas recombinasas utilizan los mismos principios para
el reconocimiento de heterologias, lo cual seria una propiedad conservada entre organismos
procariotas y eucariotas. Sin embargo, las recombinasas bacterianas fueron més activas que
la recombinasa eucariota Dmc1 y a su vez Dmc1 mostré mayor tolerancia a la presencia de
mismatches y loops que las RecA de E. coli y P. aeruginosa. Finalmente, el estudio de las
reacciones de intercambio de cadenas catalizadas por Dmcl en presencia de Hop2-Mnd1
revel6 que dicho complejo aumenta la eficiencia de intercambio con ADN homdélogo o
conteniendo un mismatch TG. Sin embargo, cuando Dmc1 es fuertemente inhibida por la
presencia de 3 mismatches, Hop2-Mnd1 no es capaz de revertir esta inhibicion.

Aunque el proceso de recombinacién ha sido estudiado en E. coli, al presente no se
habian realizado estudios sobre el mecanismo de recombinacién genética y su modulacién
por el MRS en P. aeruginosa ni en otras especies del género Pseudomonas. Asimismo, esta
bacteria constituye un modelo interesante para la investigacién de estos mecanismos, dado
que el MRS presenta mds similitud con eucariotas que con E.coli y ademds se ha demostrado
que los eventos de recombinacién son los principales responsables de la diversificacion
fenotipica y genotipica en esta bacteria. Por lo tanto, con el propésito de estudiar la
recombinacién de ADN in vivo en se construyé un sistema plasmidico para medir la tasa de
recombinaciéon homéloga y homeéloga (5% de divergencia) en bacterias Gram-negativas. De
esta manera, se llevaron a cabo mediciones en distintas cepas mutantes y especies
bacterianas como E. coliy P. aeruginosa.

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permitieron corroborar la
participacion de las proteinas MutS, MutL y UvrD de P. aeruginosa en la inhibicién de la
recombinaciéon homedloga. Ademads, se determind que tanto la versién tetramérica como
dimérica de MutS de P. aeruginosa son eficientes para inhibir la recombinacién homedéloga
in vivo. Por otro lado, se determiné que en P. aeruginosa el 50% de los eventos de
recombinacion homedloga ocurren por un mecanismo dependiente de RecA y el otro 50%

de manera independiente de RecA. Estas diferencias no se observaron en la bacteria E. coli,



en la cual el 95% de los eventos de recombinacién homedloga ocurren por un mecanismo
dependiente de RecA. Por lo tanto, estos resultados plantean diferencias entre ambas
especies bacterianas con respecto a los mecanismos involucrados en la recombinacién
homedloga y sugieren que los mecanismos independientes de RecA tendrian un importante
rol en P. aeruginosa. Nuestra hipdtesis es que estos eventos independientes de RecA se
llevan a cabo por el mecanismo de “apareamiento de simple hebra (SSA)”, el cual ha sido
previamente caracterizado en eucariotas y bacteri6fagos. Sin embargo, se desconocen

actualmente cuales serian las proteinas de P. aeruginosa involucradas en este proceso.

El desarrollo de este trabajo de Tesis dio como resultado la elaboracién de los siguientes

articulos:

Borgogno, M.V, Monti, M.R,, Zhao, W., Sung, P., Argarafia, C.E., Pezza, RJ. 2016. “Tolerance
of DNA Mismatches in Dmc1 Recombinase-mediated DNA Strand Exchange”. The Journal of
Biological Chemistry 291: 4928-4938.

Monti, M.R., Miguel, V., Borgogno, M.V., Argarana, C.E. 2012. “Functional analysis of the
interaction between the mismatch repair protein MutS and the replication processivity

factor beta clamp in Pseudomonas aeruginosa”. DNA Repair 11: 463-469.
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INTRODUCCION

La funcién principal de la molécula de ADN (acido desoxirribonucleico) es el
almacenamiento de la informacién genética para dirigir la sintesis de otros componentes
celulares como las moléculas de ARN y proteinas. Los segmentos de ADN que llevan esta
informacién genética son llamados genes, y existen ademds otras secuencias de ADN que
tienen propdsitos estructurales o participan en la regulacién del uso de esta informacion
genética. El “metabolismo del ADN” es importante para la supervivencia celular y describe el
proceso mediante el cual se hacen copias fieles de las moléculas de ADN (replicacién) junto
con los procesos que afectan a la estructura de la informacién contenida (mutacion,
reparacion y recombinacion).

En este trabajo estudiamos la recombinacién genética entre secuencias homélogas o
parcialmente homélogas (homedlogas) y su regulacién por recombinasas de la familia RecA
y por el Sistema de Reparacién de Bases Apareadas Incorrectamente. Por este motivo, la
introduccién describe de forma general las clases de recombinacién genética y luego nos
centramos en la recombinacién general u homoéloga. Para este tipo de recombinacién se
describe el mecanismo general en la bacteria Escherichia coli, las proteinas involucradas en
cada etapa del proceso y luego se confiere un énfasis especial a la etapa de “intercambio de
cadenas de ADN” catalizado por las recombinasas de la familia RecA. Para entender el
mecanismo molecular de este intercambio se aportan datos estructurales y bioquimicos de
las recombinasas provenientes de Escherichia coliy eucariotas. Finalmente, se describen las
enzimas y mecanismos involucrados en la regulaciéon de la recombinacién homedloga y
nuestro modelo biolégico de estudio para los anélisis de recombinacién in vivo, la bacteria

Pseudomonas aeruginosa.

1- RECOMBINACION GENETICA

La interaccién e intercambio de informacién entre secuencias de ADN durante la
recombinacién genética es un proceso universal en todos los organismos y juega un papel
fundamental en el mantenimiento del genoma.

La recombinacién genética se puede definir como un proceso biolégico en el que
tiene lugar la formacién de una nueva molécula de ADN a partir de moléculas distintas, de
manera que la informacién genética procedente de cada molécula de ADN original estara
presente en las nuevas. Dicho proceso constituye fuente de variabilidad genética e
intercambio fisico de segmentos y tiene valor regulatorio ya que puede tener como
resultado activacién o inactivacién de genes y proporciona ademds una via de reparacion

del ADN. Entender el fendmeno de recombinacién genética a nivel molecular en los diversos
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organismos, desde bacterias hasta humanos, es de suma importancia para conocer el

impacto que ha tenido en la evolucién, funcién y estructura de sus genomas [1, 2].
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Figura I1. Clases de recombinacién genética en células procariotas y eucariotas.

La recombinacién se puede clasificar en cinco grandes clases (Figura I1):

Recombinacion general u homoéloga. Consiste en el apareamiento e intercambio de
material genético entre moléculas de ADN que comparten una regiéon de secuencia
homéloga o parcialmente homéloga (homedloga) [3-5]. Dichos eventos pueden ocurrir entre
secuencias homologas de gran tamafio que pueden estar cercanas o muy distantes en el
cromosoma y depende de un gran numero de factores proteicos entre los cuales RecA
cumple un rol central ya que es la proteina encargada de llevar a cabo la bisqueda de
homologia y el intercambio entre hebras de ADN [6-11]. El mecanismo molecular de la
recombinacién homéloga serd descripto en detalle més adelante.

Recombinacién ilegitima. Al igual que la recombinacién homdloga, involucra
moléculas o segmentos de ADN que comparten una regiéon homdloga u homedloga. Sin
embargo, la recombinacion ilegitima se efecttia de forma independiente de RecA e involucra
secuencias repetitivas de menor tamafio y muy préximas entre si [12]. Puede ocurrir por
diferentes mecanismos, entre los cuales se destacan el patinado de la ADN polimerasa
(slippage) y el apareamiento de simple hebra (Single Strand Annealing, SSA) [12-15]. El
patinado de la ADN polimerasa es comun cuando se detiene la replicacién, lo cual puede
llevar a la disociacién de la hebra recientemente sintetizada de su hebra molde y la unién
por complementariedad con otra secuencia repetitiva préxima. De esta manera, luego de la
replicacién, estos eventos pueden dar lugar a la restauracion de la secuencia original, o a la

conversion, eliminacién o duplicacién de una copia de las secuencias repetitivas [16, 17].
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Por otro lado, el apareamiento de simple hebra (SSA) ocurre durante la reparacion de

rupturas de ADN doble cadena (DSBs, Double Strand Breaks) que se producen entre dos
secuencias repetitivas en la misma molécula de ADN. Luego de la ruptura se lleva a cabo la
degradacion de los extremos romos por accién de exonucleasas, lo cual genera regiones de
ADN simple cadena (ADNsc) que se hibridan entre si por complementariedad de bases.
Finalmente, el ligado de dichas moléculas lleva a la eliminacién (comdinmente llamada
“delecion”) de una de las secuencias repetitivas [18, 19]. Estos eventos de recombinacién
ilegitima son muy comunes debido a la abundancia de secuencias repetitivas de diferentes
clases y tamafos en genomas procariotas y eucariotas [15].

Recombinacion no-homoéloga. La unién de los extremos no-homélogos (non-
homologous end joining o NHE]) es una de las principales vias de reparacién de DSBs en
procariotas y eucariotas [20, 21]. Estudios realizados en células humanas en mitosis
determinaron que el mecanismo de NHE]J es mds frecuente que el de recombinacién
homologa y altamente dependiente de la posiciéon cromosomal [22]. Este mecanismo repara
los DSBs a través del ligado directo de los extremos previo una degradacién limitada de los
mismos lo cual conduce a un proceso mutagénico. Dicho proceso involucra enzimas
especializadas como nuecleasas, polimerasas y ligasas [21].

Recombinacion especifica de sitio. Proceso de recombinacién especializada en el
cual el intercambio reciproco de material genético ocurre en una determinada posicién. Las
secuencias que recombinan sélo comparten una pequefa regién homaéloga (10 a 50 pares
de bases). Depende de enzimas especificas (serina-recombinasas o tirosina-recombinasas)
capaces de reconocer dichas secuencias y catalizar el corte, intercambio entre hebras de
ADN vy la re-unién de las mismas para dar origen a los productos recombinantes. Este tipo
de recombinacién conduce generalmente a un reordenamiento de la informacién génica, el
cual involucra la integracion, escisién o inversién del ADN que recombina [23]. El ejemplo
mds conocido, aunque no el tunico, es la integracion del ADN del fago lambda en el
cromosoma de E. coli [24].

Transposiciéon. Es un mecanismo especial de recombinacién que implica el
movimiento de un segmento corto de ADN que "salta" de un lugar a otro del mismo o
diferente cromosoma. Dicho segmento se llama transposén o elemento genético
transponible y, generalmente, no presenta ninguna homologia de secuencia con el ADN en
el cual se integra. La proteina que lleva a cabo la transposicion es la transposasa, la cual
reconoce secuencias repetidas e invertidas localizadas en los extremos del transposén que

son utilizadas como sefiales para el inicio de la recombinacion [25, 26].
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2-RECOMBINACION HOMOLOGA

2.1- Relevancia Bioldgica

La recombinacién homéloga es un proceso esencial en el metabolismo celular de
todos los organismos que permite la reorganizacién de genes dentro y entre cromosomas,
provee una de las mayores vias de reparaciéon de rupturas de ADN doble cadena (DSBs) y
asegura la segregacion correcta de los cromosomas en la meiosis eucariota. De esta manera,
dicho proceso es una potente fuerza evolutiva que promueve la diversidad genética y
mantiene la integridad del genoma [1, 3].

En eucariotas, la recombinacién homdéloga juega un papel muy importante en la
division celular mitética y meidtica. Estudios llevados a cabo en distintas especies
eucariotas en los dltimos afios han demostrado que la recombinacién homoéloga se inicia
por la aparicién de una rotura bi-catenarias (de las dos cadenas de una doble hélice). Dichas
lesiones, llamadas DSBs (Double-Strand Breaks en inglés), se generan con cierta frecuencia
en el ADN celular en respuesta a diversas causas.

En la mitosis, los DSBs se producen por dafios quimicos o radiacién ionizante.
Cuando estos dafios en el ADN no son reparados, pueden ocurrir reordenamientos
cromosomales y predisposicién al céncer [27]. Por otro lado, en la meiosis los DSBs se
producen durante la profase I y son generados por la proteina Spol1, la cual cliva a los
cromosomas homélogos en diversos sitios [28, 29]. La meiosis es una forma especializada
de divisién celular durante la cual se producen dos células haploides (gametos) a partir de
una diploide, reduciendo de esta manera el contenido cromosomal. La apropiada
segregacion de cromosomas homélogos en la primera divisién meiética depende de la
formacion de conexiones fisicas especificas entre pares de cromosomas homdlogos,
conocida como “quiasma’. Dichas estructuras se originan durante la profase I de la meiosis
y son la manifestacion fisica de los entrecruzamientos genéticos [30, 31]. Si se producen
errores durante la segregacion de los cromosomas, la formacién de gametos aneuploides
(nimero incorrecto de cromosomas por célula) puede llevar a abortos espontdneos o
enfermedades genéticas tales como sindrome de Down, Klinefelter, Edwards o sindrome de
Turner en humanos [32, 33]. De esta manera, la recombinacién homdéloga permite la
apropiada segregacion de los cromosomas durante la meiosis y contribuye a la diversidad
genética creando nuevas combinaciones que otorgan una ventaja evolutiva a la
descendencia.

En bacterias, la recombinaciéon homodloga estd involucrada en mecanismos de

transferencia horizontal de la informacién génica [1, 34] asi como también en algunos
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mecanismos de regulaciéon de la expresién génica y procesos de defensa bacteriana

generando variabilidad genética y favoreciendo la capacidad de adaptacién en bacterias
tales como la ocupacién a diversos hdbitats y resistencia a antibiéticos [35]. Ademas, esta
implicada en la reparacién del ADN principalmente cuando se producen rupturas de la
doble cadena (DSBs) por la detencién de la maquinaria de replicaciéon [36-39] o dafios
exogenos. Este proceso puede ocurrir entre secuencias repetitivas del genoma bacteriano
[15], en presencia de elementos extracromosomales (virus, plasmidos o secuencias de ADN)
que ingresan a las células mediante transferencia horizontal (conjugacién, transduccién o

transformacion) o entre secuencias de cromosomas duplicados previo a la divisién celular.

2.2- Primeros modelos de recombinacién homéloga

El estudio de la recombinacién homéloga ha planteado dos desafios significativos a
los biélogos moleculares, ninguno de los cuales ha sido resuelto completamente. El primero
ha consistido en describir la serie de interacciones, que implican rotura y re-unién de las
cadenas de ADN, que se llevan a cabo durante la recombinacién. El segundo, se relaciona
con la identificacién y caracterizacién del alto niumero de factores proteicos que intervienen
y regulan este proceso.

En las décadas de 1960 y 1970, Robin Holliday y Matthew Meselson postularon
diversos modelos que mostraban como la rotura y reunién de moléculas de ADN podian
permitir el intercambio de segmentos cromosémicos [2, 40, 41]. Asi, los modelos de
Holliday y de Meselson-Radding (Figura 12) describen la recombinacién entre dos
moléculas bicatenarias con secuencias idénticas o casi idénticas. Su caracteristica
fundamental es la formacién de un heteroddplex por intercambio de segmentos de ADN
entre dos moléculas homodlogas. Al principio, el heteroduplex es estabilizado por
apareamiento de bases entre cada cadena transferida y los polinucleétidos intactos de las
moléculas receptoras y luego la ADN ligasa sella los terminales libres, lo que crea una
estructura de Holliday. Esta estructura es dindmica; la migracién de ramas da por
resultado un intercambio de segmentos més largos de ADN si las dos hélices rotan en la
misma direccién. Finalmente, la separacién, o resolucién, de la estructura de Holliday para
volver a formar dos moléculas bicatenarias individuales se produce por escision a través del
punto de ramificacién y unién. Esta es la clave de todo el proceso, ya que el corte se puede
efectuar en una u otra de dos orientaciones de la estructura de Holliday. Estos dos cortes
dan a lugar a resultados muy diferentes. Si el corte se practica de izquierda a derecha
(horizontal), como ilustra la Figura 12, hay transferencia entre las dos moléculas de un
segmento corto pero no ocurre el entrecruzamiento o intercambio de genes. Por otro lado,

un corte de arriba-abajo (vertical) determina un intercambio reciproco de cadenas, de modo
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que el extremo de una molécula es intercambiado por el extremo de la otra molécula,

llevandose a cabo el “entrecruzamiento”.

Holliday Melselson-Radding
Con.e.de una cgdelnaten JEEEgEEEENEEERERERRNY TICOITTITITITITTILT Corte de cadena sencilla una
posiciones SqUIVAleN'SS = I Mmoo TIOOOOITLITIIIIIT  sola molécula de ADN

de dos moléculas de ADN

1 Intercambio de cadenas de ADN 1

ADN heterodlplex D—Ioép

ﬂﬁ ITIIIIIIIT
ADN heterodUplex

A B
% Estructura de Holliday

a b

1 Migracion de las ramas

A B
T T
a b

chi form

Resoluciéon
horizontal
\ a
Resolucion \
vertical Reciprocal strand exchange

A B A b
TITTITTTTTTTTITTTT T T T
jEsEESNEESESEENRENEEY T
a b a B

Figura 12. Primeros modelos para describir la recombinacién homdéloga entre dos moléculas que comparten
una secuencia idéntica o casi idéntica. Se muestran las etapas del modelo de Holliday y Melselson-Radding.
(Por detalles ver el texto).

Los modelos difieren en el inicio del proceso de intercambio. El modelo de Holliday
comienza con cortes de cadena sencilla en moléculas de ADN homdlogas que se alinean
entre si. Esta caracteristica del modelo fue criticada ya que no era posible proponer un
mecanismo que garantizara que los cortes aparecian precisamente en la misma posicién de
cada molécula. La modificacion de Melselson-Radding postula un esquema mas
satisfactorio en el cual se produce la ruptura de simple hebra en una de las moléculas de

ADN. Asi, el extremo libre generado “invade” la doble hélice intacta de la otra molécula en la
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posiciéon homologa y desplaza una de las cadenas formando el bucle D (D-loop, displacement

loop) Posteriormente, el corte de la cadena desplazada y apareamiento de pases produce el

heterodtplex que luego dard origen a la estructura de Holliday [42] (ver Figura 12).

2.3- Mecanismo molecular de recombinacion homéloga en Escherichia coli.

El mecanismo de recombinacién homoéloga ha sido ampliamente estudiado en E. coli
y se han caracterizado una gran cantidad de proteinas y complejos proteicos involucrados
en las tres etapas principales del proceso: presinapsis, sinapsis y postsinapsis [3, 8, 9, 43-
46]. En la presinapsis ocurre la ruptura de la doble o simple hebra de ADN (DSBs o gaps), las
cuales son procesadas por enzimas especificas para generar ADN simple cadena (ADNsc);
luego ocurre la sinapsis, etapa en la que se intercambia el material genético entre las
moléculas de ADN (ADNsc y diplex de ADN homologo), catalizado por recombinasas de la
familia RecA. En esta etapa se forma el intermediario de recombinacién que finalmente es
resuelto durante la postsinapsis para dar origen a las moléculas finales.

En la Tabla I1 se muestran los factores proteicos de E. coli y humanos involucrados
en cada etapa de la recombinacién homdloga y la funcién principal de cada uno de ellos

(Kowalczykowski S.T., comunicacién personal):

E. coli Humanos Funcién principal
Pre-sinapsis RecBCD -
SbcCD Mrel1/Rad50/Nbs1
RecQ RecQ1/4/5/BLM/WRN
Rec] Exol Procesamiento del ADN para generar
UvrD - ADNsc
SSB RPA
RecF(R) Rad51B/C/D/Xrcc2/3
RecO Rad52
Sinapsis RecA Rad51, Dmcl Recombinsas: apareamiento e
intercambio entre cadenas de ADN
Post-sinapsis RuvAB Rad54
RecG -- Extension del ADN heteroduplex
RecQ RecQ1/4/5/BLM/WRN Migracion de rama
Rec] Exol
RuvC Resolucion del intermediario de
Mus81/Mms4/? recombinacion
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En E. coli existen dos vias principales de la recombinacién homdloga, la via RecBCD,

la cual repara principalmente rupturas de ADN doble cadena (DSBs), y la via RecFOR, que
repara lesiones que se producen en una sola hebra del ADN la cual da origen a una regioén
interna de ADN simple cadena (ADNsc) en el diplex, cominmente llamado “gap” (Figura I3)
[3, 43]. Ambas vias necesitan a la recombinasa RecA para el reconocimiento de homologia y
el intercambio entre cadenas de ADN; a la proteina de unién al ADN simple hebra (SSB,
Single Strand Binding protein) y al complejo proteico RuvABC y RecG que resuelven las

estructuras de Holliday.

DSBs (via RecBCD) Gaps ADNsc (via RecFOR)

- Busqueda de homologiae
— intercambio de cadenas

catalizado por RecA

Intermediario de

S; 3 «78 recombinacién (D-loop)

] RuvABC / RecG
c 1< Migracion y resolucion de la
) ) Estructura de Holliday

Figura 13. Mecanismo molecular de recombinacién homdloga en E. coli, a través de la via RecBCD (reparacion
de rupturas de ADN doble cadena: DSBs), o de la via RecFOR (reparacion de gaps ADNsc) .

- Pre-sinapsis en la via RecBCD

En la via RecBCD, el complejo enzimdtico RecBCD se une a los extremos romos del
ADN doble cadena (ADNdc) luego de la ruptura del mismo, desenrolla el diplex y degrada
una de las hebras hasta encontrar un sitio Chi (secuencia de ADN especifica) de tal manera
de generar ADN simple hebra y permitir la unién de RecA a dicho ADN (extremo 3’ libre)
(Figura 13) [43, 45, 47].
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La enzima RecBCD (exonucleasa V) (330 kDa) es un complejo multifuncional

compuesto por las subunidades RecB, RecC y RecD. Por un lado, la subunidad RecB tiene
actividad nucleasa y helicasa en direccién 3'-5" mientras que RecD tiene actividad helicasa
en direccién 5-3'. Asi, ambas helicasas tienen polaridades opuestas y viajan en la misma
direcciéon de ambas cadenas del duplex [48]. Por otro lado, la subunidad RecC es
responsable de que el complejo reconozca en el ADN la secuencia Chi: 5-GCTGGTGG-3'
(Crossover hotspot instigator)[49]. De esta manera, una vez que se encuentra el sitio Chi, se
produce el clivaje final del ADN a pocas pares de bases del mismo y RecC se une al extremo
3’ libre evitando su degradacién, mientras que el extremo 5’ libre queda expuesto a
nucleasas y es generalmente degradado. Finalmente, RecBCD facilita la unién de RecA al
extremo ADNsc 3’ libre para que se inicie el apareamiento homoélogo y el intercambio de
cadenas [47].
- Pre-sinapsis en la via RecFOR

La via RecFOR estéd constituida por las proteinas RecF, RecO, RecR, Rec], RecQ y
RecN. En condiciones normales, esta via procesa los “gaps” de ADN simple hebra para
generar extremos 3’ libres y permitir de esta manera la unién de RecA al ADN. Se ha
propuesto que dichos gaps se originan cuando la ADN polimerasa encuentra lesiones en la
horquilla de replicacién y se disocia del templado para reiniciar la replicacién aguas abajo
de esa region [39, 50]. Asi, una vez que se generan estos gaps la actividad conjunta de la
helicasa RecQ y la exonucleasa Rec] genera el sustrato ADNsc con el extremo 3’ libre.
Posteriormente, las proteinas RecF, RecO y RecR interaccionan con RecA y facilitan la
formacion del filamento RecA-ADNsc (Figura 13) [44, 51]. A su vez, estas proteinas estan
involucradas en el desarmado de dicho filamento y la disociacién de RecA del ADNsc una
vez que lleva a cabo el intercambio de cadenas [52].

La proteina RecF de E. coli (40.5 kDa) se une al ADNdc y ADNsc in vitro, y tiene
actividad ATPasa dependiente de ADNdc in vivo [53-55]. Ademds, RecF interacciona con
RecR (22 kDa), la cual a su vez interacciona con RecO (26 kDa). Asi, el complejo RecFOR
cataliza el reemplazo de las proteinas SSB por RecA para la formacién de un filamento
estable RecA-ADNsc.

La proteina RecQ tiene actividad helicasa en direccién 3-5" y es dependiente de ATP
mientras que Rec]J (60 kDa) tiene actividad exonucleasa en direccion 5-3" [51]. Se ha
demostrado que ambas proteinas procesan horquillas de replicacién que se encuentran
detenidas, evitando asi eventos de recombinacién innecesarios [56]. Adicionalmente, Rec] y
RecQ son fundamentales para procesar rupturas de ADN doble cadena cuando la via

RecBCD se encuentra inactiva [57].
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- Regulacion en la formacion del filamento RecA-ADNsc

Aunque las vias de recombinacién son diferentes en fases iniciales, ambas generan
ADNSsc con extremos libres para que RecA pueda unirse, formar el filamento y llevar a cabo
la busqueda de homologia y posterior intercambio de cadenas de ADN. El mecanismo
molecular detallado de dichos procesos serd explicado més adelante.

Ademads de los complejos RecBCD, RecFOR y las proteinas Rec] y RecQ, existen
muchas otras proteinas que controlan y regulan la formacion del filamento RecA-ADNsc en
E. coli. Una de las mds importantes es la proteina de unién a simple hebra, SSB que se une al
ADNsc evitando su degradacién y compite con RecA inhibiendo la formacién del filamento
[58]. Sin embargo, dicha inhibicién es superada por la accién de los complejos proteicos
RecBCD y RecFOR, que facilitan la unién de RecA al ADN [59, 60]. Por otro lado, se ha
determinado que la proteina SSB se une al ADN y elimina las estructuras secundarias del
mismo lo cual permite la posterior unién de RecA [61]. Por lo tanto, las proteinas SSB son
esenciales para el metabolismo del ADN en todos los organismos.

Adicionalmente, el ensamble y desensamble del filamento RecA-ADNsc es regulado
por la interaccién de RecA con otras proteinas, tales como: la proteina Dinl, que estabiliza el
filamento [62]; la proteina RecX, la cual bloquea la extension del filamento [63]; RecF, que
antagoniza con la funcién inhibitoria de RecX [64]; y finalmente la helicasa UvrD que causa
disrupcion del filamento [46, 65].

- Etapa de post-sinapsis en las vias RecBCD y RecFOR

Una vez que se lleva a cabo el intercambio entre cadenas homdlogas catalizada por
RecA, se originan intermediarios de recombinacion de tres hebras (D-loop) que dan origen a
las estructuras de Holliday. Finalmente ocurre la migracién de la rama y la resolucién de
dichas estructuras para obtener los productos recombinantes finales. En estas etapas estan
involucrados principalmente el complejo proteico RuvABC y la proteina RecG (Figura 13).

La migracion de las ramas es catalizada por las proteinas RuvA (22 kDa) y RuvB (37
kDa), que se unen al punto de ramificacién de la unién de Holliday. Estudios por
cristalografia sugieren que RuvA se une como tetrdmero a la rama y forma un nucleo al que
se unen dos anillos de la helicasa RuvB (cada uno compuesto por seis proteinas), uno a cada
lado [66, 67]. La estructura resultante podria actuar como un “motor molecular” que rota
las hélices de la manera requerida para que el punto de ramificacién se mueva [68]. Cuando
ha finalizado la migracién de las ramas, el complejo RuvAB es reemplazado por la resolvasa
RuvC (19kDa) que se une cémo dimero y lleva a cabo la escisién en dos hebras del ADN en
un sitio especifico, resolviendo las estructuras de Holliday [69]. Las cepas mutantes de E.

coli que carecen de RuvA o RuvB pueden, de todos modos, llevar a cabo la recombinacién
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homéloga, ya que una helicasa llamada RecG [70] puede suplir la funcién de RuvAB. Sin

embargo, la actividad de RecG es mucho mds débil en comparacién al complejo RuvAB.
Estudios bioquimicos de RecG determinaron que dicha proteina es activa como monémero
[71] y que cataliza la conversiéon de las uniones de Holliday y de las horquillas de
replicacién facilitando la conexién entre recombinacioén, replicacién y reparacién del ADN
[71-73].

Recientemente, se ha determinado que las proteinas Rec] y RecQ ademds de estar
involucradas en estadios iniciales de la recombinacién homdloga, en la via RecFOR, también
participan en estadios finales [74]. Particularmente, la exonuclesa Rec] estabiliza el
intermediario de recombinacién (D-loop triple hebra) degradando el ADNsc que es
desplazado luego del intercambio de cadenas [75]. Por otro lado, la helicasa RecQ estaria
involucrada en la disrupcién de dichos intermediarios a través del desenrollamiento del

ADN en direccién 35" lo cual estimula la formacién de la estructura de Holliday [74].

2.4- Intercambio de cadenas catalizado por recombinasas de la familia RecA.

Como se ha mencionado, la etapa central del proceso de recombinacién homdloga es
el intercambio entre moléculas de ADN con secuencias homdlogas o parcialmente
homélogas. Las recombinasas de la familia RecA son responsables de la busqueda de
homologia y el intercambio entre cadenas de ADN en el proceso de recombinacion
homéloga en procariotas y eucariotas. En bacterias, la recombinasa tipica se denomina
RecA, mientras que en eucariotas han sido descriptas dos recombinasas homélogas: Rad51,
que repara DSBs en células mitéticas y meidticas y Dmcl, involucrada en el intercambio de
material genético durante la meiosis [5, 76-78]. En todos los organismos el proceso de
intercambio de cadenas comienza con la formacién de un complejo nicleo-proteico que se
forma por el ensamblado de la recombinasa a lo largo del sustrato de ADNsc, que se
denomina filamento pre-sindptico. A continuacién, se produce la bisqueda de homologia,
donde el filamento pre-sindptico RecA-ADNsc se alinea con el ADNdc formando un
intermediario sindptico de tres hebras. Por ultimo, la recombinasa cataliza el intercambio de
cadenas donde el ADNsc desplaza a una de las hebras del ADNdc para formar un nuevo
duplex de ADN (Figura 14).
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@ RecA/Rad51/ Dme
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Figura I4. Mecanismo general del intercambio de cadenas de ADN catalizado por recombinasas de la
familia RecA, en procariotas y eucariotas (sinapsis). ADNsc: ADN simple cadena; ADNdc: ADN doble cadena.

- RecA de E. coliy su interaccién con ADN

RecA de E. coli es la recombinasa mejor caracterizada, a nivel estructural y
bioquimico, y ha sido recientemente cristalizada con ADNsc y ADNdc [9]. Los estudios
cristalogréficos han contribuido con gran cantidad de informacién en relacién a los
mecanismos moleculares especificos tales como el reconocimiento de la homologia y el
intercambio entre hebras de ADN.

RecA es una proteina oligomérica (352 residuos, PM = 37842 Daltons) con actividad
ATPasa dependiente de ADN que puede unirse al ADNsc y ADNdc a través de dos sitios de
unidn (sitio I y II). Cada monémero consiste en un dominio ATPasa central de 240 residuos,
y dos dominios pequefios en los extremos N-terminal (30 residuos) y C-terminal (82
residuos) (Figura 15-A). El dominio central es comin a otros tipos de proteinas tales como
F1 ATPasa, multiples helicasas y proteinas que trasportan el ADN [8, 9].

- Estructura del filamento pre-sindptico RecA-ADNsc

La estructura cristalina del filamento RecA-ADNsc se muestra en la Figura I5-B. La
estequiometria del complejo corresponde a una molécula de RecA cada 3 nucleétidos (nt),
comunmente llamado triplete. RecA se une al ADNsc formando un filamento helicoidal que
involucra aproximadamente 6 proteinas y 18.5 nt por vuelta [9, 79]. Como resultado de la
interaccion con la proteina, el ADNsc adopta la conformacién de ADN-B, que se refiere a la
estructura secundaria de la doble hélice del ADN propuesta por Watson y Crick, y es la
forma predominante en las células. La estructura cristalina del complejo muestra que el
ADNsc se une a RecA a través de algunas regiones de los loops L1 y L2y de una porcién del
dominio N-terminal de dicha proteina.

Los loops L1 (residuos 157-164) y L2 (residuos ~ 194-206) estan ubicados en el
dominio central y albergan los residuos involucrados en el sitio I de unién al ADN. Estos

loops se encuentran desordenados y flexibles cuando RecA no estd unida al ADN, sin
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embargo, cuando RecA se une al ADN y se forma el filamento pre-sindptico, los loops se

vuelven ordenados y estables, lo cual ha permitido su cristalizacién y visualizacién [9]. El
dominio N-terminal estd involucrado en las interacciones monémero-monémero,
importantes para la polimerizacién de RecA en el ADNsc, contribuyendo al drea de interfase
entre dichos monémeros. En este sentido, el ATP se encuentra unido a las interfases entre
monomeros de RecA cuando la proteina es parte del filamento pre-sindptico (‘estado
activo”) y es expuesto a la superficie de RecA [8, 80]. Asi, la interfase monémero/monémero
tiene un rol importante en el reconocimiento de la homologia y el intercambio de cadenas
[81]. Con respecto al dominio C-terminal, se ha postulado que estos dominios facilitan el

acceso del ADNdc al filamento pre-sinédptico [82].

ADN
recA inicial

Figura I5. (A) Estructura del monémero de RecA. Se muestra el dominio central (en gris) y los dominios N-
terminal (en lila) y C-terminal (en verde) (Cox MM et al. 2007). (B) Estructura cristalina complejo pre-
sindptico RecA-ADNsc. (C) Estructura cristalina complejo post-sinaptico RecA-ADNdc (Chen et al. 2008 ). En
(B) y (C) cada monémero de RecA se indica en diferentes colores (); en amarillo se indica el ADP-AIF4-Mg
(nucleétido no hidrolizable analogo al ATP ) unido a las interfases entre monémeros de RecA; el ADNsc
inicial se indica en rojo y el ADN complementario se indica en lila.

- Los sitios de union al ADN

La proteina RecA tiene dos sitios de unién al ADN: un sitio primario, denominado
“sitio I y otro secundario denominado “sitio II" [83]. Cualquiera de estos sitios puede ser
ocupado por una molécula de ADNsc o ADNdc [83, 84] y ambos sitios tienen residuos con
cargas positivas lo cual posibilita la interaccién de RecA con los fosfatos negativos del ADN.

La estructura cristalina del complejo RecA-ADNsc revelé que el sitio I involucra
principalmente 6 residuos (Arg169, Arg176, Arg196, Lys 198 y Lys216) que se ubican en el
dominio central de la proteina RecA. A su vez, el andlisis de dicha estructura cristalina, junto
con la estructura de RecA-ADNdc, sugieren que 4 residuos (Arg226, Arg227, Arg243 y
Lys245) ubicados entre el dominio central y C-terminal de RecA participan del sitio II de
unién al ADN [9].

17



- Estructura del filamento post-sindptico RecA-ADNdc

La estructura cristalina del complejo RecA-ADNdc, correspondiente al filamento
post-sindptico obtenido una vez que ocurre el intercambio de cadenas [9], revelé que el
ADNdc se encuentra unido a RecA a través del sitio I mientras que los residuos del sitio II se
encuentran libres. En la Figura I5 se pueden observar tanto el complejo pre-sindptico (I5-A)
como el complejo post-sindptico (I5-B), los cuales presentan pardmetros similares ya que
tanto el ADNsc como el ADNdc de cada filamento adoptan la estructura ADN-B.

En el complejo RecA-ADNdc la unidad de repeticién es un triplete de pares de bases
(pb) apiladas. En este complejo, el ADNdc estd compuesto por la hebra primaria, que
inicialmente formaba parte del complejo RecA-ADNsc, y la hebra complementaria, la cual
formaba parte del ADNdc inicial. El esqueleto de fosfodiéster de la hebra primaria tiene una
conformacién y contactos con RecA similares a los observados en el estado pre-sindptico.
Sin embargo, las conformaciones de las ribosas y las bases de cada nucleétido cambian y se
vuelven mas uniformes en todo el triplete. Estos cambios le permiten una geometria 6ptima
para la interaccion con las bases de la cadena complementaria, que se mantiene en su lugar
debido a los enlaces puente hidrégeno de Watson y Crick pero hacen muy poco contacto
con RecA.

- Actividad ATPasa

Como se ha mencionado, RecA es una ATPasa que sélo hidroliza ATP en presencia de
ADN (keat = 30 min! para ADNsc; ket = 16-20 min! para ADNdc; K, ~ 50 pM) [85]. Esta
recombinasa es capaz de hidrolizar una gran cantidad de nucleétidos (tNTPs y dNTPs), pero
s6lo ATP, dATP y PTP pueden ser utilizados como cofactores durante las reacciones de
intercambio de cadena [86, 87]. Ademads, la hidrdlisis ocurre uniformemente durante la
formacion del filamento pre-sinaptico [7, 61].

Cuando RecA se une al ATP u otro andlogo (por ej. ATP no hidrolizable), ocurren
cambios conformacionales en la proteina, la cual aumenta su afinidad por el ADN
favoreciendo la formacién del filamento pre-sinaptico. Por lo tanto, RecA se encuentra en su
“estado activo” y la unién a cualquiera de estos nucledtidos es indispensable para que lleve
cabo el intercambio de cadenas. Més alld de que la hidrélisis del ATP no es necesaria
durante el intercambio de cadenas, cuando ocurre dicha hidrélisis la recombinasa cambia

nuevamente su conformacién (estado inactivo) y se disocia del ADNdc [8, 46, 88].

- Mecanismo molecular del intercambio de cadenas

En base a los antecedentes cristalogréficos y bioquimicos expuestos previamente, se
postulé un mecanismo detallado del intercambio de cadenas catalizado por RecA. Dicho

mecanismo se muestra en la Figura I6. Tal como se puede observar, cuando RecA no esta
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unida al ATP (o andlogos de ATP) se encuentra en su estado inactivo y tiene baja afinidad

por el ADN. Al unirse al ATP, la proteina cambia su conformacién y tiene alta afinidad por el
ADN, principalmente por el ADNsc. De esta manera el complejo RecA-ATP se une al ADNsc a
través de su sitio I y forma un filamento pre-sindptico cuyas caracteristicas fueron
previamente descriptas (Figura I5). En esta etapa, RecA puede hidrolizar el ATP y disociarse
del ADNsc, o bien llevar a cabo la bisqueda de homologia a través de la unién del complejo
pre-sindptico con ADNdc. Cuando comienza la bisqueda de homologia, RecA se encuentra
unida al ADNsc a través del sitio I y al ADNdc a través del sitio II. Una vez que encuentra
ADN homodlogo, la proteina cataliza el intercambio entre hebras, permitiendo el
apareamiento de la hebra primaria (ADNsc inicial) con su hebra complementaria en el
duplex y desplazando la otra hebra. Asi, el nuevo ADNdc se mantiene unido a RecA a través
del sitio I y el ADNsc desplazado permanece unido a la proteina a través del sitio IL
Finalmente ocurre la hidrélisis de ATP y RecA se disocia del ADN obteniéndose un nuevo
ddplex. Cémo se muestra en el esquema, la hidrélisis del ATP sé6lo es necesaria para que

RecA se disocie del ADN, pero no es necesaria para que ocurra el intercambio de cadenas.
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Figura I6. Mecanismo molecular del intercambio de cadenas catalizado por RecA de E. coli. (Modificado de
Chen et al. 2008, por detalles ver texto).

En la Figura I7 se muestra el detalle molecular del proceso de busqueda de

homologia catalizada por recombinasas de la familia RecA [10]. Como se observa en el
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esquema, en el filamento pre-sindptico RecA-ADNsc se une 1mondmero/3nt y el ADNsc se

encuentra 50% extendido adoptando la conformacién de ADN-B. Cuando RecA inicia la
buasqueda de homologia e interacciona con el ADNdc a través de su sitio II, induce cambios
conformacionales en la doble hélice desestabilizandola y extendiéndola para permitir la
interaccién de una de las hebras con el ADNsc inicial. Finalmente, cuando se encuentra el
ADN homologo ocurre el apareamiento entre la cadena complementaria y el ADNsc inicial,
el cual permanece unido a RecA a través del sitio I. Por otro lado, la cadena del ADNdc
desplazada se mantiene unida a la recombinasa a través del sitio II, lo cual resulta en la
formacion de la estructura D-loop (Displacement loop, en inglés). Se ha establecido que para
que dicho intermediario sea energéticamente estable, deben existir al menos unos 8 pb de
homologia entre las secuencias que intercambian su ADN, denominado microhomologia
[89].

Activation Transient Homology probing D-loop
ssDNA bubble T E .
DNA arget Displaced Unmatched
Secondany DAL :I:I!I:I:IIIII:Iﬂ]..VII:I:I:I:III:I:I:I:I:I:II extension strand base pairs
bindingsite | o S i, ’;ﬁgﬂ A
— N
¢ = W W = = Ly Yy ..
o — : : T

RecA ATP  'Extended Primary Etxch;nged
ssDNA DNA-binding site stran

Figura I7. Detalles moleculares del proceso de bisqueda de homologia catalizada por recombinasas de la
familia RecA. Se muestran los monémoeros de RecA, el ATP entre las interfases monémero-monémero, los
sitios primarios y secundarios de unién al ADN (sitio I y II respectivamente), el ADNsc inicial (celeste) y el
ADNdc (azul) (Renkawitz et al. 2014, por detalles ver texto).

- Recombinasas eucariotas

Como se ha mencionado, las células eucariotas poseen dos homdélogos a RecA, las
recombinasas Rad51 (36966 Da; 31.7 % de identidad y 43.2 % de similitud de aminoacidos
con RecA) y Dmc1 (37707 Da; 30.1% de identidad y 40 % de similitud de aminoacidos con
RecA). Ambas recombinasas actian en conjunto durante la recombinacién meiética, ya que
tienen funciones biolégicas diferentes y superpuestas. Rad51 promueve la recombinacion
entre cromatidas hermanas, mientras que Dmcl participa en la recombinacién entre
cromosomas homélogos [76, 90-93].

El andlisis bioquimico y estructural de Rad51 estd muy avanzado, ya que se ha
obtenido la estructura cristalina del filamento pre-sindptico Rad51-ADNsc [94] y los
pardmetros estructurales obtenidos son similares a los resultados con RecA de E. coli. Con
respecto a las actividades bioquimicas, las funciones in vitro de Rad51 también son

similares a la RecA bacteriana, aunque la recombinasa eucariota presenta menor actividad
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de intercambio de cadenas y actividad ATPasa méas débil [76]. A su vez, se ha postulado que

la direccionalidad del intercambio de cadenas catalizado por Rad51 puede extenderse en
ambas direcciones (5-3" o 3’-5'), mientras que RecA sélo lo haria en la direcciéon 5-3’ [95,
96].

Dado que Dmc1 fue descripta en el afio 1992 [97], ha sido mucho menos estudiada
que RecA y Radb51. Estudios in vitro han demostrado que Dmcl es capaz de catalizar la
invasion y el intercambio de cadenas entre oligonucleétidos de 83 nt de longitud [76, 98,
99]. Sin embargo, Dmc1 mostré baja actividad de intercambio de cadena en comparacién a
RecA y Rad51 [5, 78]. Si bien algunos estudios cuestionaron la capacidad de Dmcl de
formar el filamento ntcleo-proteico [78, 100, 101], estudios recientes con Dmcl de
humanos han demostrado que dicha recombinasa cataliza el apareamiento entre secuencias
homélogas y el posterior intercambio de cadenas a través de la formacién de un filamento
pre-sindptico helicoidal en el ADNsc y en presencia de ATP [99, 102]. Dicho filamento
presenta pardmetros estructurales similares a los descriptos para Rad51, sin embargo se ha
establecido que Dmc1 requiere la hidrdélisis del ATP para llevar a cabo el intercambio de
cadenas a diferencia de Rad51 y RecA que sélo necesitan la unién al nucleétido. Si bien
existe poca diferencia entre las funciones bioquimicas in vitro de Rad51 y Dmcl, dichas
recombinasas presentan funciones biolégicas diferentes in vivo las cuales podrian deberse a
la interaccion con diferentes proteinas accesorias [5, 76, 78] y estdn siendo ampliamente
estudiadas en la actualidad, como por ejemplo la interacciéon de Dmc1 con Hop2-Mnd1.

Estudios previos han demostrado que dos proteinas denominadas HopZ y Mnd1
interactian con Dmcl como heterodimero (Hop2-Mnd1l) e incrementan la eficiencia de
intercambio de cadenas in vitro cuando se utilizan sustratos de ADN homélogos [103-105].
A su vez, este heterodimero es esencial in vivo para que Dmcl pueda finalizar la
recombinacién homéloga [78]. Dicho efecto se debe a que Hop2-Mnd1 actia en dos pasos
criticos del proceso de intercambio. Inicialmente, estabiliza el filamento pre-sindptico Dmc1-
ADNsc, y luego, facilita la condensacién del ADNdc y captura del mismo para la formacién

del intermediario sinéptico triple hebra (Figura I8) [105, 106].

21



Introduccion

@ Dmcl

M n Hop2/Mnd1

/ \() Hop2/Mnd1i

Hop2/Mnd1 estabiliza el filamento
Dmc1-ADN simple cadena

Hop2/Mnd1 promueve la captura
de ADNdc por el filamento Dmc1-

| N
Rl ADNsc (intermediario sindptico)

Intercambio de cadena
desfavorecido

Formacién del complejo sinaptico
(D-loop) e intercambio de cadena
catalizado por Dmc1/Hop2-Mnd1

3-RECOMBINACION HOMEOLOGA

La recombinacién homéloga cumple un rol biolégico importante en células
eucariotas y procariotas. Dicho proceso es una potente fuerza evolutiva que promueve la
diversidad genética y mantiene la integridad del genoma [3-5]. Sin embargo, cuando la
recombinacién ocurre entre secuencias de ADN divergentes puede producir mutaciones o
reordenamientos cromosomales tales como translocaciones, deleciones o inserciones lo cual
podria aportar nuevos genes y funciones. Los mecanismos de transferencia horizontal como
asi también el alto contenido de secuencias repetitivas en los genomas eucariotas y
procariotas, entre las cuales puede existir cierto grado de divergencia [15], constituyen un
riesgo para la estabilidad estructural de dichos genomas. En este sentido, se ha postulado
que la recombinacién homedloga es importante en la evolucién, diversificaciéon y adaptacion
de las especies [107].

Por lo tanto, el proceso de recombinacién homedloga debe estar estrictamente
regulado por los mecanismos celulares encargados de llevar a cabo y de revisar el proceso
de recombinacién. De esta manera, el censado de homologia por las recombinasas actuaria
como una primera barrera para evitar la recombinacién entre secuencias de ADN
divergentes [108] y las proteinas del Sistema de Reparacion de Bases Apareadas

Incorrectamente (MRS) proporcionarian un segundo nivel de control [109, 110].

22



Introduccion

3.1- Fidelidad de las recombinasas

Como ya se ha mencionado, las recombinasas de la familia RecA llevan a cabo la
buasqueda de homologia seguido del intercambio de material genético entre moléculas de
ADN homodlogas. Asi, durante la recombinaciéon homdéloga catalizada por RecA se necesita
una region minima de homologia para que la recombinasa pueda llevar a cabo los estadios
iniciales del proceso de intercambio de hebras, actuando como una primera barrera de
control. Por lo tanto, la eficiencia de recombinacién dependerd del grado de identidad que
comparten las moléculas de ADN que recombinan y de la capacidad de RecA para detectar
heterologias durante el proceso de intercambio de cadenas. En este sentido, la tolerancia de
las recombinasas a dichas heterologias debe estar regulada para mantener un fino balance
entre divergencia genética y fidelidad de la recombinacién [108, 111].

Estudios de recombinaciéon de ADN in vitro demuestran que la presencia de bases
mal apareadas inhibe la reaccién de intercambio de cadenas catalizada por las
recombinasas de la familia RecA (RecA/Rad51/Dmc1). A su vez, dicha inhibicién es mayor al

aumentar la cantidad de heterologias en el ADN [108, 111-115].

3.2- Sistema de Reparacion de Bases Apareadas Incorrectamente

Fl Sistema de Reparacién de Bases Apareadas Incorrectamente (Mismatch Repair
System, MRS en inglés) es un mecanismo fisioldgico esencial que contribuye a preservar la
estabilidad genémica mediante la correccién de mutaciones puntuales y/o pequefios bucles
de insercién/delecién generados durante la replicacién del ADN. Ademds, este sistema
regula la recombinacion entre secuencias de ADN parcialmente homélogas (recombinacién
homeodloga) [109, 110, 116]. Por lo tanto, las principales funciones del MRS estan
relacionadas a su actividad anti-mutagénica y anti-recombinogénica y defectos en el
funcionamiento del MRS produce un incremento en la tasa de mutaciones espontdneas y
recombinacién homedloga en procariotas y eucariotas. En humanos un mal funcionamiento
del MRS estd directamente asociado a la iniciaciéon y promocién de la carcinogénesis
mientras en bacterias produce un fenotipo "hipermutador” e “hiperrecombinogénico” [117].

Este sistema estd ampliamente conservado en procariotas y eucariotas. Al presente,
el MRS bacteriano mejor caracterizado corresponde al de E. coli, constituyendo el sistema
modelo por excelencia [118, 119]. A partir de diversos estudios bioquimicos y estructurales
se ha propuesto el mecanismo expuesto en la Figura 19-A, el cual estd relacionado a la
reparacién de errores posreplicativos. Dos de los componentes esenciales de esta via de
reparacion son: la proteina MutS, encargada de reconocer los pares de nucleétidos mal

apareados sobre el ADN, y la proteina MutL. El reconocimiento de la hebra de ADN
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recientemente sintetizada, y que contiene la mutacién, se realiza gracias a la ausencia

transitoria de metilacion de adeninas (llevada a cabo por la metiltransferasa Dam) en dicha
hebra. La ausencia de la metilacién Dam permite la accién de la endonucleasa MutH, la cual
introduce un corte en la hebra nueva de ADN al ser activada por la interaccién con el
complejo MutS-MutL sobre el ADN. Posteriormente, a partir de dicho corte se inicia la
reparacién, mediante degradacion y resintesis de la hebra mutada [120].

Cabe mencionar que solo organismos cercanamente relacionados a E. coli, como
Salmonella thyphimurium y Haemophilus influenzae utilizan el estado de metilacién de la
hebra como mecanismo de diferenciacién [121]. Por otro lado, en eucariotas asi como
posiblemente en la mayoria de las bacterias, el sistema Dam-MutH se encuentra ausente, y
la reparacién podria ser iniciada a partir de un corte introducido por la actividad
endonucleolitica de la proteina MutL. Dicha actividad ha sido identificada in vitro en
proteinas MutL provenientes de humano, levadura y ciertas bacterias, incluyendo P.

aeruginosa [122-124].
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Figura I9. Secuencia simplificada de eventos involucrados en el MRS de E. coli para la reparacién de
errores posreplicativos (A) 6 para la inhibicién de la recombinacién homeéloga (B).

(A) MutS se une a la base mal apareada y luego interacciona con MutL formando un complejo que activa a
la endonucleasa MutH, la cual produce un corte en un sitio dGATC no metilado presente en la hebra recién
sintetizada. Luego, la helicasa UvrD desenrolla la hebra recién sintetizada que es degradada por
exonucleasas hasta remover el error. Finalmente, la ADN polimerasa III resintetiza la hebra con la
complementariedad correcta y la ADN ligasa sella los extremos libres del ADN.

(B) RecA cataliza el intercambio entre secuencias de ADN divergentes, generando un intermediario D-loop
que contiene bases mal apareadas. El complejo MutS-MutL reconocen estas bases mal apareadas y junto
con UvrD inhiben la recombinacién homedloga por reversién del proceso de recombinacién (por detalles
ver texto).
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Con respecto a la funcién anti-recombinogénica del MRS, las proteinas involucradas

son las mismas pero el mecanismo de accién es diferente. Estudios in vivo en E. coli han
revelado que la inhibicién de la recombinacién homedloga puede darse por dos
mecanismos. El primero de estos mecanismos es independiente de MutH e involucra a MutS,
MutL y UvrD durante estadios iniciales de la recombinaciéon homedloga, una vez que el
intercambio de cadenas y se genera el intermediario de recombinacién (D-loop). El segundo
mecanismo es dependiente de MutH y ocurre en estadios finales de la recombinacién,
cuando se inicia la sintesis de ADN en la estructura de Holliday. Este mecanismo involucra a
MutS, MutL, MutH y una helicasa alternativa que no es UvrD [125, 126]. Ademas, es
importante destacar que a diferencia de lo que ocurre con la reparacion de las lesiones, la
cual es independiente de los niveles de MutL, la inhibicién de la recombinacién es altamente
sensible a los niveles celulares de la misma [127].

Estudios recientes in vitro han revelado a nivel molecular como la accién coordinada
de MutS, MutL y la helicasa UvrD inhiben la recombinacién homedologa [128]. Tal c6mo se
muestra en la Figura I9-B, una vez que RecA cataliza el intercambio de cadenas homedlogas
y se disocia del ADN por hidrélisis de ATP, se genera un intermediario D-loop que contiene
bases mal apareadas (mismatches). De esta manera, el complejo MutS-MutL se une a los
mismatches dentro del intermediario de recombinacion [129], como asi también a las
estructuras secundarias generadas por el ADNsc que es desplazado cuando ocurre
intercambio. Asi, se generan complejos MutS-MutL de alto peso molecular los cuales evitan
la rotacién del ADN y bloquean la migracion de cadenas y por lo tanto la formacién del
producto de recombinacién. Finalmente, la helicasa UvrD es reclutada y activada por estos
complejos para desenrollar el ADNdc generado durante el intercambio y permitir la
reversion del proceso y la obtencién de los sustratos ADNsc y ADNdc iniciales [128].

Es importante mencionar que la regulacién de la recombinacién homedéloga mediada
por el MRS ocurre tanto en la recombinacién dependiente como independiente de RecA
(recombinacion ilegitima) [130]. Sin embargo, se desconoce el mecanismo molecular por el

cual el MRS inhibe la recombinacién homedloga independiente de RecA.

4-Pseudomonas aeruginosa: RECOMBINACION Y MRS

A pesar de que el proceso de recombinacion y la funcién anti-recombinogénica del
MRS han sido ampliamente estudiados y caracterizados en E. coli, actualmente poco se
conoce del funcionamiento de estos procesos en la bacteria Gram-negativa Pseudomonas

aeruginosa.
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P. aeruginosa es un microorganismo con una remarcable capacidad para ocupar

diferentes nichos del medio ambiente e infectar organismos superiores. En humanos, actia
como un patégeno oportunista asociado a infecciones intra-hospitalarias afectando
principalmente a pacientes post-quirdrgicos, inmuno-comprometidos, con lesiones por
quemaduras y afecciones pulmonares [131, 132]. Ademds, este organismo cuenta con un
genoma de gran tamafo y una importante complejidad genémica debida a una alta
proporcién de genes regulatorios, lo que le confiere una importante diversidad funcional
[131].

Las infecciones provocadas por P. aeruginosa son la principal causa de morbilidad y
mortalidad en pacientes con Fibrosis Quistica (FQ) [133]. Una caracteristica comun de las
infecciones crénicas de pacientes con FQ causadas por esta bacteria es la alta prevalencia
de aislados de cepas hipermutadoras, los cuales se encuentran en el 30 al 60 % de los
pacientes [134]. La mayoria de estos aislados hipermutadores son deficientes en las
proteinas del MRS, fundamentalmente con mutaciones en el gen mutS [134, 135]. Por lo
tanto, estas observaciones sugieren que la hipermutabilidad otorga una importante ventaja
en la persistencia y adaptacién de las bacterias en el ambiente sumamente variable del
pulmoén infectado. Sin embargo, en estudios in vivo solo se ha verificado una asociacién
entre el fenotipo hipermutador y ciertos fenotipos adaptados al pulmén del paciente FQ,
tales como la resistencia a antibiéticos y emergencia de poblaciones persistentes [133, 136].
Por otro lado, un articulo reciente en el que analizan el genoma completo de 22 aislados de
pacientes con FQ crénicamente infectados revel6 que los eventos de recombinacién son los
principales responsable de la diversificacion fenotipica y genotipica en estas poblaciones,
mientras que las mutaciones espontaneas no tendrian ningin rol importante en dicha
diversificacién [137].

El secuenciamiento total del genoma de P. aeruginosa revelé que existen genes que
codifican homdélogos a MutS, MutL y UvrD de E. coli, sin embargo no fue posible detectar
homélogos a MutH ni Dam [131, 138]. En relacién a la actividad endonucleasa, MutL de P.
aeruginosa posee el motivo de unién a metales identificado en homdlogos eucariotas que
presentan dicha actividad [122-124]. Asimismo, la ausencia de metilacion Dam en P.
aeruginosa indica que la sefial de discriminacién de la hebra recién sintetizada es diferente
a la presente en E. coli. En este sentido, en los dltimos afios nuestro laboratorio ha trabajado
en la caracterizacion de las proteinas MutS y MutL de P. aeruginosa con respecto al
funcionamiento del MRS en la reparacién de errores posreplicativos y se han establecido
diferencias importantes con el MRS de E. coli y algunas similitudes con eucariotas [124,

139, 140].
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Por otro lado, se ha determinado mediante estudios de conjugacién in vivo en

células de E. coli que RecA de P. aeruginosa es hiperrecombinogénica con respecto a RecA
de E. coli. A su vez, estudios in vitro de ambas recombinasas han determinado que RecA de
P. aeruginosa tiene mayor afinidad por el ADNsc y es mds eficiente para desplazar la

proteina de unién al ADN simple cadena (SSB) que la recombinasa de E. coli [141, 142].

Por las particularidades mencionadas anteriormente, y teniendo en cuenta que al
presente no se han realizado estudios de recombinacion homedloga y su modulacion por el
MRS en P. aeruginosa ni en otras especies del género Pseudomonas, esta bacteria constituye

un modelo interesante para la investigacion de ambos procesos bioldgicos.
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OBJETIVOS

El presente trabajo se focaliza en el estudio de la recombinacion genética entre secuencias
de ADN divergentes. Su descripcion se ha organizado en dos partes las cuales se describen a

continuacion:

Parte 1: Estudios de la reaccién de intercambio de cadenas de ADN mediante ensayos
in vitro. Efecto de diferentes sustratos conteniendo divergencias y caracterizacion de la

actividad de recombinasas bacterianas y eucariotas.

Para abordar esta primera parte se plantearon los siguientes objetivos:

1.1- Andlisis de recombinacién de ADN in vitro utilizando la técnica de Fluorescencia por
Transferencia de Energia Resonante (FRET): intercambio de cadenas catalizado por
recombinasas bacterianas y eucariotas.

1.2- Efecto de la presencia de bases mal apareadas (mismatches) en el intercambio de
cadenas catalizado por recombinasas.

1.3- Andlisis de la presencia de pequefas inserciones/deleciones en el intercambio de
cadenas.

1.4- Estudios del efecto de Hop2-Mnd1 en el intercambio de cadenas catalizado por la
recombinasa eucariota Dmc1.

1.5- Andlisis del mecanismo molecular por el cual las recombinasas detectan la presencia de

heterologias durante el intercambio de cadenas.

Parte 2: Andlisis de la recombinacién en Pseudomonas aeruginosa mediante ensayos in
vivo. Funcién del MRS y de genes involucrados en recombinacién.

Los objetivos especificos fueron:

2.1- Construccién de un sistema para medir recombinacién homdéloga y homedloga en
bacterias Gram-negativas.

2.2- Determinacion de la tasa de recombinacién homdéloga y homedloga en cepas de P.
aeruginosa deficientes en genes involucrados en recombinacién.

2.3- Estudios del rol de las proteinas del MRS de P. aeruginosa en la regulacién de la

recombinacién homedloga.
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RESULTADOS

CAPITULO 1. ESTUDIOS DE LA REACCION DE INTERCAMBIO DE CADENAS DE
ADN. EFECTO DE DIFERENTES SUSTRATOS CONTENIENDO DIVERGENCIAS Y
CARACTERIZACION DE LA ACTIVIDAD DE RECOMBINASAS BACTERIANAS Y
EUCARIOTAS.

Una de las etapas mdas importante de la recombinacién homéloga es el intercambio
de cadenas entre moléculas de ADN homoélogas u homedlogas, proceso catalizado por las
recombinasas de la familia RecA. Las recombinasas tienen la habilidad para buscar y
discriminar la secuencia homoéloga blanco entre una gran cantidad de secuencias
heterélogas en un proceso denominado “busqueda de la homologia” que es un paso
determinante para que ocurra el intercambio entre hebras de ADN homdélogas.

Esta propiedad de las recombinasas actuaria como una primera barrera para evitar
la recombinacion entre secuencias de ADN divergentes [108] mientras que las proteinas del
Sistema de Reparaciéon de Bases Apareadas Incorrectamente (MRS) proporcionan un
segundo control para asegurar que las secuencias heterélogas no recombinen entre si [128,
143, 144]. Por lo tanto, la funcién de las recombinasas no se limita a catalizar
mecéanicamente el intercambio de cadenas, sino que cumple un rol mucho més importante
en la regulacion de la recombinacion genética.

De esta manera, en el presente capitulo se llevé a cabo el estudio y la caracterizacion
exhaustiva del intercambio de cadena catalizado por diferentes recombinasas procariotas y
eucariota mediante ensayos in vitro en presencia de diferentes tipos de heterologias en el
ADN. A pesar que RecA de E. coli y su homéloga eucariota Rad51 han sido ampliamente
estudiadas y caracterizadas a nivel estructural y bioquimico [3, 9, 94, 108, 114, 145],
actualmente poco se conoce de la recombinasa eucariota Dmc1 y de RecA de P. aeruginosa.
Por lo tanto, consideramos importante establecer similitudes y diferencias entre estas
recombinasas y RecA de E.coli, para determinar si el reconocimiento y/o discriminacién de
heterologias durante la recombinacién es comuin entre procariotas y eucariotas. Ademads,
este estudio abarca un anadlisis exhaustivo y detallado de diferentes tipos de heterologias
que al momento no habian sido analizadas con ninguna recombinasa y es importante para

entender en mds detalle un proceso complejo cémo es la recombinacién homéloga.
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1.1- Andlisis de recombinacion de ADN in vitro utilizando la técnica de

Fluorescencia por Transferencia de Energia Resonante (FRET): intercambio

de cadenas catalizado por recombinasas bacterianas y eucariotas.

Con el propésito de analizar la recombinacién catalizada por recombinasas in vitro,

se desarroll6 un sistema para medir intercambio de cadena entre oligonucleétidos (~50nt)
utilizando la técnica de Fluorescencia por Transferencia de Energia Resonante (FRET). Como
se muestra en la Figura R1-A la reaccién consiste en mezclar un ADNdc marcado con un
par de fluoréforos donor(3'TAMRA)-aceptor(5'Cy5) y un ADNsc inicial no marcado en
presencia de las recombinasas. De esta manera, en ausencia de intercambio, el par de
fluoréforos donor-aceptor en el ADNdc estardn a una distancia 6ptima en la cual la
transferencia de energia serd maxima (FRET+, Figura R1-B). Cuando ocurre el intercambio
de cadena catalizado por las recombinasas, la cadena no marcada desplaza a su homéloga (u
homeodloga) en el diplex provocando el distanciamiento entre el grupo donor y aceptor, lo
que se traduce en una disminucién de la transferencia de energia (FRET-, Figura R1-B) y un

aumento en la emision de fluorescencia del donor (TAMRA).
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Figura R1. (A) Esquema de la reaccién de intercambio de cadenas de ADN in vitro catalizada por
recombinasas. T: TAMRA (A exc: 556 nm; Aem: 580 nm). C: Cy5 (A exc: 649 nm; Aem: 665 nm). ADNsc
inicial: ADN simple cadena no marcado. ADNdc*: ADN doble cadena marcado. ADNdc™A!: ADN doble
cadena generado una vez que ocurre el intercambio. (B) Espectro de emisiéon antes (FRET+) y después
(FRET-) de la reaccion de intercambio de cadena, Aexc: 556 nm. (C) Cinética de la reaccién de intercambio
en el tiempo catalizada por recombinasas, Aexc: 556 nm, Aem: 580 nm. Los detalles experimentales se
describen en Materiales y Métodos.
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De esta manera, utilizando este ensayo se puede analizar la cinética de la reaccién

midiendo la intensidad de fluorescencia de TAMRA en el tiempo (Figura R1-C). Cabe
mencionar que al comienzo de la reaccién (t=0, FRET+) dicho fluoréforo presenta una cierta
emision de fluorescencia, tal como se observa en las Figuras R1-B y R1-C, que puede variar
en algunas unidades segun el experimento. Por lo tanto, como nuestro objetivo fue medir el
incremento en la intensidad de TAMRA a medida que ocurre la reaccién de intercambio,
todas las curvas cinéticas que se mostraran a lo largo del trabajo fueron normalizadas
(emision de fluorescencia=0 a t=0) del tal manera de facilitar la interpretacién de los datos.
En primer lugar, se determinaron las condiciones 6ptimas de reaccién con las 3
recombinasas estudiadas (RecA de P. aeruginosa, RecA de E. coli y Dmcl de humanos)
variando la concentraciéon de los sustratos de ADN, ATP, sales, y la temperatura de la
reaccion. Dichas pruebas fueron realizadas utilizando los oligonucleétidos homoélogos. Asi,
una vez elegidas las condiciones éptimas se midi6 la cinética de la reaccién de intercambio
para cada recombinasa variando la concentracién de proteina y se calculé la fraccién de
ADNdc intercambiada (Fraccion de Intercambio: FI) a una determinada concentracion
(Figura R2), tal como se indica en Materiales y Métodos. Se observé que las recombinasas
bacterianas son mas activas que la recombinasa eucariota para llevar a cabo el intercambio

de cadena, tal como se habia determinado anteriormente (Volodin JBC).
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Adicionalmente, se analiz6 mediante electroforesis en geles de poliacrilamida no

desnaturalizantes si efectivamente se producia la reaccién de intercambio de cadenas. De
esta manera, se corrobor6 que el oligonucle6tido marcados con Cy5 inicialmente se
encuentra formando parte del ADNdc y luego de la reaccién de intercambio se lo identifica

como ADNsc (Figura R3).
RecA (UM) 0.2 0.4 0.6 Figura R3. Analisis de la reacciéon de intercambio de

cadenas en gel de poliacrilamida 16% no
desnaturalizante detectado mediante la emisién de
g.”:mmmmmmm fluorescencia de Cy5 (Aexc: 649 nm, Aem: 665 nm).
Se indican las concentraciones de RecA (uM) utilizadas

ADNsc*Cy5 para cada reacciébn y como control se muestra la
migracion del ADNsc marcado con Cy5 (ADNsc*Cy5).

1.2- Efecto de la presencia de bases mal apareadas (mismatches) en el

intercambio de cadenas catalizado por recombinasas.

1.2.1- La posicion y distribucion de mismatches TG afectan la eficiencia de

intercambio de cadena.

Estudios previos han demostrado que RecA de E.coli es sensible a la posicién y
distribucién de bases mal apareadas (del inglés “mismatches”) durante el intercambio de
cadenas [108]. Para comparar Dmc1 y RecA en cuanto al efecto inhibitorio de mismatches,
se analizé el efecto de uno o tres mismatches “IG” ubicados en diferentes posiciones del
ADNsc inicial utilizando el sistema previamente descripto (Figura R1). En la Figura R4-A se
muestran las modificaciones de nucleétidos que se hicieron en el ADNsc con el fin de
generar un mismatch. Cabe mencionar que cuando nos referimos a un mismatch “TG” el
mismo es generado una vez que ocurre el intercambio de cadenas, encontrdndose “I” en la
hebra del ADNdc marcada con TAMRA y “G” en el ADNsc inicial.

Inicialmente, se analiz6 un mismatch TG en tres posiciones diferentes: extremo 5’,
medio o extremo 3’ del ADNsc inicial. La Figura R4-B muestra los resultados obtenidos con
RecA de P. aeruginosa y Dmcl. Ademds, se indican los valores de la Eficiencia de
Intercambio de Cadena (EIC) con cada ADNsc inicial utilizado la cual se calculé tal como se
detalla en Materiales y Métodos y se consideré al ADNsc 100% homélogo como EIC=1. Tal
como se observa para ambas recombinasas la presencia de un mismatch TG en el extremo 5’
o en el medio del ADNsc tiene un fuerte efecto inhibitorio en la reaccién de intercambio,
mientras que un mismatch TG en el extremo 3’ practicamente no afecta la eficiencia de

intercambio en comparacién al ADNsc 100% homélogo (Figura 4-B). Ademas, se observo
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que la eficiencia de intercambio por la presencia de tres mismatches TG también se ve

influenciada por la posicién y distribucién de los mismos. En este sentido, la Figura R4-C
muestra que tres mismatches localizados en el extremo 3’ (3MM3’) inhiben muy poco la
reaccion de intercambio. Por otro lado, si los tres mismatches estan distribuidos
uniformemente (3MMunif) hay mayor inhibicién que se hace atin més fuerte cuando esos

mismatches se localizan juntos en el medio (3MMmid).

A Cy5-5'-AAACTATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATT CGTAAACAGATCT-3"
TAMRA-3'-ATTAAATGAGTAAAAGGC GGTCGTCAGTTGAAGCTAAATTAAGCATTTGT-5"

5'-ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATT CGTAAACA-3"' Homo
5'-ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATT CGTAAGCA-3"' 3'TG
5'-ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGAC TTCGATTTAATT CGTAAACA-3"' midTG
5'-ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATT CGTAAACA-3"

5'-ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATT CGTGAGCG-3"' 3MM3’
5'-ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGAC TTCGATTTAATT CGTAAGCA-3" 3MMunif
5'-ATTATTACTCATTTTCCGCCGGCGGTCGACTTCGATTTAATT CGTAAACA-3"' 3MMmid
5'-ATTATTGCATGTTATGCTGCTTCGCTGTTAGACGGATACACAGTTATAGA-3" Het
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Figura R4. Efecto de la posicién y distribucién de uno y tres mismatches TG en la eficiencia de
intercambio de cadenas catalizada por recombinasas. (A) Secuencia de los oligonucleétidos utilizados
para las reacciones de intercambio de cadena in vitro. Los oligonucleétidos marcados con los fluoréforos
Cy5 y TAMRA fueron utilizados para generar el ADNdc* y los oligonucleétidos no marcados fueron
utilizados como ADNsc inicial. Las modificaciones entre oligonucleétidos se marcan en rojo. Homo, 100%
homélogo; Het, heterélogo (60% de divergencia); 5TG, midTG y 3'TG se refiere a un mismatch en el
extremo 5, en el medio o en el extremo 3’; 3MMunif, 3 mismatches distribuidos uniformemente; SMM3’, 3
mismatches localizados en el extremo 3’; 3MMmid, 3 mismatches en la region central del ADNsc inicial. (B
y C) Cinéticas de las reacciones de intercambio catalizadas por RecA de P. aeruginosa o Dmc1 en presencia
de uno o tres mismatches TG en distintas posiciones. A exc: 556 nm, A em: 580 nm. Se muestra la eficiencia
de intercambio de cadena (EIC) obtenida para cada reaccion respecto al ADN homoélogo (EIC=1).
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Como control negativo se utilizo ADNsc con una divergencia del 60% (28

mismatches), lo cual inhibi6 totalmente la reaccién de intercambio. Dado que las cinéticas
obtenidas con RecA de E. coli fueron practicamente iguales a las obtenidas con RecA de P.
aeruginosa, dichos resultados se muestran en la Figura A1 (Anexo).

Finalmente, para descartar que los resultados obtenidos se debieran a la posicién de
los fluoréforos, se utilizaron otros sustratos de ADN para formar el ADNdc marcado
manteniendo la secuencia de los mismos pero intercambiando TAMRA y Cy5 (ver esquema
Figura R5). Asi, se llevaron a cabo las reacciones de intercambio catalizadas por Dmcl y
RecA con ambos ADNdc y los ADNsc que generaban mismatches en el extremo 5" 0 3’y se
observé el mismo efecto de localizaciéon de un mismatch TG al cambiar de lugar los
fluoréforos (Figura R5, se muestran las cinéticas obtenidas con Dmc1).

Por lo tanto, nuestros resultados indican que la posiciéon del mismatch es muy
importante durante el intercambio de cadena y que la eficiencia de la reaccién disminuye
cuando el mismatch se localiza en el extremo 5" del ADNsc inicial. A su vez, se podria asumir
que es mdas importante la posicién del mismatch que la cantidad de mismatches presentes

durante la reaccion de intercambio catalizada por recombinasas.
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Figura R5. Efecto del intercambio en la posicién de TAMRA y Cy5 en el ADNdc* (ADNdc marcado) utilizado
como sustrato para la reaccién de intercambio catalizada por Dmcl (ver esquema en A y B). Se utilizaron
ADNsc inicial que generan un mismatch TG en el extremo 5" 0 3. A exc: 556 nm, A em: 580 nm.

1.2.2- MutS no fue capaz de inhibir el intercambio de cadena catalizado por

recombinasas en presencia de mismatches con los sustratos de ADN utilizados.
Estudios in vitro han demostrado que MutS y MutL bloquean el intercambio de

cadenas de ADN catalizado por RecA de E. coli entre los genomas de los fagos “fd” y “M13”

(6,4 kb de longitud), los cuales poseen una divergencia del 3%. Tal efecto inhibitorio no se

observa sobre la recombinacién entre fagos “M13”, de homologia perfecta [143, 144].
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Si bien el estudio con fagos es ttil para analizar el efecto del MRS, no permite

realizar un estudio sistemdtico del efecto de diferentes posiciones y cantidad de
mismatches. En este contexto, quisimos analizar el efecto de MutS de P. aeruginosa durante
la reaccién de intercambio catalizada por RecA en nuestro sistema de estudio con
oligonucleétidos de ADN (50 nucleétidos de longitud). Sin embargo, mas alld de que se
analizaron gran variedad de condiciones de reaccién (relaciones molares y concentracién de
proteinas, orden de adicion de ADN y proteinas, temperatura, tipos y cantidad de
mismatches) y se verificé que bajo esas condiciones MutS se unia eficientemente al ADNdc
que contenia un mismatch TG, no pudimos observar el efecto inhibitorio de MutS durante el
intercambio de cadenas catalizado por RecA en presencia de mismatches (resultados no
mostrados). El mismo ensayo se llevd a cabo con la reaccién catalizada por Dmcl en
presencia de MutSa (MutS de eucariotas) provista por el laboratorio de la Dra. Peggy
Hesieh (National Institutes of Health, Estados Unidos) y tampoco se observé inhibicién.

Paralelamente, trabajos realizados en otro laboratorio confirmaron nuestra
observacioén, ya que MutS tampoco fue capaz de inhibir el intercambio de cadenas
homeodlogo entre oligonucleétidos (83 nt de longitud) que contenian divergencias entre si
[128]. Dicho efecto se atribuyé a la generacion de un intermediario de recombinacién con
un tiempo de vida media muy corto que no permite la unién de MutS al mismatch presente
en dicho intermediario.

Por lo tanto, teniendo en cuenta nuestros resultados y los antecedentes expuestos,
no pudimos analizar con nuestro sistema el efecto de los componentes del MRS de P.
aeruginosa ni de sus versiones mutadas sobre el intercambio de cadenas catalizado por

RecA in vitro.

1.2.3- Efecto de diferentes tipos, posicion, cantidad y distribucién de mismatches

en el intercambio de cadenas.

El apareamiento entre bases no complementarias puede generar diferentes tipos de
mismatches en el ADN. En total existen 12 tipos de mismatches (MM) que pueden adoptar
diferentes estructuras, las cuales dependerdn de la naturaleza del mismatch, del contexto de
secuencia, pH y concentracién de sales [146, 147]. Se ha postulado que las diferencias
estructurales podrian influenciar la interaccién de las bases mal apareadas con
determinadas enzimas de reparacién tal cémo se determiné con la proteina MutS, que se
une con diferente afinidad a distintos mismatches [148, 149]. Asimismo, se ha establecido

que el MRS no repara todos los tipos de mismatches con la misma eficiencia [150].
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En base a estos antecedentes y a los resultados previamente obtenidos, decidimos

encarar un estudio sistemdtico con el fin de analizar si la presencia de diferentes tipos de
mismatches en una determinada posicién como asi también la cantidad y distribucién de los
mismos, afectaba la eficiencia de intercambio de cadenas catalizada por diferentes
recombinasas.

Para llevar a cabo dicho estudio se utilizaron cuatro ADNdc marcados cuyas
secuencias diferian entre si en tres posiciones especificas (Figura R6). Dichos ADNdc fueron
combinados con distintos ADNsc que contenian modificaciones en su secuencia
conformando 4 diferentes “grupos” que se muestran en la Figura R6. De esta manera, el
disefio experimental permiti6 estudiar los 12 tipos de mismatches en diferentes posiciones
(extremo 5, en el medio o extremo 3’), cantidad (uno, dos 6 tres por molécula) y
distribucién. En total, los ADNsc utilizados fueron: 36 oligonucleétidos (9 por grupo) para
analizar un mismatch en tres posiciones; 54 oligonucleétidos (grupo 1 y 2) para estudiar
dos mismatches con diferente distribucion; 54 oligonucleétidos (grupo 1 y 2) para estudiar
tres mismatches con diferente distribucién; y los ADNsc homélogos de cada grupo utilizados

como control.

Grupo 1 (MM TG, TC, TT) Grupo 2 (MM GG, GA, GT) Grupo 3 (MM CA, CC, CT) Grupo 4 (MM AG, AC, AA)
&mz\mzmm g”mgunmmm‘émmgh megummammmgum gm’%mmmmémmmfm
+ + + +
Homo 5 =A A A= 3’ 5 =C: C: C=- 3 5’ = G GG~ 3’ 5 =T T T= 3
-B A A= =D C: C- - H—— G———— G~ =V. T T-
MM - B A= -C D c- -o— e - v -
- A B- -C———C D= -G———G———H~ - T Ve
-B B A= =D D A=
2MM -B A B- =D A D-
=A B B= - D D=
3MM -B B B= =D D: D=
B:G,Co6T D:G,AOT H:A,CO6T V:G,C6 A

Figura R6. Sustratos de ADN utilizados para estudiar diferentes tipos, posiciéon, cantidad y
distribucion de mismatches durante las reacciones de intercambio de cadena catalizadas por
recombinasas. Para cada grupo se muestra el ADNdc marcado y el conjunto de ADNsc analizados. Las
modificaciones entre oligonucleétidos se marcan en rojo con las letras “B, D, H 6 V” las cuales representan a
los nucleétidos que se indican en la parte inferior de la figura (cédigos IUPAC). Homo, ADNsc 100%
homologo de cada grupo; 1MM, ADNsc iniciales que generan 1 mismatch (en total son 9 oligonucleétidos
por grupo para estudiar los 12 tipos de mismatches en 3 posiciones diferentes); 2MM, ADNsc iniciales que
generan 2 mismatches (en total son 27 oligonucleétidos por grupo); 3MM, ADNsc iniciales que generan 3
mismatches (en total son 27 oligonucleétidos por grupo). En la Figura A2 (Anexo) se muestra un esquema
similar con el listado detallado de cada uno de los ADNsc utilizados indicando las modificaciones de
nucledtidos. La secuencia de los oligonucleétidos se muestran en la Tabla M2 (Materiales y Métodos).
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- Efecto del tipo y posicién de un mismatch

Inicialmente, se llevo a cabo el andlisis de diferentes tipos de mismatches en tres
posiciones diferentes. Con este fin se utilizaron los oligonucleétidos de los cuatro grupos y
se calculé la Eficiencia de Intercambio de Cadena (EIC) tal como se detalla en Materiales y
Métodos, considerando al ADNsc 100% homdélogo de cada grupo como EIC=1.

En la Figura R7 se muestra la EIC de cada mismatch en una determinada posicién
con las tres recombinasas estudiadas. El patrén de EIC obtenido fue similar entre las RecA
bacterianas y Dmc1, con algunas diferencias que luego serdn detalladas. Cabe mencionar
que para determinar un tiempo de reaccién adecuado para realizar el estudio, se midié con
cada ADNsc la cinética de la reaccién determinando la intensidad de fluorescencia a 580 nm
en funcién del tiempo. Luego, las repeticiones para cada ADNsc se hicieron midiendo la
intensidad de fluorescencia a un tiempo determinado respecto a la fluorescencia a tiempo =
0.

Se observé que la mayoria de los mismatches en el extremo 5 producen una fuerte
inhibicién (EIC ~ 0.2-0.5 para RecA y EIC ~ 0.3-0.6 para Dmc1), a excepcién de TT, CT y GT
que no afectan o tienen muy poco efecto con respecto al ADNsc homoélogo (EIC ~ 0.8-1 para
RecA y EIC ~ 1-1.2 para Dmc1). El orden de inhibicién para RecA de P. aeruginosa y E. coli
fue GG>CA~GA~CC=CT=AG=AA>AC=~TG=TC>GT =~ CT = TT; mientras que para
Dmcl fue CA = CC > TG = TC = GG = AG = AC = AA = GA > GT = CT = TT. Las diferencias
observadas entre diferentes tipos de mismatches en el extremo 5’ dejan en evidencia que las
recombinasas estarian reconociendo estos mismatches de manera diferente. En este sentido,
es importante recalcar que mientras los mismatches TG y TC fueron muy inhibitorios, los
mismatches GT y CT no afectaron précticamente la eficiencia de intercambio.

Por otro lado, la mayoria de los mismatches en el medio y en el extremo 3' no
afectaron significativamente la eficiencia de intercambio, la cual fue similar entre diferentes
tipos de mismatches. Solamente algunos mismatches ubicados en el medio disminuyen la
eficiencia de reaccién (EIC ~ 0.6) respecto del ADNsc homélogo, principalmente en Dmcl.
Ademads, un resultado interesante que sélo se observé con Dmcl fue el efecto contrario que
tuvo el mismatch TT en los extremos 5"y 3'. En el extremo 5’ no se observé inhibicién con
TT, mientras que en el extremo 3’ fue el mismatch mas inhibitorio. Este resultado podria dar
evidencia de que las diferentes estructuras que puede tener un mismatch en diferentes
contextos de secuencia afectarian el reconocimiento y discriminacién mediado por la

recombinasa.
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Figura R7. Efecto del tipo y posicion de un mismatch en el intercambio de cadena catalizado por
RecA de P. aeruginosa, RecA de E. coliy Dmc1. (A) Esquema de los sustratos de ADN utilizados. (B, C y
D) Se muestra la Eficiencia de Intercambio de Cadena (EIC) obtenida con cada tipo de mismatch en tres
posiciones diferentes del ADNsc inicial (extremo 5, medio o extremo 3’, ver esquema) utilizando los
oligonucledétidos de los cuatro grupos que generan 1MM y el ADNsc homdélogo de cada grupo como control
(EIC=1).
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- Efecto de la distribuciéon de dos y tres mismatches.

Posteriormente, se analizé cémo afectaba la posicién y distribucién de dos y tres
mismatches (ver Figura R6). Dicho anélisis se llevé a cabo con los mismatches del grupo 1
(TG, TC y TT) y del grupo 2 (GG, GA, GT). En la Figura R8 y R9 se muestran los resultados
obtenidos con los oligonucleétidos del grupo 1, cuyas reacciones fueron llevadas a cabo con
RecA y Dmc1. Cabe mencionar que la eficiencia de intercambio de cadenas obtenida con las
recombinasas bacterianas fue practicamente igual por lo que solo se muestran los
resultados obtenidos con RecA de P. aeruginosa.

Se observé que el efecto fue determinado principalmente por el tipo de mismatch
presente en el extremo 5'. Por ejemplo, la presencia de un TG o TC en la posicién 5' produjo
una fuerte inhibicién mientras un TT no inhibi6 la reaccién catalizada por Dmcl y se
observé una leve inhibicién con RecA, independientemente del tipo de mismatch presente
en el medio o en el extremo 3'. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la posicién y tipo
de mismatch son los factores mds importantes que definen si el intercambio de cadena
mediado por recombinasas es inhibido o no.

Tal cémo se mencioné anteriormente, el patrén de inhibicién fue similar entre las
recombinasas bacterianas y eucariota, aunque Dmc1 mostré mayor tolerancia a la presencia
de mismatches que las RecA de E. coliy P. aeruginosa. Esta diferencia fue mds acentuada al
aumentar la cantidad de mismatches por molécula, ya que la reaccién catalizada por RecA
es fuertemente inhibida y mas sensible a la presencia de dos o tres mismatches que la
reaccion catalizada por Dmcl.

Finalmente, se llevé a cabo el mismo tipo de andlisis con los oligonucleétidos del
grupo 2, de tal manera de generar dos o tres mismatches con distinta distribucién. Al igual
que se menciond para el grupo 1, el efecto en la eficiencia de intercambio fue determinada
principalmente por el tipo de mismatch presente en el extremo 5’, observandose mayor
inhibiciéon en presencia de GG en dicho extremo (Figura A3, Anexo). Por este motivo,
previendo que un resultado similar se obtendria al analizar dos y tres mismatches de los
grupos 3y 4 no se llevaron a cabo dichos experimentos.

Asi, nuestros resultados indican que tanto RecA como Dmc1 son sensibles al tipo,
posicion y distribucién de mismatches durante la basqueda de homologia, una propiedad
conservada entre recombinasas bacterianas y eucariotas. Ademas, el tipo de mismatch y la

posicion del mismo serian mas importantes que la cantidad de mismatches.
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Figura R8. Efecto de la distribucién de dos mismatches en el intercambio de cadena catalizado por
RecA y Dmcl. (A) Sustratos de ADN utilizados para estudiar dos mismatches en distintas posiciones del
ADNsc inicial. “B” representa a los nucleétidos G, C 6 T para estudiar los mismatches TG, TC o TT (grupo 1).
Homo, ADNsc 100% homélogo; 2MM, ADNsc iniciales que generan 2 mismatches (27 oligonucleétidos).
Para mas detalles ver Figura A2 (Anexo) (B, C y D) Eficiencia de Intercambio de cadena obtenida en las
reacciones catalizadas por RecA (izquierda) o Dmc1 (derecha) en presencia de dos mismatches en diferentes
posiciones del ADNsc inicial. En el eje X se indica el tipo de mismatch en cada posicién (extremo 5’, medio o
extremo 3’). Los guiones indican la ausencia de mismatch en esa posicién. Los experimentos con RecA
fueron determinados por duplicado y los experimentos con Dmc1 por triplicado por lo que se indican sal
desviaciones estandar.

40



Resultados. Capitulo 1

A Grupo 1 (MM TG, TC, TT)
T; T T
&mAmmAmmmAnu
+
Homo 5-A Am———— A= 3’
3MM B B B-
B:G,Co6T
5’ e 3
B
1.4+ RecA

1.21
1.01
0.8
0.6
0.44
0.2

R I N Y NI
2 O K 1O O K 48 <O L0 L L@ KOO L@ LK OO L KOO
B R R R R e e I N R A S O NN

1.41 Dmcl
1.2
1.04
0.81
0.61
0.41
0.2

Eficienciade Intercambio de Cadena (EIC)

R N N N IS
2 <O K <0 <0 K 48 <O QO L K KO L KOO L LKL O L (OO
B R e I R R R R I O I O P NN

Figura R9. Efecto de la distribucién de tres mismatches en el intercambio de cadena catalizado por
RecA y Dmcl. (A) Sustratos de ADN utilizados para estudiar tres mismatches. “B” representa a los
nucleétidos G, C 6 T para estudiar los mismatches TG, TC o TT (grupo 1). Homo, ADNsc 100% homdlogo;
3MM, ADNsc iniciales que generan 3 mismatches (27 oligonucleétidos). Para mds detalles ver Figura A2
(Anexo). (B y C) Eficiencia de Intercambio de cadena obtenida en las reacciones catalizadas por RecA (B) o
Dmcl (C) en presencia de tres mismatches. En el eje X se indica el tipo de mismatch en cada posicion
(extremo 5’, medio o extremo 3).

1.3- Analisis de la presencia de pequenas inserciones/deleciones en el

intercambio de cadenas.

Durante la replicacién y la recombinaciéon homéloga puede ocurrir otro tipo de mal
apareamiento como son las estructuras secundarias tipo "loops" generadas por delecién o
insercion de bases, especialmente dentro de secuencias repetitivas [130]. Estas inserciones
o deleciones son generalmente producidas por errores en la replicacién, particularmente
por el patinado de la ADN polimerasa, y son detectadas y corregidas por el MRS [12]. Por
otro lado, cuando dichas mutaciones ocurren por recombinacién intra-molecular entre
secuencias repetitivas con cierto grado de divergencia, este proceso estaria regulado
inicialmente por las recombinasas y luego por el MRS. En este sentido, se ha postulado que
RecA de E. coli detecta inserciones y deleciones de 4 nt (+/- AGCT) atenuando el proceso de

intercambio de cadena entre oligonucleé6tidos de ADN in vitro [151].
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Con el objeto de analizar con nuestro sistema si la formacién de pequefios "loops"

generados por insercién o delecién de 1 6 2 bases son reconocidos por RecA y Dmcl,
utilizamos diferentes ADNsc con modificaciones en la regién media del oligonucleétido no
marcado (+/- 1T, +/- 27T). El esquema de la reaccién de intercambio se muestra en la Figura
R10-A, en la cual se detallan las modificaciones en el ADNsc y los diferentes productos de
reaccion conteniendo loops en una u otra hebra del ADNdcF™NAL, Asi, los loops que se forman
en la hebra del ADNsc inicial se denominan “Inserciones (In)” y los que se forman en la
hebra complementaria se denominan “Deleciones (Del)”. Las reacciones y la determinacién
de la eficiencia de intercambio se llevaron a cabo de la misma manera que el estudio de
mismatches, siempre utilizando como control el ADNsc 100% homologo (EIC = 1).
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Figura R10. Efecto de pequenas inserciones y deleciones en el intercambio de cadenas catalizado por
recombinasas. (A) Esquema de los sustratos de ADN utilizados. Se muestran las modiciaciones en el ADNsc
inicial respecto al 100% homélogo (Homo) y los productos de reacciéon (ADNdc"™A) conteniendo loops en
la hebra del ADNsc inicial (insercién (In), en azul) o en la hebra complementaria marcada con TAMRA
(delecion (Del), en naranja). (B) Eficiencia de intercambio de cadena obtenida en las reacciones catalizadas
por RecA o Dmcl1 en presencia de inserciones/deleciones.

Los resultados obtenidos muestran que RecA fue mucho més sensible que Dmc1 a la
presencia de loops y que la sensibilidad de ambas recombinasas aumenta con el tamafio del
loop (Figura R10-B). Asimismo, se observé mayor inhibicién cuando el loop se genera en la

hebra del ADNsc inicial (Insercién, en azul), tanto para RecA como para Dmcl.
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1.4- Estudios del efecto de Hop2-Mnd1 en el intercambio de cadenas

catalizado por la recombinasa eucariota Dmc1.

Tal como se menciond anteriormente, la recombinasa eucariota Dmc1 es estimulada
por proteinas accesorias para llevar a cabo la recombinacién in vivo e in vitro [78]. Estudios
previos han demostrado que el heterodimero Hop2-Mndl interactia con Dmcl e
incrementa la eficiencia de intercambio de cadenas in vitro cuando se utilizan sustratos de
ADN homologos [103]. Dicho efecto se debe a que HopZ2-Mnd1 actta en dos pasos criticos
del proceso de intercambio. Inicialmente, estabiliza el filamento pre-sindptico ADNsc-Dmcl,
y luego, facilita la condensacién el ADNdc y captura del mismo para la formacién del

intermediario sinaptico triple hebra (ver Figura I8, Introduccién) [105, 106].

1.4.1- Estudios del efecto de Hop2-Mnd1 en el intercambio de cadenas catalizado

por Dmc1 en presencia de mismatches.

Como se observé a lo largo de este trabajo, durante la reaccién de intercambio de
cadenas la recombinasa eucariota Dmcl es menos activa y tiene mayor tolerancia a
heterologias que las RecA bacterianas. Al presente, se desconoce si la habilidad de
recombinasas eucariotas para tolerar mismatches durante el apareamiento e intercambio de
cadenas esta regulada por proteinas accesorias.

Por lo tanto, con el propésito de determinar si la presencia de Hop2-Mnd1 afecta la
capacidad de Dmc1 para discriminar mismatches durante el intercambio de cadenas, se
realizaron los ensayos previamente descriptos en presencia de Hop2-Mnd1 (Figura R11).
Inicialmente se llev6 a cabo la reaccién de intercambio con ADN 100% homdlogo para
determinar los tiempos y condiciones de reaccién 6ptimas, eligiendo la relaciéon molar 4:1
para Dmc1:Hop2Mnd1 (resultados no mostrados).

Cémo se observa en la Figura R11, la presencia de Hop2-Mndl aumentd
aproximadamente 2 veces los niveles de EIC entre ADN homdlogos respecto a la reaccién en
ausencia de HopZ2-Mnd1. Este efecto también fue detectado para ADNsc que genera un
mismatch TG en la posicién 5' o 3' indicando que el heterodimero estimula el intercambio
de cadena catalizado por Dmc1 atn en presencia de un mismatch. Sin embargo, cuando
Dmcl es fuertemente inhibida por la presencia de 3 mismatches TG, HopZ2-Mnd1 no fue
capaz de revertir esta inhibicion (Figura R11). Cémo control se llevé a cabo la reaccién de
intercambio con Hop2-Mnd1 en ausencia de Dmcl, y se confirmé que el heterodimero no
tiene actividad recombinasa por si sélo. Ademas, se verificé que Hop2-Mnd1 no estimula el
intercambio de cadenas catalizado por la RecA bacteriana, indicando su especificidad por

Dmcl (ver Figura A4).
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Figura R11. Efecto de Hop2-Mnd1 en el intercambio de cadenas catalizado por Dmc1. Se muestran las
cinéticas de las reacciones de intercambio catalizadas por Dmc1 con ADN 100% homdlogo o conteniendo
mismatches (en el extremo 5 o 3’) en presencia o ausencia de Hop2-Mnd1. Se indica la eficiencia de
intercambio de cadena (EIC) obtenida para cada reaccién. Aexc: 556 nm, A em: 580 nm. La concentracién
utilizada fue Dmc1l 3 pM y Hop2-Mnd1 0.75 pM. Los detalles experimentales se describen en Materiales y
Métodos.

1.4.2- Andlisis de distintas versiones mutadas de Hop2 y Mnd1 sobre el intercambio

de cadena catalizado por Dmc1.

El heterodimero Hop2-Mnd1 es una molécula de estructura asimétrica que alberga
tres sitios de unién al ADN. Dos de estos sitios se localizan en la regién N-terminal de Hop2
y Mnd1 y son importantes para la unién del complejo al ADNdc. El otro sitio se encuentra
en la region C-terminal de HopZ y es el responsable de la unién al ADNsc e importante para
estabilizar al filamento pre-sindptico [152].

Para entender en mayor profundidad la funcién de Hop2-Mnd1 en el proceso de
intercambio de cadenas catalizado por Dmc1, se utilizaron cuatro mutantes puntuales en los
dominios de unién al ADN (Figura R12-A). En el esquema se muestran los aminoécidos
modificados en cada mutante, las cuales ya habian sido caracterizadas estructural y
bioquimicamente [152]. Brevemente, la mutacién HopZR176A afecta principalmente la
unién al ADNsc mientras que Hop2KYK tiene levemente comprometidas la unién al ADNsc y
ADNdc respecto a la proteina salvaje. Por otro lado, la mutacion Mnd1RYY afecta
considerablemente la unién al ADNdc y la doble mutante HopZKYK-Mnd1RYY presenta un
efecto aditivo. En el mismo trabajo se analiz la formacién de D-loop (intermediario de
recombinacion) catalizado por Dmc1 en geles de agarosa y se determiné que las mutaciones
HopZ2R176A y Hop2KYK disminuyen la habilidad de Hop2-Mnd1l para estimular dicha
reaccién mientras que la mutacién Mnd1RYY y la doble mutante HopZKYK-Mnd1RYY

tienen un efecto mucho mas fuerte al respecto.

44



Resultados. Capitulo 1

En este estudio se analiz6 la capacidad de las mutantes mencionadas para estimular

el intercambio de cadenas catalizado por Dmc1. Los resultados obtenidos se muestran en la
Figura R12-B. Se observé que la mutante HopZKYK-Mnd1 incrementa la EIC a niveles
similares a Hop2-Mnd1 WT. Sin embargo, la mutante Hop2-Mnd1RYY y la doble mutante
Hop2KYK-Mnd1RYY no fueron capaces de estimular el intercambio catalizado por Dcml,
indicando que el sitio de unién al ADNdc presente en Mnd1 es importante para esta funcién
del complejo.

Por otro lado, se observé que la mutante HopZR176A-Mnd1 incrementa la EIC en
mayor proporcién que la proteina WT (Figura R21-B). En este sentido, encontramos que
dicha mutante es capaz de llevar a cabo el intercambio de cadenas en ausencia de Dmcl
(Figura A4) y esto explica el gran aumento observado en la EIC. Sin embargo,
desconocemos las razones por las cuales HopZR176A-Mndl presenta actividad

recombinasa por si sola y se necesitaran experimentos adicionales para entenderlo.
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Figura R12. Efecto de mutantes puntuales de Hop2 y Mnd1 en el intercambio de cadenas catalizado
por Dmc1. (A) Esquema de las mutantes puntuales de Hop2 o Mnd1 en los dominios de unién al ADN. (B)
Cinéticas de las reacciones de intercambio catalizadas por Dmcl entre secuencias 100% homélogas en
presencia de Hop2-Mnd1 wt o mutantes. Se muestra la eficiencia de intercambio de cadena (EIC) obtenida
para cada reaccién. Aexc: 556 nm, Aem: 580 nm. La concentracién utilizada fue Dmc1 2 uM y Hop2-
Mnd1 0.5 pM.
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1.5- Andlisis del mecanismo molecular por el cual las recombinasas detectan

la presencia de heterologias durante el intercambio de cadenas.

Con el propésito de entender los mecanismos moleculares por los cuales las
recombinasas discriminan entre diferentes tipos de bases mal apareadas en el extremo 5', y
porqué se observan diferentes efectos cuando un mismo mismatch se encuentra en distintas
posiciones (extremo 5 o 3’), llevamos a cabo una serie de ensayos bioquimicos y

computacionales que se detallan a continuacién.

1.5.1- Temperatura de Fusion del ADNdc conteniendo mismatches.

Para determinar si las diferencias observadas se debian a la estabilidad
termodinamica de los diplex generados durante el intercambio de cadena (ADNdc™), se
determinaron las Temperaturas de Fusiéon (Tf) de dichos diplex (ADNdcf™AL 100%
homoélogo y ADNdc™AL conteniendo diferentes mismatches en distintas posiciones)
utilizando el programa informatico “MELTING 5” [153, 154]. La Temperatura de fusién (Tf)
de una molécula de ADN doble hélice se define como la temperatura a la cual se ha
desnaturalizado la mitad del ADN de la muestra y da indicios de la estabilidad
termodindmica de dichos duplex.

Los valores de Temperatura de Fusion obtenidos para cada ADNdc se muestran en la
Tabla R1. Cabe mencionar que el programa MELTING 5 ademds brinda valores
termodindmicos como Entropia y Entalpia de los didplex, cuyos valores se muestran en la
Tabla A1 del Anexo. Para facilitar la interpretaciéon de los datos se realizaron graficos de
“EIC vs Temperatura de Fusién”. En la Figura R13-A se muestra el analisis de los ADNdcFINAL
homélogos o conteniendo un mismatch en el extremo 5. En este caso se analizaron los
ADNdc"™AL de los cuatro grupos estudiados anteriormente (12 tipos de mismatches + 4
homélogos) (ver Figura R6). Adicionalmente, en la Figura R13-B se comparan los valores
obtenidos en el extremo 5’ 0 3’ con cuatro tipos de mismatches (TG, GG, CA y AG), cada uno
de los cuales corresponde a diferentes grupos.

El andlisis de los valores que se muestran en la Tabla R1 junto a las comparaciones
de la Figuras R13 demuestran que no existe una relacién lineal entre la EIC y la
Temperatura de Fusién. Por lo tanto, estos resultados indican que el efecto observado entre
distintos tipos de mismatches en el extremo 5’, como asi también las diferencias obtenidas
para un determinado mismatch en el extremo 3" o 5, no se debe a la estabilidad
termodinamica de los diplex generados (ADNdc™™AY), sino que seria una propiedad de las

recombinasas las cuales son capaces de reconocer o no ciertas heterologias.
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Tabla R1. Temperatura de fusién de cada ADNdc"™A' homoélogo o conteniendo un mismatch en el
extremo 5’ 0 3’ de cada grupo. Se indica también la Eficiencia de intercambio de cadena (EIC) obtenida en
las reacciones catalizadas por RecA de P. aeruginosa o Dmc1 (Figura R7). La Temperatura de Fusién se
obtuvo con el programa informatico MELTING 5.

ADNdc™AL Temperatura de Fusion Eficiencia de intercambio de cadena
()] RecA Dmcl
Tipo de mismatch 5' 3' 5' 3 5' 3'
TG! 73.13 72.93 0.56 0.83 0.55 0.94
TC' 71.87 72.03 0.48 0.79 0.59 0.98
TT' 71.95 72.26 0.81 0.74 1.16 0.62
GG? 74.55 74.41 0.22 0.91 0.53 0.89
GA? 75.11 74.78 0.44 0.97 0.69 1.10
GT? 74.64 74.71 0.78 0.96 1.00 0.99
cA® 74.65 74.47 0.24 0.89 0.34 1.16
cc? 72.80 74.15 0.28 0.91 0.37 1.17
cr? 74.06 73.88 0.76 0.83 1.13 1.01
AG! 72.09 72.22 0.42 0.93 0.59 0.82
AC! 71.48 71.95 0.52 0.88 0.62 1.02
AA* 71.78 72.60 0.39 0.94 0.56 0.96
Homologo
TA' 73.99 1 1
Gc? 76.47 1 1
CG® 76.52 1 1
A B
1.44 1.4 -
2 ] T SCA
%g he ¢ Ho oG4$r GT HomoG3 M2 , o
Sa 1.0 ¢ @ 1.0 - 316 3GG
E ) HomoG1 HomoG2 yac @ )
5@08 P&TCAG % o SAG 5 ’
g g 0.6 @ TG %; 06 - Fy S;G 5GG
g 8 041 P < 0.4 4 'y
o o
= O 0.2 0.2
0 T T T T T ] 0 T T T T ]
71 72 73 74 75 76 77 71 72 73 74 75 76
Temperatura de Fusion ADNdcFNAL (¢ C) Temperatura de Fusion ADNdcFNA- (° C)

Figura R13. Relacién entre la Eficiencia de Intercambio de cadena (EIC) obtenida en la reaccién catalizada
por Dmcl con de la Temperatura de Fusion de cada ADNdcF™NA" obtenida con el programa informatico
MELTING 5. (A) Se analizan los ADNdc™AL de los cuatro grupos, homélogos o conteniendo un determinado
tipo de mismatch en el extremo 5. (B) Se analizan los ADNdc™A quecontenienen un mismatch AG, TG, GG
o CA en el extremo 5 o 3’. Cada mismatch corresponde a diferentes grupos, los cuales se indican de
diferentes colores. Los valores de la EIC se obtienen de la Figura R7.

47



Resultados. Capitulo 1

1.5.2- Direccionalidad del intercambio de cadena catalizado por RecA y Dmc1.

Un estudio reciente ha postulado que el efecto inhibitorio dado por un mismatch en
una determinada posicién podria deberse a la direccionalidad del intercambio de cadena
catalizado por las recombinasas [108]. Sin embargo, se han encontrado resultados
contradictorios respecto al proceso de invasién del ADNsc y la direccionalidad de la
reaccién de intercambio entre recombinasas procariotas y eucariotas [155]. En este sentido,
se ha determinado que RecA de E. coli es més invasiva cuando el sustrato ADNsc en el cual
forma el filamento tiene el extremo 3’ libre [156], aunque paraddjicamente la reaccién se
extenderia en direccién 5-3’ [95]. Por otro lado, estudios con la recombinasa eucariota
Rad51 mostraron que el sustrato preferido de la misma es el ADN compuesto por ADNdc y
ADNSsc con cualquier extremo libre (3" o 5') [96], promoviendo la invasién de cadenas con
igual eficiencia independientemente del extremo que se encuentre libre. Asi, estos
resultados explicarian estudios anteriores en los cuales se discutia la direccionalidad del
intercambio catalizado por Rad51 [95, 157] y daria indicios de que el intercambio de
cadenas puede extenderse en ambas direcciones (5'-3" 0 3™-5') [96].

De esta manera, como al momento no se habian llevado a cabo estudios con Dmc1 y
RecA de P. aeruginosa, quisimos determinar si la direccionalidad de la reaccién de
intercambio se correlacionaba con el efecto el efecto observado por la presencia de un
mismatch en las posiciones 5" o 3'. Para ello, se utilizé un ensayo previamente caracterizado
para determinar la direccionalidad del intercambio [95] que se basa en el intercambio de
cadenas in vitro con dos conjuntos de oligonucleétidos (RG1 y RG2) que contienen la mitad
del sustrato de ADN rico en AT (71%) y la otra mitad rica en GC (71%), en el extremo 5’ 0 3’
respectivamente (Figura R14-A). En estudios previos se determiné que la eficiencia de
intercambio entre ADN homélogos es inhibido en proporcién directa al contenido GC [113,
158]. De esta manera la comparacion de la eficiencia de reaccién entre dos oligonucleé6tidos
con diferente contenido GC en las regiones 5 y 3’ permite determinar si el intercambio
ocurre preferentemente en una direccién o en otra. Asi, el filamento pre-sindptico ADNsc-
recombinasa fue preformado en el oligonucledtido RG1(-) (extremo 3’ conteniendo 71% GC)
o en RG2() (extremo 5 conteniendo 71% GC) y posteriormente mezclado con el
correspondiente ddplex para que ocurra la reaccién de intercambio. Los resultados
obtenidos se muestran en la FiguraR14-B. Se observa claramente que Dmcl cataliza el
intercambio de cadena con mayor eficiencia cuando el contenido rico en GC se localiza en el
extremo 5 del ADNsc (RG2). Por el contrario, RecA de P. aeruginosa cataliza con mayor

eficiencia la reaccién cuando el contenido rico en GC se localiza en el extremo 3’ (RG1) tal
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como se habia propuesto anteriormente con RecA de E. coli y Rad51 utilizando el mismo

ensayo.

Por lo tanto, dichos estudios revelaron que Dmcl promueve el intercambio en
direccién 3'-5', mientras que RecA lo hace preferentemente en direccién 5'-3' (Figura R15-
B). En conclusién, estas diferencias indicarian que la direccionalidad no seria una de las
causas de la fuerte inhibicién observada en la posicién 5' con respecto a la posicién 3’ en la

mayoria de los mismatches estudiados con ambas recombinasas.

5 '~ TTTACTTGTACTTCATTCAT TCACATTCCTAT CATGTTIC TACGCCACCTCCCGACCCTCCCCACCACTCACCCAACCGCTACC- 3 ()@ G1duol
37 - AAATGAACATGAAGTAAGTAAGTGTAAGGATAGT ACAAAGATGCGGTGGAGGGCTGGGAGGGGTGGTGAGTGGGTTGGCGATGG-5 (+)@® uplex
5 '~ TTTACTTGTACT TCATTCATTCACATTCCTATCATGTT TCTACGCCACCTCCCGACCCTCCCCACCACTCACCCAACCGCTACC-3/ ()  RG1(-)

5 '-CCATCGCCAACCCACTCACCACCCCTCCCAGCCCTCCACCGCAT CTTTGTACTATCCTTACACTTACTTACT TCATGTTCATTT-3 ' ()
3’ -GGTAGCGGTTGGGT GAGTGGTGGGGAGGGT CGGGAGGTGGCGTAGAAACATGATAGGAAT GTGAATGAAT GAAGTACAAGTAARA-5" (+)
(=

5 '-CCATCGCCAACCCACTCACCACCCCTCCCAGCCCTCCACCGCATCT TTGTACTATCCTTACACTTACTTACT TCATGTTCATTT-3 ' (-)

B
© ® 75007 Dmcl
[S] k3]
3 5
g RG1 g
(%] 0
o 2 5000+
o (o)
=} =}
T [ RG1
() ) } [)
° RG2-sin proteina @ RG2-sin proteina
S RG1-sin proteina .§ RG1-sin proteina
] ]
(S S
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Figura R14. Direccionalidad del intercambio de cadenas catalizado por RecA y Dmc1. (A) Sustratos de
ADN utilizados para estudiar la direccionalidad de la reaccién de intercambio. Los nucleétidos en negrita
indican la regién del ADN rica en GC (7 1%). T: TAMRA, C: Cy5. (B y C) Cinéticas del intercambio de cadenas
catalizado por RecA o Dmc1 utilizando el conjunto de oligonucleétidos RG1 o RG2 cuyas secuencias se
muestranen A. Aexc: 556 nm, A em: 580 nm.

1.5.3- Reversibilidad de la reaccién de intercambio catalizado por RecA.

El reconocimiento de homologia entre moléculas de ADN mediado por recombinasas
de la familia RecA involucra cambios conformacionales en el ADN y efectos alostéricos en la
proteina que intercambia las cadenas [9, 159, 160]. Por lo tanto, la presencia de
mismatches o loops durante la recombinacién puede alterar la capacidad de las
recombinasas para interaccionar con el ADNdc™A! en el complejo post-sinaptico.

Recientemente se ha demostrado la reversibilidad de la reaccién de intercambio de
cadenas in vitro y se ha postulado que la misma contribuye a la discriminaciéon de
heterologias, siendo més reversible cuando més heterologias existen [115]. Dicha

reversibilidad se trata de un proceso verdaderamente “inverso”, a partir de la formacién

49



Resultados. Capitulo 1

inicial del complejo RecA-ADNdc que interacciona e intercambia cadenas con una molécula

de ADNsc [160].

Asi, con el propésito de determinar si la reversibilidad era uno de los factores por los

cuales las recombinasas discriminan diferentes tipos de mismatches, particularmente en el
extremo 5’, se llevaron a cabo las reacciones inversas en presencia de RecA de P.
aeruginosa. El esquema general de la reaccién se muestra en la Figura R15. Los diferentes
ADNdc!™ A utilizados corresponden a los productos finales de las reacciones de intercambio
previamente descriptas y constan de: el oligonucle6tido marcado con TAMRA (oligoTAMRA)
+ el oligonucledtido no marcado o ADNsc inicial (oligopNO-MARCADO) para generar los

ADNdc™A homélogos o conteniendo distintos mismatches.

+
ATP no hidrolizable .\ i
/‘( ) oligoCy5 + ATP 3mM (FRET +)
0ligopNO-MARCADO + RecA (T) ADNdc*

+ STFFFFT +

N \ 5" 3

3 ' '
tiempo Aexc= 556nm/ Aem= 580nm / 37°C

A 4

RecA-ADNdcFINAL
(FRET -)

Figura R15. Esquema representativo de las reacciones llevadas a cabo para estudiar la reversibilidad de las
reacciones de intercambio catalizadas por RecA. Se utilizaron diferentes “oligoNO-MARCADO” para generar
distintos complejos ADNdc™A!-RecA en presencia o ausencia de mismatches.

Para reproducir las reacciones inversas, en primer lugar se preformaron los
complejos RecA-ADNdc"™AL en presencia de ATP no hidrolizable para mantener unido el
complejo RecA-ADN. Con este fin, se incub¢ el oligoNO-MARCADO con RecA para permitir la
formacién del filamento RecA-ADNsc y luego se agregé el oligoTAMRA para que la
recombinasa hibride ambos oligonucleétidos por complementariedad y permanezca unida al
ADNdc a través de su sitio I de unién al ADN (por detalles ver Introduccién) [160].
Posteriormente, se agregd el ADNsc marcado con Cy5 (oligoCy5) el cual se une al complejo
RecA-ADNdc™AL a través del sitio II de unién al ADN de RecA, generando el complejo triple
hebra “ADNdc™A-RecA-ADNsc”. Por dltimo, se agregé ATP para desplazar al ATP no
hidrolizable y permitir que ocurra la reaccién inversa y disociacion de RecA del ADN.
Cuando RecA intercambia el oligopNO-MARCADO por el oligoCy5 se produce un
acercamiento entre el par de fluoréforos (FRET+ y disminucién en la emisiéon de

fluorescencia de TAMRA). Asi, mientras mayor sea la disminucién en la emisién de TAMRA
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mayor sera la reversibilidad de la reaccién, y esto podria explicarse por una mayor

inestabilidad del complejo RecA-ADNdcH ! (con o sin mismatches).
Inicialmente se llevaron a cabo las reacciones inversas utilizando como oligoNO-
MARCADO el ADN homélogo (Homo), heterélogo y otro que genera 3 mismatches TG

distribuidos uniformemente (3MMunif) en presencia de RecA de P. aeruginosa.

RecA-ADNdcFNAL

oligoCy5

100000 Y
90000 1
80000 1

70000 1 OligoNO-MARCADO:

60000 A »# Homo- sin proteina

50000 1

Homo
40000 A1

Emisiéon de Fluorescencia

30000 1
3MMunif
20000 A

Het

10000 T T T T T T T T T T ]
0 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700 3000 3300

Tiempo (seg)

Figura R16. Reacciones de reversién utilizando como oligopNO-MARCADO el ADNsc 100% homélogo
(Homo) en presencia o ausencia de RecA; el ADNsc que genera 3 mismatches distribuidos uniformemente
(3MMunif) y el ADNsc heterélogo (Het). A exc: 556 nm, A em: 580 nm.

En la Figura R16 se muestran las reacciones inversas en funcién del tiempo. Se
observa que en las reacciones con el ADN homoélogo o conteniendo 3 mismatches hay una
disminucién en la intensidad de fluorescencia del TAMRA al agregar el oligoCy5 que se
debe, por un lado, a la coexistencia de ambos fluoréforos en la misma mezcla de reaccién y
por otro lado a la hibridacién del oligoTAMRA libre (ADNsc) con el oligoCy5 (ver Figura A5,
Anexo). Cuando se agrega el ATP ocurre la reaccién inversa y se observa que la disminucién
en la intensidad de fluorescencia es mucho mayor cuando del ADNdc™AL contiene 3
mismatches que cuando el ADNdcf™AL es 100% homdlogo, lo cual indicaria que la
reversibilidad de la reaccién es mayor en presencia de mismatches. Al analizar el ADN
heterélogo (60% divergencia, 28 mismatches) se observa una gran disminucién en la
intensidad de fluorescencia inmediatamente después del agregado del oligoCy5 (Figura
R16) indicando que todo el oligoCy5 se hibrida con el oligoTAMRA para formar el ADNdc*
(FRET +). Este efecto se deberia a que el complejo RecA-ADNdc™ A no se forma cuando el

oligoNO-MARCADO es heterdlogo ya que la falta de complementariedad con el oligoTAMRA
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impide que la recombinasa se una a ambas cadenas de ADN por el mismo sitio, impidiendo

de esta manera que se hibriden entre si. Por lo tanto, todo el oligoTAMRA queda libre
(ADNsc) y al agregar el oligoCy5 RecA acerca oligoTAMRA/0ligoCy5 uniéndolos a través de
su sitio I y permitiendo el apareamiento de ambos oligonucleétidos y la formacién del
ADNdc* homélogo (FRET +).

Posteriormente, se llevé a cabo el mismo tipo de andlisis con los oligonucleétidos del
grupo 1 (mismatches TG, TC o TT), utilizando aquellos que generaban un mismatch en el
extremo 5’ o 3". Los resultados obtenidos con los mismatches en el extremo 5" muestran una
mayor reversibilidad para mismatches TC y TG y menor reversibilidad para el mismatch TT
y el ADN homdlogo (Figura R17-A). Estos resultados indican que la reversibilidad de la
reaccion es inversamente proporcional a la EIC obtenida durante la reaccién directa (ver
Figura R7), es decir, a mayor inhibicién del intercambio de cadena se observa mayor
reversibilidad. Por otro lado, en el caso de los mismatches en el extremo 3’, que
practicamente no inhibian la reaccién de intercambio y la eficiencia era similar entre
diferentes tipos de mismatches, se observa una reversibilidad levemente mayor que la del

ADN homélogo y similar entre TC, TG y TT (Figura R17-B).

A ATP  MM5-Grupo 1 (TG, TC, TT)
g 65000 O|igONO-MARCADOI
S oliphisamwibmM sl HOMO- SiN proteina
§ 55000 o
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I 45000 1 Homo 5'TT
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S 35000 1
@
E 25000 . . . .
1000 1600 2200 2800 3400
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B ATP MM3-Grupo 1 (TG, TC, TT)
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Figura R17. Reacciones de reversion utilizando los oligonucleétidos del grupo 1. Se utilizé el oligoNO-
MARCADO 100% homélogo (Homo) en presencia o ausencia de RecA y los que generan 1 mismatch (TG, TC
0 TT) en el extremo 5 (A) o 3’ (B). Se muestran las mediciones de fluorescencia a partir del agregado de
ATP (t=1000 seg) (ver esquema FiguraR16). A exc: 556 nm, A em: 580 nm.
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Adicionalmente, y para corroborar que la relaciéon entre la EIC obtenida y la

reversibilidad del proceso no era sélo una propiedad de los mismathes del grupo 1, se llevd
a cabo el mismo anadlisis con los oligonucleétidos del grupo 3 (mismatches CT, CC y CA) en
el extremo 5. C6mo se muestra en la Figura R18, se observé mayor disminucién en la
emision de fluorescencia con los mismatches CC y CA y menor disminucién con el mismatch
CT. Por lo tanto, estos resultados demuestran una vez mds que la reversibilidad es

inversamente proporcional a la EIC obtenida durante la reaccién directa (ver Figura R7).

ATP MM5’-Grupo 3 (CA, CC, CT)
OligoNO-MARCADO:

©
© 80000 _ ]
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Figura R18. Reacciones de reversion utilizando los oligonucleétidos del grupo 3. Se utilizé el oligoNO-
MARCADO 100% homdélogo (Homo) en presencia o ausencia de RecA y los que genera 1 mismatch (CA, CC
0 CT) en el extremo 5’. Se muestran las mediciones de fluorescencia a partir del agregado de ATP (t=1000
seg) (veresquema FiguraR16). A exc: 556 nm, A em: 580 nm.
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CAPITULO 2. ANALISIS DE LA RECOMBINACION EN P. aeruginosa MEDIANTE
ENSAYOS IN VIVO. FUNCION DEL MRS Y DE GENES INVOLUCRADOS EN
RECOMBINACION.

Si bien la etapa central del proceso de recombinacién homéloga es el intercambio
entre moléculas de ADN, catalizado por recombinasas de la familia RecA, se trata de un
proceso complejo que involucra una gran cantidad de proteinas y complejos proteicos en
estadios iniciales y finales de la recombinacién. De esta manera, la eficiencia de
recombinacion dependera del tamafo y grado de identidad que comparten las moléculas de
ADN que recombinan y de las proteinas y mecanismos celulares encargados de llevar a cabo
las distintas etapas del proceso. Adicionalmente, la recombinacién homdloga es revisada por
las proteinas del MRS. Asi, cuando existe divergencia entre las secuencias que recombinan,
la accion de MutS y MutL constituye la mayor barrera para dichos eventos de
recombinacion.

Aunque el proceso de recombinacién ha sido estudiado en E. coli, al presente no se
han realizado estudios de recombinacién genética y su modulaciéon por el MRS en P.
aeruginosa ni en otras especies del género Pseudomonas. Asimismo, P. aeruginosa
constituye un modelo interesante para la investigaciéon del MRS dado que el mecanismo
general del mismo presenta més similitud con eucariotas que con E. coli. Teniendo en
cuenta estos antecedentes, en el presente capitulo se llevé a cabo el estudio de la
recombinacién genética entre secuencias homélogas u homedlogas en cepas de P.
aeruginosa deficientes en genes involucrados en recombinacion (recA, recG, recF, recQ y
rec])) y en el MRS (mutS, mutL y uvrD), para comprender el rol de dichos genes en la
regulacion del proceso de recombinacion entre secuencias de ADN divergentes. Con tal fin,
se construy0 en primer lugar un sistema que permite cuantificar los procesos de

recombinacién homoéloga y homeéloga en bacterias Gram-negativas.

2.1- Construccion de un sistema para medir recombinacion homdloga y

homedloga en bacterias Gram-negativas.

Se disefié y construy6 un sistema plasmidico que permitié medir la recombinacién
homoéloga y homedloga en P. aeruginosa. Dicho sistema contiene dos copias contiguas no
funcionales del gen lacZ de E. coli separadas por una region espaciadora de 615 pb que
contiene el terminador transcripcional T7 (Figura R19). Una de las copias posee una
delecion en la region C-terminal (LacZ A C) y otra una delecion N-terminal (LacZ AN). Se han

realizado dos construcciones: una en la que ambos fragmentos del gen lacZ comparten una
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region de solapamiento de 1.26 kb con homologia del 100% y otra en que la homologia de

esta region es del 95%, de tal manera de medir la recombinacién homéloga y homedloga.
Hacia la region 3’ de LacZAN se encuentra un gen que codifica una proteina que confiere
resistencia a gentamicina. Asimismo, la expresion del sistema estd bajo el control del
promotor inducible Ptacy el represor Lacl, por lo cual la expresion de los genes se produce
en presencia de IPTG. De este modo, cuando ocurre un evento de recombinacién simple
entre las regiones de solapamiento se reconstituye el gen lacZ funcional y se elimina la
region espaciadora que contiene el terminador transcripcional, permitiendo la expresion del

gen de resistencia a gentamicina (ver Figura R19).
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FiguraR19. Sistema plasmidico para determinar la recombinacién del gen lacZ in vivo.

Las regiones de solapamiento (1.26 kb) en LacZACy LacZ AN se indican en color gris . Los elementos que
se grafican corresponden a: gen lacl, codifica la proteina represora Lac [; Ptac, promotor inducible; gen lacZ,
codifica la enzima f-galactosidasa; gen Gm’, gen que confiere resistencia a gentamicina. El sistema se
expresa solo en presencia de IPTG ya que el represor Lac I disminuye su afinidad por la regién operadora
permitiendo la transcripcién a partir del promotor Ptac. Para una descripcién detallada del sistema ver el
texto.

Tanto el sistema de recombinaciéon homélogo como homedélogo fueron subclonados
en el plasmido pBBRIMCS-2 (Figura R19), que puede ser utilizado en diferentes especies de
bacterias Gram-negativas (E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida, Bordetella spp., Brucella spp; Rhizobium meliloti, Salmonella
typhimurium, Vibrio cholerae, entre otras) [161] lo cual brinda la oportunidad de estudiar
este proceso en varias epecies bacterianas. Ademads, la presencia de dicho sistema en
plasmido le otorga una amplia versatilidad y facil manipulacién ya que puede ser utilizado
en gran cantidad de cepas silvestres y mutantes sin la necesidad de introducirlo al
cromosoma.

Asi, cuando el plasmido es introducido en bacterias Gram-negativas, se pueden
seleccionar en presencia de IPTG y gentamicina aquellas células donde se llev6 a cabo el
proceso de recombinacién y se puede calcular la tasa o frecuencia de recombinacion

mediante el recuento de células resistentes a dicho antibidtico. Ademads, el evento de

55



Resultados. Capitulo 2

recombinacion se puede confirmar mediante el ensayo de actividad B-galactosidasa in situ

en presencia del sustrato X-Gal (Figura R20-A). Asimimo, se puede llevar a cabo el andlisis
molecular por tratamiento del pldsmido (recombinado o no recombinado) con enzimas de
restriccion ya que el mismo debera presentar una deleciéon de 1.87 kb (Figura R20-B) lo
cual se ve reflejado en la desaparicion de la bande de 4.37 kb y aparicién de una banda de

2.48 kb en clones recombinantes (resistentes a gentamicina) (lineas 3 y 4, Figura R20-C).
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Figura R20. Analisis fenotipico y molecular utilizando el sistema de recombinacién del gen lacZ. (A)
Visualizacién de colonias azules en capsulas de petri de LB-agar en presencia de X-Gal indicando actividad
B-galactosidasa y reconstitucion del gen lacZ. (B) Esquema representativo de los plasmidos no recombinado
(arriba) y recombinado (abajo) en los cual se indican los sitios EcoRV y la regiéon que identifica a cada uno.
(C) Electroforesis en gel de agarosa de pldsmidos digeridos con EcoRV. Los plasmidos fueron purificados de
células no recombinantes (sensibles a gentamicina) (lineas 1y 2) y de células recombinantes (resistentes a
gentamicina) (lineas 3 y 4). M: marcador de peso molecular 1Kb leader.

2.1.2- Determinacion de la tasa de recombinacion en cepas de E. coli silvestre y

deficientes en mutSy recA.

En primer lugar, se verificé el funcionamiento del sistema de recombinacién en la
bacteria E. coli. Cabe mencionar que la determinaciéon de la recombinacién homdloga y
homedloga en E. coli habia sido previamente estudiada utilizando un sistema similar al que
construimos en este trabajo, que consta de las mismas regiones del gen lacZ (regién
recombinante), pero que tiene otros métodos de seleccion y se incorpora en el cromosoma
de la cepa bacteriana que se quiere estudiar [127].

En nuestro estudio, se utilizaron las cepas de E. coli salvaje (wt) y deficientes en
mutS'y recA, las cuales fueron transformadas con los pldsmidos que contenian el sistema de
recombinaciéon homélogo u humedélogo (con homologia de 100% y 95% respectivamente).
Luego, se determind la tasa de recombinacién mediante el recuento de células resistentes a
gentamicina y de células totales. Para ello, se llevé a cabo un andlisis de fluctuacién, que
consiste en determinar la distribucién del nimero de recombinantes en cultivos paralelos

utilizando el método “MSS de maxima probabilidad” (MSS Maximum-Likehood Method)
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[162] que eficientemente conjuga la distribucién de Luria-Delbriick y Lea-Coulson. Para el

cédlculo del valor de la tasa y sus respectivos intervalos de confianza se utilizé el programa
informatico Salvador [163]. Asi, la tasa de recombinacion tiene en cuenta el ndmero de
eventos de recombinacién que se producen por division celular.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R21 y Tabla R2. Se observa que
la recombinacién homedloga es ~ 216 veces menor respecto a la homéloga en la cepa E. coli
wt, mientras que dicha diferencia no se observa en la cepa E. coli mutS, en la cual aumenta
considerablemente la tasa de recombinacién homeéloga (diferencia relativa en la tasa de
recombinaciéon homedloga respecto a la wt = 44.52). Por otro lado, los resultados obtenidos
con la cepa de E. coli deficiente en el gen recA muestran una fuerte disminucién en la tasa
de recombinacién homoéloga y homedloga. Los diferencias relativas entre dicha mutante y la
cepa wt isogénica indican que el 99% de los eventos de recombinacién homéloga y el 95%
de los eventos de recombinacién homedloga en E. coli wt ocurren por una via dependiente
de RecA.

Cepa Tasa Recomb. Intervalos de Tasa Recomb. Intervalos de . Homo® Homeo®
. . h N Homo/Homeo
E.coli Homdloga Confianza (95%) Homedloga Confianza (95%) cepa/wt cepa/wt
wt  3.64x10" (2.70;460)x 10" 12 1.68x10° (1.35;2.00)x 10° 12 2167 1 1
mutS  3.96x10" (2.88;5.14)x 10" 12 7.48x10° (6.10:8.89) x 10 12 53 1.09 4452
recA 1.25x10%  (1;1.50)x10° 12 8.41x10% (6.70;10)x 10® 12 14.9 0.0034 0.05

? Relacion entre la tasa de recombinacion homdloga y homedloga de un misma cepa
b Tasa de recombinacién homéloga de diferentes cepas mutantes respecto a la wt
¢ Tasa de recombinacion homedloga de diferentes cepas mutantes respecto a la wt
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Figura R21. Tasa de recombinacién homoéloga y homedloga de cepas wt, mutSy recA de E. coli. Las barras
de error indican los Intervalos de Confianza del 95%. Ver valores en Tabla R2.

Si bien con nuestro sistema de recombinacién plasmidico se determiné tasa de
recombinacién y con el sistema cromosomal se midié frecuencia de recombinacién [127],
las relaciones entre recombinacién homdéloga y homeéloga en una misma cepa de E. coli,
como asi también las diferencias relativas de las mutantes analizadas respecto a la cepa wt,

son muy similares aunque se utilicen diferentes sistemas de medicion. Por lo tanto, estos
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resultados confirman la confiabilidad del sistema plasmidico construido para medir

recombinacién homdéloga y homedloga en distintas cepas mutantes y estudiar el rol de
diferentes proteinas en la regulacién de la recombinacién entre secuencias de ADN

divergentes.

2.2- Determinacion de la recombinacién homéloga y homedloga en cepas
de P. aeruginosa deficientes en genes involucrados en recombinacion.

Una de las principales razones por la cual se construy¢ el sistema de recombinacién
en pldsmido fue para medir la recombinacién en P. aeruginosa, ya que al presente no se
habian realizado estudios de recombinacién genética en esta bacteria.

Inicialmente, quisimos determinar el grado de dependencia de dicho sistema con la
proteina RecA de P. aeruginosa, para lo cual se determiné la tasa de recombinacion
homéloga y homedloga en una cepa salvaje (wt) y deficiente en recA. Con ese fin, se
introdujo el plasmido que contenia el sistema de recombinacién en cada cepa (con
homologia de 100% o 95% respectivamente) y se calculd la tasa de recombinacién tal cémo
se detall6 anteriormente para E. coli.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura R22, en la cual se observa una
disminucién de la recombinacién en una cepa recA respecto a la wt (de ~ 57 veces cuando
las repeticiones son homélogas y ~ 2 veces cuando son homedlogas). Se calcularon ademés
las diferencias relativas de recombinacién homdéloga y homedloga entre dichas cepas,
considerando los valores obtenidos para la cepa wt como “1” (Tabla R3). Este andlisis indica
que durante la recombinacién homdéloga el 98% de los eventos ocurren por un mecanismo
dependiente de RecA, mientras que durante la recombinacién homedloga el 50% ocurre via
RecA y el otro 50% por un mecanismo independiente de RecA. Por lo tanto, esto indicaria
que existe una fraccién importante de recombinacién homeéloga que se llevaria a cabo por
una via independiente de RecA.

Tal como se menciond anteriormente, si bien RecA es la proteina més importante del
proceso de recombinacién homdloga, necesita de otras proteinas que procesan el ADN y
facilitan la unién de RecA al ADN simple cadena. Por otro lado, existen otras proteinas
encargadas de resolver los intermediarios de recombinacién para finalizar dicho proceso.
Por lo tanto, quisimos determinar si algunas de estas proteinas, estudiadas previamente en
E. coli e involucradas en el proceso de recombinaciéon homdloga (ver Figura I3,
Introduccién) cumplian algtn rol importante durante la recombinacién entre secuencias de

ADN divergentes en P. aeruginosa. Asi, se midi6 la tasa de recombinacién homdloga y
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homedloga en cepas deficientes en los genes recG, recQ y rec], provistas por el Centro

Gendmico de la Universidad de Washington (ver Tabla M1, Materiales y Métodos). Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura R22 y Tabla R3.

Cepa Tasa Recomb. Intervalos de Tasa Recomb. Intervalos de a Homo” Homeo®
. h . N Homo/Homeo
MPAO Homdéloga Confianza (95%) Homedloga Confianza (95%) cepa/wt cepa/wt
wt 3.98x10° (294;507)x10° 12 6.94x107 (5.05;89) x 107 10 57.3 1 1
recA  8.00x107 (522;11.1)x 107 10 3.48x107 (225,49 x 107 10 2.3 0.02 0.50
regG  6.00x10° (3.89;832)x10° 9 6.76x107 (4.7,898) x 107 10 89 0.15 097
recQ  7.93x10° (6.45:935)x10° 9 9.68x10° (7.6:11.7)x10° 9 8.2 1.99 1395
recJ)  6.08x10° (3.44;987)x10° 11 3.49x10° (2.54;4.50)x 10° 12 17.4 153 5.03

? Relacion entre la tasa de recombinacion homdéloga y homedloga de un misma cepa
> Tasa de recombinacién homdloga de diferentes cepas mutantes respecto a la wt
¢ Tasa de recombinacion homedloga de diferentes cepas mutantes respecto a la wt
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Figura R22. Tasa de recombinacién homéloga y homedloga en cepas de P. aeruginosa deficientes en genes
involucrados en recombinacion . Las barras de error indican los Intervalos de Confianza del 95%. Ver
valores en TablaR3

En primer lugar se analizé la cepa MPAO1 deficiente en el gen recG, el cual codifica
para la helicasa RecG que estd involucrada en estadios finales de la recombinacién
homoéloga catalizando la conversién de las uniones de Holliday y ayudando al complejo
RuvAB a finalizar el proceso de recombinacion (ver Figura I3, Introduccién). Dicha cepa
mostré una disminucién de la recombinacién homdéloga respecto a la cepa wt de ~ 6.6 veces,
mientras que la tasa de recombinacién homedloga no se vio practicamente modificada. Las
diferencias relativas entre ambas cepas indican que la proteina RecG es necesaria para que
ocurra el 85% de los eventos de recombinacién homéloga en una cepa wt, mientras que sélo
un 3% de los eventos de recombinacién homedloga involucran a dicha proteina.

Posteriormente se estudié la funcién de las proteinas RecQ (helicasa 3'-5) y Rec]
(exonucleasa 5-3’) de P. aeruginosa durante la recombinaciéon homdloga y homedloga.
Dichas proteinas estan involucradas en la via RecFOR y actian en estadios iniciales de la
recombinacion, procesando el ADN dafiado y permitiendo la unién de RecA al ADNsc (ver

Figura I3, Introduccién). Recientemente se ha determinado que Rec]J y RecQ también
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participan en estadios finales interviniendo en la resoluciéon de los intermediarios de

recombinacion [74].

Cémo se muestra en la Figura R22 y Tabla R3, la recombinacién homdloga
practicamente no se ve afectada en las cepas deficientes en recQy recJ en comparacién a su
wt isogénica. Por otro lado, se observé un aumento de la recombinacién homedloga en
dichas mutantes con respecto a la wt, principalmente en la cepa deficiente en recQ. Asi,
estos resultados podrian sugerir algin rol de dichas proteinas en la regulaciéon de la

recombinacion entre secuencias de ADN divergentes en P aeruginosa.

2.3- Rol de las proteinas del MRS de P. aeruginosa en la regulacion de la

recombinacion homedloga.

Actualmente, se encuentra claramente establecido que la alteracion en el
funcionamiento de cualquiera de las proteinas del MRS resulta en un incremento en la tasa
de mutaciones espontdneas y recombinacion entre secuencias de ADN divergentes, tanto en
bacterias como en eucariotas [110, 130, 164, 165]. Estudios in vivo en E. coli han
determinado que el aumento de la recombinacién homedloga por inactivacién del MRS
ocurre tanto en la recombinacién dependiente como independiente de RecA (recombinacién
ilegitima) [130]. Ademads, dichos estudios muestran que mientras MutS y MutL son potentes
inhibidores de la recombinacién homedloga, MutH y la helicasa UvrD serian menos
importantes en dicho proceso [125, 126, 164].

En los dltimos afios, nuestro laboratorio ha trabajado en la caracterizacién de las
proteinas MutS y MutL de P. aeruginosa con respecto al funcionamiento del MRS en la
reparacién de errores posreplicativos y se han establecido diferencias importantes con el
MRS de E. coli y algunas similitudes con eucariotas [124, 139]. Asi, estos antecedentes y la
falta de conocimiento del funcionamiento del MRS en la inhibicién de la recombinacién

homeodloga en P. aeruginosa lo hacen interesante para su estudio.

2.3.1- Determinacion de la tasa de recombinacion en cepas de P. aeruginosa

silvestre y deficientes en mutS, mutLy uvrD.

Para determinar el rol del MRS de P. aeruginosa en la regulaciéon del proceso de
recombinacién de secuencias de ADN divergentes se introdujo el sistema de recombinacion
homologo y homedlogo (con homologia de 100% y 95% respectivamente) en cepas de P.
aeruginosa salvajes (wt) y mutantes mutS, mutl y uvrD y se determind la tasa de

recombinacion tal como se describié previamente.
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Los resultados obtenidos indican que la recombinacién homedéloga es ~ 57.3 veces

menor respecto a la homdloga en la cepa wt (Figura R23 y Tabla R4). Esta diferencia no se
observa en las cepas mutantes mutS, mutlL y uvrD indicando que la disminucién en la
recombinacién homedloga observada en la cepa wt se debe a la actividad inhibitoria de las
proteinas del MRS.

En la TablaR4 se muestran las relaciones entre recombinaciéon homdloga y
homeodloga de una misma cepa como asi también las diferencias relativas de cada mutante
con la salvaje. Dichos valores dejan en evidencia el gran aumento que existe en la
recombinaciéon homeologa en las cepas mutantes, principalmente en aquellas deficientes en
mutL y uvrD. Sorprendentemente, también se observé un leve aumento en la tasa de

recombinaciéon homéloga de las mutantes del MRS con respecto a la cepa wt.

Cepa Tasa Recomb. Intervalos de Tasa Recomb. Intervalos de . Homo® Homeo®
) ) h N Homo/Homeo

MPAO Homéloga Confianza (95%) Homeodloga Confianza (95%) cepa/wt cepa/wt

wt 3.98x10° (294;507)x10° 12 6.94x107 (5.05;89) x 107 10 57.3 1 1

mutS  6.63x10° (4.69;874)x10° 9  1.32x10° (0.97;1.69)x 10° 9 5 1.67 19.02

mutl  2.69x10" (2.03;3.33)x 10" 9 1.76x10" (1.37;2.1)x 10" 6 1.5 6.76 253.6

uvrD  2.03x10"  (1.76;227)x 10" 12 7.39x10° (6.29;8.34)x 10° 9 2.7 510 10648

? Relacion entre la tasa de recombinacion homéloga y homedloga de un misma cepa
b Tasa de recombinacion homéloga de diferentes cepas mutantes respecto a la wt
¢ Tasa de recombinacion homedloga de diferentes cepas mutantes respecto a la wt
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Figura R23. Tasa de recombinacién homéloga y homeéloga de cepas wt, mutS, mutL y uvrD de P.
aeruginosa. Las barras de error indican los Intervalos de Confianza del 95%. Ver valores en Tabla R4.

2.3.2- Determinacion de los sitios de intercambio de cadena durante la

recombinacion homeodloga en cepas silvestre y deficiente en muts.

En aquellos clones en los que ocurre la recombinacién homedéloga se puede utilizar
la secuencia de nucleétidos de la region de solapamiento para delimitar las posiciones
aproximadas del inicio de intercambio de cadenas (ver alineamiento entre secuencia de
nucledtidos en Figura A6, Anexo). En la Figura R24 se esquematiza la regiéon de
solapamiento y las 64 posibles bases mal apareadas (mismatches, en colores) que se pueden

generar durante el apareamiento entre secuencias de ADN divergentes (LacZACy LacZAN).
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De este modo, con el fin de analizar cémo el proceso de recombinacién estd regulado

por el MRS a nivel molecular se amplificé por PCR la regién de solapamiento del gen lacZ
de una coleccién de clones wt y mutS recombinantes (resistentes a gentamicina) y se
determing la secuencia de nucleétidos de los mismos. En la parte superior de la Figura R24,
con lineas continuas y punteadas, se muestran las regiones de inicio de intercambio de
cadena durante el evento de recombinacién en los clones analizados. Como se observa,
ambas cepas (wt y mutS) presentan un patrén similar respecto a las regiones probables de
inicio de intercambio de cadenas de ADN.

Si bien se necesitaria analizar una mayor cantidad de clones, este resultado indicaria
que MutS no estd controlando el proceso de recombinacién en etapas iniciales (invasion e

inicio del intercambio de cadenas).

..... mUtS
mnnnoommmmo L — wt
B o — Mismatches
|..1“ | |.0.|.. ¢“'“|"'(30 qOO | .'q u‘".l.l #cT:AC
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1268
0AG;cT
Regién de solapamiento (1268 pb) (cc:cG

Figura R24. Determinacién de las regiones de inicio de la recombinacién en las zonas de
solapamiento del gen lacZ. Las lineas superiores indican las regiones donde se inicia el intercambio de
cadena de ADN durante el proceso de recombinacién homedloga en clones recombinantes (Gm') aislados de
cepas wt (linea continua gris) o mutS (linea de puntos verde). En la parte inferior de la figura se grafica la
region de solapamiento donde se muestran los 64 mismatches que podrian generarse durante el
apareamiento entre secuencias de ADN divergentes y que son utilizados como marcadores para analizar y
detectar las regiones donde el intercambio de cadena podria ocurrir.

2.3.3- Determinacion de los dominios de MutS implicados en la regulaciéon de la

recombinacién homedloga.

- Eficiencia del dimero y el tetramero de MutS en la inhibicién de la recombinacién

homedloga.

MutS es capaz de formar diferentes estructuras oligoméricas y en los dltimos afios
varios laboratorios han determinado qué estado oligomérico es funcional in vivo y se han
postulado diferentes mecanismos moleculares del MRS dependiendo del mismo. MutS de P.
aeruginosa forma dimeros y tetrdmeros en solucién, sin embargo resultados obtenidos en
nuestro laboratorio indican que el tetrdmero seria el estado mds activo y eficiente para unir
heteroduplex de ADN y reparar mutaciones in vivo [139]. Dichos resultados fueron

obtenidos a partir del andlisis funcional in vitro e in vivo de la proteina MutS salvaje, que se
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une como tetrdmero al ADN, en comparaciéon a la version mutante MutSR842E cuya

mutacion impide su tetramerizacién y sélo es capaz de formar dimeros [139]. Por otro lado,
estudios in vivo realizados en E. coli demuestran que la delecién de los 53 aminoécidos C-
terminales de MutS§, la cual impide la formacién de tetrameros, seria critico para la funcién
antirecombinogénica de la proteina pero menos importante para la reparacién de
mutaciones [166].

En base a estos antecedentes, nos propusimos determinar la eficiencia del dimero de
MutS de P. aeruginosa (MutSR842F) en la inhibicién de la recombinacién homedloga. Asi, se
introdujo el sistema de recombinacién homélogo y homedlogo en la cepa mutSR842E [139].
Se observé que la version dimérica (mutSR842F) fue tan eficiente como la versién
tetramérica (cepa wt isogénica) para inhibir la recombinacién entre secuencias de ADN
divergentes, ya que la disminucién en la tasa de recombinacién homeoéloga respecto a la
homologa fue de ~ 50 veces en ambas cepas (Figura R25, Tabla R5). A su vez, los Intervalos
de Confianza (IC) obtenidos para cada cepa se solapan indicando que no existen diferencias

significativas entre las tasas de recombinacién de las mismas.

Cepa  Tasa de Recomb. Intervalos de Tasa de Recomb. Intervalos de N Homo/Homeo®
MPAO1 Homdloga Confianza (95%) Homedloga Confianza (95%)
wt 4.39x10°  (3.10;586)x 10° 8  8.67x10®  (5.65;12.2)x 10® 10 50.6
mutSR842E  2.52x10°%  (1.08;487)x 10° 10  4.27x10®  (2.36;6.72)x 10® 9 59,0

 Relacion entre la tasa de recombinacion homéloga y homedloga de un misma cepa
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Figura R25. Tasa de recombinacién homéloga y homedloga de cepas wt y mutSR42E de P. aeruginosa. Las

barras de error indican los Intervalos de Confianza del 95%. Ver valores en Tabla R5.

Asi, estos resultados demuestran que tanto el estado tetramérico como dimérico de
MutS de P. aeruginosa son activos in vivo para llevar a cabo su funcién

antirecombinogénica.
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- Andlisis de la tasa de recombinacién de la mutante de interaccién con el f-sliding

clamp, MutSaspaa

Algunos factores involucrados en la replicaciéon del ADN han sido implicados en
diferentes etapas del proceso de reparacién y recombinacién ya que interaccionan con
diversas proteinas involucradas en estos procesos regulando su actividad [167, 168]. Uno
de estos factores es el B-sliding clamp (B clamp) cuya funcién mas conocida es mantener
unidas a las ADN polimerasas sobre el ADN molde aumentando su procesividad. En
bacterias, la mayoria de las proteinas que interaccionan con f clamp contienen el sitio de
unién conservado QLxLF que se une a un bolsillo hidrofébico presente en este factor
replicativo [168].

Diferentes estudios proponen que la asociacién de MutS con B clamp desempefia un
papel importante en el inicio del proceso de reparacién mediante la localizacién de MutS en
las areas de replicacién activa asi como en la discriminacién de la hebra recién sintetizada
[169, 170]. Sin embargo, resultados de nuestro laboratorio demostraron que la interaccién
MutS-p clamp no es necesaria para un correcto funcionamiento del MRS en P. aeruginosa.
Brevemente, dicha conclusiéon se obtuvo a partir del andlisis funcional de versiones
mutantes de MutS (855 aminoécidos) que no interaccionan con el factor replicativo, tal
como la mutante puntual del motivo conservado 3°QSDLF®® de unién a B clamp
denominada MutS’. El reemplazo del gen cromosomal mutS por una versién mutada que
codifica MutS? (cepa mutS”) no aumenta la tasa de mutacién espontdnea en relacién a la
cepa salvaje atn bajo condiciones altamente mutagénicas [140].

Dado que la asociacién MutS- clamp no cumple un rol en la funcién antimutagénica
de MutS de P. aeruginosa, quisimos determinar si dicha interaccién era importante para que
MutS llevara a cabo su funcién antirecombinogénica, es decir, la inhibicion de la
recombinacién entre secuencias de ADN divergente. Para ello se utilizé la cepa mutS’ de la
cual se disponia en el laboratorio y se procedié a determinar la tasa de recombinacién
homoéloga y homedloga en dicha mutante y su cepa wt isogénica. Los resultados obtenidos
se muestran en la Figura R26 y TablaR6 donde se observa claramente que la disminucién
de la recombinaciéon homedloga respecto a la homdloga es aproximadamente igual en las

cepas mutS’y wt (~ 34 veces en mutS’ y ~ 37 veces en la cepa wt).
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Cepa Tasa de Recomb. Intervalos de Tasa de Recomb. Intervalos de N Homo/Homeo®
PAO1 Homdloga Confianza (95%) Homedloga Confianza (95%)

wt 6.33x10"  (5.28:7.29)x 10* 10 1.70x10°  (1.17;2.50) x 10° 10 37.2
mutS 7.52x10"  (6.12;883)x 10" 8 2.17x10°  (1.40;272)x10° 9 34.7

? Relacion entre la tasa de recombinacion homdloga y homedloga de un misma cepa
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Figura R26. Tasa de recombinacién homéloga y homeéloga de cepas wt y mutS# de P. aeruginosa. Las
barras de error indican los Intervalos de Confianza del 95%. Ver valores en Tabla R6.

Por lo tanto, la interaccién entre MutS-p clamp no es importante para que MutS lleve

a cabo dos de sus principales funciones como son la inhibicién de la recombinacién

homedloga y la reparacion de errores posreplicativos.
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DISCUSION CAPITULO 1.

ESTUDIOS DE LA REACCION DE INTERCAMBIO DE CADENAS DE ADN. EFECTO DE
DIFERENTES SUSTRATOS CONTENIENDO DIVERGENCIAS Y CARACTERIZACION DE LA
ACTIVIDAD DE RECOMBINASAS BACTERIANAS Y EUCARIOTAS.

La recombinacién homdloga aumenta la variabilidad genética al permitir la creacién
de nuevas combinaciones de secuencias. Este proceso debe estar cuidadosamente
controlado para asegurar el mantenimiento funcional del genoma y de las proteinas que
serdn codificadas. Por lo tanto, la habilidad de las recombinasas para buscar las secuencias
homologas y discriminar las heterologias durante el intercambio de cadenas serd decisivo
en estadios iniciales de la recombinacién, principalmente cuando el MRS se encuentra
inactivo o circunstancialmente reprimido.

Durante la bdsqueda de homologia, las recombinasas de la familia RecA
interaccionan con el ADNsc y ADNdc y este proceso estd acompafado de cambios en la
conformacién del ADN y de la proteina. En el afio 2008 se publica por primera vez la
estructura cristalina de los complejos pre y post sindpticos (RecA-ADNsc y RecA-ADNdc
respectivamente) [9] y la informacién obtenida en ese estudio permitié avanzar en el
conocimiento de los mecanismos que utiliza RecA para discriminar las secuencias
homologas. Asi, se postula que la fidelidad de la recombinacién homdloga estd asegurada
por dos mecanismos que cooperan entre si. En primer lugar, la conformacién ADN-B
impuesta por RecA al interaccionar con el ADNsc y ADNdc discrimina aquellas estructuras
que no sean del tipo de Watson y Crick, tales como los desajuste de Hoogstein o pares de
bases no complementarias. En segundo lugar, la estructura del complejo RecA-ADNdc reveld
que la hebra complementaria practicamente no estda en contacto con la proteina RecA,
indicando que dicha hebra permanece en el diplex a través de las interacciones que
mantiene con la hebra primaria (ADNsc inicial), lo cual dependera de la complementariedad
entre las bases de ambas hebras [9, 10].

En el Capitulo 1 del presente trabajo se utiliz6 un sistema in vitro con
oligonucleétidos de ADN para estudiar el intercambio de cadenas catalizado por las
recombinasas bacterianas de E. coliy P. aeruginosa y por la recombinasa eucariota Dmc1 de
humanos en presencia de diferentes tipos de heterologias. La utilizacién de la técnica de
FRET (Fluorescencia por transferencia de energia resonante) para determinar la eficiencia
de intercambio de cadenas permite detectar diferencias sutiles en presencia de dichas
heterologias, lo cual lo diferencia de otros sistemas que determinan el intercambio de
cadenas por identificacién del ADN en geles de agarosa [115, 151]. Asi, la gran sensibilidad

del sistema utilizado permite estudiar en detalle la discriminacién de las recombinasas
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frente a pequenios defectos en el ADN, cémo son los mismatches y pequefias inserciones o

deleciones de 1 6 2 bases.

Inicialmente, se analizé el efecto que producia la presencia de uno o tres mismatches
“TG” ubicados en distintas posiciones del ADNsc inicial con las tres recombinasas
estudiadas. Se demostré que las tres recombinasas son sensibles a la posicién y distribucién
del mismatch TG y que la eficiencia de la reaccién de intercambio disminuye cuando el
mismatch se localiza en el extremo 5 del ADNsc inicial. Ademads, se observé que tres
mismatches localizados en el extremo 3’ practicamente no inhibian la reaccién, mientras
que un solo mismatch localizado en el extremo 5 producia una fuerte inhibicién
(Resultados, Figura R3). Por lo tanto, se determiné que era mas importante la posicién del
mismatch TG que la cantidad de mismatches durante la reaccién de intercambio.

Posteriormente, se llev6 a cabo un estudio sistemético del intercambio de cadenas
catalizado por las tres recombinasas estudiadas en el cual se analizaron los 12 tipos de
mismatches (TG, TC, TT, AG, AC, AA, GT, GA, GG, CT, CA, CA) en diferentes posiciones
(extremo 5, en el medio o extremo 3’), cantidad (uno, dos o tres por molécula) y
distribucién. Si bien se han encontrado leves diferencias entre RecA y Dmc1, en general, los
patrones de inhibicion en la eficiencia de intercambio de cadenas fueron similares para las
recombinasas bacterianas y eucariotas, sugiriendo que ambas recombinasas utilizan los
mismos principios para el reconocimiento de heterologias durante el intercambio de
cadenas de ADN, lo cual seria una propiedad conservada entre organismos procariotas y
eucariotas. Es importante mencionar que si bien se ha postulado que RecA de P. aeruginosa
es hiperrecombinogénica en células de E. coli in vivo y que in vitro se ha determinado que
posee mayor afinidad por el ADNsc que RecA de E. coli [141, 142], en nuestro estudio las
recombinasas bacterianas no presentaron diferencias significativas en cuanto a su
capacidad de intercambio de cadenas (Resultados, Figuras R2, R4, A1), ni en cuanto a su

actividad ATPasa (resultados no mostrados).

Cuando se analiz6 el efecto del tipo y posicién de un mismatch, se mostré que la
mayoria de los mismatches en el extremo 5" producen una fuerte inhibicion, a excepcién de
los mismatches TT, CT y GT que afectan mucho menos la reaccién de intercambio catalizada
por las recombinasas (Resultados, Figura R6). Sorprendentemente, la eficiencia de
intercambio fue variable dependiendo el tipo de mismatch analizado, lo cual sugiere que las
recombinasas estarian reconociendo estos mismatches de manera diferente. Estos
resultados podrian explicarse por las diferencias que existen en la estructura de cada

mismatch. En este sentido, diferentes estudios han demostrado que si bien los mismatches
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tienen diferentes propiedades e interacciones a los apareamientos de Watson y Crick, no

todos desestabilizan al ADN y muchos de ellos se ajustan dentro de la conformacién ADN-B
de la doble hélice sin causar distorsiones [150, 171, 172]. Por lo tanto, dependera del grado
de distorsion estructural que genere cada mismatch para que sean reconocidos o no por las
recombinasas.

Por otro lado, la mayoria de los mismatches en el extremo 3’ no afectaron
significativamente la eficiencia de intercambio, la cual fue similar entre diferentes tipos de
mismatches. Estos resultados indican que un mismo tipo de mismatch tiene diferentes
efectos en la eficiencia de intercambio si se encuentra en uno u otro extremo del ADNsc
inicial. De acuerdo con estos resultados, se ha demostrado que un mismo tipo de mismatch
puede adoptar diferentes estructuras o conformaciones que dependen del pH y del contexto
de secuencia y que algunos tipos de mismatches son més sensibles a dichas condiciones que
otros [146, 171, 172]. Por ejemplo, se ha determinado que la configuracién que adopta el
mismatch GG depende de las bases vecinas [173]. La conformacién G(anti)G(syn) produce
pequefios cambios a nivel local y poca distorsién global de la doble hebra con respecto a la
conformacién ADN-B; mientras que la conformacién G(anti)G(ant) es fuertemente
desestabilizante y presenta un apilamiento (en inglés, stacking) de bases limitado dentro de
la doble hélice perturbando la estructura global del ADN [146, 173]. Igualmente, se ha
observado que los mismatches GA, AG y TT pueden adoptar diferentes estructuras que
dependen del pH y el contexto de secuencia. Por el contrario, los mismatches CT y CC son
desestabilizantes en todos los contextos de secuencias en los que han sido estudiados [146,
172].

Un trabajo reciente en el que analizan los 12 tipos de mismatch en tres contextos de
secuencia diferentes, determiné que un mismatch interno en un didplex de 13 pb de
longitud no produce cambios en la estructura global de la doble hélice, sino que genera
perturbaciones locales que puede afectar las bases vecinas al mismatch. A su vez, el modo y
la magnitud de dichas perturbaciones dependera de la naturaleza del mismatch y
especialmente de la flexibilidad del contexto de secuencia [147]. Asi, un mismo mismatch
produce diferentes perturbaciones en diferentes contextos.

De esta manera, si se tiene en cuenta que en los oligonucleétidos utilizados en este
trabajo el contexto de secuencia no es exactamente igual en el extremo 5’ 0 3’, la estructura
que adopta un determinado mismatch en distintos contextos podria ser una de las razones
por la cual se observan diferentes efectos. Ademds, esto podria explicar los resultados
obtenidos en el extremo 5’, donde los mismatches TG y TC fueron muy inhibitorios mientras

que los mismatches GT y CT no afectaron préacticamente la eficiencia de intercambio. Si bien
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se trata de las mismas bases que componen el mismatch, la ubicacién en diferentes hebras

podria modificar la configuracién que adopta el mismatch, como asi también el tipo de
interacciones entre las bases [147].

Cuando se analiz6 la distribucién de dos o tres mismatches (Resultados, Figura R7 y
R8), se observé que el efecto en la eficiencia de intercambio fue determinado
principalmente por el tipo de mismatch presente en el extremo 5" y no por la cantidad de
mismatches. Por lo tanto, nuestros resultados sugieren que el tipo y la posicién del
mismatch serian los factores mas importantes que definen si el intercambio de cadenas
mediado por las recombinasas es inhibido o no.

Otro tipo de heterologias analizadas en este estudio fue la presencia de inserciones o
deleciones de 1 o 2 bases (denominadas “loops”) sobre el intercambio de cadenas catalizado
por las recombinasas de la familia RecA. Si bien se habia postulado que RecA de E. coli
detecta loops de 4 nt (+/- AGCT) atenuando el proceso de intercambio de cadenas entre
oligonucleétidos de ADN in vitro, en dicho estudio no se observé inhibiciéon de la
recombinacién cuando se analizaron loops de 1 o 2 nt. Sin embargo, la técnica de medicién
utilizada se basaba en la identificacién del ADN por geles de agarosa [151].

En nuestro trabajo se examinaron loops ricos en “I” que se formaban en la hebra del
ADNsc inicial (insercién) o en la hebra complementaria (delecién). Nuestros resultados
demuestran la sensibilidad de las recombinasas a la presencia de pequefios loops durante el
intercambio de cadenas. Ademaés, se muestra que Dmc1 es mucho mds tolerante que RecA a
la presencia de dichos loops (Resultados, Figura R10). Para ambas recombinasas la
inhibiciéon aumenté con el tamaio del loop (de 1 a 2 bases) y dicho efecto fue atin mayor
cuando el loop se generd en la hebra del ADNsc inicial (denominada “insercién”). Estos
resultados podrian explicarse teniendo en cuenta las caracteristicas de la estructura
cristalografica del complejo post-sindptico RecA-ADNdc [9, 10]. En este sentido, la presencia
de un loop en el ADNdc desestabilizard el complejo post-sindptico y la reaccién de
intercambio se verd desfavorecida. Asi, mientras mayor sea el tamafo de ese loop mayor
serd la desestabilizacion e inhibicién de la reaccién de intercambio. Como se mencioné
anteriormente, en el complejo RecA-ADNdc la recombinasa se encuentra principalmente
unida al ADNsc inicial, mientras que el contacto con la hebra complementaria es minimo [9,
174]. Estas caracteristicas podrian explicar el aumento de la inhibicién observado por la
presencia de un loop en la hebra del ADNsc inicial (insercién).

La determinacion de las temperaturas de fusién de los ddplex generados durante en
intercambio de cadenas (ADNdc™A!) revel6 que no existe una relacién lineal entre la

eficiencia de intercambio y dichas temperaturas (Resultados, Figura R13). Cabe mencionar
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que la temperatura de fusion aporta datos sobre la estabilidad termodindmica de los duplex

analizados, al igual que los valores de entalpia y entropia obtenidos utilizando el programa
informatico MELTING 5 [153, 154]. Asi, estos resultados demuestran que el efecto
observado entre distintos tipos de mismatches en el extremo 5’, como asi también las
diferencias obtenidas con un mismo mismatch en el extremo 3’ o 5, no se debe a la
estabilidad termodindmica de los diplex (ADNdc™"). Por lo tanto, nuestra hipétesis seria
que los factores estructurales del ADN son las propiedades mds importantes para asegurar
la fidelidad de las recombinasas durante el intercambio de cadenas.

Dentro del pequefio grupo de proteinas que reconocen mismatches en el ADN se
encuentran, ademdas de RecA, las ADN polimerasas y la proteina MutS constituyente del
MRS. Estudios previos en los cuales se ha estudiado la fidelidad de las ADN polimerasas de
E. coliy su relacion con los mismatches han establecido que los factores geométricos son las
propiedades mds importantes para asegurar la fidelidad de la replicacién, mientras que la
estabilidad termodindmica de dichos mismatches seria menos importante [172, 175, 176].
Con respecto al MRS, se ha establecido que este sistema no repara todos los tipos de
mismatches con la misma eficiencia [150] y se postula que tanto los factores
termodindmicos como estructurales cumplen un rol importante en dicha diferenciacién
[148, 172]. En este sentido, se ha determinado que MutS se une con diferente afinidad a
distintos mismatches aunque la afinidad de unién no siempre se correlaciona con la
eficiencia de reparacién [149]. Es dificil establecer una relacién directa entre la naturaleza
del mismatch y la eficiencia de reparacion ya que el contexto de secuencia también afecta la

habilidad de las proteinas del MRS para detectar los mismatches [150].

El efecto observado con RecA y Dmcl entre distintos tipos de mismatches en el
extremo 5, y particularmente las diferencias obtenidas con un mismo mismatch en uno u
otro extremo (5" o 3’) nos hacian suponer que la biisqueda de homologia y por lo tanto la
direccionalidad de la reaccién podria estar ocurriendo en direccién 5-3'. Sin embargo, el
estudio de la direccionalidad de las reacciones de intercambio de cadenas catalizadas por
RecA y Dmcl1 revel6 que dichas recombinasas promueven el intercambio de cadenas en
direcciones opuestas. Mientras RecA lo hace preferentemente en direccién 5-3’, Dmc1 lo
hace en direccién 3-5’ (Resultados, Figura R14). Si bien las secuencias de ADN para llevar a
cabo los ensayos de direccionalidad son diferentes a las utilizadas para estudiar la presencia
de mismatches, estos resultados sugieren que la direccionalidad de la reaccién de
intercambio no seria el motivo principal de las diferencias observadas en uno u otro

extremo en presencia de mismatches.
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Con el propésito de determinar si la reversibilidad era uno de los factores por los

cuales las recombinasas discriminan diferentes tipos de mismatches, particularmente en el
extremo 5', se estudiaron las reacciones inversas utilizando diferentes “ADNsc iniciales”
para generar los complejos RecA-ADNdc™! en presencia de diferentes mismatches. Este
andlisis demostré que la reversibilidad de la reaccién era inversamente proporcional a la
eficiencia de intercambio de cadenas (EIC) obtenida durante la reaccién directa ya que se
obtuvo mayor reversibilidad mientras mayor efecto inhibitorio tenia el mismatch. Al
analizar los mismatches del grupo 1 en el extremo 5 (EIC = homélogo > TT > TG > TC), se
observd que TC y TG muestran mayor reversibilidad que TT y el ADN homdlogo
(Reversibilidad = TC > TG > TT = homélogo). El analisis de la reaccién inversa con los
mismatches del grupo 1 en el extremo 3’ (EIC = homédlogo = TC = TG = TT) reveld que la
reversibilidad es similar entre ellos y levemente mayor a la del ADN homdlogo, lo cual se
relaciona a los resultados obtenidos durante la reacciéon directa (Resultados, FiguraR17).
Por otro lado, el andlisis de la reversibilidad de los mismatches del grupo 3 en el extremo 5’
mostraron la misma relacién entre reversibilidad y EIC (EIC = homélogo = CT > CC = CA;
Reversibilidad = CA= CC > CT = homélogo).

De esta manera, la reversibilidad de la reaccién seria una propiedad fundamental de
las recombinasas y contribuiria a discriminar entre diferentes tipos de heterologias durante
la reaccién de intercambio. Nuestra hipétesis es que la presencia de mismatches o loops
durante el intercambio de cadenas desestabiliza el complejo post-sindptico RecA-ADNdcFNAL
promoviendo la reversibilidad de la reacciéon y disminuyendo la eficiencia de intercambio.
La desestabilizacion sera la consecuencia de cambios en la estructura del ADN-B
(apareamientos del tipo Watson y Crick) por la presencia de bases mal apareadas en el
nuevo duplex. En este sentido, la estructura que adopte un determinado mismatches segtn
su naturaleza y el contexto de secuencia (tipo y posicién), modificard en mayor o menor
medida al ADN y se vera reflejado en la eficiencia de intercambio de cadenas obtenida. Por
otro lado, la presencia de loops también afectard la estructura del ADNdc™AL en complejo
con RecA y la estabilidad de ese complejo dependerd de la estructura del loop (1 o 2 bases)
y de la hebra en la cual se genere dicho loop (inicial o complementaria). Para confirmar esta
hipétesis actualmente se estdn realizando experimentos tendientes a determinar la
estabilidad de los complejos RecA-ADNdc™A' en presencia y ausencia de mismatches
mediante la técnica de “Resonancia de Plasmones de Superficie” (en inglés Surface
Plasmone Resonance) en BIACORE y se planea llevar a cabo simulaciones de dindmica
molecular de dichos complejos. Adicionalmente, sera interesante llevar a cabo la reaccién de

intercambio de cadenas utilizando nuevas secuencias de ADN con el fin de evaluar el efecto
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de un determinado tipo de mismatch en una determinada posicién con diferentes contextos

de secuencia.

Como se ha mostrado a lo largo de este trabajo de tesis, RecA y Dmcl muestran
patrones de inhibicién similares con respecto a la presencia de heterologias, lo cual sugiere
que ambas recombinasas utilizan los mismos principios de reconocimiento de homologia
durante el intercambio de cadenas. Sin embargo, Dmc1 es mucho menos activa que RecA y
mads tolerante a la presencia de mismatches y loops, indicando que la recombinasa eucariota
es mas permisiva que las recombinasas procariotas a la presencia de heterologias. Esto
concuerda con estudios recientes en los cuales utilizan ensayos de “molécula tnica” (en
inglés, single-molecule) han determinado que RecA, Rad51 y Dmcl estabilizan los
intermediarios de recombinacion en etapas de tres nucledtidos denominados tripletes, las
cuales estan asociadas a cambios en la energia libre (A AG*) de la reaccién de intercambio
de cadenas. La estabilidad de cada triplete depende del correcto apareamiento de Watson y
Crick y si bien las tres recombinasas estudiadas fueron capaces de tolerar un mismatch en
el interior del triplete, s6lo Dmcl es capaz de estabilizar energéticamente tripletes que
contienen un mismatch [177]. De esta manera, postulan que la habilidad de Dmc1 para
estabilizar duplex que contienen mismatches permitiria que ocurra la recombinacién entre
alelos polimoérficos durante la meiosis y evitaria la reversioén de la recombinacién por accién
del MRS [177]. En este sentido, Dmc1 estd involucrada en la recombinacién meidtica entre
cromosomas homdélogos maternos y paternos entre los cuales existirdn alelos polimérficos
que deberén ser tolerados para asegurar que ocurra el intercambio de informacién genética
entre dichos cromosomas.

La baja actividad de Dmc1 respecto a las RecA bacterianas podria deberse a las
propiedades intrinsecas de dicha proteina como consecuencia de las condiciones
experimentales elegidas para llevar a cabo los ensayos de intercambio, o al requerimiento
de proteinas accesorias que afectan la actividad de Dmc1 y son esenciales para llevar a cabo
su funcioén in vivo e in vitro [5, 76, 77]. Una de estas proteinas accesorias es el heterodimero
Hop2-Mnd1, cuya presencia fue estudiada en este trabajo durante las reacciones de
intercambio catalizadas por Dmcl con ADN homdlogo o conteniendo mismatches. Se
observo que la presencia de HopZ2-Mnd1 aumenta el intercambio de cadenas in vitro con
ADN homélogo o conteniendo un mismatch TG en el extremo 5" o 3’, y dicho aumento es
similar con ambos sustratos de ADN. Por tanto, estos resultados confirman la hipétesis de
que Hop2-Mnd1 estimula a Dmcl independientemente de la homologia del ADN ya que
prolonga el tiempo de vida del intermediario de reaccién (unién del ADNdc con el filamento

pre-sindptico Dmc1-ADNsc) [105, 178]. Sin embargo, si la actividad de Dmc1 es fuertemente
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inhibida por la presencia de 3 mismatches TG mas alld de que Hop2-Mnd1 estabilice dicho

intermediario, no es capaz de revertir esta inhibicién.

Por otro lado, el andlisis de distintas versiones mutantes de Hop2 y Mnd1 revel6 que
el sitio de unién al ADN presente en la proteina Mnd1 es esencial para que el heterodimero
estimule la eficiencia de intercambio de cadenas catalizada por Dmc1. Un resultado que nos
llamo la atencién durante este andlisis fue que la mutante HopR176A-Mnd1 fue capaz de
llevar a cabo el intercambio de cadenas en ausencia de Dmcl. Con respecto a estos
resultados, se ha demostrado recientemente que Hop?2 tiene actividad recombinasa por si
sola, es decir, cuando no forma parte del complejo Hop2-Mnd1 [179]. Po lo tanto, una de
nuestras hipétesis seria que la mutante HopR176A-Mnd1 podria afectar la interaccion entre
Hop2 y Mndl y favorecer la presencia de Hop2 libre, sin embargo, se necesitaran

experimentos adicionales para confirmar dicha hipétesis.

73



Discusion. Capitulo 2

DISCUSION CAPITULO 2.

ANALISIS DE LA RECOMBINACION EN P. aeruginosa MEDIANTE ENSAYOS IN VIVO.
FUNCION DEL MRS Y DE GENES INVOLUCRADOS EN RECOMBINACION.

En los dltimos afios, y debido a los rdpidos avances en la secuenciacién de los
genomas bacterianos, se ha puesto de manifiesto que las bacterias, a diferencia de los
eucariotas, han obtenido una proporcion significativa de diversidad genética a través de la
adquisicion de secuencias o fragmentos de ADN a partir de otras bacterias mas o menos
alejadas taxonémicamente. Esta transferencia génica horizontal entre células de bacterias
diferentes produce genomas extremadamente dindmicos en los que una porcién sustancial
del ADN puede ser afiadido o delecionado de un genoma bacteriano en un tnico evento de
recombinacion [1]. Entre las multiples secuencias que pueden adquirirse por transferencia
horizontal, una de las mas frecuentes e importantes son precisamente las que codifican
distintos factores de virulencia, pudiendo ganarse grandes fragmentos de ADN que incluso
pueden transformar una cepa inicialmente avirulenta en una cepa capaz de producir una
infeccién [35, 180]. Por otro lado, el alto contenido de secuencias repetitivas en los
genomas bacterianos [15] también constituye un mecanismo de diversificacién genémica y
un riesgo para la estabilidad de los genomas que es atin mayor si esas secuencias repetitivas
son parcialmente homdlogas (divergentes) entre si. En este sentido, la recombinacion entre
secuencias divergentes es precisamente la que tiene mayor importancia evolutiva, ya que
éste tipo de recombinacién es la que puede aportar nuevos genes y por lo tanto nuevas
funciones a la bacteria. A su vez, se ha postulado que la recombinacién homedloga es
fundamental en la diversificacion y adaptacién de las especies [107]. Como se ha
mencionado previamente, hay evidencias de que los eventos de recombinacién son los
principales responsables de la diversificacion fenotipica y genotipica en aislados de FQ
crénicamente infectados con P. aeruginosa, mientras que las mutaciones espontdneas no
tendrian ningin rol importante en dicha diversificacién [137]. Por lo tanto, conocer el
fenémeno de recombinacién genética a nivel molecular en diversas bacterias, y
particularmente en P. aeruginosa, es de suma importancia para entender el impacto que
dicho proceso ha tenido en la evolucién, funcién y estructura de sus genomas.

En el Capitulo 1 se abordé el andlisis del intercambio de cadenas de ADN in vitro
catalizado por las recombinasas de la familia RecA y se determiné que las recombinasas de
E. coli y P. aeruginosa utilizan los mismos principios de reconocimiento durante el proceso
de intercambio y que ademads la actividad y tolerancia a distintas heterologias en el ADN es

similar en ambas proteinas. Sin embargo, el proceso de recombinacién homdéloga en las
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células bacterianas in vivo es mucho mas complejo ya que involucra gran cantidad de

factores proteicos y eventos regulatorios en las distintas etapas de la recombinacién. Por
este motivo surgio el interés de llevar a cabo estudios de recombinacién in vivo en P.
aeruginosa, ya que al momento no se habian realizado estudios de recombinacién homéloga
y homedloga en esta bacteria. Con este propdsito en el Capitulo 2 de este trabajo de tesis se
diseid y construyé un sistema plasmidico para medir recombinacién homdloga y
homedloga en bacterias Gram-negativas (Resultados, Figura R19). Mediante el empleo de
cepas de E. coli salvaje y deficientes en los genes recA y mutS se demostré la confiabilidad
del sistema construido ya que los resultados de este trabajo fueron similares a los obtenidos
en estudios previos en los cuales utilizaban las mismas regiones recombinantes del gen lacZ
pero en el cromosoma bacteriano [127]. Si bien los valores absolutos obtenidos con
diferentes sistemas de medicién no fueron idénticos, la comparacién entre la recombinacién
homoéloga y homedloga en una misma cepa, como asi también las diferencias entre la cepa
salvaje y las mutantes fueron similares. Por lo tanto, estos resultados demuestran que mds
alld de que la recombinacién se determine en plasmido o en cromosoma, ambos sistemas
permiten estudiar el rol de las proteinas MutS y RecA en la regulacién de la recombinacién
homéloga y homedloga. La ventaja adicional del sistema plasmidico construido en este
estudio es que permite analizar una gran cantidad de cepas mutantes mediante la
transformacién de dichas cepas con el pldsmido que contiene el sistema homdlogo u
homedlogo, lo cual le otorga amplia versatilidad. Ademas, los eventos de recombinacion se
pueden verificar por diferentes métodos como la resistencia al antibiético gentamicina, la
actividad f3-galactosidasa en presencia del sustrato X-Gal (colonias azules), y el patrén de
restriccion del plasmido purificado.

El presente trabajo aporta, por primera vez, informacién sobre la tasa de
recombinacién homéloga y homedloga en cepas de P. aeruginosa salvajes y deficientes en
proteinas de la maquinaria de recombinacién y del MRS. El andlisis de la cepa de P.
aeruginosa deficiente en el gen recA muestra que la disminucién en la tasa de
recombinacién entre secuencias idénticas es de ~ 50 veces con respecto a la cepa salvaje,
mientras que esta disminucién es sélo de la mitad cuando se trata de secuencias divergentes
(Resultados, Tabla R3, Figura R22). Estas diferencias indican que el 98% de los eventos de
recombinaciéon homdloga ocurren por un mecanismo dependiente de RecA, mientras que
durante la recombinacién homedloga el 50 % ocurre via RecA y el otro 50 % por un
mecanismo independiente de RecA.

Nuestra hipétesis es que estos eventos independientes de RecA se llevan a cabo por

el mecanismo de “apareamiento de simple hebra (SSA)” (recombinacién ilegitima). Cémo se
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ha descripto en la introduccién de este trabajo, el SSA involucra secuencias repetitivas de

ADN que comparten una regién homéloga u homedloga causando la delecion de una de
ellas, como sucede en nuestro sistema de recombinacién del gen lacZ. El mecanismo general
de SSA se muestra en la Figura D1. Como se puede observar, inicialmente ocurre la ruptura
del ADNdc entre secuencias repetitivas, luego se lleva a cabo la degradacién de los extremos
romos por accién de exonucleasas que generan regiones de ADNsc. Estas regiones de ADNsc
se hibridaran por complementariedad por la accién de proteinas especificas. Finalmente, el

ligado de dichas moléculas lleva a la delecién de una de las secuencias repetitivas.

Figura D1. FEsquema del mecanismo de

¥ apareamiento de simple hebra (SSA) entre

=, e secuencias de ADN repetitivas (ver descripcion
v en el texto).

‘o

| m—

SSA

El mecanismo de SSA, independiente de las recombinasas de la familia RecA, ha sido
previamente caracterizado en eucariotas, bacteri6fagos y en la bacteria Deinococcus
radiodurans, en los cuales se han identificado las proteinas involucradas en cada etapa [19,
181]. Si bien este mecanismo ha sido postulado en E. coli, se desconocen cudles serian las
proteinas involucradas en esta bacteria, particularmente la que lleva a cabo el apareamiento
de las secuencias repetitivas [13].

Es importante mencionar que estas diferencias entre los mecanismos de
recombinacién homoélogos y homedlogos no se observaron en la bacteria E. coli, en la cual
los resultados obtenidos en este estudio demuestran que el 99% de los eventos de
recombinacién homéloga y el 95% de los eventos de recombinacién homeoéloga estarian
ocurriendo por un mecanismo dependiente de RecA (Resultados, Tabla R2, Figura R21). De
esta manera, estos resultados plantean diferencias entre ambas especies bacterianas con
respecto a los mecanismos involucrados en la recombinaciéon homedloga y sugieren que los
mecanismos independientes de RecA tienen un rol preponderante en P. aeruginosa. Como
una de las perspectivas de este trabajo se analizard, mediante estudios informaticos y
experimentales, la existencia en P. aeruginosa de un sistema similar al descripto
previamente (independiente de RecA), para identificar alguna proteina que se una al ADNsc

y lleve a cabo el apareamiento de las hebras complementarias.
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Como hemos mencionado anteriormente, RecA de E. coli y P. aeruginosa utilizan las

mismas propiedades de reconocimiento de homologia in vitro y la misma tolerancia a
distintos tipos de heterologias (Resultados, Capitulo 1). Sin embargo, en el contexto celular
el mecanismo dependiente de RecA es mucho méas complejo por lo cual las diferencias entre
ambas bacterias podrian estar relacionadas a mecanismos regulatorios, de expresién génica
o bien a diferencias en el funcionamiento del mecanismo dependiente e independiente de
RecA, los cuales involucran otras proteinas ademds de las recombinasas [3, 7, 8, 43-45].

En este contexto, nos propusimos determinar cudl era el rol de las proteinas RecG,
Rec] y RecQ, las cuales habian sido involucradas en el proceso de recombinacién homéloga
en E.coli y otras especies, en la recombinacién entre secuencias de ADN divergentes en P.
aeruginosa.

Como se ha mencionado previamente, RecG es una helicasa que interviene en la
etapa de post-sinapsis en las vias RecBCD y RecFOR. En E. coli, esta helicasa ayuda al
complejo RuvAB a catalizar la migracién de las ramas en la estructura de Holliday y es
capaz de suplir la funcién de RuvAB en su ausencia [70, 71, 182]. Estudios bioquimicos con
RecG de E. coli determinaron que esta proteina cumple otras funciones como la disrupcién
de los intermediarios de recombinacion y la conversion de las uniones de Holliday y de las
horquillas de replicacién facilitando la conexién entre recombinacién, replicaciéon y
reparacién del ADN [72, 73]. La medicién de la tasa de recombinacién en una cepa de P.
aeruginosa deficiente en el gen recG y las diferencias entre dicha cepa y la salvaje permitié
determinar que la proteina RecG estd involucrada en el 85% de los eventos de
recombinacién homodloga y sélo en el 3% de los eventos de recombinacién homedéloga
(Resultados, Tabla R3, Figura R22). Estos resultados indican que del total de los eventos de
recombinacion homoéloga dependientes de RecA (98%), el 13% de los mismos seria
independiente de la proteina RecG. Por otro lado, durante la recombinacién homedloga los
eventos que ocurren por la via dependiente de RecA son el 50% del total, y prdcticamente
no involucran a la proteina RecG.

Una vez maés, los resultados obtenidos dan indicios de que existen diferencias
mecanisticas durante la recombinacién homdéloga y homedloga en P. aeruginosa lo cual
podria estar relacionado a los intermediarios de recombinacién que se forman en presencia
o ausencia de heterologias. Por ejemplo, la presencia de mismatches o bucles de insercién o
delecién puede estimular o inhibir determinadas vias de recombinacién o reparacién, como
sucede con las proteinas del MRS las cuales inhiben la recombincién homedloga. Por lo
tanto, lo mismo podria estar sucediendo con las proteinas del sistema de recombinacion

durante la recombinacién homéloga u homedloga. En este sentido, estudios in vitro han
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demostrado que RuvAB de E. coli estimula el intercambio de cadenas de ADN catalizado por

RecA de E. coli entre los genomas de los fagos “fd” y “M13” los cuales poseen una
divergencia del 3%. Sin embargo, dicho efecto estimulatorio no se observa en la

recombinacién entre fagos “M13” de homologia perfecta [183].

Por otro lado, la exonucleasa Rec] y la helicasa RecQ actdan en etapas iniciales y
finales durante la via RecFOR. En la etapa de pre-sinapsis, la actividad conjunta de ambas
proteinas genera el sustrato ADNsc para que luego se forme el filamento RecA-ADNsc. En la
etapa de post-sinapsis, Rec] estabiliza el intermediario de recombinacién degradando el
ADNsc que es desplazado [74, 75] y RecQ estaria involucrada en la disrupcién de dichos
intermediarios a través del desenrrollamiento del ADN en direccién 3’-5" estimulando la
formacién de la estructura de Holliday [74]. La helicasa RecQ ha sido ampliamente
estudiada en diversos organismos ya que cumple funciones importantes en el metabolismo
del ADN y la inestabilidad gendmica (Nakayama H. 2002). En humanos, existen 5 proteinas
homologas a RecQ (RECQL, BLM, WRN, RECQ4 y RECQ5) y defectos en alguna de estas
proteinas estdn asociados a envejecimiento acelerado y predisposicién al cancer [184]. Por
otro lado, estudios del efecto de mutaciones en el gen recQ en E. coliy S. cerevisiae revel6
que dichas mutaciones aumentan considerablemente la recombinacion ilegitima (entre 20 a
300 veces). De esta manera, se postula que la funcién de RecQ en bacterias y levaduras es
inhibir la recombinacién ilegitima independiente de RecA [185].

El andlisis de la cepa de P. aeruginosa deficiente en el gen recQ muestra un aumento
de ~ 2 veces en la tasa de recombinacién homéloga con respecto a la cepa salvaje, mientras
que este aumento es de ~ 14 veces en la tasa de recombinaciéon homedloga (Resultados,
Tabla R3, Figura R22). Si se tienen en cuenta los resultados obtenidos previamente, en la
cepa salvaje el 50% de los eventos de recombinacién homedloga estarian ocurriendo por
recombinacién ilegitima mientras que sélo un 2% de los eventos de recombinacién
homéloga ocurririan por dicho mecanismo, lo cual podria explicar el gran aumento en la
tasa de recombinacién homeéloga de la cepa deficiente en el gen recQ. Por lo tanto, estos
resultados y los antecedentes mencionados previamente sugieren que RecQ de P.
aeruginosa estaria inhibiendo la recombinacién independiente de RecA, la cual ocurre
principalmente durante la recombinacién homedéloga.

El estudio de la proteina Rec] mostr6 que la recombinacién homoéloga es
practicamente igual en la cepa deficiente en dicha proteinas con respecto a la cepa salvaje,
ya que los intervalos de confianza de las tasas de recombinacién obtenidas se solapan entre

si. Estos resultados no nos sorprendieron, ya que existen otras exonucleasas que puede
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suplir la funcién de RecJ en ausencia de la misma [186]. Por otro lado, nos sorprendié que

esta mutante mostrara un aumento en la tasa de recombinacién homeéloga con respecto a
la cepa salvaje de ~ 5 veces. Si bien actualmente no podemos explicar dicho aumento, una
de nuestras hipétesis es que debido a que Rec]J y RecQ actian conjuntamente durante la
recombinacidn, la ausencia de Rec] podria afectar la actividad inhibitoria de RecQ durante
la recombinacién ilegitima. Sin embargo, se deberdn llevar a cabo estudios de
recombinacién in vitro para confirmar dicha hipétesis, como por ejemplo analizar la

actividad inhibitoria de RecQ durante la recombinacién en presencia de Rec].

Los resultados presentados en este trabajo de Tesis permitieron corroborar la
participacion de las proteinas MutS, MutL y UvrD de P. aeruginosa en la inhibicién de la
recombinaciéon homedloga. La deficiencia en dichas proteinas se vio asociada a un gran
aumento en la tasa de recombinacién homeéloga con respecto a la cepa salvaje (wt), el cual
fue mayor en las cepas deficientes en mutL y uvrD (Resultados Figura R23, Tabla R4). A su
vez, en dichas mutantes se observé un aumento de la recombinacién homdloga con respecto
a la cepa wt.

En este sentido, se ha determinado que UvrD de E. coli ademés de llevar a cabo la
reversion de los intermediarios de recombinacién homedlogos [128], cataliza la disrupcién
del filamento RecA-ADNsc in vitro inhibiendo el intercambio de cadenas homdlogo
catalizado por RecA [65]. Con respecto a MutL de E. coli, se ha demostrado la interaccién
con RecA in vitro y el efecto inhibitorio de dicha proteina en la actividad ATPasa de la
recombinasa, lo cual sugiere un rol regulatorio de Mutl durante la recombinacion
homologa [187]. Por lo tanto, los resultados y antecedentes mencionados sugieren algtn rol
adicional de MutL y UvrD en la regulacion de la recombinacién homéloga y homeéloga. Sin
embargo, para confirmar esta hipétesis deberiamos llevar a cabo estudios bioquimicos y
verificar la interaccion entre RecA y MutL de P. aeruginosa como asi también el efecto de
UvrD de P. aeruginosa en la formacion del filamento RecA-ADNsc.

Por otro lado, el andlisis de los sitios de inicio del intercambio de cadenas durante la
recombinaciéon homedloga en cepas salvajes y deficientes en mutS revel6 que ambas cepas
presentan un patrén similar respecto a las regiones probables de inicio de intercambio
(Figura R24). Si bien se necesitaria analizar una mayor cantidad de clones, este resultado
indicaria que MutS no esta controlando el proceso de recombinacién en la etapa inicial de
invasion e inicio del intercambio de cadenas, lo cual sugiere que la inhibiciéon de MutS sera
independiente de la posicién de los mismatches y se llevard a cabo una vez que ocurra la

recombinaciéon homedéloga (dependiente o independiente de RecA).
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Finalmente, el andlisis de la tasa de recombinacién homéloga y homeéloga de cepas

de P. aeruginosa con mutaciones puntuales en el gen mutS, una de las cuales impide su
tetramerizacion (MutSR842E dimérica) y otra que impide la interaccién de MutS con el f8
clamp (MutS#), mostraron que ambas versiones mutantes son tan eficientes como la
proteina MutS salvaje para inhibir la recombinacién homedéloga (Resultados, Figura R25 y
R26). De esta manera, dichos resultados demuestran que tanto el estado tetramérico como
dimérico de MutS de P. aeruginosa son activos in vivo para llevar a cabo su funcién
antirecombinogénica, confirmando una vez més que el MRS de P. aeruginosa funciona
diferente al presente en E. coli [166]. Asimismo, se demostr6 que la interaccién entre MutS-
B clamp no es importante para que MutS lleve a cabo sus funciones antimutagénicas y
antirecombinogénicas. Actualmente en nuestro laboratorio se estdn llevando a cabo
estudios en P. aeruginosa para establecer el verdadero rol de dicha interaccién. En este
sentido, se ha determinado que MutS regula el acceso de la ADN polimerasa de baja
fidelidad (PolIV) a la horquilla de replicacion a través su interaccién con f3 clamp. Asi, MutS
impide la interaccién de PollV con fclamp, la cual es necesaria para la actividad de dicha
polimerasa. Finalmente, estos estudios postulan un nuevo mecanismo en el cual MutS regula

la fidelidad de la replicacién [199].
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CAPITULO 1

1- El estudio de la recombinacién mediante el andlisis del intercambio de cadenas entre
oligonucleétidos de ADN in vitro permitié analizar gran variedad de heterologias y
demostrar que tanto las recombinasas bacterianas como la recombinasa eucariota Dmcl
son capaces de detectar mismatches y pequenas inserciones o deleciones (loops) durante el
proceso de intercambio. El reconocimiento, y por lo tanto la inhibicion de dichas
heterologias dependera de diferentes variables, entre las cuales el tipo y la posicién del
mismatch serian los factores mds importantes; asi como también el tamafio del loop y la
hebra de ADN en la cual se ubica dicho loop.

2- Se determiné que el efecto inhibitorio observado para diferentes tipo y posicién de
mismatches no se deberia a la estabilidad termodindmica (temperatura de fusion, entalpia
y/o entropia) de los ddplex generados ni a la direccionalidad de la reaccién de intercambio
de cadenas catalizadas por las recombinasas.

3- El estudio de la reaccion reversa de intercambio revel6 que el nivel de inhibicién se
correlaciona con el grado de reversibilidad. Estos resultados darian indicios de que el
complejo RecA-ADNdc es diferente en presencia de diferentes tipos y posiciones de
mismatches y que la estabilidad de dicho complejo podria estar relacionado con las
diferentes estructuras que puede adoptar un mismatch segin su naturaleza y contexto de
secuencia. Para confirmar esta hipdtesis se estdn realizando experimentos tendientes a
determinar la estabilidad de los complejos RecA-ADNdc en presencia y ausencia de
mismatches mediante la técnica de “Resonancia de Plasmones de Superficie” (en inglés
Surface Plasmone Resonance) en BIACORE y simulaciones de dindmica molecular de dichos
complejos. Adicionalmente, serd interesante llevar a cabo la reaccién de intercambio de
cadenas utilizando nuevas secuencias de ADN con el fin de evaluar el efecto de un
determinado tipo de mismatch en una determinada posicién con diferentes contextos de
secuencia.

4- En general, diferentes mismatches mostraron patrones de inhibicién similares en la
eficiencia de intercambio de cadenas para RecA y Dmcl, sugiriendo que ambas
recombinasas utilizan los mismos principios para el reconocimiento de heterologias durante
el intercambio de cadenas de ADN, lo cual seria una propiedad conservada entre
organismos procariotas y eucariotas. Sin embargo, las recombinasas bacterianas fueron méas

activas que la recombinasa eucariota Dmc1 para llevar a cabo el intercambio de cadenas
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entre oligonucleétidos de ADN in vitro. A su vez, Dmcl mostré6 mayor tolerancia a la
presencia de mismatches y loops que las RecA de E. coliy P. aeruginosa lo cual indica que la
recombinasa eucariota es mds permisiva a la presencia de heterologias durante el
intercambio de cadenas. Estos resultados concuerdan con un estudio de molécula tnica en
el cual estudian RecA, Rad51 y Dmc1 y demuestran que s6lo Dmc1 es capaz de estabilizar
energéticamente una molécula de ADN que contiene un mismatch. Si bien estas
observaciones estan relacionadas con el rol biolégico de Dmc1 durante la recombinacién
meidtica, ain se desconocen las razones bioquimicas y estructurales por las cuales Dmc1 es
mas tolerante a los mismatches y serdn necesarios estudios adicionales para explicarlo.

5- Finalmente, el estudio de las reacciones de intercambio de cadenas catalizadas por
Dmcl revel6 que si bien el heterodimero Hop2-Mnd1 aumenta la eficiencia de intercambio
con ADN homélogo o conteniendo un mismatch TG, dicho aumento es similar con ambos
sustratos. Por lo tanto, Hop2-Mnd1 no aumenta la tolerancia de Dmc1 a mismatches, sino
que estimula la actividad de la recombinasa independientemente de la homologia del ADN.
Esta estimulacién es moderada ya que cuando Dmcl es fuertemente inhibida por la

presencia de 3 mismatches, Hop2-Mnd1 no es capaz de revertir esta inhibicion.

CAPITULO 2

1- El sistema de recombinacién construido permitié medir la tasa de recombinacién
homéloga y homedloga (5% de divergencia) en distintas cepas y especies bacterianas como
E. coliy P. aeruginosa. Asimismo, este sistema puede ser utilizado en otras especies Gram-
negativas.

2- Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permitieron corroborar la
participacién de las proteinas MutS, MutL y UvrD de P. aeruginosa en la inhibicién de la
recombinaciéon homedloga. Ademads, se determind que tanto la versién tetramérica como
dimérica de MutS de P. aeruginosa son eficientes para inhibir la recombinacién homedéloga
in vivo y esto confirma una vez més que el MRS de P. aeruginosa funciona diferente al

presente en E. coli.

3- Los resultados obtenidos con la cepa de P. aeruginosa deficiente en el gen recA
muestran que en la recombinacién homedloga el 50% de los eventos ocurren por un
mecanismo dependiente de RecA y el otro 50% de manera independiente de RecA. Estas
diferencias no se observaron en la bacteria E. coli, en la cual el 95% de los eventos de
recombinacién homedéloga ocurren por un mecanismo dependiente de RecA. Por lo tanto,

estos resultados plantean diferencias entre ambas especies bacterianas con respecto a los
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mecanismos involucrados en la recombinacién homedéloga y sugieren que los mecanismos
independientes de RecA tendrian un importante rol en P. aeruginosa. Nuestra hipétesis es
que estos eventos independientes de RecA se llevan a cabo por el mecanismo de
“apareamiento de simple hebra (SSA)”, el cual ha sido previamente caracterizado en
eucariotas y bacteriéfagos. Sin embargo, se desconocen actualmente cuales serian las
proteinas de P. aeruginosa involucradas en este proceso. Mediante estudios informaticos y
experimentales se analizard la existencia en P. aeruginosa, de un sistema similar al descripto

en eucariotas y bacteriéfagos.

4- Adicionalmente, el aumento de la recombinacién homedloga en cepas de P.
aeruginosa deficientes en recQ y recJ podria sugerir algin rol de dichas proteinas en la
regulacién de la recombinaciéon homedloga en P. aeruginosa, principalmente de la proteina
RecQ. En este sentido, RecQ ha sido previamente asociada a la inhibicién de la
recombinacién ilegitima independiente de RecA en E. coli y levaduras, por lo que nuestros
resultados apoyan la hipétesis de que los mecanismos independientes de RecA tienen un

importante rol durante la recombinacién homedéloga en P. aeruginosa.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS
CAPITULO 1

Cepas bacterianas y plasmidos utilizados

Las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en el Capitulo 1 se indican en la Tabla

M1 [100, 103, 152, 188, 189].

Tabla M1. Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados en el Capitulo 1

Cepas Caracteristicas relevantes* Referencia

P. aeruginosa

PAO1 P. aeruginosa PAO1 secuenciada, parental silvestre [188]

E.coli

BL21 (A DE3) Huésped para sobreexpresion de proteinas Novagen

BL21 (A DE3) pLysS Huésped para sobreexpresion de proteinas Novagen

Plasmidos

pGEM-T Easy Amp"; vector de clonado Promega

pET-15b Amp"; vector de expresion inducible en E. coli Novagen

pET-16b Amp"; vector de expresién inducible en E. coli Novagen

pET15-RecApa Amp"; pET-15b conteniendo el gen recA de P. aeruginosa Este trabajo

pET16-Dmc1 AmpR; pET-16b conteniendo el gen dmc1 de humanos [100]

pET15-Hop2Mnd1 Amp®; pET-15b conteniendo los genes hop2 y mnd1 de ratén [103]

pET15-Hop2KYK Am.pR; pET15-Hop2Mnd1 con tres mutaciones puntuales en los [152]
residuos K63, Y65 y K67 de hop2

pET15-Hop2R176A Am.pR; pET15-Hop2Mnd1 con una mutacion puntual en el [152]
residuo R176 de hop2

pET15-Mnd IRYY Am.pR; pET15-Hop2Mnd1 con tres mutaciones puntuales en los [152]
residuos R64, Y70y Y71 de mnd1

pET15-Hop2KYK-Mnd IRYY Amp®; pET15-Hop2Mnd1 con tres mutaciones puntuales en [152]
hop2 y otras tres en mnd1 para generar la doble mutante

pET15-MutSpa Amp®; pET-15b conteniendo el gen mutS de P. aeruginosa [189]

*Marcadores de resistencia: Amp, ampicilina.
* Subrayados se encuentran los nucleétidos que fueron agregados con el objeto de generar sitios de restriccion
sin introducir cambios en los aminodcidos codificados.

Medios de cultivos, enzimas y reactivos quimicos

Para el cultivo rutinario de bacterias se utilizé el medio rico Luria-Bertani (LB)
(Sambrook et al 1989). Se adicioné medio agar-agar 12 g/L para obtener medios de cultivo
solido. Los medios fueron suplementados con los antibiéticos ampicilina, tetraciclina,
estreptomicina, gentamicina o kanamicina cuando asi se indica.

Las enzimas de restriccién, ADN ligasa y los insumos para reacciones en cadena de
la polimerasa (PCR, «Polymerase Chain Reaction») utilizados fueron de las marcas

comerciales Promega Corporation (Madison, Wisconsin, Estados Unidos), New England
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BioLabs Inc. (Ipswich, Massachusetts, Estados Unidos) o Fermentas Inc. (Glen Burnie,

Maryland, Estados Unidos).

Los pldsmidos fueron purificados de los cultivos bacterianos utilizando el
«GenElute™ Plasmid Miniprep Kit» (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, Estados Unidos). Para
purificar ADN gendémico se utilizé el «Wizard genomic DNA Purification Kit» (Promega
Corporation). La extraccién de ADN a partir de geles de agarosa se realizé utilizando el
«QIAEX II Gel Extraction Kit» (Qiagen Inc., Valencia, California, Estados Unidos) o el «Silica
Bead DNA Gel Extraction Kit» (Fermentas Inc.).

Las proteinas recombinantes con «tag» de poli-histidina fueron purificadas
utilizando la resina «Probond™ Nickel-Chelating» (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
California, Estados Unidos). El marcador de peso molecular para proteinas utilizado en SDS-
PAGE fue de Bio-Rad. Para la determinacién de la concentracién de proteinas se utiliz6 el
«Bio-Rad protein assay» (Bio-Rad Laboratories, California, Estados Unidos). La estreptavidina
marcada IRDye 800CW se obtuvo de LI-COR Biosciences.

El ATP hidrolizable (adenosine 5'-triphosphate disodium salt hydrate) y no
hidrolizable (adenosine 5-( 3 ,y-imido) triphosphate litium salt hydrate) utilizados fueron de
Sigma-Aldrich SR.L.

Clonado del gen recA de Pseudomonas aeruginosa

La secuencia codificante del gen recA de P. aeruginosa fue amplificada por PCR
utilizando ADN genémico como templado y los oligonucledtidos RecAfor y RecArev como
cebadores (RecAfor: 5-GGGCATATGGACGAGAACAAGAAGCGC-3; RecArev: 5'-
GATGGATCCTCAATCGGCTTCGGCGTCAG-3)). El oligonucledtido RecAfor posee 6 nucleétidos

extras que generan un sitio de restriccién Ndel en el codén de inicio ATG, y RecArev posee 9

nucleétidos extras que incluyen un sitio de restriccion BamHI. Asi, el producto amplificado
fue inicialmente clonado en el vector pGEM-T Easy y luego fue sub-clonado en los sitios
Ndel-BamHI del vector de expresién pET-15b generando el plasmido pET15-RecApa.

La construccién fue verificada por secuenciacién total de su ADN en «University of
Chicago Cancer Research Center DNA Sequencing Facility»  (http://cancer-

segbase.uchicago.edu/).

Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

Las proteinas con <<tag>> de histidina (RecA de P. aeruginosa, MutS de P.

aeruginosa, Hop2-Mnd1 salvaje (wt) y mutantes de ratén) fueron purificadas luego de la
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sobreexpresion del correspondiente plasmido derivado de pET-15b (Tabla M1) en la cepa E.

coli BL21 (A DE3). Brevemente, las cepas de E. coli transformadas con el correspondiente
pldsmido fueron crecidas a 37°C con agitacién en medio LB suplementado con ampicilina
(200 pg/ml) y glucosa (0.5% p/v) hasta alcanzar una DOsoo de 0.6-0.8. La expresién de las
proteinas fue inducida agregando IPTG al medio, cuya concentracién y tiempo de
incubacién variaron segun la proteina. Para RecA se utilizé IPTG 0.05 mM durante 1h; para
MutS IPTG 1 mM durante 1h; y para HopZ2-Mnd1 wt y mutantes, IPTG 1 mM durante 3hs.

Luego del proceso de induccién, las células fueron colectadas y resuspendidas en los
correspondientes «buffers de lisis»: «RecA» [Tris-HCl (pH 7.5) 20 mM, NaCl 500 mM,
Glicerol 15 %]; «MutS» [Tris-HCI (pH 7.5) 20 Mm, KCl 300 mM vy Glicerol 10 %]; «Hop2-
Mnd1» [Tris-HCI (pH 7.5) 50 mM, NaCl 500 mM, Triton 0.1 %, Imidazol 15 mM y Glicerol
15 %]. Dichos buffers fueron suplementados con los inhibidores de proteasas fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 0,5 mM y benzamidina 80 pg/mL.

Las células fueron lisadas en un homogeneizador de alta presiéon (C3 Emulsiflex,
Avestin) y luego se realizé una centrifugacion a 10000 rpm por 30 min a 4°C. Los
sobrenadantes obtenidos fueron incubados con 1mL de la resina de niquel ProBond™
(Invitrogen) durante 2h con agitacién suave a 4°C y posteriormente se empaqueté en una
columna. La columna con cada proteina fue sometida a lavados sucesivos con el «buffer de
lisis» respectivo (sin adicionar los inhibidores de proteasas), conteniendo concentraciones
crecientes de Imidazol (20, 40, 60 y 80 mM) con el objetivo de eliminar los contaminantes
adheridos de forma inespecifica. Para realizar la elucién de las proteinas se utilizaron
soluciones de Imidazol 200-400 mM.

El protocolo de purificacion de Dmcl de humanos fue similar a lo descripto
previamente, con algunas modificaciones. Brevemente, se utiliz6 el plasmido derivado de
pET-16b (Tabla M1) y la sobreexpresién del mismo fue llevada a cabo en la cepa E. coli
BL21 (ADE3) pLysS. Esta cepa es isogénica a A DE3 y a su vez contiene el pldsmido “pLysS”
con el gen que codifica para la lisozima T7 con el objetivo de disminuir la expresién basal
del gen dmcl clonado en pET-16b sin interferir con la induccién con IPTG. Asi, la cepa
transformada con el correspondiente plasmido de expresiéon fue crecida a 37°C con
agitacion en medio LB suplementado con ampicilina (100 pg/ml) hasta alcanzar una DOsoo
de 0.4-0.6. La expresién de la proteina fue inducida agregando al medio INDUCER™
(moleculA, VA 20166, Estados Unidos) a una concentracion final de 2.5 ml/L e incubando
con agitacién (125 rpm) durante 16 h a 25°C. INDUCER™ es un andlogo de IPTG que se
utiliza para inducir la expresiéon del gen codificado en pET-16b de manera controlada

evitando la “sobreexpresion” del mismo y aumentando asi los niveles de proteina soluble.
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Finalmente, los demds pasos de purificacién fueron iguales a los detallados con las demas

proteinas y se utilizé el mismo buffer de lisis de Hop2-Mnd1.

A continuacién del proceso de eluciéon de cada proteina, se utilizaron filtros Amicon
ultra-15 (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) para concentrar y equilibrar las proteinas
en los «buffers de almacenamiento»: «RecA» [Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM, DTT 1 mM, EDTA 0.1
mM y Glicerol 10 %]; «MutS» [Tris-HCI (pH 7.5) 25 mM, KCI 100 mM, MgCl; 10 mM y
Glicerol 10 %]; «Hop2-Mnd1» [Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM, NaCl 300 mM y Glicerol 10 %];
«Dmcl» [Tris-HCI (pH 7.5) 50 mM, NaCl 150 mM, DTT 0.5 mM y Glicerol 10 %]. Los
concentrados de proteinas resultantes fueron guardadas a -80°C. En todos los casos la
concentracion de proteina fue determinada mediante el ensayo colorimétrico de Bradford

utilizando BSA como estandar.

Andlisis de proteinas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes (SDS-PAGE)

Las proteinas recombinantes purificadas fueron analizadas en geles SDS-PAGE al 10%
(acrilamida/bisacrilamida 1:30). La electroforesis se realizé en buffer de corrida (Tris-HCl
25 mM pH 8,2, Glicina 192 mM, SDS 10%) a 120 V durante aproximadamente 1h. El gel se
tiié con Coomassie Blue Stain y finalmente se lo destifié con una solucién de acido acético

(7,5%)-metanol (5%) para visualizar las bandas.

Sustratos de ADN para reacciones de intercambio de cadenas catalizadas por

recombinasas

Los oligonucleétidos utilizados fueron sintetizados en Integrated DNA Technologies
(IDT, Coralville IA, Estados Unidos) y sus secuencias se detallan en la Tabla M2. Los
oligonucledtidos marcados con los fluoréforos tetrametilrodamina (TAMRA) o cianinab
(Cy5) fueron purificados por PAGE y HPLC, y los oligonucleétidos no marcados fueron
purificados por PAGE. La concentracién de los mismos fue determinada por medicién de
absorbancia a 260 nm utilizando el espectrofotémetro “BioTek-Epoch” (microplaca Take3).

Los sustratos de ADNdc fueron obtenidos por hibridacién de dos oligonucleétidos
complementarios. Asi, los oligonucleétidos fueron mezclados en cantidades equimolares (2
pM cada uno) en buffer Tris-HCl 10 mM (pH 7.5), NaCl 100 mM, MgCl; 10 mM; y las
muestras fueron calentadas a 100°C por 10 min y posteriormente enfriadas lentamente

hasta alcanzar una temperatura de 30°C.

87



Materiales y Métodos

Tabla M2. Secuencia de los oligonucleétidos utilizados para las reacciones de intercambio de cadena in

vitro. Los oligonucleétidos marcados con los fluoréforos Cy5 y TAMRA fueron utilizados para generar los
ADNdc* de los diferentes grupos y los oligonucleétidos no marcados fueron utilizados como ADNsc iniciales

(ver Figura R15 y A2). Las modificaciones entre oligonucleétidos se marcan en rojo.

ADNdc*

TAMRA-3'-ATTAAATGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGTTGAAGCTAAATTAAGCATTTGT-5" Grupo 1
Cy5-5'-AAACTATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACAGATCT-3"'

TAMRA-3'-ATTAAAGGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGGTGAAGCTAAATTAAGCATTGGT-5" Grupo 2
Cy5-5"'-AAACTATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCAGATCT-3"

TAMRA-3'-ATTAAACGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGCTGAAGCTAAATTAAGCATTCGT-5" Grupo 3
Cy5-5'-AAACTATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCAGATCT-3"

TAMRA-3'-ATTAAAAGAGTAAAAGGCGGTCGTCAGATGAAGCTAAATTAAGCATTAGT-5" Grupo 4
Cy5-5'-AAACTATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCAGATCT-3"

ADNsc inicial para estudiar mismatches

AAA: 5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' Homélogo Grupo 1
cce: 5' ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA 3' Homélogo Grupo 2
GGG: 5' ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA 3' Homélogo Grupo 3
TTT: 5' ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA 3' Homélogo Grupo 4
AGA: 5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3'
ATA: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA
ACA: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA
AAG: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
DAT: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA
AAC: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA
AGG: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
ACG: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
ATG: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
AGC: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA
ACC: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA
ATC: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA
AGT: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA
ACT: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA
ATT: ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA
GAA: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA
GGA: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTARACA
GCA: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTARACA
GTA: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA
GAG: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
GCG: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
GTG: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
GAC: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA
GGC: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA
Gee: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA
GTC: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA
GAT: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA
GGT: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA
GCT: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA
GTT: ATTATTGCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA
CAA: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA
CGA: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA
CCA: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA
CTA: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA
CAG: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
CGG: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
CCG: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
CTG: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
CAC: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA
cGC: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA
crC: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA
CAT: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA
CGT: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA
CCT: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA
CTT: ATTATTCCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAATCA
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TAA: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA
TGA: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAACA
TCA: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAACA
TTA: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAACA
TAG: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
TGG: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
TCG: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
TTG: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAAGCA
TAC: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAACCA
TGC: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAACCA
TCC: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAACCA
TTC: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCTACTTCGATTTAATTCGTAACCA
TAT: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAATCA
TGT: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCGACTTCGATTTAATTCGTAATCA
TCT: ATTATTTCTCATTTTCCGCCAGCAGTCCACTTCGATTTAATTCGTAATCA

ADNsc inicial para Inserciones/Deleciones

5" ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' Homélogo Grupo 1
5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' DellT
5" ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCCTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' Del2T
5' ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' InlT
5" ATTATTACTCATTTTCCGCCAGCAGTCTTAACTTCGATTTAATTCGTAAACA 3' In2T

Reacciones de intercambio de cadenas

Antes de llevar a cabo la reaccién de intercambio de cadena, la recombinasa debe ser
incubada con “ADNsc inicial” para formar un complejo nucleo-proteina estable. De esta
manera, se pre-incubé la recombinasa (RecA 0.8 pyM o Dmc1 6 pM) con ADNsc no marcado
(0.2 pM) a 37°C en el buffer de reaccién: Tris-HCI (pH 7.5) 20 mM, MgCl, 20 mM, BSA 100
pg/ml y ATP (1 mM para RecA y 3 mM para Dmcl) (buffer R). Los tiempos de pre-
incubacion fueron 2 min para RecA y 8 min para Dmcl, ya que la recombinasa eucariota
posee menor afinidad por el ADN que las recombinasas bacterianas. La reaccién de
intercambio se inicié con el agregado de ADNdc marcado (ADNdc*) (0.1 pM) a la mezcla de
reaccién y se midié la emision de fluorescencia de TAMRA en el tiempo (A exc= 556 nm;
A em= 580 nm). La reaccién se monitoreo durante 22 min para RecA y 40 min para Dmcl.
Cabe mencionar que cuando nos referimos al “ADNdc marcado” es aquel que estd
constituido por el par de fluoréforos donor(3'TAMRA)-aceptor(5'Cy5).

Para las reacciones de intercambio en presencia de Hop2-Mnd1, Dmc1 fue incubada
con el ADNsc en buffer R por 5 min, y luego se agregé el heterodimero Hop2-Mnd1 (versién
salvaje o mutada) y se incubé por 5 min mas. La relaciéon molar entre Dmc1 y Hop2-Mnd1
fue 4:1 para todas las mediciones, mientras que la concentracion utilizada varié con el
experimento (detallado en cada figura de Resultados). Por ultimo, se agregé ADNdc marcado
para dar inicio a la reaccién de intercambio.

Para las reacciones de intercambio en presencia de MutS se utilizaron las mismas
condiciones de buffer y ADN variando las concentraciones de proteina (relaciones molares
entre recombinasas y MutS), temperatura y sustratos de ADN. En algunos experimentos la

proteina MutS fue agregada a la mezcla de reaccién junto con la recombinasa, es decir,

89



Materiales y Métodos

durante la formacién del filamento ADNsc-recombinasa; mientras que en otros ensayos

MutS se adicioné con el ADNdc.

Para estudiar la direccionalidad de las reacciones de intercambio de cadenas
catalizado por RecA y Dmcl, se utilizaron los oligonucleétidos RG1 y RG2 de 83 nt de
longitud (ver secuencias en la Figura R14, Resultados). Dichas reacciones se llevaron a cabo
en el buffer R, a 37°C y utilizando las concentraciones de ADN mencionadas en las
reacciones de intercambio previas, pero se utilizaron cantidades mayores e proteina (RecA

1.6 pM o Dmc1 12 pM).

Mediciones de FRET y analisis de datos

Un fluoréforo o sonda fluorescente es una molécula que posee un grupo que
adsorbe energia a una determinada longitud de onda (Aexc) y que emite a otro valor
determinado (A em). Cuando el rango de A al cual ocurre la emisiéon de un fluoréforo,
denominado "dador", se encuentra superpuesto con el rango de A al cual ocurre la
adsorcion de otro fluoréforo del sistema, denominado "aceptor”, se produce transferencia de
energia entre ambas moléculas, fenémeno que se denomina “transferencia de energia
resonante” (del inglés RET: Resonance Energy Transfer), la cual se traduce en una sefial de
fluorescencia emitida por el aceptor. Esta sefial dependera del grado de solapamiento de los
espectros de emisién y adsorcién de ambas sondas fluorescentes, de la eficiencia cuéntica
del dador, de la orientacion que posean en el sistema en el que se encuentren y de la
distancia que separa a ambas moléculas.

En este trabajo, se utilizé como fluoréforo donor Tetrametilrodamina (TAMRA;
Aexc= 556 nm; Aem= 580 nm) y como fluoréforo aceptor Cianina5 (Cy5; A exc= 649 nm;
Aem= 665 nm). Las mediciones de fluorescencia se llevaron a cabo utilizando los
espectrofluorémetros “FluoroMax-P (Horiba Jobin Yvon)” y “ISS-PC: photon counting (ISS
Inc.)”. Se llevaron a cabo espectros de emision (intensidad de fluorescencia en funcién de la
longitud de onda, Aexc=556 nm) y curvas cinéticas de la reaccién de intercambio
(intensidad de fluorescencia en funcion del tiempo, manteniendo A exc=556 nm y A emisién
a 580nm). Los parametros utilizados fueron: slits (excitacion y emisién): 1.2 mm; tiempo de
integracion: 0.150 segundos; incremento (cinéticas): 1 nm.

La fraccion del ADNdc que es intercambiado durante la reaccién (FI, fraccién de
intercambio) se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion: d2*FI + d1*(1 - FI) = d; en la cual
“d1” representa la emisiéon de fluorescencia del donor (TAMRA) antes de que ocurra la
reacciéon de intercambio por lo que el ADNdc esta constituido por el par de fluoréforos

donor(3'TAMRA)-aceptor(5'Cy5). Por otro lado, “d2” representa la emision de fluorescencia
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del donor en una muestra en la cual los oligunucle6tidos marcados estan totalmente

separados y el ADNdc estd constituido por el oligonucleétido marcado con TAMRA vy el
oligonucleétido complementario no marcado (ADNdc™AY) simulando un 100% de
intercambio de cadenas; y “d” es la emisién de fluorescencia del donor obtenida en cada
reaccién de intercambio respectivamente.

La Eficiencia de Intercambio de Cadena relativa (EIC) se calculé cémo el incremento
en la emisién de fluorescencia del donor (a 580 nm) al final de la reaccién (t) en relacion al
incremento de fluorescencia obtenido con el ADNsc homélogo, el cual fue considerado como

“17. Asi, la ecuacion utilizada fue: (EFts -EFtg) ADNsc / (EFt; -EFto) homalogo.

Reversion de la reaccion de intercambio

Con el propésito de determinar la reversibilidad de las reacciones de intercambio
detalladas previamente, se llevaron a cabo las reacciones inversas en presencia de RecA de
P. aeruginosa utilizando diferentes “ADNsc iniciales” (denominado oligopNO-MARCADO). El
buffer de reaccidn fue el “buffer R” que se utilizé para las reacciones directas de intercambio
de cadenas, modificando el tipo (hidrolizable o no hidrolizable) y concentracién de ATP. En
primer lugar se preformaron los complejos ADNdc'™A-RecA en presencia de ATP no
hidrolizable (0.5 mM). Asi, se incubd el oligopNO-MARCADO (0.1 pM) con RecA (0.8 pM) para
permitir la formacion del filamento RecA-ADNsc y luego se agreg6 el oligoTAMRA (0.1 pM)
para que la recombinasa hibride ambos oligonucleétidos por complementariedad.
Posteriormente, se agregé el ADNsc (0.1 pM) marcado con Cy5 (oligoCy5), generando el
complejo con las tres hebras de ADN “ADNdc'™Al-RecA-ADNsc”. Por ultimo, se agrega ATP
hidrolizable para que ocurra la reaccién inversa. Una descripcién detallada del proceso se
realiza en Resultados, (Figura R15).

La intensidad de fluorescencia se monitoreo en el tiempo desde el incubado inicial
del oligoTAMRA con RecA (t=0) manteniendo Aexc=556 nm y Aemision=580nm

constantes.

Andlisis de las reacciones de intercambio de cadena en geles nativos de

poliacrilamida

Para verificar que el intercambio de cadenas calculado anteriormente mediante la
técnica de FRET se debiera a una separacién real entre hebras de ADN, se analizaron los

productos de la reaccién de intercambio de cadena en geles nativos de poliacrilamida (no
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desnaturalizantes). Asi, se llevo a cabo la reaccién de intercambio de cadenas con RecA (0.8

pM) en las mismas condiciones de ADN y buffer que se detallaron anteriormente para la
reaccion directa. Una vez que se agregé el ADNdc marcado para dar inicio a la reaccién las
muestras se mantuvieron a 37°C por 30 min y finalmente se agregé una solucién que
contenia SDS 0.5 % p/v - Proteinasa K 1 mg/ml y se incubé por 15 min méas a 37°C, para
detener la reaccién y desnaturalizar y digerir la proteina.

Finalmente las muestras fueron analizadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida no-desnaturalizantes (16 % p/v), preparados en buffer TAE 1X. La corrida
electroforética se llevé a cabo en el mismo buffer, a 100 V durante 2 hs. Luego de la misma
los geles fueron analizados en Molecular Dynamics Storm ® 860 para detectar moléculas de

ADN marcadas con Cy5 (Cy5; A exc= 649 nm; A em= 665 nm).

Calculo de la Temperatura de Fusion de diferentes ADNdc

Para calcular la Temperatura de Fusion de diferentes ADNdc (100% homélogo o
contendiendo diferentes tipos de mismatches en distintas posiciones), se utiliz6 el programa
informético “MELTING 5" (www.ebiac.uk/compneur-srv/melting/) [153, 154]. Este
programa utiliza un conjunto de modelos termodindmicos para calcular la entalpia y
entropia de los duplex de ADN y finalmente la Temperatura de Fusién de los mismos. Uno
de los principales modelos de predicciones termodindmicas utilizada en MELTING 5 se
denomina “modelo del vecino més préximo” (the Nearest-Neighbor model, en inglés) [190].
Este modelo considera que la interaccion entre las bases de diferentes hebras depende de
las bases vecinas, es decir, del contexto de secuencia. A su vez, el modelo se extiende més
alla de los pares de bases de Watson y Crick incluyendo pardmetros termodindmicos para
bases apareadas incorrectamente (mismatches y/o loops).

Por otro lado, el programa MELTING 5 provee métodos de correccién para la

concentracion de sales del buffer utilizando el algoritmo de Owczarzy [191].
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CAPITULO 2

Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Materiales y Métodos

Las cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos utilizados en el Capitulo 2 se

indican en la Tabla M3. La cepa MPAO1 y las mutantes isogénicas fueron adquiridas en el

Centro Genomico de la Universidad de Washington (Estados Unidos). Estas cepas fueron

obtenidas mediante disrupcién de los correspondientes genes por insercién de un

transposon de 4.8 Kb con resistencia a tetraciclina (ISphoA/hah) [139, 140, 161, 188, 192-

195].

Cepas Caracteristicas relevantes* Referencia
P. aeruginosa

MPAOL1 Parental silvestre, prototréfica [192]
MPAO1 mutS Tk mutS:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
MPAO1 mutL Tc®; mutL:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
MPAO1 uvrD Tk uvrD:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
MPAOL1 recA Mutante de delecién derivada de MPAO1 Este trabajo
MPAOL1 recG Tc®; recG:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
MPAO1 recF Tk recF:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
MPAO1 recQ Tk recQ:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
MPAOL1 rec] Tc®; recJ:ISphoA/hah derivada de MPAO1 [192]
PAO1 P. aeruginosa PAO1 secuenciada, parental silvestre [188]
PAO1 mutSR842E P. aeruginosa mutSR842E [139]
PAO1 mutS* P. aeruginosa mutS mutado en el sitio de unién a f3-clamp [139]
E.coli

XL1-Blue Huésped para manipulacién de ADN Invitrogen
DH5 a Huésped para manipulacién de ADN Invitrogen
SY327 (A pir) Huesped para la replicacién de pKNG101 [193]

SM10 (A pir)

Cepa donora para la conjugacién de pKNG101

Jra. G.Lucchesi

Plasmidos

pGEM-T Easy Amp®; vector de clonado Promega
pKNG101 Sm®; vector suicida para la sustitucién alélica de genes en P. aeruginosa [194]
PKNG-recAge Sm®; pKNG101 conteniendo una delecién del gen recA de P. aeruginosa Este trabajo
pEx Gm®; vector de expresion inducible por IPTG [140]
pUC18-miniTn7T-(Gm"; vector pUC18-miniTn7T-Gm [195]

p2 Km®; pBBRIMCS-2; vector de clonado de amplio rango de huésped [161]

p2-LacZhomoélogo Km", Gm®; p2 conteniendo el sistema de recombinacién homélogo
p2-LacZhomEélogo Km®, Gm®; p2 conteniendo el sistema de recombinacién homedlogo

Oligonucleétidos

Este trabajo
Este trabajo

RecAmutF
RecAmutR
LacZ A C-for
LacZ A C-rev
LacZ A N-for
LacZ AN-rev
Gm-for
Gm-rev

GCTGGTTCGAGGCTGGCTAC

CTGGGACTGAAGCTGCCGC

ATTCATATGACCATGATTACGGATTCACTGGC

GCGACTCCTGCATTAGGAAGCAG

CGTGGGTATGGTGGCAGGC
GCGTAACATCGTTGCTGCTGCGTAACATATGTATATCTCCTTCTTAATTAAGGTTATT
ATGTTACGCAGCAGCAACGATG

TAAATGCATATTGTTAGGTGGCGGTACTTGGG

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

*Marcadores de resistencia: Tc, tetraciclina; Amp, ampicilina; Sm, estreptomicina; Km, kanamicina, Gm, gentamicina.

* Subrayados se encuentran los nucleétidos que fueron agregados con el objeto de generar sitios de restriccion.
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Materiales y Métodos

Medios de cultivos, enzimas y reactivos quimicos

El medio de cultivo para bacterias, enzimas y kits para purificacién de pldsmidos y
ADN genodmico fueron los mismos que se utilizaron en el Capitulo 1.

Los oligonucleétidos utilizados fueron de Sigma-Aldrich o Genbiotech SRL (Ciudad
Auténoma de Buenos Aires, Argentina). Las reacciones de secuenciacién fueron realizadas

por la «University of Chicago Cancer Research Center DNA Sequencing Facility»

(http://cancer-segbase.uchicago.edu/).

Construccion de una cepa de P. aeruginosa MPAO1 con delecion del gen recA

La cepa de P. aeruginosa MPAO1 deficiente en recA se construy6 reemplazando el
gen endégeno por una version delecionada, mediante doble recombinacion homdloga
utilizando el plasmido suicida pKNG101 [194].

Se amplific6 por PCR el gen recA conteniendo la delecién utilizando como templado
ADN gendémico de la cepa PAOlrecAdel [196] y como cebadores los oligonucleétidos
RecAmutF y RecAmutR listados en la Tabla M3. A continuacién, el producto de PCR fue
ligado al plasmido pGEM-T Easy y luego subclonado en los sitios de restriccién Apal-Sall de
pKNG101. El pldsmido resultante se denominé pKNG-recAde.

Para la transferencia del pldsmido a la cepa de P. aeruginosa MPAO1, se realizé una
conjugacioén biparental utilizando la cepa donora E. coli SM10 ( A pir) mediante el método de
apareamiento en filtro [197]. La mezcla obtenida del apareamiento fue sembrada en LB-agar
placas 50 pg/ml estreptomicina (Sm) para seleccionar eventos de recombinacién homéloga
simples, y 50 pg/ml ampicilina para contra-seleccionar la cepa donora E. coli. Las cepas
transconjugantes, las cuales exhiben sensibilidad a sacarosa, se crecieron en medio LB. El
segundo evento de recombinacién se seleccioné sembrando en medio LB suplementado con
sacarosa 20% y confirmadas mediante sensibilidad a Sm.

Para verificar la presencia del alelo mutado en el genoma de P. aeruginosa MPAO1,
se amplificé recAdel y los productos de PCR fueron digeridos con enzimas de restriccion,
utilizando como control la cepa MPAO1 salvaje. Por otro lado, la deficiencia del gen recA en
las cepas mutantes se confirmé por sensibilidad a cisplatina [198] mediante ensayos de
difusiéon en medio sélido de acuerdo a un protocolo previamente descripto. Para ello,
cultivos saturados de la cepa salvaje y deficiente en recA fueron diluidos en LB hasta
alcanzar una densidad celular de alrededor 4x108 células/ml. Alicuotas de 100 pl de estas

diluciones fueron mezcladas con 7 ml de LB-agar 0.7% (a 41°C) y posteriormente
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distribuidos en placas de LB-agar 1.3% cubriendo toda la superficie. Luego de la

solidificacién del medio, se colocaron discos de papel absorbente de 6 mm de didmetro
embebidos en 10 pl de cisplatina a distintas concentraciones (5 pg/pl 6 10 pg/pl). El
didmetro de la zona de inhibicién del crecimiento celular en cada caso fue determinado
luego de 16 h de incubacién de las placas a 37°C, observandose un didmetro de 1.3 cm para

la cepa recAy 0.7 cm para la cepa salvaje (no se muestra).

Construccion de los plasmidos p2-LacZhomo y p2-LacZhomEo para medir

recombinacion homdloga y homeoéloga en bacterias Gram-negativas.

Para la obtencién de las construcciones plasmidicas conteniendo los sistemas de
recombinaciéon homélogo y homedlogo se purifico ADN gendmico de las cepas ME12 (LacZ
homélogos) y ME12C (LacZ homedlogos) de E. coli provistas por el Dr. Ivan Mattic de la
Universidad de Paris [127]. Con tal fin, se utilizaron como cebadores los oligonucleétidos
listados en la Tabla M3.

Por un lado, se amplificé la regiéon LacZAC utilizando como templado ADN
genémico de E. coli ME12 y como cebadores los oligonucleétidos LacZ A C-for (genera un
sitio Ndel en el codén de inicio ATG) y LacZA C-rev (hibrida en la region espaciadora). El
producto de esta amplificacién (3388 pb) fue inicialmente clonado en el vector pGEM-T
Fasy y luego sub-clonado en los sitios Ndel-Sphl del vector pEx [140] generando pEx-
LacZ A C. El plasmido pEx es un plasmido inducible por IPTG que fue construido en nuestro
laboratorio y contiene el promotor P y el gen lacl que codifica para el represor Lacl. De
esta manera, el pldsmido pEx-LacZAC fue digerido con Hindlll-Sphl y el fragmento
conteniendo Lacl-Puc-LacZAC fue sub-clonado en pUC18-miniTn7T-Gm, generando el
pldsmido pUC18-PtacLacZAC.

Por otro lado, se amplific6 la regién LacZAN utilizando como templado ADN
gendmico de E. coli ME12 (homélogo) o E. coli ME12C (homedlogo) y como cebadores los
oligonucleétidos LacZAN-for (hibrida en la regién espaciadora) y LacZAN-rev (con 28
nucleétidos extras que contienen la secuencia invertida de Gm-for). Paralelamente, se
amplificé el gen que codifica la resistencia a gentamicina (Gm®) utilizando como templado el
plasmido pUC18-miniTn7T-Gm y como cebadores los oligonucleétidos Gm-for y Gm-rev
(genera un sitio Nsil). Ambos fragmentos de PCR fueron purificados y posteriormente se
llevé a cabo un “overlap PCR” obteniéndose el fragmento LacZ AN-Gm (2300 pb). Dicho
fragmento fue inicialmente clonado en el vector pGEM-T Easy y luego sub-clonado en los

sitios Sphl-Nsil del vector pUC18-PtacLacZ A C.
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Finalmente, la construccién de 7196 pb que incluye el represor Lacl, el promotor

Ptac, LacZAC, la regién espaciadora, LacZAN (homélogo u homeoélogo) y el gen GmR fue
sub-clonada en los sitios HindllI-Nsil del vector de clonado pBBR1IMCS-2 generando los
pldsmidos p2-LacZhomo y p2-LacZhomFEo segtn la secuencia homéloga u homedéloga entre
LacZAC y LacZAN respectivamente. Las construcciones fueron verificadas por
secuenciacion del ADN en la «University of Chicago Cancer Research Center DNA

Sequencing Facility» (http://cancer-seqbase.uchicago.edu/).

Determinacion de la tasa de recombinacion

Diferentes cepas de P. aeruginosa (salvajes y mutantes) se transformaron con los
pldsmidos pZ-LacZhomo o p2-LacZhomEo para medir recombinacion homdloga u
homedloga respectivamente.

La tasa de emergencia de recombinantes resistentes al antibiético gentamicina (Gm®)
y los intervalos de confidencia del 95% (IC) fueron determinados mediante analisis de
fluctuaciéon (Rosche WA 2000, Methods). Inicialmente, colonias individuales de cada cepa
(conteniendo los plasmidos p2-LacZhomo o p2-LacZhomEo) fueron cultivadas ON (16 hs) en
medio LB suplementado con kanamicina (250 pg/ml) a 37°C con agitacién (200 rpm). A
partir de cada ON se realizaron ocho a doce cultivos paralelos por cada cepa, cada cultivo
fue inoculado con un ndmero pequeiio de células (~ 20 cel/ml) con el objetivo de evitar la
introduccién de cualquier recombinante preexistente. Dichos in6culos fueron crecidos en
medio LB-kanamicina (100 pg/ml) hasta alcanzar una DO ~ 0.02-0.07 (entre 2-7x107
cel/ml) y se adicioné IPTG (1 mM) en las dltimas 3hs de crecimiento para permitir la
expresion de los genes bajo el control del promotor inducible Py y el represor Lacl.

Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas de los cultivos y alicuotas
apropiadas fueron sembradas en capsulas de LB-agar con kanamicina (100 pg/ml), IPTG (1
mM) y X-Gal (50 pg/ml) para determinar el ndmero total de células viables, o en capsulas de
LB-agar-kanamicina-IPTG-X-Gal suplementado con 160 pg/ml de gentamicina para
determinar el nimero de células resistentes a dicho antibiético. Luego de incubar dichas
cdpsulas a 37°C entre 24-36 hs, se contaron las colonias desarrolladas y se determiné la
tasa de recombinacién a partir de la distribuciéon del ndmero de recombinantes en los
cultivos mediante el método de méxima similitud MSS [162], utilizando el programa
SALVADOR 2.3 [163]. Asi, la tasa de recombinacidn tiene en cuenta el nimero de eventos de
recombinacién que se producen por unidad de tiempo, es decir, el ndmero de
recombinaciones que se producen por divisién celular. Cabe mencionar que en el momento

en el que se prepararon los inéculos, se sembraron paralelamente 80 cel/ml de dicho

97



Materiales y Métodos

cultivo en placas LB-kanamicina-IPTG suplementadas con gentamicina para asegurarnos la

inexistencia de células recombinantes (Gm®). Aquellos clones con colonias Gm® fueron
descartados del analisis de fluctuacion.

Para la determinacién de la tasa de recombinacién en cepas de E. coli salvaje y
mutantes, se procedié de la misma manera que para las cepas de P. aeruginosa, llevando a
cabo los controles respectivos. La unica diferencia fue la concentracién de antibiéticos
utilizada, ya que E. coli es mas sensible a altas concentraciones de los mismos. Asi, en estos

casos se utilizé kanamicina 50 pg/ml y gentamicina 40 pg/ml.
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ANEXO

RecA de E. coli
1 mismatch 3 mismatches
EIC EIC
-g 48000 Homo 1 g 48000 Homo 1
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(0] i [0] o ’
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[} 0.42 [} :
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0 0 3MMmid 0.19
8000 1 ® 80001
£ £ Het
w 0 T r . .HEI 003 5 o+ T . r . 0.02
0 300 600 900 1200 0 300 600 900 1200
Tiempo (seg) Tiempo (seg)

Figura A1l. Cinéticas de las reacciones de intercambio catalizadas por RecA de E. coli en presencia de uno o
tres mismatches TG en distintas posiciones. Aexc: 556 nm, Aem: 580 nm. Se muestra la eficiencia de
intercambio de cadena (EIC) obtenida para cada reaccién. Los detalles de los oligonucleétidos utilizados se
muestran en la Figura R4.
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Figura A2. Esquema de los sustratos de ADN utilizados para estudiar diferentes tipos, posicion, cantidad y
distribucién de mismatches durante las reacciones de intercambio de cadena catalizadas por recombinasas.
Se muestra el listado completo de ADNsc iniclaes utilizados, indicando las modificaciones de nucleétidos en
rojo.
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Figura A3. Efecto de la distribucién de dos y tres mismatches del grupo 2 (GT, GA y GG) en el
intercambio de cadenas catalizado por Dmc1. (A) Esquema de los sustratos de ADN utilizados para
estudiar dos y tres mismatches del grupo 2 (GT, GA y GG) en distintas posiciones del ADNsc inicial. “D”
representa a los nucleétidos T, A 6 G. (B-E) Eficiencia de Intercambio de cadena obtenida en las reacciones
catalizadas por Dmc1 en presencia de dos o tres mismatches en diferentes posiciones del ADNsc inicial. En
el eje X se indica el tipo de mismatch en cada posicién (extremo 5, medio o extremo 3’). Los guiones
indican la ausencia de mismatch en esa posicion.
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Anexo
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Figura A4. (A) Reacciones de intercambio de cadenas catalizadas por Hop2-Mnd 1wt y Hop2R176A-Mnd1
en ausencia de Dmcl. Se utiliz6 ADN 100% homdlogo y 0.75 pM de cada proteina. (B) Cinéticas de las
reacciones de intercambio catalizadas por RecA entre ADN 100% homdélogo en presencia o ausencia de
Hop2-Mnd1wt. A exc: 556 nm, A em: 580 nm.
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Anexo

Tabla A1l. Temperatura de Fusion, Entalpia y Entropia de los ADNdc™A" que contenian un mismatch en el

extremo 5 o 3y el ADN homélogo de cada grupo. Los valores fueron obtenidos con el programa
informatico MELTING 5

Tipo y posicién de mismatch

5'TG! 73.13 -355000 -967.9
3'TG! 72.93 -353100 -963.1
5'TC! 71.87 -350400 -958.6
3'TC! 72.03 -347500 -949.9
5'TT! 71.95 -356100 9745
3'TT! 72.26 -352500 -963.4
5'GG2 7455 -356600 -968.1
3'GG? 74.41 -351200 -953.3
5'GA? 75.11 -350000 -947.9
3'GA? 74.78 -345600 -936.5
5'GT? 74.64 -350400 -950.4
3'GT? 74.71 -350800 -951.3
5'CA3 74.65 -344900 -934.9
3'CAS 7447 -342800 929.5
5'cC3 72.8 -353600 -964.8
3'cc? 74.15 -347700 -944.2
5'CT3 74.06 -352900 -959.1
3Ccri 73.88 -352600 -958.8
5'AG* 72.09 -350700 -958.8
3'AG* 72.22 -350100 -956.7
5'AC* 71.48 -343200 -939.3
3'AC* 71.95 -342800 -936.8
5'AA? 71.78 -345800 -945.8
3'AA? 72.6 -343000 -935.5
Homologo

TA! 73.99 -364100 -991
GC? 76.47 -364400 -984.2
cG® 76.52 -371100 -1002.8
AT* 76.52 -361800 -986.5

FINAL

Superindice: indica el grupo al cual pertenece cada ADNdc analizado (ver Fig. R6)
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Figura A5. Anélisis de las reacciones reversas utilizando oligoCy5complementario o no complementario
(heterdlogo) al oligoTAMRA. El grafico muestra la cinética de la reaccion en presencia y ausencia de RecA.

Disminucién de fluorescencia en las etapas “A” y “B” de las reacciones reversas

oligoCy5 N\ «g»
Homo-sin proteina (Cy5 NOcomplementario) 15259,3 40427
Homo (oligoCy5 NOcomplementario) 13185.7 11256
Homo-sin proteina (Cy5 complementario) 31707 3620.7
Homo (oligoCy5 complementario) 314994 20458.6

Al utilizar el oligoCy5 NO complementario se observa una disminucion de fluorescencia de ~15000 en la
etapa “A”la cual se deberia a la presencia de los dos flur6foros en el mismo tubo de reaccion.

Al utilizar el oligoCy5 complementario se observa una disminucién de fluorescencia de ~31000 en la etapa “A”
la cual se deberia, por un lado, ala presencia de los dos fluréforos en el mismo tubo de reaccién (~15000 ), y
por otro lado, a la hibridacion entre el oligoTamra que queda libre (que no se hibrid6 con el oligoNO-
MARCADO) y el oligoCy5 complementario. Esta hibridacién seria independiente de RecA, ya que se observa
la misma disminucién en presencia o ausencia de RecA.
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Figura A6. Alineamiento entre las secuencias de nucleétidos de las regiones de solapamiento de LacZAC y
LacZ AN homedlogas. Las bases mal apareadas entre dichas secuencias (64 bases; 5% de divergencia) se
indican en amarillo. Dichos cambios son utilizados como marcadores para determinar las regiones

probables del inicio del intercambio de cadenas (Figura R25).

LaczC ATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCTGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTAC 60
LacZN ATGAAGACCAGCCCTTCCCGGCGGTGCCGAAATGGTCCATCAAAAAATGGCTTTCGCTGC 60
KAKXKAAKNAXAAAKAAAKAAXAARAAAKN AAIAAA A A AN A A A A A AR A AR A A A A A h A Ak Kk K
LaczC CTGGAGAGACGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATACGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTG 120
LaczZN CTGGAGAAATGCGCCCGCTGATCCTTTGCGAATATGCCCACGCGATGGGTAACAGTCTTG 120
KAkKNKAAKh, Kk KAAIAKARAXAAIAAAIAKAA KA IAA XA AN KK, *Ah A hhkdA kA hk Ak A h Ak Ak Ak Ak Ak, h k%
LaczC GCGGTTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTATCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCG 180
LacZN GCGGCTTCGCTAAATACTGGCAGGCGTTTCGTCAGTACCCCCGTTTACAGGGCGGCTTCG 180
KAKXK KA IAKAAKAKAAKRAAKA A A A AKRA KR AR A A A A AR A AAA AKX Ak A hkhA A A Ak A Ak A A Ak hk kK
LaczC TCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGG 240
LacZN TCTGGGACTGGGTGGATCAGTCGCTGATTAAATATGATGAAAACGGCAACCCGTGGTCGG 240
KA AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR A IR A AR AR A AR AR A AR AR A A A A AR A AR AR A A XAk kK
LaczC CTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGG 300
LaczZN CTTACGGCGGTGATTTTGGCGATACGCCGAACGATCGCCAGTTCTGTATGAACGGTCTGG 300
hokkkkkkkkkhkhkhk kA Ak khkhkhkhkk kA Kk kkhkhkkk kA kkkhkhkhkk kKKK kkkkkk*k & % K Kk **
LaczC TCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCAGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAGCAGCAGTTTT 360
LaczZN TCTTTGCCGACCGCACGCCGCATCCGGCGCTGACGGAAGCAAAACACCAACAGCAGTATT 360

hhkhkhkhkhkhkhkhkhk A hkhkrhkhkrhkhkhkhhkhkhkx hxhkhkrhkkhkhhhkrkhkhkhkhkrhkhkrhkkhkrxkdx *kkhkkkkx*x *%

LaczC TCCAGTTCCGTTTATCCGGGCAAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATA 420
LaczZN TCCAGTTCCGTTTATCCGGGCGAACCATCGAAGTGACCAGCGAATACCTGTTCCGTCATA 420

hhkhkhkhkhkhhkhkkhkhkhkhkrhkhkrhhkhkkh dhkhkhkhkrhkhkrhkhkhhhkrkhkhkhhkrhkhkrhkkrhhkrkkhkhkkxxkxk

LaczC GCGATAACGAGCTCCTGCACTGGATGGTGGCGCTGGATGGTAAGCCGCTGGCAAGCGGTG 480
LaczZN GCGATAACGAGTTCCTGCACTGGATGGTGGCACTGGATGGCAAGCCGCTGGCAAGCGGTG 480

hhkrkhkhkhkhkhkhkhkdx hhhkhkrhkkhkhkhhkhkhkhhkhkrhkhkdx dhkkhhkrkhkhkh *hkhkrhkhkrhhkrkhkhhkhxrkxx

LaczC AAGTGCCTCTGGATGTCGCTCCACAAGGTAAACAGTTGATTGAACTGCCTGAACTACCGC 540
LacZN AAGTGCCTCTGGATGTTGGCCCGCAAGGTAAGCAGTTGATTGAACTGCCTGAACTGCCGC 540

khkrxhkkkkhkrkrkhkkxkk K hk kkkkhkhkkhkkx hhkhkrhkhkhkkhkhkrhkkhkrkhkhkrkhkkk *kxk

LaczC AGCCGGAGAGCGCCGGGCAACTCTGGCTCACAGTACGCGTAGTGCAACCGAACGCGACCG 600
LaczZN AGCCGGAGAGCGCCGGACAACTCTGGCTAACGGTACGCGTAGTGCAACCAAACGCGACCG 600

hhkrkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkrkhk hhkhkkhhkhkhkhhkhkdx ,*x d,hkkhhkrkhkhhkhkrhkhkrkhkhkrkh *khkhkhkkhkhxhkxk

LaczC CATGGTCAGAAGCCGGGCACATCAGCGCCTGGCAGCAGTGGCGTCTGGCGGAAAACCTCA 660
LaczZN CATGGTCAGAAGCCGGACACATCAGCGCCTGGCAGCAATGGCGTCTGGCGGAAAACCTCA 660
KAKXKAKRKAAKAAKARA AR AKX *AAAAKRAKRAIAAAAAA KA AAA AKX Ak h Ak h A Ak Ak hk kA kXA k kA k)%
LaczC GTGTGACGCTCCCCGCCGCGTCCCACGCCATCCCGCATCTGACCACCAGCGAAATGGATT 720
LaczZN GCGTGACACTCCCCTCCGCGTCCCACGCCATCCCTCAACTGACCACCAGCGGAACGGATT 720

Kk kKA Ahkhkk KAAkAkAAhk KAAKIAAAKAAAAAA AKX A A A KK, K,k Khhkkhkkkhkkhkhkkhkhkkk Ak, k) kkhkkk*k

LacZzC TTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCAC 780
LacZN TTTGCATCGAGCTGGGTAATAAGCGTTGGCAATTTAACCGCCAGTCAGGCTTTCTTTCAC 780
Kok Kk kK K Kk kK ok ok ok kK Kk ko ok ok ok ok kK ko ok ok ok ok R Kk ko ok ok ok ok kK Kk ok ok ok ok ok kK Kk ok ko
LacZzC AGATGTGGATTGGCGATAAAAAACAACTGCTGACGCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTG 840
LacZN AGATGTGGATTGGCGATGGAAAACAACTGCTGACCCCGCTGCGCGATCAGTTCACCCGTG 840
Kok kKA KRI AR kK KKK AEE kkkk kAR ALk k ok h ok k& ok ok ok ok ok ke k& &k ok ok ok ok ok k& & &k ok ok ko
LaczC CACCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGG 900
LacZN CGCCGCTGGATAACGACATTGGCGTAAGTGAAGCGACCCGCATTGACCCTAACGCCTGGG 900

K A KR AR A A A AR A AR A AR A A A AR AR AR A A A AR A kA A A A A Ak Ak kA Ak kA khAk Ak k Ak kA kk k)%
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LaczC
LacZN

LaczC
LaczN

LaczC
LaczN

LaczC
LaczN

LaczC
LaczN

LaczC
LaczN

LaczC
LaczN

TCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCAGCGTTGTTGCAGTGCACGG
TCGAACGCTGGAAGGCGGCGGGCCATTACCAGGCCGAAGCGGCGTTGTTGCAGTGCACGG

Ak hkhkhkhk kA hkhk A hkhkhkhkhkrhhkhkhhkhhkhkhkhkrhkhkrhkkhkhkhkhkhkhhkh *,hkkrhkkrhhkrkhkkkkhkhkxk

CAGATACACTTGCTGATGCGGTGCTGATTACGACCGCTCACGCGTGGCAGCATCAGGGGA
CAGATACACTTGCCGACGCGGTGCTGATTACAACCGCCCACGCGTGGCAGCATCAGGGGA

KAKNKAAkKAAhAK A Ak, K Kk *hAAIAAAkhkAhkhAkhhhkk, K*hhkk k ,hkkdhhkkhkhkhkrhkk hkhkhkhkkhkhkk,k,%

AAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGTAGTGGTCAAATGGCGATTA
AAACCTTATTTATCAGCCGGAAAACCTACCGGATTGATGGGCACGGTGAGATGGTCATCA

KA KK A KNI A AA A A A A AR A I A A IR AR AR A A A A A A A A XXk K,k kkhkKk Kk Kk kK * Kk K

CCGTTGATGTTGAAGTGGCGAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGAACTGCC
ATGTGGATGTTGCGGTGGCAAGCGATACACCGCATCCGGCGCGGATTGGCCTGACCTGCC

*k Kk Ak kk kKK KAkKKAK’ FAAAAAIAKAAXAAI A A A A AN AR A A XA AN A XA XA A * Kk Ak kh %k

AGCTGGCGCAGGTAGCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGATTAGGGCCGCAAGAAAACTATC
AGCTGGCGCAGGTCTCAGAGCGGGTAAACTGGCTCGGCCTGGGGCCGCAAGAAAACTATC

KAk AkkhkhkkKkk Kk Kk k%K R R I A b S b I b I I b S b i S b I b Kk kkAk kAR kA kAR Ak AKXk KXk kK

CCGACCGCCTTACTGCCGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATA
CCGACCGCCTTACTGCAGCCTGTTTTGACCGCTGGGATCTGCCATTGTCAGACATGTATA

KAKXKAKRKAIAKAAKAAAKNAKXN A A A AR A KR A I KA A A A AR A AR AR A AR AR A A AR AR A A A A A AR Ak kK

CCCCGTAC 1268
CCCCGTAC 1268

* Kk kK k ok x
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