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Abreviaturas

ABREVIATURAS UTILIZADAS

) Fago

A Delecién

amp Ampicilina

att Sitio de integracion

attg Sitio de integracion en el cromosoma bacteriano
att, Sitio de integracion izquierdo

attg Sitio de integracion derecho

bla Gen que codifica la p-lactamasa

bulk DNA mayoritario (DNA gendmico + fagico)
°C Grados Celsius

cDNA DNA copia de RNAm

CsCl Cloruro de cesio

DIG Digooxigenina

DNA Acido desoxirribonucleico

dNTPs Desoxirribonucleotidos trifosfato

DOrm) Densidad 6ptica a una cierta longitud de onda (nm)
EDTA Acido etileldiaminotetraacético

EGM Elemento genético movil

EMSA Electroforesis en gel de retardo

erm Gen que codifica resistencia a eritromicina
erm Eritromicina

G Gravedades

H Hora

IP Isla de patogenicidad

kb Kilobase

kDa Kilodalton

kv Kilovoltio

LB Medio luria bertani

min Minuto

ml Mililitro

MC Mitomicina C

mM Milimolar

MW Marcador de tamafio del DNA

nM Nanomolar

nt Nucledtido

ORF Pauta abierta de lectura

Ori Origen de replicacion

PEG Polietilenglicol
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pb Pares de bases

PCR Reaccioén en cadena de la polimerasa
RNA Acido ribonucleico

RNAmM Acido ribonucleico mensajero

rpm Revoluciones por minuto

RT Transcripcion reversa

SaPI Isla de patogenicidad de S. aureus

SAgs Superantigenos

tetM Gen que codifica resistencia a tetraciclina
Tris Tris-(hidroximetil)-aminometano

TSA Medio tripticasa soja agar

TSB Caldo tripticasa soja

U Unidad

UFC Unidades formadoras de colonia

uv Ultravioleta

WT Cepa salvaje (wild type)

Xgal 5-Bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandésido
Mg Microgramo

pl Microlitro

MM Micromolar
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Introduccion

1. Staphylococcus aureus

Los estafilococos son bacterias Gram-positivas que pertenecen a la familia
Micrococcaceae. Tienen forma redondeada y se asocian formando agrupaciones

irregulares o su forma tipica de racimos de uva (Biberstein, 1994; Quinn, 1999).

Staphylococcus aureus es un microorganismo ubicuo, que de forma natural se
halla en la piel y en las membranas mucosas de los mamiferos y aves. En ocasiones
actua como agente etioldégico de procesos patolégicos tanto en el hombre como en los
animales domésticos. Esto se debe a que posee un gran numero de factores de
patogenicidad que le permiten colonizar y sobrevivir en una amplia variedad de tejidos
y hospedadores (Dinges et al., 2000). Segun diversos estudios en el hombre, casi el
30% de la poblacion adulta es portador nasal persistente de S. aureus (Wertheim et
al., 2005; Yu et al., 1986). La infeccion por S. aureus se produce tras lesiones
cutaneas, traumaticas o quirurgicas, que favorecen la penetraciéon del microorganismo
de la piel hasta los tejidos mas profundos, pudiendo originar procesos como
neumonia, osteomielitis, endocarditis, artritis, pleuritis y meningitis. Esta bacteria es
una de las causas mas frecuentes y graves de infecciones nosocomiales, siendo
especialmente importantes las cepas que presentan multirresistencia a los antibiéticos,
sobre todo a la meticilina y a la vancomicina, ya que constituyen un grave problema de
Salud Publica.

S. aureus también es uno de los mayores patégenos en medicina veterinaria,
afectando a diversas especies animales, infectandose un elevado numero de
explotaciones animales, implicando graves pérdidas econdmicas y suponiendo un
riesgo de zoonosis. En los animales, S. aureus produce principalmente mastitis en
rumiantes (Bergonier ef al., 2003; Barkema et al., 2006), osteitis en pollos (McCullagh

et al., 1998) y abscesos, pododermatitis y mastitis en conejos (Corpa et al., 2009).
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2. Bacteriéfagos

Los bacteriéfagos son muy abundantes en todo tipo de habitat. Estudios de
recuentos de bacteriéfagos en el suelo han mostrado que se encuentran muy bien
representados, tanto que debe subrayarse su papel en la depredacion de las
bacterias, siendo por tanto, controlador y estimulador del crecimiento bacteriano
(Ashelford et al., 2003). Otros estudios realizados en una amplia variedad de
ambientes acuaticos han documentado que, generalmente, existe un orden de
magnitud superior de virus que de bacterias, por lo que son considerados la clase mas

abundante de la biosfera (Wommack et al.,2000).

Los fagos juegan un papel muy importante en la transmisiéon de factores de
virulencia, bien porque estan codificados en su genoma, o de forma indirecta como
vehiculo de informacién genética no codificada por el fago, como es el caso de las

islas de patogenicidad de S. aureus.

Como se observa en la Fig. 1, los bacteriéfagos pueden clasificarse

dependiendo de su ciclo de vida en:

- Fagos liticos virulentos, que tras su multiplicacion provocan la lisis de la célula
hospedadora, liberando una nueva progenie fagica en un proceso conocido como ciclo

litico.

- Fagos atemperados, en los que el DNA viral se integra en el genoma de la
bacteria infectada y se replica junto a éste, transmitiéndose de una generacién a otra
(transferencia vertical) sin que se produzca la lisis celular. Este fenédmeno se conoce
como lisogenia, a la cepa asi infectada como liségeno y al DNA viral integrado como
profago. Ante situaciones de estrés, tales como luz UV, agentes que dafien el ADN y
algunos antibiéticos (Maiques et al., 2006; Ubeda et al., 2005), los fagos se inducen y
pasan a un ciclo litico que conducira a la lisis celular. Durante la induccién, los fagos
se escinden del cromosoma bacteriano y comienzan a replicarse, se encapsidan y se

transfieren horizontalmente a otras cepas bacterianas.
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Figura 1. Ciclos de vida de los bacteriéfagos.( http://phage.org/).

Los dos ciclo alternativos (litico y lisogénico) de los bacteriéfagos estan
regulados por proteinas reguladoras (represores) codificadas por el fago. Estos
represores generalmente bloquen la transcripcion de los genes fagicos mediante su
union a las secuencias promotoras en el ADN. Los represores dependiendo de la
bacteria y fago pueden contener un uUnico o varios dominios, existiendo como
mondmeros o multimeros en solucién. Dependiendo del tipo de fago, el represor

puede ser de diferentes tamafos, secuencias y tipos (Campbell et al., 1994).

Para los fagos temperados de S. aureus como el fago ¢80 alpha producen un
represor, Cl y un antirrepresor, Cro, para controlar tanto el ciclo litico como lisogénico.
Mientras que el represor lisogénico (Cl) parece ser requerido para el establecimiento
de la lisogenia, Cro se necesita para promover el desarrollo litico de los fagos
mediante la inhibicion de la expresién de Cl (landolo et al., 2002). La sintesis de Cl y
Cro ocurre desde los genes contiguos cl y cro, los cuales se sitian divergentemente

en el genoma de los fagos.

Bajo condiciones de dafo celular, se desencadena la respuesta SOS como
mecanismo de supervivencia por parte de la bacteria, en presencia de RecA* se
promueve la autoescision del represor Cl seguida de una degradacién proteolitica, lo
cual libera la represion de cro y permite por tanto la expresién de los genes implicados

en el ciclo litico (Oppenheim et al., 2005).
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2.1. Bacteriéfagos y proteasas

Estudios previos han demostrado como las proteinas Clp estan involucradas en
el metabolismo de otros represores de fagos. Un ejemplo de ello lo encontramos en el
fago lambda, infectivo para Escherichia coli. La escision dependiente de RecA del
represor cl del fago lambda, el cual conlleva la induccion del mismo, fue uno de los
primeros ejemplos reconocidos como evento especifico proteolitico involucrado en la
regulacion de la expresion genética (Roberts et al.,1975). Desde entonces, una
variedad de proteasas dependientes de ATP en E. coli han sido mostradas por
degradar proteinas reguladoras tanto del fago como de la bacteria. Ejemplos de ello se
encuentran en la proteina SulA, el fago lambda N y el plasmido F que codifica para
proteinas CcdA son substratos de la proteasa Lon (Mizusawa et al.,1983, Van
Melderen et al.,1994). No solo la proteasa Lon ha sido estudiada en este género, en E.
coli la proteasa dependiente de ATP ClpP fue identificada por intervenir en la
degradacién de substratos (Gottesman ef al,1992) existiendo un equivalente

procariotico en el proteosoma eucariético (Peters et al., 2012).

Otro ejemplo de represor que ha sido objeto de estudio es el del bacteriéfago
Mu, denominado Rep, es conocido por estabilizar y mantener la lisogenia mediante su
unién a los segmentos de ADN (01,02 y O3) actuando como operador y potenciador
de la transposicion, llevando a cabo las funciones necesarias para la replicacion de
Mu. Bajo ciertas condiciones fisiolégicas en la bacteria, como la entrada en fase
estacionaria, se puede promover la degradacién o inactivacion del represor llevando a
la desrepresion de las funciones de transposicion (Lamrani et al., 1999). El dominio C-
terminal (CTD) de Rep no solo contiene los motivos de reconocimiento para el inicio
de la protedlisis si no que también modula la asociacién del dominio N-terminal de
unién al ADN (DBD) con el ADN, siendo el represor Rep substrato de la proteasa
ClpXP (Welty et al., 1997).

Estudios previos demostraron que los ultimos cinco residuos (VKKAV) del
dominio CTD (CTD5) de Rep pueden funcionar como motivo de reconocimiento de
ClpX, siendo capaz de promover la degradacién del substrato heter6logo cuando es
unido al extremo C-terminal. Sin embargo, aparentemente la degradacién de la
proteina depende de cémo es presentado este motivo. Rep puede rapidamente ser
degradado por desnaturalizacién debido a altas temperaturas (Mukhopadhyay et al.,
2003) o mediante la presencia de represores negativos Vir, los cuales tienen un C-
terminal alterado y son altamente susceptibles de degradacién por el complejo ClpXP
(Geuskens et al., 1992).
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3. Complejos proteoliticos

En general las células estan expuestas a numeros factores de estrés como
pueden ser calor, radiacion o agentes desnaturalizantes, entre otros, los cuales
causan la desnaturalizacion de las proteinas, con la subsecuente agregacion de las
mismas. Para poder superar estos factores adversos las células disponen de
mecanismos para incrementar la sintesis de proteinas de shock térmico (Hsp’s) que

incluyen tanto a proteasas como chaperonas (Mogk et al., 2004).

Uno de los mas conservados procesos bioldgicos es la protedlisis intracelular,
que es llevada a cabo por proteinas dependientes de ATP. En las células la protedlisis
mantiene y forma el proteoma celular mediante la eliminacion de las proteinas
dafnadas y la regulacién de proteinas funcionales, como por ejemplo proteinas de

regulacion (Gottesman et al., 1999).

Las proteasas dependientes de ATP son complejos proteoliticos conservados
entre las eubacterias y las mitocondrias o cloroplastos de células eucariotas. En
bacterias patdgenas como S. aureus intervienen en diferentes procesos bioldgicos,
como por ejemplo en el control de factores tanto de virulencia como de colonizacion
(Gottesman et al.,1992). Asi, pueden tener un doble papel al eliminar proteinas
dafiadas durante situaciones de estrés y asegurar también la degradaciéon de los
principales reguladores como Spx, LexA o CtsR (Frees et al., 2005). Otros ejemplos
de vias metabdlicas donde intervienen pueden ser en el metabolismo de la pared
celular, supervivencia durante la fase estacionaria y la divisién celular y adaptacion
ante los cambios ambientales del habitat. Por lo tanto los complejos proteoliticos son
uno de los componentes claves en la respuesta al estrés ya que son requeridas para

superar las adversas condiciones que se dan en el huésped (Li et al., 2010).

Los dos componentes clave que forman los complejos proteoliticos son las
chaperonas y las proteasas. Las chaperonas afectan a las estructuras proteicas
mediante diferentes mecanismos y a menudo requieren ATP como energia para sus
actividades. Estan implicadas en ayudar a plegar las proteinas correctamente en su
forma activa facilitando procesos moleculares. Las chaperonas también monitorizan
estructuras proteicas a través de la ceélula y pueden rescatar aquellas que se
encuentran desnaturalizadas o desplegadas. Esta funcién es particularmente
importante durante periodos de estrés donde hay un considerable incremento de
proteinas dafadas. En determinados momentos, como en el final de la vida util de las
proteinas o cuando se dan dafnos irreversibles en la proteina, las chaperonas facilitan

la degradacion de esas proteinas mediante proteasas especificas, las cuales se
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encuentran en la célula llevando a cabo diferentes roles (Wickner et al., 1999;
Gottesman et al., 1997).

En cuanto al segundo componente, pero no menos importante, en el complejo
proteolitico encontramos las proteasas. Como se ha citado anteriormente sobre las
proteasas, no solo son importantes para la eliminacion de proteinas dafadas, si no
que ademas estan involucradas en el procesamiento de ciertas enzimas y proteinas
reguladoras en su forma activa. Los productos proteicos obtenidos tras la protedlisis
pueden actuar como senales de regulacion que afectan a la expresién de algunos
genes. Las proteasas degradan las proteinas mediante la ruptura del enlace peptidico
entre aminoacidos, éstas pueden ser designadas como endo- o exopeptidasas,
dependiendo de la posicion del enlace peptidico partido dentro de la cadena
polipeptidica. Las proteasas pueden ser también clasificadas segun el sitio catalitico
usado para romper los enlaces peptidicos de los substratos proteicos o bien pueden
ser divididas en dos grupos diferenciados dependiendo si requieren energia en forma
de ATP para llevar a cabo sus funciones. El grupo mas caracterizado de proteasas
dependientes de ATP se engloban en el grupo AAA+ ( ATPasas asociadas a diversas
actividades celulares )(Wickner et al., 1999; Sauer et al., 2004).

3.1. Proteasas AAA+

Las proteasas AAA+ son un grupo diverso de proteasas dependientes de ATP
que incluyen los proteosomas 20S y 26S, FtsH, Lon, HslUV y proteasas Clp (Neuwald
et al., 1999). Son componentes clave en la mayoria de sistemas de supervivencia en
células al igual que en la regulacién de muchos eventos celulares. Frecuentemente
funcionan en el proceso esencial de mantenimiento celular. También pueden ser
inducibles por estrés, como por ejemplo Lon y proteasas ClpP en E. coli, aportando
una extra actividad proteolitica necesaria para tratar la acumulacién de proteinas
dafnadas de manera irreversible (Baker et al., 2006; Sauer et al., 2011).

Las proteasas AAA+ consisten en dos partes diferenciadas : una ATPasa
perteneciente a la superfamilia AAA+ y un nucleo proteolitico. Ambas partes pueden
tanto estar separadas dentro del mismo polipéptido como FtsH y Lon, o pueden estar
divididas en dos o mas subunidades diferentes, como HslV, los proteosomas 20S vy
26S y las proteasas Clp. Tanto en un caso como en el otro, los componentes ATPasa
debe de poseer como minimo un dominio AAA+ que contiene a su vez un dominio

Walker A y B donde la unién e hidrélisis de nucleotidos ocurre (Neuwald et al., 1999).
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Los componentes ATPasa son responsables del reconocimiento de substratos,
generalmente forman estructuras cilindricas hexaméricas con un poro central, en el
cual las proteinas substrato de union son desplegadas y translocadas al nucleo
proteolitico. El nucleo proteolitico esta formado por una estructura en forma de barril,
que consta de seis (HslV, Lon, FtsH) o siete subunidades (Clp, 20S y 26 proteosoma),
donde los sitios activos se encuentran dentro de la estructura cilindrica. El tipo de sitio
activo y el mecanismo de degradacion difiere entre las proteasas AAA+. La forma
cilindrica de la camara proteolitica tiene una entrada estrecha a través de la cual solo
proteinas desplegadas pueden pasar, razon por la cual el substrato debe ser
desplegado por el componente ATPasa previamente a la translocacion (Baker et al.,
2006).

Las proteasas AAA+ varian en la especificidad del substrato, para que las
proteinas diana sean reconocidas por las proteasas, algunas de los substratos poseen
adicionales secuencias peptidicas en el dominio C-terminal, como por ejemplo SsrA, o
en el dominio N-terminal, como por ejemplo la ubiquitina. Cambios estructurales en el
substrato como un desplegamiento parcial pueden también actuar como sefial de
reconocimiento. Una vez que el substrato es identificado y unido, cada AAA+ proteasa
tiene el mismo mecanismo basico para desplegar las proteinas e introducirlas en la
camara proteolitica. Mediante la union de ATP y la hidrdlisis, los componentes ATPasa
llevan a cabo cambios transformacionales que producen el desplegamiento de la
proteina, asi el polipéptido es translocado a través del poro central hasta la camara
proteolitica, donde progresivamente sera degradado en diferentes sitios dando lugar a

pequenos productos peptidicos (Kirstein et al., 2009).

Proteina substrato

ClpX

ClpP ; /) / 53

ATP ADP + Pi

Figura 2. Modelo para el mecanismo de degradacion de proteinas mediante las
proteasas AAA+. El substrato interacciona con la chaperona ClpX el cual es desplegado y
translocado a través del nucleo central mediante el uso de la energia procedente de la hidrdlisis

de ATP. Posteriormente el substrato es degradado en la camara proteolitica, proteasa ClpP
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3.1.1 Proteasas Clp

Las proteasas Clp han sido encontradas en diversas formas de vida, desde la
bacteria hasta el ser humano, al igual que en parasitos y plantas. Clp son proteasas
del tipo serina cuyo sitio catalitico lo forman residuos de aspartato, serina e histidina,
siendo los tres aminoacidos esenciales para formar el sitio catalitico (Maurizi et al.,
1990). En nucleo proteolitico consiste en un unico tipo de subunidad cataliticamente
activo (CIpP) pero el tipo y la actividad de las subunidades pueden variar
considerablemente dependiendo del organismo. Como otras AAA+ proteasas, Clp
posee una parte ATPasa con forma de anillo hexamérico y un nucleo proteolitico
formado por dos idénticos anillos heptaméricos ((Tsukiyama et al., 1995; Gottesman et
al., 1997). Los componentes ATPasa de las proteasas Clp son reconocidas como
miembros de la familia HSP100, chaperonas moleculares que pueden ser clasificadas
en dos grupos principales, dependiendo del numero de dominios AAA+ que posean.
(Figura 3).

A. Clase | : Proteinas que poseen dos dominios AAA+, es decir, dos dominios
de unién de ATP-nucleétidos. En este grupo podemos encontrar proteinas como CIpA,
ClpB (presentes en E.coli) ClpC, ClpD, CIpE y ClpL (presentes en B.subtilis). La
mayoria de los miembros de esta clase contienen una region que separa AAA+1 y
AAA+2 Esta regién comun posee un dominio enrollado y se repite varias veces en la
proteina, en concreto cuatro veces en ClpB y dos veces en ClpC y CIpE.

B. Clase Il : Proteinas que contienen un dominio AAA+ cual es homdlogo al
segundo dominio AAA+ de las proteinas pertenecientes a la Clase I. Miembros de esta

familia incluye como por ejemplo ClpX y ClpY (HslU). ( Schirmer et al., 1996)

En todos los casos de las proteinas pertenecientes a la familia Clp/Hsp, se
observa que poseen un dominio N-terminal similar aunque puede variar
considerablemente dentro de las proteinas. Ejemplos de ellos se encuentran en las
proteinas CIpE y ClpX que poseen un dominio de unién de Zinc en su dominio N-
terminal. ClpY tiene un dominio intermedio (I-dominio) situado dentro del modulo
AAA+, el cual es correspondiente al dominio N-terminal de las proteinas Clp. En CIpA,
el N-terminal esta compuesto de 150 secuencias de residuos con dos repeticiones de
75 aminoécidos ( también conocido como dominio R). Esta estructura se observo en
ClpA sola como formando un complejo de CIpA junto con una proteina adaptadora

especifica conocida como ClpS (Dougan et al., 2002; Guo et al., 2002).
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ATPasa Proteasa
ClpA Cipp - [
N AAATT MD AAAT2 [«
o ClpB
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ZBD AAATT AAAT2
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N AAATT AAAT2
ClpL
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] ClpX CipP - [
©
G AAAT2 | AAAT2
ClpY | CipQ [

Figura 3. Estructuras de los dominios presentes en las proteasas Clp . Las ATPasas
pertenecientes a la clase | y Il se muestran en la parte izquierda de la imagen con sus
respectivas proteasas asociadas en la derecha de la imagen. Los 70 residuos en el dominio N-
terminal se muestran en color naranja. EI dominio N-terminal de unién al Zinc (ZBD) de CIpE y
ClpX se representan en color marrén. Los dominios AAA+ se muestran en color verde. El
dominio enrollado situado en la parte central (MD) de ClpB se representa en color lila, el cual
se sitla dentro del dominio AAA+1. El dominio C-terminal de ClpB se muestra en color azul. La
interaccion de ClpP con las ATPasas se representan en color negro situado en la parte central

de los AAA+2. El bucle axial en ClpP se muestra en color blanco.

En cuanto a la distribucion de las proteinas Clp en los diferentes géneros
bacterianos, se ven diferencias dependiendo de un género u otro. Asi en bacterias
Gram negativas como E.coli se encuentran mayoritariamente proteasas CIpA, ClpX,
ClpP y CIpS (Dougan et al., 2002). El gen ClpX se encuentra en un operon junto con
ClpP y ambos son co-expresados constitutivamente (bajo el control de ¢70). Los
genes clpA y clpS estan situados en un segundo operon y se expresan también bajo
control de 070. Estudios mutacionales han mostrado que la variedad de proteinas Clp
en Escherichia coli no son esenciales para el crecimiento, pero si son cruciales para la
supervivencia y crecimiento bajo condiciones de estrés (Erbse et al., 2006).

Respecto a las bacterias Gram positivas, en la mayoria que se han estudiado
hasta ahora se han visto cuatro tipos de ATPasas : ClpX, CIpE, ClpL , ClpB y ClpY. En
cuanto al nucleo proteolitico se ha visto como tipo de proteasa, CIpP y ClpQ (Frees et
al., 2007). En muchas de estas bacterias el gen clpP es inducible bajo condiciones de
estrés por choque térmico, tanto elevadas como bajas temperaturas (Gaillot et al.,
2000). Al contrario que ocurre con la funcién de ClpX, la cual varia significativamente
entre bacterias Gram positivas y E.coli (Nair et al., 1999). La deleccion del gen clpX en

Bacillus subtilis conlleva a la restriccidon en el crecimiento durante condiciones de
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elevada temperatura (Gerth et al,1998), mientras que la misma mutaciéon en
Staphylococcus aureus incrementa la capacidad de tolerancia ante condiciones de
estrés por elevadas temperaturas y bajas. En general en el género Streptococci ClpX
es esencial para el crecimiento normal (Skinner ate al., 2001). En cuanto a la proteasa
ClpC. CIpE en B.subtilis es relativamente bajo durante el crecimiento normal en la
bacteria pero se incrementa en situaciones de estrés (Mienthke et al., 2006), el nivel
de CIpE es regulado en bacterias Gram positivas por la presencia de ClpCP y CIpXP
(Derre et al., 1999). La expresion de la mayoria de las proteinas Clp en bacterias
Gram positiva, excepto ClpX, es controlada a través de un sistema que involucra el
represor CtsR, que a su vez es regulado por tres proteasas Clp dependiendo de las

condiciones de crecimiento. (Nakano et al., 2002).
4. Respuesta SOS

Como se ha citado anteriormente, durante situaciones de estrés, la bacteria
desencadena un mecanismo llamado Respuesta SOS, mediante la cual se permite la
supervivencia de dicho organismo. Existen multiples agentes que promueven la
respuesta SOS en la bacteria. La mayoria provocan dafios en el DNA. Alguno de estos
agentes son la radiacion ultravioleta, agentes quimicos como la mitomicina C (agente
alquilante que produce entrecruzamientos en el DNA) y ciertos antibidticos como las
quinolonas. También se han descrito agentes capaces de inducir el sistema SOS sin
causar aparentemente dafios en el DNA, como la induccién mediada por altas
presiones en E. coli (Aertsen et al., 2004), o la induccion del SOS, de forma
dependiente de cAMP, en condiciones de inanicion (Taddei et al., 1995). Durante el
proceso de sintesis semiconservativa de DNA, la horquilla de duplicacién puede
encontrar lesiones o deformaciones en la estructura helicoidal del DNA que detienen o
bloquean a la polimerasa, dando lugar a huecos o regiones de una hebra a los que se
une RecA para iniciar el proceso que conduce a la activacion de SOS. Los anillos de
ciclobutano, también conocidos como dimeros de pirimidina, que resultan de la
exposicion a la luz ultravioleta son un ejemplo clasico de este tipo de deformaciones
en la hélice de DNA. Otro caso es el de las rupturas dobles, en donde es necesaria la
intervencion de diversas enzimas como helicasas o nucleasas, para que finalmente se
forme el sustrato que pueda reconocer RecA y se inicie la respuesta SOS (Radman
1975).

El sistema SOS es un reguléon compuesto por mas de 40 genes, que controla la
respuesta frente a dafios en el ADN Esta controlado por las proteinas LexA y RecA. El
producto de recA actua como regulador positivo y el de lexA como represor del

sistema (Redman 1975). LexA es un dimero formado por dos subunidades cada una
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de 22.7 kD, unidas a través de sus extremos carboxilicos 9-11. Gracias a la atraccion
de los extremos amino, el dimero reconoce y se pega a una secuencia consenso
conocida como “caja SOS”, presente en todos los operadores de los genes
pertenecientes a esta via, e impide el reconocimiento por la polimerasa de RNA con lo
que bloquea la trascripcion (Luo et al., 2001). La proteina RecA funciona como
regulador positivo del sistema SOS. En presencia de dATP o de ATP, RecA forma
filamentos en el ssDNA, adquiriendo actividad coproteasa (RecA*) ayudando en la
hidrolisis del represor LexA, el cual se separa en dos fragmentos polipeptidicos sin
actividad, lo que produce la desrepresion del sistema y la transcripcion de los genes
del sistema SOS (Little et al., 1980) (Figura 4). Cuando ocurre alguna lesion o se
interrumpe la sintesis de DNA se genera una sefial que promueve el paso de la
proteina RecA al llamado estado activo (RecA*) y donde funciona como coproteasa al
promover la autodegradacion de LexA por la ruptura del enlace peptidico Ala 84-Gly
85 que se encuentra a la mitad de la proteina. En este estado LexA es incapaz de
unirse a la caja SOS con lo que se incrementa la expresion de los genes de la via. Un
aspecto importante en cuanto a la respuesta SOS es que su actividad se puede
regular de acuerdo al grado de dafo inflingido sobre el material genético. Asi, el
momento de la trascripcion, la duracién y el nivel de expresiéon de cada gen SOS varia
dependiendo de la cantidad de dafo que se genere y de la afinidad de cada operador
de SOS por el represor LexA. Una vez reparado el dafio genético, se pierde la sefial
de induccion, cesa la degradacion del represor LexA, aumentan sus niveles
intracelulares y se vuelve a unir a los operadores de SOS, con lo que se inactiva
nuevamente el sistema (Little et al., 1980)

El control de la transcripciéon de /exA esta muy finamente regulado, de manera
que el nivel de respuesta SOS es proporcional al nivel de dafio que se produce,
evitando asi falsos disparos de la respuesta que podrian producir una disminucion en
la tasa de crecimiento (Camas et al., 2006). Ademas de RecA y LexA, se han descrito
otros reguladores como Dinl, que podria actuar como un regulador negativo
modulando la induccién de la respuesta SOS al inhibir la autoproteolisis de LexA
(Yasuda et al, 1998). Cuando se genera la respuesta SOS se desencadena la
expresion de multiples genes que participan en la reparacion, replicacion,
recombinacion y divisién celular. Ademas de la induccion de estos genes, cuando se
induce el sistema SOS también puede inducirse la transcripcion de otros genes
extracromosomicos, como los que codifican para colicinas y microcinas (Gillor et al.,
2008).
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Figura 4. Representacion esquematica de la inducciéon del sistema SOS. Cuando se
producen danos en el DNA o la replicacion del DNA se bloquea se acumula DNA de cadena
simple (ssDNA). La proteina RecA se une al ssDNA formando el complejo RecA*, el cual ayuda
en la hidrdlisis de LexA, que deja de ejercer su funcién represora permitiendo la transcripcion

de los genes SOS.

4.1. Proteasas y Respuesta SOS

Hay estudios que relacionan la degradacion en Escherichia coli por parte de las
proteasas CIpXP y Lon (Little et al.,1983; Neher et al., 2003). En los ultimos afos cada
vez mas estudios han demostrado que muchas proteinas del regulén SOS son
inestables, y estos cambios en la estabilidad proteolitica son importantes para el
control proteico. E. coli emplea tres proteasas citoplasmaticas dependientes de ATP :
ClpXP, Lon y HslUV para degradar numerosas proteinas reguladoras de la respuesta
SOS. Ejemplos de ello es el represor LexA, un componente de la via de NER
(nucleotide excision repair) UvrA, componentes de la polimerasa V como UmuD,
UmuD’y Umuc), la proteina reparadora de rotura en DNA conocida como RecN y el
inhibidor en la division celular SulA (Neher et al.,2003). Recientes estudios en E. coli
han mostrado como de todas las proteinas implicadas en la respuesta SOS un 25%
fueron substratos de CIpXP (Neher et al., 2006).

Con respecto a LexA, CIpXP reconoce especificamente los fragmentos por
destruccién generados tras la escision de LexA promovida por la activacion de RecA*.
La nueva secuencia C-terminal presente en el fragmento N-terminal en LexA ( VAA-
co0-), que es similar a la secuencia diana (LAA-coo-) presente en ssrA, substrato
también de CIpXP (Neher et al., 2003).Los residuos LAA presentes en el final de la
secuencia en SsrA son determinantes para el reconocimiento por CIpXP (Flynn et al.,
2001). Estudios posteriores mostraron por qué era importante el extremo C-terminal

carboxilado para la interaccion con ClpX, explicando por qué esta secuencia es
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especificamente reconocida cuando se localiza en la parte C-terminal de la proteina.
Por tanto la degradacion del fragmento N-terminal por parte de CIlpXP juega un
importante papel biolégico al ayudar a la supervivencia celular en condiciones de dafio
en el ADN (Neher et al., 2003).

NER es una via de reparo de ADN que elimina un amplio rango de lesiones en
el ADN a través de las proteinas UvrABC. Los genes uvrA y uvrB codifican
componentes claves en esta via y pertenecen a la red SOS (Kenyon et al.,1982). Se
ha mostrado como es necesario la presencia de ADN no dafiado para la degradacién
dependiente de ClpXP de UvrA in vitro. Esta observacién sugiere que UvrA se una al

ADN no dafiado y esta forma es reconocida por CIpXP (Pruteanu et al., 2009).

Las proteinas Umu actuan de acuerdo con RecA, SsB y la polimerasa lll para
facilitar el proceso de transduccion. Las proteinas Umu son substratos de las
proteasas Lon y CIpXP y su estabilidad esta profundamente relacionada por la
interaccion con las demas proteinas. La proteasa Lon rapidamente degrada UmuD
antes de que se convierta en su forma activa conocida como UmuD y también degrada

UmuC antes de su estabilizaciéon por la interaccién con UmuD.

La proteina RecN esta involucrada en el reparo de la rotura de la doble cadena
de ADN, esta proteina posee un periodo de vida corta y es degradada por ClpXP
mediante la via de reconocimiento de la sefial de degradaciéon de su extremo C-
terminal (Neher et al., 2006). La secuencia del extremo C-terminal de RecN es muy
similar a la secuencia diana de degradacién de ssrA. El dafio inducido en el ADN
promueve diferentes formas de RecN tanto asociadas al nucleoide como al
citoplasma. La degradaciéon de RecN citoplasmatico mediante CIpXP es importante
para la viabilidad celular en células bajo estrés con ADN dafiado (Nagashima et al.,
2006).
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Objetivos

Como hemos mencionado anteriormente, las proteasas Clp son esenciales
para la supervivencia de Staphylococcus aureus. Estudios previos relacionan las
proteasas Clp con el represor LexA de la respuesta SOS (Cohn et al., 2010). Teniendo
en cuenta la homologia entre LexA y el represor Cl para los profagos de
Staphylococcus aureus decidimos centrarnos en la posible implicacion de las
proteasas en su metabolismo. En concreto, los objetivos que nos planteamos en la

presente tesis doctoral son:

X Caracterizacion de las proteasas Clp en la biologia de bacteriéfagos de
S. aureus.

< Caracterizacioén del represor Cl en mutantes Clp en S. aureus.

< Caracterizacioén del represor LexA en mutantes Clp en S. aureus.

< Estudio de la respuesta SOS en mutantes Clp. en S. aureus.
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Resultados

Estudios previos han demostrado una implicacién de las proteinas Clp en la
degradacioén del represor LexA durante la respuesta SOS (Cohn et al., 2010). Dado
que Cl y LexA son estructuralmente analogos, nos centramos en el estudio de una
posible implicacion de estas proteasas en el metabolismo del represor CI.
Concretamente, estudiamos si las proteasas Clp podian afectar a los ciclos liticos o

lisogénicos de los fagos de S. aureus.

Papel de las proteinas Clp en la induccién de profagos

Para estudiar la posible relacion de las proteinas Clp y los bacteridfagos se
procedio a realizar el siguiente experimento: se generaron mutantes de las principales
proteasas Clp en S. aureus y las cepas mutantes obtenidas se infectaron con
diferentes profagos, con el objetivo de testar el comportamiento de dichos fagos en
ausencia de estas proteinas mediante la titulacion de los mismos. Para la elaboracién
de mutantes nos centramos en las proteinas Clp mas comunes en S. aureus : X, C, L,
YQ, B y P, y se obtuvieron mutantes en la cepa RN450, la cual no posee ningun
profago. En cuanto a los bacteriéfagos, se estudiaron los fagos modelos de S. aureus
$80a, 911, $85 y ¢SLT. Los fagos ¢80a y $11 poseen un represor Cl diferente al fago
085 y ¢SLT, cuyos represores tienen una estructura diferente y actian mediante otras

vias metabdlicas.

En cuanto a la proteasa CIpP se generé un mutante adicional en el que se
expresaba la proteina pero ésta era afuncional al tener mutado el sitio catalitico
(mutante Clp P’). También se quiso estudiar un doble mutante de ClpX y ClpP, al ser
éste el principal complejo proteolitico en S. aureus, con el objetivo de analizar los

posibles efectos en ausencia de ambas proteinas.

Para la elaboracién de mutantes se generaron inicialmente mutantes mediante
la insercion de cassettes de eritromicina. A partir de los mismos se generaron
liségenos en los diferentes mutantes en las proteasas. Posteriormente, los profagos
presentes en las distintas cepas generadas se indujeron con mitomicina C (MC), y el
titulo de los fagos obtenidos se analizé utilizando la cepa RN4220 como aceptora. Tal
y como se observa en las Tabla 1 las proteasas CIpP y ClpX resultaron esenciales
para la induccion de los profagos residentes, al observarse un descenso en el nimero
de particulas infectivas formadas en comparacion con la cepa silvestre y el resto de

mutantes Clp.
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Tabla 1 : Efecto en el titulo de fago ¢80 alpha, fago ¢11, fago $85 y fago ¢ SLT
durante la induccion de los mutantes Clp.

Cepa Titulo Titulo Titulo Transduccioén
Donadora $80a , ¢ 11, ¢ 85, ¢ SLT .
RN450 6.8x101° 7.3x108 6.8x10° 1.3x10°
AclpX::erm <10 <10 4.6x107 4.6x10?
AclpP::erm 1.4x10* 2.2x10% 3.4x107 2.2x102
AclpP::erm 1.7x10* 1.3x10* 1.7x107 1.3x10?
AclpC::erm 7.8x10° 7.8x10° 8.8x10° 7.5x10°
AclpPX::erm <10 <10 2.3x107 1.2x102
AclpB::erm 9.7x10° 5.3x10° 45%x10° 3.2x10°
AclpL::erm 6.5x10° 8.1x108 6.5x10° 2.9x10°
AclpYQ::erm 4,5%10° 4.6x10° 4.9 x10° 7.7x10°

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
®N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando la cepa RN450 como aceptora.
°Ne de transductantes x ml de cultivo inducido, usando la cepa RN450 como aceptora.

En vista a los resultados en la Tabla 1, se observa como la ausencia de ClpP
impacta en menor grado en el titulo del fago que el causado por la proteasa ClpX en el
fago ¢80 alpha y fago ¢11. Otra observacién a tener en cuenta es como estas
proteasas afectan en grado diferente segun el profago residente, observandose un
efecto mas dramatico en el fago ¢80 alpha, fago ¢$11 y en un menor grado en el fago
¢85 y fago ¢SLT.

Con los datos obtenidos decidimos centrarnos en el papel de las proteasas
ClpX 'y CIpP en la induccién de profagos, generando una segunda version de mutantes
mediante deleccion por pMAD, de esta manera nos aseguramos testar los mutantes

sin riesgo de conllevar ninguna alteracion en el fenotipo por la insercion de cassettes.
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Seguimos el mismo procedimiento que el llevado a cabo para la induccion de
profagos en la primera versién de mutantes, usando la cepa RN450 y el mutante c/pC
como controles. Como se puede observar en la Tabla 2, se obtienen resultados
similares que en la Tabla1, confirmandose como la presencia de las proteinas Clp son

esenciales para la induccién de los profagos residentes.

Tabla 2 : Efecto en el titulo de fago ¢80 alpha, fago ¢11, fago ¢85 y fago ¢ SLT
durante la induccion de los mutantes Clp.

Cepa Titulo Titulo Titulo Transduccion
Donadora $80a ,, ¢ 11, ¢ 85, ¢ SLT .
RN450 4.5x1010 6.8x108 5.8x10° 8.2x10°
AclpX <10 <10 6.2x107 3.6x102
AclpP 2.6x10* 3.7x10* 2.1x107 1.0x10?
AclpP’ 7.1x10* 1.8x10% 5.7%107 3.2x10?
AclpC 5.2x10° 8.0x10° 3.8x10° 4.9%x10°
AclpPX <10 <10 2.1x107 1.0x 102

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
®N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando la cepa RN450 como aceptora.
°N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando la cepa RN450 como aceptora.

Analizando los resultados obtenidos en las Tablas 1 y 2 se puede observar como
las proteasas CIpP y CIpX son esenciales para la induccion de los profagos
residentes. Curiosamente, y aunque se asume que ambas proteasas actuan de
manera conjunta, el mutante en c/pX mostré un titulo menor que el mutante en clpP
tras la induccién de los fagos 80a y ¢11, pero no tras la induccién de los fagos ¢SLT y
¢85, lo que sugiere que ClpX posee funciones adicionales para la induccioén del ciclo
de los fagos 80a y ¢11. La base molecular que explica esta diferencia de induccion

esta en estudio.
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La complementaciéon de los mutantes ClpP y ClpX restaura la induccion de los

profagos residentes

Con el objetivo de corroborar el papel de las proteinas Clp en la induccién de
fagos se realizaron las complementaciones de los mutantes con proteasas ClpX y
ClpP procedentes de Staphylococcus aureus y Enterococcus faecalis, de esta manera
podremos analizar si el efecto negativo en la induccion de los fagos es generado
Unicamente por la ausencia proteasas. Ademas se nos permitira estudiar si estas

proteinas estan conservadas a lo largo del genero bacteriano Gram positivo.

Se analizé la capacidad de producir particulas infectivas por parte del fago
lisbgeno en los mutantes complementados. Decidimos centrarnos en uno de los fagos
mas estudiados para S. aureus y que mas se afectaba por la ausencia de las
proteasas, asi se procedid a la induccién del fago ¢11 en las diferentes cepas para
poder testar el titulo del mismo. Como se observa en la Tabla 3, en las cepas
complementadas durante la induccion se restaura el titulo del fago, confirmandose que
el efecto negativo generado en la induccidn es debido unicamente por la ausencia de

las proteasas ClpP y ClpX.

Tabla 3 : Efecto en el titulo del fago $11 durante la induccién en los mutantes
Clp y en los mutantes complementados con las proteasas Clp de S. aureus y E.
faecalis.

Cepa Donadora Titulo 11, Cepa Donadora Titulo ¢11,
RN450 ¢$11 RN451 8.6x10° RN450 ¢11 RN451 8.6x10°
AclpX $11 JP8106 <10 AclpP 11 JP8107 1.8x10%
AclpX $11 JP9917 4.2x10° AclpP 11 JP9913 6.7x10°
AclpX $11 JP9918 3.1x10° AclpP $11 JP9914 7.4x10°

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
® N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando RN450 como cepa aceptora.

Como se observa en la Tabla 3, la induccién del fago es restaurada con la
presencia de dichas proteasas, tanto las procedentes de S. aureus como E. faecalis,
indicando pues que las proteinas Clp son esenciales para la induccion de los fagos y

se encuentran conservadas a lo largo del género Gram positivo.
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Papel de las proteinas Clp en el ciclo de los fagos de S. aureus

A la vista de los resultados previos, nos planteamos conocer si las proteinas Clp
influian en otras fases del ciclo del fago. Los fagos temperados, tras su induccion,
presentan 4 fases claramente diferenciadas: escision, replicacion, empaquetamiento y

lisis celular.

Con el objetivo de testar si algun estadio del ciclo se veia afectado por la
ausencia de dichas proteasas realizamos una PCR con oligonucleétidos especificos
del fago ¢11 para medir la capacidad de escisién en la cepa salvaje y en los liségenos
mutantes Clp. Como control se utilizé la cepa lisogénica para el fago ¢11 (RN451) que
es capaz de escindir. En la Figura 5 se puede observar como la mutacién en clpX
afectaba a la escision durante el ciclo del fago, a diferencia de lo observado para el

mutante en clpP, clpC y cepa silvestre, donde se aprecia banda de escision.

011

wt  AclpX AcipP AcipC

Figura 5. PCR de escision. Tras la extraccién de ADN de muestras tomadas de un cultivo a
los 90 minutos tras la inducciéon con MC, se llevo a cabo la PCR utilizando oligonucleétidos
especificos para el fago ¢11. Marcador (1 Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen), RN451 ¢11 (cepa
silvestre carril 1), AclpX ¢11 (carril 2), AclpP ¢$11 (carril 3), AclpC ¢11 (carril 4). La presencia de

banda indica la escision del fago, la cual es ausente en el mutante en cipX.

En vista a los resultados de la Figura 5, vemos la etapa de escision del fago se
afectaba en el mutante clpX, indicando el doble papel de la proteasa ClpX durante el
ciclo lisogénico del fago en los procesos de induccién y escision. Este dato resuelve la
pregunta planteada acerca del efecto dramatico en el titulo del fago en el mutante

clpX.

Decidimos entonces analizar la siguiente etapa en el ciclo de los fagos
temperados, la replicacion. Estudiamos la capacidad de los profagos inducidos para
replicar en los diferentes mutantes. Para ello se analizé la replicacion del fago ¢11 tras
la induccién de la cepas salvaje, y de los mutantes clpP y clpX. Se trataron las cepas

con mitomicina C (MC) y se tomaron muestras a los 0 y 60 minutos tras la induccion.
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Una vez procesadas las muestras, se separaron en un gel de agarosa, donde se
fotografiaron, para realizar posteriormente un Southern blot con una sonda especifica
para el fago. Asumimos que si se observa una banda significativa de replicacion, el
fago debe replicar correctamente. En los mutantes de las proteasas clpX 'y clpP no se
observa dicha banda, asumimos pues que la induccion del fago ¢11 esta afectada
(Figura 6).

RN451 JP8107 JP9913 JP9914 JP9917 JP9918 JP8106

0 60 0 60" 0 60" O 60" O 60 0 60" 0 60°

Fago 11

Figura 6. Estudio de la replicacion del fago ¢11 en los mutantes Clp. Tras la induccion con
MC, se tomaron muestras a los tiempos indicados y una vez procesadas, se realizé6 un
Southern blot con una sonda especifica para dicho fago. La banda que aparece a los 60 min
se corresponde con el DNA del fago en replicacion (carril 2). Las mutaciones en las proteasas
Clp afectan a la induccién del fago (carril 4 y 14) la cual es restaurada en los mutantes
complementados con las proteasas tanto de Staphylococcus aureus como de Enterococcus
faecalis (carril 6, 8, 10 y 12).

La Figura 6 muestra como el profago residente no puede inducirse en ausencia
de las proteasas ClpX y CIpP y como la induccion es restaurada al complementar las
cepas mutantes, concluyendo pues que el efecto negativo observado durante la
induccién de los profagos se debe Unicamente a la ausencia de las proteinas ClpX y
ClpP. Estos datos corroboran a los obtenidos durante los estudios de induccion (Tabla
1y 2), donde se aprecia como las proteasas ClpX y CIpP son esenciales para la
induccion del fago al afectarse durante la ausencia de las proteinas. En la Figura 2
vemos como las proteasas Clp se encuentran conservadas dentro del género
bacteriano Gram positivo, al obtener el mismo resultado de complementacion con las

proteasas tanto de S. aureusy E. faecalis.

Como resumen a lo obtenido hasta ahora vemos que las proteasas influyen en
la induccion de los fagos liségenos al estar afectadas la induccién de los mismos en
ausencia de las proteasas ClpX y ClpP. Aunque ambas estan implicadas en el ciclo de
los fagos en diferente grado : el efecto en el comportamiento del fago en ausencia de
ClpX es diferente al mostrado en ausencia de ClpP, debido a su implicacién durante la

escision. Durante la induccion del fago también se aprecia como segun el profago
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residente el efecto en la induccion varia por la ausencia de las proteasas varia,
afectandose de manera diferente el fago ¢80 alpha, fago ¢11, fago ¢85 y fago ¢ SLT.
Con los experimentos de complementacion se ve como las proteasas son las
causantes del fenotipo negativo generado durante la induccién y cédmo estas proteinas

Clp se encuentran conservadas a lo largo del género Gram positivo.

Las proteinas Clp no afectan la infeccion de profagos

Considerando que los bacteriéfagos tienen dos ciclos de desarrollo, litico y
lisogénico, se procedid a estudiar si las proteasas tenian un papel determinante

durante el ciclo litico, por lo que nos centramos en la infeccién con los fagos.

Inicialmente, las diferentes cepas mutantes se infectaron con los fagos en
estudio, y se comparo6 el titulo de estos fagos en las cepas mutantes y en la cepa
original. En este caso decidimos infectar los mutantes obtenidos por pMAD vy los
mutantes por insercion. Tal y como se puede comprobar en las Tabla 4, las proteasas

Clp no afectan al ciclo litico de los fagos.

Tabla 4 : Efecto en el titulo de fago ¢80 alpha, fago ¢11, fago ¢85 y fago ¢ SLT
durante la infeccion de los mutantes Clp.

Cepa Titulo Titulo Titulo Transduccion
Aceptora $80a ¢ 11, ¢ 85, ¢ SLT .
RN450 1.2x1010 6.5x10° 7.9%x108 5.2x10°
AclpX 6.0x10° 7.0x10° 5.7x10° 6.6x10°
AclpP 7.4x10° 5.3x10° 8.9x108 7.4x10°
AclpP” 8.6x10° 9.0x10° 5.3x10° 3.3x10°
AclpC 3.9x10° 6.7x10° 4.6x10° 5.3x10°
AclpPX 2.3x10° 1.6x10° 6.6x10° 3.4x10°
AclpB::erm 5.1x10° 8.1x10° 3.8x10° 6.9%10°
AclpL::erm 7.0x10° 6.9%10° 8.9x108 7.1x10°
AclpYQ::erm 9.8x10° 8.3x10° 5.5x10° 4.2x10°

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
®N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido.
®Ne de transductantes x ml de cultivo inducido.
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En vista a los resultados obtenidos en Tabla 4, vemos como el ciclo litico de los fagos
estudiados no se afecta, centrandonos pues en el ciclo lisogénico, al ser esta via
afectada por las proteinas Clp. Una de las proteinas implicadas en la regulacion del
ciclo lisogénico es el represor CIl, el cual no interviene durante el ciclo litico.
Considerando los resultados previos del papel de las proteinas Clp respecto al ciclo
lisogénico y los estudios previos respecto a LexA (Cohn et al., 2010), represor
homodlogo de CI, decidimos analizar un posible papel de las proteasas en el

metabolismo del represor Cl del fago modelo ¢11.

Estudio de las proteasas ClpX y CIpP en E. coli

Dado que el complejo proteolitico CIpPX es esencial para la induccion de los
fagos de las S. aureus (bacteria Gram-positiva), nos preguntamos si eso también seria
cierto para las bacterias Gram-negativas (E. coli). Para ello se generaron mutantes en
E. coli en los genes clpX y clpP. Siguiendo con la misma estrategia que anteriormente
se elaboraron liségenos en las cepas mutantes para los profagos lambda, HK106 y
HK544, y se indujeron para poder testar el titulo de los mismos (Tabla 5). El objetivo
era analizar el posible efecto de dichas proteasas pudiesen tener en el ciclo de estos
fagos. Contrariamente a lo que ocurre en S. aureus, las proteasas ClpPX no tuvieron
ningun papel en la induccién de los profagos en E. coli (Tabla 5). Tampoco se
encontraron diferencias al analizar el ciclo litico de los fagos (Tabla 6). Nuestros
resultados, por tanto, sugieren que las proteasas Clp unicamente tienen un papel en la

induccién de profagos en bacterias Gram positivas.

Tabla 5 : Efecto en el titulo de los fagos ¢ A, §HK106 y ¢HK544 durante la

induccién de los liségenos en los mutantes Clp.

Cepa Donadora Titulo d A, Titulo d HK106 |, Titulo ¢ 544 ,
MG1655 + fago 5.6x107 2.5x10° 3.6x107
AclpX +fago 8.1x107 6.7x10° 7.4x107
AclpP  +fago 43x107 5.4x10° 6.8x107

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
® N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido, usando MG1655 como cepa aceptora.
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Tabla 6: Efecto en el titulo de los fagos ¢ A , § HK106 y ¢ HK544 durante la
infeccion de los mutantes Clp.

Cepa Aceptora Titulo d A Titulo ¢ HK106 ,, Titulo ¢ HK544
JP 10363 MG1655 6.8x107 1.8x10° 4.7x107
JP 11089 ACIpX 5.7x107 3.3x10° 9.4x107
JP 11090 ACIpP 8.4x107 1.3x10° 9.2x107

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
® N° de calvas de fago x ml de cultivo inducido.

Las mutaciones en las proteasas ClpP y ClpX no afectan a la movilidad de islas

de patogenicidad

Las islas de patogenicidad de S. aureus (SaPlIs) son segmentos cromosomales
discretos, de un tamafio variable de entre 15-20 Kb, que generalmente codifican para
toxinas, como la del sindrome del shock téxico (TSST-1) u otros superantigenos
(Lindsay et al., 1998; Novick, 2003), o para otros factores de virulencia o de
adaptacion al hospedador (Ubeda et al., 2003; Viana et al., 2010).

Las SaPls presentan una relacion muy estrecha con los bacteriéfagos de S.
aureus, similar a la relacion que mantienen los fagos P2 y P4 de E. coli, donde el fago
satélite P4 parasita algunas de las funciones de P2 para poder transferirse (Ghisotti et
al., 1995; Lindqvist et al., 1993). Asi, para la movilizacidon de las SaPls es necesaria la
infecciéon de la cepa portadora de isla por parte de un fago o la induccién de profagos
residentes, lo que conlleva la escisién de la isla del cromosoma bacteriano, su
replicacién, empaquetamiento y su transferencia en alta frecuencia (Lindsay et al.,
1998; Ubeda et al., 2005).

Considerando los experimentos previos respecto al efecto en los profagos de
S. aureus en ausencia de las proteasas Clp y teniendo en cuenta que las SaPlIs son
movilizadas mediante la induccion de profagos, se procedié a testar la transduccién de
isla en los mutantes mediante la infeccion de la cepa silvestre y mutantes portadores
de isla, con el objetivo de analizar posibles efectos en la movilidad de este elemento
genético. Para ello se testé el titulo de isla en los mutantes usando como fagos
infectivos ¢80a y ¢11. En la Tabla 7 se observa como la ausencia de estas proteasas

no afectan a la transduccion de la isla.
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Tabla 7: Efecto en la transduccion de isla mediante infeccion del fago $80a y
fago ¢11 en los mutantes Clp.

CopaiDonadora ¢ Tran;rcilt:cl:c::ién b ¢ Tran;rcilt:cl:c::ién b
JP 1794 $11 2.4x108 ¢ 80a 1.6x108
JP 12513 611 6.3x107 ¢ 80a 6.6x108
JP 12514 11 5.1x107 ¢ 80a 7.2x108
JP 12516 11 3.2x108 ¢ 80a 5.1x108
JP 12517 11 5.5x107 ¢ 80a 3.4x108
JP 12518 11 2,9%108 ¢ 80a 5.9%x108

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
®N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN450 como cepa aceptora.

En vista del experimento de transduccion de isla se puede observar como las
mutaciones en las proteasas no afectan a la movilidad de la isla, el fago puede
transducir dicho elemento genético en ausencia de las proteinas Clp, a diferencia de lo
que ocurre en los resultados previos con respecto a la inducciéon de los profagos,
(Tabla 1y 2). Por lo que podemos concluir esta parte de resultados con la implicacién
de las proteinas ClpX y ClpP en la induccion de los fagos, al contrario de lo que ocurre
durante el proceso de infeccion y la transduccién de isla, donde no se observan
alteraciones. Con todos los datos obtenidos hasta ahora nos llevan al estudio de una
posible implicacion de las proteinas Clp en el represor Cl, al ser la proteina reguladora

del ciclo lisogénico y ser homologa de LexA.
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Los bacteriofagos temperados estan regulados por proteinas represoras (Cl-
like) codificadas por el fago. Durante la lisogenia las proteinas reguladoras bloquean la
transcripcién de los genes implicados en el ciclo litico por la unidon a los promotores
tempranos en la secuencia de ADN. En fagos de E. coli la induccién del fago litico
ocurre después de la activacion de la respuesta SOS, la cual promueve, a través de la
activacion de RecA*, la autodegradacién del represor cl, resultando en un dominio C-
terminal y un dominio de union a ADN N-terminal, el cual mantiene cierta actividad de
union al ADN (Flynn et al., 2001). Teniendo en cuenta que el represor Cl es la proteina
clave durante la induccion de profagos nos quisimos centrar en su estudio. Como se
ha comentado previamente en la introduccion, Cl es una proteina homéloga al
represor LexA, la cual estudios previos han demostrado la implicacién de las
proteasas en su degradacion durante la respuesta SOS, concretamente en la
degradacién del extremo N-terminal de LexA (Cohn et al; 2010). En vista a los
resultados obtenidos anteriormente nos planteamos una posible hipotesis del papel de
las proteasas Clp en la regulacion de c/ durante condiciones de estrés en la bacteria

modelo Staphylococcus aureus.

Estudios del represor cl a nivel transcripcional y proteico en los mutantes Clp

Con el objetivo de analizar la hipétesis planteada anteriormente se generaron

fusiones transcripcionales que expresan el represor c/ y antirepresor cro usando el

plasmido pCN41 (Figura 3). De este manera se nos permite el analisis de su expresion
durante la activacion del ciclo litico. Para ello dichas construcciones se transformaron
en la bacteria modelo S. aureus y en los diferentes mutantes en c/lpXy clpP. Con el fin
de analizar la expresion del represor c/ se realizd el ensayo beta-lactamasa, se
adiciondé al medio mitomicina ¢ (MC), induciendo asi la respuesta SOS y activacién del
ciclo litico, y se tomaron muestras a diferentes tiempos. La presencia del gen beta-
lactamasa seguida del antirepresor cro nos permite estudiar la activacion de la fase
litica, de manera que cualquier alteracion en el represor c/ se vera reflejada en los

ensayos al ser esta proteina la reguladora del ciclo (Capitulo 1. Introduccién)

En cuanto a las fusiones transcripcionales se testaron incialmente Ila
construccion control tanto en la cepa silvestre como en los mutantes Clp (pJP 1686,
Figura 7). Para el ensayo beta lactamasa se tomé muestra a los 90 minutos tras
adicionar al medio MC. Como se observa en la Figura 4, en la cepa silvestre la

expresion de genes liticos no esta alterada, a diferencia de lo que ocurre en las cepas
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mutantes, donde no hay expresion. Indicando pues una implicacion de las proteinas

Clp con el represor CI.

A continuacion, decidimos estudiar a nivel proteico el represor CIl. Para su
completo estudio usamos como modelo la construccién anterior afiadiendo un epitopo
3xflag, que nos permite su seguimiento a nivel proteico. Para ello probamos afadir el
epitopo tanto en el extremo N-terminal como en el C-terminal del represor Cl con el
objetivo de comprobar si la presencia del epitopo altera la funcionalidad de la proteina
( Figura 7, pJP 1626 y pJP 1688). Mediante el ensayo beta-lactamasa y usando como
controles las construcciones anteriores libres del epitopo se observé que la presencia

del epitopo en el extremo N-terminal no afectaba a la expresion de c/ (Figura 8).

Continuamos pues con las construcciones que poseen el epitopo en el extremo
N-terminal. Repetimos la misma estrategia del ensayo beta-lactamasa y estudiamos la
cepa silvestre y mutantes Clp con dicha construccion. En vista a los resultados
obtenidos, se observa como la activacion del ciclo litico sigue estando bloqueada en

los mutantes clpXy clpP (Figura 8).

Como controles para los experimentos de fusion transcripcional y expresion
proteica se emplearon dos diferentes tipos de represor Cl. En uno de ellos se adicioné
un coddn de parada just detras de la zona de corte promovida por RecA* (AG) (Figura
3, pJP1627), con el objetivo de estudiar el fragmento N-terminal y su posible relacion
con las proteinas Clp. Decidimos estudiar este fragmento en base a estudios
anteriores que relacionan el fragmento N-terminal de LexA y las proteinas Clp (Cohn et
al., 2010). El siguiente control fue el represor cl no degradable, se mutd la zona de
corte promovido por RecA* impidiendose entonces la degradacion de la proteina.
Mediante esta construccion podremos estudiar como se comportan las proteinas Clp
durante el bloqueo de la respuesta SOS (Figura 7, pJP1628).

genes liticos

pCN41 pT181 cop-vD} erm>| amp w
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NTD 5 CTD X NTD AG CTD NTD AG CTD
= 2 —_ v g 0 v <D
A) > B) > C)
pJP1626 pJP1688
X NTD sTOP NTD AG* CTD
fllos v 2
D) - E) >
pJP1627 pJP1628

Figura 7. Fusiones transcripcionales para analizar la expresion del represor ¢/ durante la
induccién del fago en los mutantes Clp. A) El plasmido pJP1686 expresa el represor cl. B)
El plasmido pJP1626 expresa el represor c/ con presencia del epitopo 3xflag en el extremo N-
terminal.C) El plasmido pJP1688 expresa el represor c/ con presencia del epitopo 3xflag en el
extremo C-terminal. D) El plasmido pJP1627 expresa c/ con un codon de parada en el sitio de
corte AG, en el cual se produce la escicion en presencia de RecA* E) El plasmido pJP1628

expresa el represor ¢/ no degradable.

Como se puede observar en la Figura 8, la ausencia en las proteasas CIpP y
ClpX afectan a la expresion de los genes implicados en el ciclo litico, la cual
permanece bloqueada. El fragmento N-terminal (pJP1627) sigue teniendo capacidad
represora como se observa en la cepa silvestre, a diferencia de lo que ocurre en los

mutantes ClpP, donde se observa de nuevo bloqueo en la expresién de genes liticos.

120 -
s 100 -
é BpCN1626
8 80 BpCN1627
_g 60 - B pCN1628
©
-]

3 49 pCN1686
S HpCN1688
2 20 -
($)
< j:-

o - T T

RN 450 AcipX AcipP AcipP- AclpC

Figura 8. Analisis transcripcional del represor c/ durante la induccion de la respuesta
S0S. Se procedio al ensayo beta-lactamasa mediante la adiccién al medio de MC induciendo
asi la respuesta SOS . A) En los mutantes en clpXy clpP se observa como la expresion de los

genes liticos esta bloqueada usando el plasmido pCN1626. B) El fragmento N-terminal del
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represor Cl (p.CN1627) bloquea la activacion de genes liticos en los mutantes en clpP y clpX
durante la respuesta SOS. C) La presencia de el represor no degradable bloquea la activacién
de la respuesta SOS, impidiendo la escision del represor CI. D) El epitopo 3xflag en el extremo

N-terminal no afecta a la expresién de la proteina.

Durante el estudio de como las proteinas Clp influian en la degradacién del
represor se quisieron testar las construcciones con el objetivo de corroborar una vez
mas la funcionalidad del represor cl. Para ello se infectaron los diferentes mutantes
portadores de las construcciones que expresan el represor Cl, con y sin epitopo. Los
datos obtenidos en la Tabla 8 reflejan la incapacidad de formar liségenos para el fago
¢11 usando la cepa silvestre portadora del plasmido pCN1686 y pCN1626, donde el
represor bloquea la infeccién, al contrario de lo que ocurre en las cepas mutantes de
las proteinas Clp. Este resultado corrobora el hecho que las proteinas Clp intervienen
en el metabolismo del represor Cl y que la expresién del represor en ambas
construcciones funciona correctamente al bloquear la infeccién por parte del fago ¢11.

Tabla 8 : Generacion de lisbgenos en mutantes Clp con la presencia del
represor cl.

Cepa aceptora ) Resultado liségeno
RN450 pJP1686/26 11 Negativo
AclpX pJP1686/26 11 Positivo
AclpP pJP1686/26 11 Positivo
AclpP’ pJP1686/26 11 Positivo
AclpPX pJP1686/26 11 Positivo

Una vez comprobado la funcionalidad del represor en las construcciones nos
centramos en el estudio del represor a nivel proteico. Se ha visto anteriormente
mediante las fusiones transcripcionales como las proteasas ClpX y CIpP estan
implicadas en la regulacion del represor, debido a que durante la ausencia de dichas
proteasas el represor cl permanece estable durante la activacion de la respuesta SOS,

bloqueando asi la expresiéon de los genes liticos. Con el fin de seguir estudiando el
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represor Cl y su implicacion con dichas proteinas, a continuacién se procedioé a la

cuantificacion proteica del represor Cl en los diferentes mutantes mediante Western

blot.

Para este estudio se emplearon los plasmidos que llevan integrado un epitopo
3xflag en la region N-terminal del represor Cl. Mediante Western blot se analizé la
expresion del represor durante la activacion del ciclo litico (adicion al medio de MC) y
se tomo6 muestra a los 90 minutos. En la Figura 9 se observa como bajo condiciones
de dafio celular el represor Cl permanece estable en ausencia de las proteasas ClpX 'y
ClpP, por lo que ambas proteasas intervienen en la escisién del represor Cl en
presencia de RecA*. Estos resultados corroboran los obtenidos con las fusiones

transcripcionales (Figura 8).

wit wt wt AclpX AclpP AclpP- wit
pJP1626 pJP1626 pJP1628 pJP1626 pJP1626 pJ1626 pJ16287

- 907 +90° +90° +90°  +90° +90° +90°

31 kDa

Anti-flag

24 kDa

Figura 9. Analisis proteico del represor Cl durante la respuesta SOS. Se puede obsevar
como el represor Cl permanece sin degradar durante la activacion de ciclo litico en las
cepas mutantes Clp (carril 4, 5 y 6) al contratrio que en la cepa silvestre, la cual presenta
escision del represor Cl durante la respuesta SOS (carril 2). Como controles se emplearon

el represor Cl degradado (carril 7) y el represor Cl no degradable (carril 3).

Teniendo en cuenta los resultados en la Figura 9 vemos como el represor no
se escinde en ausencia de las proteasas ClpX y CIpP bajo situacion de dafio celular, a
diferencia de lo ocurrido en la cepa silvestre. Este resultado difiere con los estudios
acerca de LexA y las proteasas Clp, donde la ausencia de ambas proteasas no

influyen en la escisién del represor LexA durante la respuesta SOS (Cohn et al., 2010).

Considerando el papel importante de la respuesta SOS en nuestros progafos
modelos, a continuacion se quiso analizar el efecto del represor Cl en cepas donde no
se da la respuesta SOS al ser las cepas LexA no degradable. Con el objetivo de
analizar el comportamiento del represor en condiciones donde la escisién del mismo

esta bloqueada. Para ello se siguieron los mismos pasos que en el experimento
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anterior (Figura 9) con la diferencia en este caso, que las cepas empleadas son LexA

— (LexA no degradable).

Como se puede observar en la Figura 10, el respresor en la cepa silvestre
permanece estable en presencia de dafio celular, al igual que lo observado en el

represor Cl para los mutantes Clp, al estar bloqueda la respuesta SOS.

wt wt wt ACIpP ACIpX
pJP1627 pJP1626 pJP1628 pJP1626 pJP1626

+90° +90° +90° +90° +90°
31 kDa

= 24 kDa

Anti-flag

Figura 10. Analisis proteico del represor Cl durante el bloqueo de la respuesta SOS. Bajo
circustancias de dafio celular se observa como la presencia de LexA no degradable impide la
activacion de la respuesta SOS, y en consecuencia la degradacién del represor permanece
bloqueda en la cepa wt (carril 2). Lo mismo se aprecia en los mutantes Clp (carril 4 y 5). Como
controles se emplean el represor Cl degradado (carril 1) y el represor Cl no degradable (carril
3).

Como se ha comentado anteriormente, estudios previos han demostrado la
implicaciéon de las proteasas Clp en la degradacién del extremo N-terminal en LexA,
asi en ausencia de las proteasas CIpP y ClpX se ha visto que tras la induccion de la
respuesta SOS el dominio N-terminal permanece estable después de la escision de
LexA (Cohn et al; 2010). Con el objetivo de estudiar si ocurria lo mismo en el represor
Cl, nos centramos en el estudio del fragmento N-terminal del represor. Para ello se
empled el plasmido pJP1627 (Figura 7) en el cual se ha clonado el represor cl con un
codon de parada en el sitio de corte AG por el cual se promueve su escision en
presencia de RecA*. Se procedié al estudio de este represor en cepas mutantes de
Clp y cepa silvestre a nivel proteico mediante Western blot. Los resultados obtenidos
nos muestran que en los mutantes Clp el dominio N-terminal del represor permanece
estable tras inducir la respuesta, bloqueando asi la activacion de genes liticos, por lo
que ambas proteasas estan involucradas en la degradaciéon de dicho fragmento
(Figura 11).
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wt AclpX AclpP AclpP” wt
pJP1627 pJP1627 pJP1627  pJP1627 pJP1628

+90° +90° +90° +90° +90°

Anti-flag

Figura 11. Analisis proteico del fragmento N-terminal del represor Cl. Durante la
activacion del ciclo litico del fago se muestra como el dominio N-terminal del represor
permanece escindido tanto en las cepas silvestre (carril 1) como en los mutantes (carril 2, 3 y

4). Como control se emplea el represor no degradable (carril 5).

Este resultado corrobora el obtenido durante las fusiones transcripcionales
(Figura 8), en el cual se observa como en la cepa silvestre empleando el plasmido
pJP1627 la activacion de los genes liticos esta activa cuando hay dafio celular, al
contrario de lo que ocurre en los mutantes, donde se observa como el fragmento N-
terminal sigue bloqueando dicha activacion, indicando que las proteinas Clp estan

implicadas en su degradacion, tal y como ocurre con LexA (Cohn et al., 2010)

En vista a los resultados obtenidos hasta ahora para el represor Cl se puede
concluir como el complejo Clp PX es esencial para la activacion de los genes
implicados en el ciclo litico del fago, no solo para la mediacion mediante RecA* en la
escision del represor , si no también para la eliminacion del dominio N-terminal de
dicho represor. Ambas proteinas intervienen en dos vias por tanto: escisiéon del

represor cl y posteriormente en la degradacién del fragmento N-terminal.
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La respuesta SOS es un mecanismo que pone en marcha la bacteria bajo
condiciones de estrés, esta controlada por el regulador transcripcional LexA y es
frecuente en muchas especies bacterianas en respuesta a condiciones de dafo en el
ADN. La induccién de la respuesta SOS esta mediada por la escision del represor
LexA, resultando en un dominio de dimerizacién C-terminal (CTD) y un dominio de
unién N-terminal , el cual es todavia capaz de unirse a la regidn intergénica entre lexA
y So0sA bloqueando asi la expresion de los genes implicados en la respuesta (Cheo et
al.,1991). Estudios previos han demostrado la contribucion de las proteasas Clp en la
degradacién del fragmento N-terminal, bloqueando la expresidon de los genes

implicados en la respuesta SOS (Cohn et al.,2010).

Considerando nuestros resultados previos sobre las proteinas Clp y el represor
Cl (Resultados Capitulo 2) y teniendo en cuenta que ambos represores son
homologos, quisimos profundizar en el estudio de LexA . Se procedié a analizar los
posibles mecanismos mediante los cuales dichas proteinas podrian influir en la
respuesta SOS. Para ello inicialmente seguimos la misma estrategia que la llevada por
el represor Cl y estudiamos a nivel transcripcional y proteico el represor de la

respuesta SOS, LexA ,en los mutantes para las proteinas Clp.

Estudio del represor LexA en los mutantes de las proteasas Clp

Siguiendo con la misma estrategia que la empleada para el represor CI
(Resultados Capitulo 2) se realizaron fusiones transcripcionales que nos permitieran
cuantificar la expresion de los genes implicados en la respuesta SOS en los diferentes
mutantes . Se empleo el plasmido pCN41 (Figura 8), se clonaron los genes lexA y
SOSA (represor y antirrepresor), en este caso el gen beta-lactamasa se sitia detras de
los genes implicados en la respuesta SOS, sosA. Se transformaron las construcciones
en S. aureus y se procedio a realizar el ensayo beta-lactamasa. Para ello se tomaron
muestras a los 90° tras la adicion de MC (mitomicina C) generando asi la respuesta
SOS.

Siguiendo con los mismos pasos que los realizados para el represor Cl,
quisimos comprobar la funcionalidad de LexA. Para ello testamos primeramente los
plasmidos (Figura12, pJP1687) en cepas silvestre y mutantes Clp. En la Figura 13 se
observa mediante el ensayo beta-lactamasa como la activacion de los genes
implicados en respuesta SOS ocurria bajo condiciones de dafio en la cepa silvestre, a
diferencia de lo observado en las cepas mutantes clpX y clpP, donde permanecia

bloqueada.
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Disefiamos dos plasmidos mas con el objetivo de estudiar LexA a nivel proteico
y corroborar su funcionalidad por lo que afadimos un epitopo 3xflag en el extremo N-
terminal y C-terminal (Figura 12). Al igual que lo ocurrido con el represor Cl, la
presencia del epitopo en el extremo N-terminal no afectaba a la expresién del mismo,

por lo que continuamos con dicha construccién.

Para estos experimentos también usamos diferentes controles al igual que en
los experimentos para el represor Cl. En uno de ellos adicionamos un coddén de
parada en el represor justo después del sitio de corte promovido por RecA*, por lo que
podremos estudiar la posible relacién de las proteasas con el fragmento N-terminal y
en el siguiente control se mutoé la zona de corte para impedir la escision, generandose
un LexA no degradable, y por tanto nos permite estudiar LexA durante el bloqueo de la

respuesta SOS (Figura 12).

Genes respuesta SOS

pCN41 pT181 cop-w>} ermC>| amp m

NTD 5 CTD NTD AG CTD NTD AG CTD
A) > B) > C)
pJP1629 pJP1689
NTD STOP X NTD AG* CTD
v — v —
pJP1630 pJP1631

Figura 12. Fusiones transcripcionales para analizar la expresién de lexA durante la
induccidon de la respuesta SOS en los mutantes Clp. A) El plasmido pJP1687 expresa el
represor LexA. B) El plasmido pJP1629 expresa el represor LexA con un epitopo 3xflag en el
extremo N-terminal. C) ) El plasmido pJP1689 expresa el represor LexA con un epitopo 3xflag
en el extremo C-terminal. D) El plasmido pJP1630 expresa LexA con un codon de parada en el
sitio de corte AG, reconocido por RecA*. E) El plasmido pJP1631 expresa el represor LexA no

degradable.
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Como se observa en la Figura 13, en ausencia de las proteasas CIpP y ClpX la
activacion de genes implicados en respuesta SOS permance bloqueada debido a la
presencia de LexA, que permanece estable después de la activacion de RecA*. En
este caso, también se observa como el fragmento N-terminal en ausencia de las
proteinas Clp sigue reprimiendo la expresion de genes bajo situaciones de dafio

celular.
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Figura 13. Actividad del promotor de PlexA y PsosA durante la induccién de la respuesta
SOS en los diferentes mutantes Clp. Se procedié al ensayo beta-lactamasa mediante la
adiccion al medio de MC induciendo asi la respuesta SOS. A) En los mutantes en clpX y clpP
se observa como la respuesta SOS esta bloqueada. B) El fragmento N-terminal de LexA
(pCN1630) bloquea la activacion de genes involucrados en la respuesta SOS en aunsencia de
las proteasas CIpP y ClpX. C) La presencia de LexA no degradabe bloquea la respuesta SOS.

D) El epitopo 3xflag en el extremo N-terminal no altera al funcionamiento de la proteina.

En vista de los resultados obtenidos en la Figura 13, vemos como claramente
la ausencia de proteasas impide la escision de LexA, que sigue bloqueando los genes
implicados en respuesta SOS. Estos resultados son similares a los obtenidos para el
represor Cl del fago (Figura 8). Se observa como la implicacion de estas proteinas en
la escision de LexA difiere con los estudios anteriores (Cohn et al., 2010) donde se
muestra como las proteasas ClpX y CIpP no estan involucradas en la escisiéon de
LexA. Como segunda apreciacion respecto a la Figura 13, se observa como el
fragmento N-terminal de LexA es suficiente para la represion de los genes SOS en la
cepa silvestre y en ausencia de las proteinas Clp LexA permanece estable, tal y como

se ha demostrado en estudios anteriores (Cohn et al., 2010).
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Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos con las fusiones
transcripcionales se procedié a cuantificar la expresion proteica de LexA mediante
Western blot, usando los plasmidos anteriores, los cuales llevan integrado un epitopo
3xflag en el extremo N-terminal. Las muestras fueron tomadas a los 90 minutos
después de adicionar MC induciendo asi la respuesta SOS tanto en la cepa silvestre
como cepas mutantes (Figura 14).

wit wt wt AclpX  AclpP  AclpP” wt
pJP1629 pJP1629 pJP1631pJP1629 pJP1629 pJP1629 pJP1630

- 907 +90° +90° +90° +90° 490" 4907

— 31 kDa

— 24 kDa

Anti-flag

Figura 14. Analisis proteico del represor LexA durante la respuesta SOS. Se tomaron
muestras a los 90 minutos tras adicionar MC. Se puede obsevar como LexA aparece
parcialemente degradado durante la activacion de la respuesta SOS (carril 2) como en
condiciones normales (carril 1) ,en las cepas mutantes en proteasas Clp (carril 4, 5 y 6)
presenta el mismo patréon que la cepa silvestre durante la respuesta SOS. Como controles se

emplearon el represor degradado (carril 7) y el represor cl no degradable (carril 3).

Con los resultados obtenidos en la Figura 14 no obtuvimos un patrén claro con
respecto a lo que ocurria a nivel proteico, al comportarse el represor de manera similar
en todos los casos, a diferencia de lo analizado con las fusiones transcripcionales
(Figura 9), donde se observa claramente como las proteinas ClpP y ClpX intervienen
en la escision de LexA y la respuesta SOS se encuentra bloqueada en condiciones de
dafo celular, al igual que estan implicadas en la degradacion del fragmento N-

terminal, el cual sigue permaneciendo estable durante la respuesta.

Las proteasas ClpX y ClpP intervienen en la respuesta SOS

Durante el estudio de las proteasas y el represor LexA obtuvimos un resultado
interesante con respecto al mutante clpP. En cuanto a los ensayos beta lactamasa
empezamos a obtener activacién de la respuesta SOS en ausencia de la proteasa
ClpP, resultado que diferia de los anteriores, donde obtuvimos bloqueo de la expresion
de los genes de respuesta SOS. Para ello se realizdé una segunda version del mutante
con el objetivo de averiguar si se mantenia el mismo comportamiento. Realizamos los
ensayos beta-lactamasa empleando ambos mutantes y como controles la cela

silvestre y el mutante cipX.
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En la Figura 15 se puede observar como en comparacion con el mutante cipP |
, el mutante clpP Il la activacion de los genes no estaba bloqueada en presencia de
dafo celular. Este mismo mutante quisimos analizarlo con la construccion que
expresaba el represor cl del fago $11 con el objetivo de estudiar si habia alguna
alteracién en la expresién de los genes liticos, aunque en ambos mutantes se obtuvo

el mismo fenotipo.
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Figura 15. Actividad del promotor de PlexA y Pcl durante la induccion de la respuesta
SOS en los diferentes mutantes Clp. Se procedié al ensayo beta-lactamasa mediante la
adiccién al medio de MC induciendo asi la respuesta SOS. A) La expresion de los genes de
respuesta SOS se encuentran activos en el mutante c/pP |, a diferencia de lo que ocurre en el
mutante clpP Il (pJP1629) en condiciones de dafio celular .B) El fragmento N-terminal de LexA
(pCN1630) no bloquea la activacion de genes involucrados en la respuesta SOS en el mutante
clpP 1. C) La expresion de los genes liticos (pJP1629) sigue estando bloqueada en el mutante

cipP 1y 1l

En vista a los resultados obtenidos en la Figura 15 vemos como hay un doble
comportamiento del mutante clpP con respecto a la respuesta SOS, en el primero se
observa como la respuesta SOS siempre esta activa, posiblemente debido a una
continua escision de LexA, en cambio en el mutante Il la respuesta permanece
bloqueada, debido a una implicacién de la proteasa en la escision de LexA. Con este
dilema planteado decidimos hacer un tercer mutante con el que se obtuvo el mismo
fenotipo que el segundo mutante. Los datos obtenidos respecto a este mutante c/pP
nos hace plantearnos un posible doble papel de esta proteasa ClpP durante la

respuesta SOS.
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En relacion a lo obtenido anteriormente nos centramos en estudiar los posibles
mecanismos por los cuales las proteinas Clp podrian intervenir en mas vias durante la
respuesta SOS. Nos centramos para ello en la principal proteina reguladora de la
respuesta, RecA y su relacién con las proteasas Clp (Capitulo Introduccién). Con el fin
de estudiar una posible implicacion en el metabolismo de RecA* complementamos las
cepas mutantes con plasmidos que expresan RecA (Schroder et al., 2013) con el
objetivo de analizar si la respuesta SOS se restauraba en los mutantes donde se
afectaba. Inducimos dichas cepas liségenas del fago ¢11 (Tabla 9). Se testaron los
titulos del fago en las cepas mutantes y complementadas durante la induccion de los
mismos, como control se emplea una cepa mutante en recA (Schréder et al., 2013).

Tabla 9: Estudio en la induccion de liségenos durante la respuesta SOS en
cepas mutantes Clp complementadas con RecA*.

Cepa Donadora Titulaciéon ¢11 Cepa Donadora Titulaciéon ¢11
RN 451 4.5%10° RN 451 4.5%10°
ArecA JP 11083 1.3x103 ArecA JP 11082 2.8x107
AclpX  JP 8107 <10 AclpX JP 11123 <10
AclpP  JP 8106 6.7x10% AclpP  JP 11507 5.2x10%

@ La tabla muestra la media de 3 experimentos, con variaciones menores del 5%.
®N° de transductantes x ml de cultivo inducido, usando RN450 como cepa aceptora.

En los resultados obtenidos en la Tabla 9 se puede observar como las
mutaciones en las proteinas Clp siguen afectando a la induccién del fago, incluso
complementando con RecA*, por lo que dichas proteinas podrian estar implicadas en
la activacion de RecA mediante otras vias moleculares. En la cepa mutante en recA,
se restaura el titulo de fago cuando se complementa la cepa con el plasmido que

expresa RecA*.
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La proteasa ClpP no interaciona con LexA

Con el objetivo de profundizar en el estudio de ClpP y encontrar una respuesta
al doble papel de la proteasa CIpP durante la respuesta SOS, empezamos a
plantearnos posibles hipétesis que pudieran resolver el enigma. Una de ellas es la
posible interaccion proteica de la proteasa ClpP con LexA, esta union podria explicar
el fenotipo obtenido durante la ausencia de la proteasa durante la respuesta SOS.
Para ello decidimos usar el plasmido pPROEX, el cual lleva integrado un epitopo de
histidinas, necesarias para la purificacién de proteinas mediante columna de resinas.
Clonamos ambas proteinas juntas pero en este caso el represor LexA lleva el epitopo
de histidinas. Empleamos la bacteria E. coli BL21 donde sobreexpresamos las
proteinas y las pasamos por columnas de resinas. Se realiz6é una electroforesis de los
productos obtenidos para poder analizar si hay una interaccion entre ambas. Lo
esperado en este caso si existe interaccion entre ambas proteinas, es obtener como
producto LexA y CIpP tras la purificacién. En la Figura 16 se observa como la Unica
proteina obtenida tras la purificacion es la que lleva integrada el epitopo de
histidinas,LexA. La proteasa ClpP no aparece cuando realizamos la electroforesis por

lo que se asume que no hay una interaccién proteica entre ambas.

52 kDa
38 kDa
31 kDa LexA
24 kDa

ClpP

Figura 16. Purificacion de las proteinas LexA y CIpP. Tras la purificacion de ambas
proteinas y pasarlas por las columnas de reinas se llevo a la electroforesis de los productos
obtenidos. En este caso se aprecia como no hay interaccion entre ambas proteinas al obtener

unicamente la proteina que lleva integrada el epitopo de histidinas

Como resumen en este capitulo de resultados, podemos afirmar que las
proteasas ClpX y CIpP influyen en el metabolismo del represor LexA, tanto en la
escicion del mismo durante condiciones de estrés como en la eliminacion del
fragmento N-terminal que se genera tras la escision de LexA (Cohn et al., 2010). Con
la particularidad que la proteasa ClpP parece poseer un doble papel en la respuesta
SOS.
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Sin embargo no hemos podido mostrar el mecanismo o reaccidon que
involucran directamente las proteasas con el represor LexA o si estas proteasas estan
involucradas en mas procesos durante la respuesta SOS, como por ejemplo con
RecA.

53






Capitulo IV
]

Discusion






Discusiéon

Las bacterias patégenas conllevan una serie de factores que contribuyen a la
virulencia tanto directamente en interacciones con el huésped o indirectamente, como
por ejemplo, promoviendo la replicacién en el huésped. Similar al entorno externo, el
huésped ofrece un ambiente adverso con ataques microbianos como radicales libres
en los macréfagos, limitacion de hierro o alteracion en la temperatura. Generalmente
las proteasas intervienen en estos procesos mediante dos vias : Primero, son parte de
la maquinaria de control proteico requerida para restablecer los niveles proteicos
debido a la presencia de proteinas no plegadas que se generan en ambientes
adversos. Segundo, evidencias en el crecimiento apoyan la idea de un papel
conservado en la protedlisis especifica y controlada de proteinas reguladoras en
respuesta al estimulo del ambiente. Particularmente en bacterias Gram positivas,
donde los complejos Clp son centrales en el control de la produccion de factores de
virulencia, mientas en bacterias Gram negativas las proteasas en general contribuyen
en la patogenia afectando procesos bioldgicos a través del desarrollo bacteriano
(Frees et al., 2014)

Las proteinas Clp estan implicadas en procesos de virulencia

La patogenicidad de Staphylococcus aureus depende de un amplio sector de
proteinas y factores de virulencia que son secretados, preparando a la bacteria para la
destruccion de tejidos, union a otras bacterias o evasion del sistema inmune. Uno de
los mas significativos fenotipos en la deleccion de clpP en cepas de S. aureus
derivadas es el efecto dramatico en la transcripcion de una gran parte de genes de
virulencia (Frees et al., 2003, 2005a,b; Michel et al.,2006; Feng et al.,2013; Farrand et
al.,2013). Como ejemplo de ello, la transcripcidon de genes que codifican proteasas
extracelulares como SspA, Aur o Spl se afecta , mientras que la transcripcién del gen
hla, el cual codifica para la proteina alpha hemolisina, se reduce durante la fase de
crecimiento post exponencial. En consecuencia la cepa mutante en clpP era
hemoliticamente negativa y no proteoliticamente negativa (Frees et al., 2003; Feng et
al.,2013). Las cepas derivadas de NCT8325 se caracterizan por una elevada
expresiéon de hemolisinas y proteasas extracelulares en comparacion con otras cepas
de S. aureus , una caracteristica que ha sido descrita por la baja actividad de un
alternativo factor sigma, SigB, en esas cepas (Giachino et al.,2001; Horsburgh et
al.,2002; Oscarsson et al,2006).El descubrimiento de la inactivacion de ClpP
conllevaba perturbaciones en el funcionamiento celular respecto a los reguladores de
virulencia indicaba que CIpXP controla la estabilidad de uno o mas reguladores

transcripcional en virulencia y por lo tanto impacta en la red de regulacion. Sin
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embargo, ninguno de los conocidos factores de virulencia fueron identificados como
ClpP substratos (Michalik et al., 2012; Feng et al., 2013).

En nuestros estudios se muestra como las proteasas ClpX y CIpP estan
implicados en virulencia, de los profagos de Staphylococcus aureus. En ausencia de
ambas proteasas la virulencia de los profagos. Como se puede observar, las proteinas
Clp intervienen en multiples vias patogénicas que favorecen a la bacteria a seguir con
su capacidad infectiva, la mutagénesis de estas proteasas podria suponer por tanto un

importante paso en la erradicacién de la virulencia de dichas bacterias.

La degradacion del represor cl en Staphylococcus aureus esta controlada por

las proteinas Clp

Estudios previos han demostrado como las proteinas Clp estan involucradas en
el metabolismo de otros represores de fagos. Un ejemplo de ello lo encontramos en el
fago lambda, infectivo para Escherichia coli. La escision dependiente de RecA del
represor cl del fago lambda, el cual conlleva la induccion del mismo, fue uno de los
primeros ejemplos reconocidos como evento especifico proteolitico involucrado en la
regulacion de la expresidon genética (Roberts et al., 1975). Desde entonces, una
variedad de proteasas dependientes de ATP en E. coli han sido mostradas por
degradar proteinas reguladoras tanto del fago como de la bacteria. Ejemplos de ello se
encuentran en la proteina SulA, el fago lambda N y el plasmido F que codifica para
proteinas CcdA son substratos de la proteasa Lon (Mizusawa et al., 1983, Van
Melderen et al., 1994). No solo la proteasa Lon ha sido estudiada en este género, en
E. coli la proteasa dependiente de ATP CIpP fue identificada por intervenir en la
degradacién de substratos (Gottesman et al., 1992) existiendo un equivalente

procariotico en el proteosoma eucariético (Peters et al., 2012).

Otro ejemplo de represor que ha sido objeto de estudio es el del bacteriéfago
Mu, denominado Rep, es conocido por estabilizar y mantener la lisogenia mediante su
unién a los segmentos de ADN (01,02 y O3) actuando como operador y potenciador
de la transposicion, llevando a cabo las funciones necesarias para la replicacion de
Mu. Bajo ciertas condiciones fisiolégicas en la bacteria, como la entrada en fase
estacionaria, se puede promover la degradacién o inactivacion del represor llevando a
la desrepresién de las funciones de transposicion. El dominio C-terminal (CTD) de Rep
no solo contiene los motivos de reconocimiento para el inicio de la protedlisis si no que
también modula la asociacion del dominio N-terminal de unién al ADN (DBD) con el

ADN (Lamrani et al., 1999). Aunque el represor Rep es substrato de la proteasa ClpXP
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(Welty et al., 1997), aparece predominantemente como proteina resistente al complejo

cuando se purifica.

Estudios previos demostraron que los ultimos cinco residuos (VKKAV) del
dominio CTD (CTD5) de Rep pueden funcionar como motivo de reconocimiento de
ClpX, siendo capaz de promover la degradacién del substrato heterdlogo cuando es
unido al extremo C-terminal. Sin embargo, aparentemente la degradacién de la
proteina depende de cdmo es presentado este motivo. Rep puede rapidamente ser
degradado por desnaturalizacién debido a altas temperaturas (Mukhopadhyay et al.,
2003) o mediante la presencia de represores negativos Vir, los cuales tienen un C-
terminal alterado y son altamente susceptibles de degradacién por el complejo ClpXP
(Geuskens et al., 1992). Experimentos mediante el espectro de emision con una sonda
fluorescente unida al extremo C-terminal de Rep indicaron que CTD5 se encuentra en
ambiente hidréfobo (Marshall-Batty, K. R et al., 2003). Sin embargo, la presencia de
Vir induce que la secuencia CTD5 en el represor Rep induce la entrada a un ambiente

mas polar, favoreciendo el acceso de ClpX para el reconocimiento de la sefal.

Mientras que el represor silvestre Rep es estable in vivo , el represor codificado
por mutantes virulentos de Mu es rapidamente degradado. Las mutaciones vir
consisten en mutaciones fragmentadas que alteran el extremo carboxilo del represor
(Geuskens et al., 1991), creando un nuevo segmento de seis hasta siete aminoacidos
que promueven la rapida degradacion in vivo (Laachouch et al., 1996). El mutante
para el represor (Vir) es suficientemente estable en cepas mutantes clpX y clpP para
mantener la lisogenia en el fago Mu (Geuskens et al., 1992; Mhammedi-Alaoul et al.,
1994) indicando que es diana del complejo CIpXP. Mientras que el represor es estable
en cepas ClpX" y CIpP* , la coexpresion de Vir promueve la rapida degradacion de
Rep (Geuskens et al.,, 1992). Asi, el fago vir superinfectivo puede llevar a cabo el
desarrollo litico en una célula lisogénica, induciendo el profago residente a la
multiplicacion. El represor Rep es un substrato especifico para el complejo ClpXP,

concretamente ClpX reconoce con alta afinidad el represor.

En el caso del fago Mu, ClpX juega un papel importante no solo en el
reconocimiento y translocacién del represor Rep en el complejo proteolitico si no que
también interviene como factor bacteriano involucrado en resolver la transicion
recombinacién-replicacion en el ciclo de Mu. Estudios bioquimicos en aislados de
extractos celulares revelaron la implicacion de ClpX en la desestabilizacién del
complejo STC (Levchenko et al., 1995). CIpX esta implicada en las funciones
necesarias para liberar el bloqueo entre transposicién y replicacion de ADN, asi ClpX

emplea su actividad para desplegar proteinas cuando interacciona con las
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subunidades de la transposasa, solo una subunidad o un conjunto de subunidades
contacta con ClpX, los cuales son liberados del complejo generandose un complejo

fragil accesible ahora para la unién al ADN, facilitando la replicacién.

Estudios en el represor cl de los profagos para Staphylococcus aureus
revelaron un comportamiento comun con respecto a los estudios en E. coli en el hecho
de que el complejo CIpXP interviene tanto en la degradacion del represor. En el caso
del represor Rep no se sabe actualmente cual es la sefal por la que el complejo
degrada el represor, se ha estudiado como ClpX reconoce una secuencia sefal en el
extremo C-terminal que promueve su degradacion. En el caso del represor cl para S.
aureus no se ha podido demostrar aun la sefial o mecanismo por el cual las proteinas
Clp influyen en la escision del represor, pero si hemos podido mostrar, como en el
caso de LexA, tras el corte del represor se genera una secuencia en la parte C-
terminal del fragmento N-terminal que es reconocida por ClpX, promoviendo la
translocacion del fragmento en el complejo proteolitico. En el primer caso las protesas
interviene en la degradacion completa del represor Rep, en el segundo vemos como
las proteinas Clp intervienen en dos procesos respecto al represor, interviniendo en la

escision de cl y degradando el fragmento N-terminal generado.

Otro punto comun del fago Mu y profagos de S. aureus con respecto a las
proteinas Clp, a parte de los represores, es la implicacién de ClpX sola en otras vias
metabdlicas. En el primer caso ClpX esta implicado en la desestabilizaciéon de la
transposasa facilitando la replicacion del ADN del fago. En S. aureus se ha
demostrado en esta tesis como ClpX interviene en otra via molecular, la escision

durante la replicacion del fago.

No solo las proteinas Clp intervienen en la degradacion del represor cl.
Estudios previos han mostrado similitudes entre el sistema IrvR/IrvA de S. mutans y el
sistema cl/CRO de S. aureus (Niu et al., 2008). Estas proteinas comparten secuencias
homologas y una similar estructura en el cromosoma. En adicion, IrvR y IrvA
responden en situaciones de estrés. IrvR controla el estado de expresion de irvA de
manera analoga a la expresion de proteinas LexA-like, que confieren la habilidad de
llevar a cabo su propia escision. Una vez ocurrido el corte, el fragmento N-terminal
IrvR sigue teniendo capacidad de union al ADN al permanecer estable y sera producto
de la degradacion proteolitica mediante el complejo CIpXP, resultando en la
desrepresion de irvA. El sitio de corte en IrvR esta entre Ala191 y Gly192 conteniendo
el mismo epitopo (VSA) que la mayoria de la secuencias de reconocimiento de las
proteinas LexA-like necesarias para la escision del represor y por tanto desrepresion

de genes.
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A diferencia con otras proteasas como FtsH que puede reconocer secuencias
similares a las reconocidas por CIpXP en el extremo C-terminal (Herman et al., 1998),
FtsH es incapaz de degradar estas proteinas con altos niveles de termoestabilidad
intrinseca (Gottesman et al., 1998). Al igual que el caso de los anteriores represores,
se ha visto como substituciones en algunos de los aminoacidos que forman la
secuencia de reconocimiento genera efectos negativos en la eficiencia de

reconocimiento (Gao et al., 2009).

Mientras aumenta la evidencia que el mecanismo de protedlisis y escision
llevado a cabo por LexA es un mecanismo compartido por numerosos sistemas de
regulacién, vemos ejemplos en otros géneros bacterianos como Pseudomonas
aeruginosa el sistema PrtR/PrtB, los cuales son reguladores transcripcionales que
comparten similitudes genéticas con c/ y cro. En adicion comentar que las funciones

de PrtR controlan la desrepresion de PrtB en respuesta al estrés (Wu et al., 2005).

La intervencién de las proteinas Clp en la regulaciéon de represores para
profagos, tanto en bacterias Gram positivas como negativas, supone un importante
mecanismo a tener en cuenta para la propagaciéon de dichos fagos. La ausencia de
dichas proteinas impiden la replicacién de fagos, favoreciendo la no propagacién de
bacterias patdégenas, conllevando por tanto menos riesgos de infecciones. Por lo que

suponen una importante diana a tener en cuenta.

Las proteasas intervienen en la respuesta SOS mediante LexA

Una categoria de proteinas identificadas como diana de las proteinas Clp
durante la protedlisis son las proteinas involucradas en dafio celular (Feng et al.,
2013). La respuesta ante dafos en ADN ha sido caracterizada extensivamente en
Escherichia coli . Danos en el ADN promueve la activacion de la respuesta SOS

controlada por el represor LexA (Butala et al., 2009).

El reguldon SOS consta de proteinas reparadoras de ADN que actuan en
presencia de dafo celular, lexA y sosA aunque generalmente en ausencia de estrés
se encuentra reprimido por el represor LexA (Kelley, 2006). Sin embargo, una vez
provocado el dafo, el represor LexA conlleva su propio corte generandose dos
fragmentos, C-terminal y N-terminal, el cual posee cierta actividad de unién al ADN
(Neher et al., 2003). Recientemente se ha mostrado que en Staphylococcus aureus, el
complejo CIpXP, contribuyen a la degradacion de los fragmentos generados tras el
corte de LexA, mostrandose que en ausencia tanto de ClpP como ClpX los dominios
de LexA permanecen estabilizados (Cohn et al., 2011). Interesantemente, cuando se

genera un alelo mutante en LexA, el dominio N-terminal se produce ectopicamente,
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permaneciendo la expresion de sosA reprimida mientras LexA se expresa bajo
condiciones de respuesta SOS (Cohn et al.,, 2011). Este resultado sugiere que el
reguldn consta de dos sets de genes, de los cuales concretamente algunos no se
afectan por el dominio N-terminal de LexA y otros son reprimidos por su presencia. Es
muy importante en este proceso la actividad del complejo proteolitico, cuya actividad

es requerida para la induccion de los genes mas tardios.

El punto clave para una regulacion correcta durante la induccion de la
respuesta SOS es que las proteasas CIpXP no reconocen el represor LexA hasta que
RecA* induce el corte entre el enlace Ala®-Gly®. CIpXP especificamente reconoce los
fragmentos de LexA mediante la via de reconocimiento generada o mediante la
exposicion de las secuencias en los motivos proteicos. La nueva secuencia que se
genera en la parte C-terminal del fragmento N-terminal (VAA-coo-), es muy similar a la
secuencia diana LAA-coo- en la proteina SsrA reconocida por el complejo ClpXP para
su degradacion (Neher et al., 2003). La secuencia diana en SsrA es una de las
secuencias mejor caracterizadas, consta de once aminoacidos (AANDENYALAA-coo-
), los residuos LAA en el final de la secuencia diana de SsrA son los residuos
determinantes para el reconocimiento del complejo CIpXP (Flynn et al., 2001).
Ademas, la carboxilacién del extremos C-terminal contribuye a la interacciéon con ClpX,
explicando por qué esta secuencia es especificamente reconocida (Kim et al.,2000). El
remplazamiento de ambas alaninas con residuos de acido aspartico en el fragmento
de LexA de uniéon al ADN inhibe la degradacion por CIpXP, y las células que

expresaron esta variante fueron mas sensibles a la radiacién UV (Neher et al., 2003).

El fragmento C-terminal también es inestable en células silvestres y
estabilizado en células defectivas de Lon (Little et al., 1980), y en células defectivas de
clpX. Se ha propuesto como mecanismo que después de la ruptura del represor LexA
se produce una alteracién en el dominio C-terminal, estando expuesto como péptido
sefal, el cual es reconocido por ClpX (Neher et al., 2003). Las secuencias

determinantes que son reconocidas por Lon aun no han sido investigadas.

Los estudios acerca de la terminacion del fragmento N-terminal en S. aureus
revelaron un motivo Val91-Thr92-Ala93-COOH, similar al motivo que reconoce el
complejo CIpXP en E. coli (Flynn et al., 2001). La eliminacién de cuatro residuos (90-
93aa) en el dominio N-terminal conlleva la estabilizacion de dicho fragmento, lo cual
indica que este motivo también en Staphylococcus aureus dirige la degradacion.
Cuando se compara la estabilidad de los dominios N-terminal y C-terminal en LexA, se

observa como a diferencia de lo que ocurre en Escherichia coli, en S. aureus el
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fragmento C-terminal es mas estable que el domino N-terminal y es completamente

estabilizado en ausencia de las proteinas Clp.

La elevada estabilidad del fragmento C-terminal en S. aureus en células
silvestres puede ser debida a la ausencia de la proteasa Lon , que es responsable del
reemplazo en E. coli (Neher et al.,, 2003). Estudios previos demuestran que la
degradacién del fragmento por el complejo proteolitico juega un importante papel
ayudando a la supervivencia de las ceélulas después del dafio. Algun error en la
degradacién de éste fragmento podria resultar en la incompleta desrepresion de los

genes de respuesta SOS que son necesarios para el 6ptimo reparo en el ADN.

En vista a nuestros resultados podemos confirmar como las proteasas ClpX
como CIpP por separado, como formando el complejo CIpXP influye en la degradacion
del fragmento N-terminal. Los experimentos mediante el ensayo beta-lactamasa
demuestran como permanece bloqueada la expresion de los genes involucrados en
reparaciéon de ADN en ausencia de dichas proteinas al clonar en nuestros mutantes

una construccidon que expresa el dominio N-terminal del represor LexA.

En nuestros resultados previamente mostrados no solo reafirmamos el papel
importante del complejo CIpXP en la degradacion de dicho fragmento, si no que
proponemos ambas proteasas como papel crucial en la escision de LexA en
presencia de RecA*. En vista de los resultados obtenidos con respecto al represor, se
puede observar como la ausencia de las proteasas ClpX y CIpP afectan a la induccién
del corte por parte de LexA, que permanece estable tras la activacion de RecA* y por
tanto su capacidad de union al ADN, bloqueando asi la expresién de los genes
involucrados en la respuesta SOS. Asi pues el complejo ClpXP interviene en dos vias
respecto a LexA durante la respuesta SOS, la primera durante la escision del mismo
durante la respuesta SOS y la segunda, en la degradacion del fragmento N-terminal,

necesario para la desrepresion de los genes involucrados en reparacion de ADN.

A dia de hoy no sabemos el mecanismo exacto por el cual estas proteasas
intervienen en la escision de LexA. Con respecto a la degradacion del fragmento N-
terminal se ha demostrado que la exposicidn de la secuencia VTA-coo en el fragmento
N-terminal ayuda al reconocimiento por parte de ClpX para su unién y posterior
degradacién por la proteasa ClpP. En cuanto a la intervencion de las proteasas en la
escision de LexA no se ha podido demostrar aun cual es la sefal, secuencia o via por
la cual LexA necesita de estas proteasas para su propia escision. Se planted
previamente una posible via de interacciéon, via RecA, por la cual estas proteasas

podrian influir en este proceso. Se estudiaron las cepas mutantes de proteasas en
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presencia de RecA para analizar si su complementacion influia en el comportamiento
de los mismos, aunque los resultados no mostraron ninguna alteracion, indicando

pues una posible relacion de las proteasas con RecA.

Como futuros estudios deberiamos centrarnos en la ruta mediante la cual las
proteasas intervienen en la escisién de LexA. El bloqueo de la respuesta SOS
mediante las proteinas Clp supone una diana importante para evitar la propagacion de
bacterias patégenas como Staphylococcus aureus, al eliminar la capacidad de

supervivencia de la bacteria mediante la puesta en marcha de la respuesta SOS.
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BACTERIAS, PLASMIDOS Y MEDIOS UTILIZADOS EN ESTOS ESTUDIOS.

Las cepas y los plasmidos utilizados se recogen en las Tablas 10, 11y 12. Las
cepas de S. aureus se cultivaron rutinariamente a 32 °C, 37 °C 0 43 °C en medio TSA
agar o en TSB (Scharlau) y se guardaron como glicerinados a -75 °C. Cuando fue
conveniente, se incorporaron los antibiéticos eritromicina (20 ugr mI" o 2,5 ugr mi™),
tetraciclina (3 ugr ml™") o el producto Xgal (20 mg ml™") (Roche). Se utilizé caldo Luria-
Bertani (LB) o placas de agar Luria-Bertani (Pronadisa) para cultivar cepas de E. coli.
Para mantener las construcciones en E. coli se utilizé el antibiético ampicilina (100 ugr

ml™).

METODOS GENERALES DE BIOLOGIA MOLECULAR.
Manipulaciéon del DNA:

-Purificaciéon del DNA genémico.

Las manipulaciones rutinarias del DNA se realizaron utilizando procedimientos
estandar (Ausubel et al., 1990; Sambrook et al., 1989).

El DNA cromosomico de los diferentes Staphylococcus fue extraido utilizando
el kit “Genelute bacterial genomic DNA” (Sigma), siguiendo las indicaciones del
fabricante, a excepcion de la lisis bacteriana, que fue llevada a cabo previamente con

lisostafina (Sigma; 12,5 ugr ml") a 37 °C durante 1 hora.
-Purificacion del DNA plasmidico.

ElI DNA plasmidico fue extraido de S. aureus utilizando el kit “Genelute plasmid
miniprep” (Sigma) siguiendo el protocolo del fabricante, excepto que las bacterias eran

lisadas previamente con lisostafina (Sigma; 12,5 ugr ml™) a 37 °C durante 1 hora.
-Reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se utilizé un termociclador modelo
standard. Para la amplificacion de fragmentos se utilizé el sistema DyNAzyme EXT™
(Finnzymes), consistente en una mezcla de una polimerasa mas una enzima con
actividad correctora. Este sistema tiene la ventaja de afiadir adeninas extras en los
extremos del producto de PCR, lo cual permitié clonar el producto de amplificacion
utilizando el sistema TOPO-PCR (Invitrogen). La optimizacion de las condiciones de

amplificacién se realizé siguiendo las directrices del fabricante.
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-Clonacion de fragmentos obtenidos por PCR.

En la mayoria de los casos, los fragmentos de PCR se clonaron utilizando los
sitios de restriccidn incorporados en el extremos 5 de los cebadores durante su
diseno. Cuando no fue posible, se clonaron los fragmentos aprovechando la existencia
de adeninas extras afiadidas por la DNA polimerasa en los extremos de las secuencia
recién sintetizada. Para ello, se utilizé el sistema TOPO-PCR (Invitrogen), basado en
la capacidad que posee la enzima DNA topoisomerasa | de religar fragmentos
compatibles. Todas las enzimas necesarias para la manipulacion del DNA fueron
suministradas por MBI Fermentas, Roche o Amersham. Los cebadores se obtuvieron

de Invitrogen (Tabla 5.3).
-Ligacion.
Se utilizé la T4-DNA ligasa (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante

(0,5 U de enzima en 25 ul de volumen final). Las ligaciones se realizaron a 20 °C

durante 1 h.
Transformacion de E. Coli :
-Preparacion de células competentes por el método del Cl.Mn.

A partir de una colonia de E. coli DH5a aislada en una placa reciente, se
inocularon 20 ml de medio Ty2x y se crecieron durante toda la noche a 30 °C. Al dia
siguiente, se usaron 4 ml de este cultivo para inocular 200 ml de Ty2x complementado
con 0,2 % de glucosa a partir de un stock de glucosa al 20 % filtrada. Se crecieron en
agitacion a 30 °C hasta DOgo entre 0,45 - 0,5. Se enfriaron rapidamente en bafo de
agua-hielo y se centrifugaron 10 min a 3.500 rpm a 4 °C. El botén celular se
resuspendié en 100 ml de solucién salina fria y se mantuvo 45 min en hielo. Se
centrifugaron de nuevo y se resuspendieron las células en 10 ml de solucion salina
complementada con 2 ml de glicerol al 75 %, ambos medios previamente enfriados.
Se repartieron en alicuotas de 200 ul en tubos de microcentrifuga previamente
enfriados, congelandolas inmediatamente en un bafio de alcohol/hielo seco. Las

alicuotas se guardaron a —70 °C hasta su uso.
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Composicion medios:

Ty2x: Solucién salina:

Triptona 16 g CacCl, 100 mM

Extracto de levadura 10g MnCl, 70 mM

NaCl 5¢ Acetato sédico 40 mM
ajustarpH a 7,0 ajustar pH a 5,2

completar con H,O hasta 1 litro
- Transformacion por choque térmico.

Se descongelé una alicuota de células competentes lentamente en hielo y se
anadié el DNA (plasmido purificado o ligacion) incubando durante 30 min en hielo. El
choque consistio en pasar la muestra bruscamente a bano de 42 °C, incubar 90 seg y
enfriar de nuevo rapidamente en el hielo. Se resuspendieron las células en 600 ul de
medio SOC (Sambrook et al., 1989), se incubaron 60 min a 37 °C en agitacién y se

sembraron en placas LB con el antibiético apropiado.
Electroporacion de S. aureus:

La transformacion de especies Gram positivas con DNA foraneo presenta gran
dificultad debido a las especiales caracteristicas de su pared celular. Ello obliga a
recurrir a la electroporacion como método de transformacion para S. aureus. Para la
transformacion nos basamos en el protocolo descrito por Schenk (Schenk and

Laddaga, 1992) con algunas modificaciones.

- Preparacion de S. aureus electrocompetentes.

Se realizé una dilucion 1/50 a partir de un cultivo estacionario en 50 ml de
medio LB y se incub6 a 37 °C, a 250 rpm, hasta alcanzar una DOs4 de 0,2. Las
bacterias se enfriaron 10 min en hielo y se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10 min a
4 °C. Posteriormente se lavaron 2 veces con 10 ml de sacarosa 0,5 M fria y finalmente
se resuspendieron las células con 1 ml de sacarosa fria, dejandolas en hielo durante
20 min. Por ultimo se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en 0,5 ml de

sacarosa 0,5 M fria.
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-Condiciones de electroporacion.

Se utilizaron cubetas de electroporacion de 0,1 cm (Bio-Rad) en las que se
mezclaron 50 ul de bacterias competentes con 1 ul de DNA concentrado,
resuspendido en H,O bidestilada para evitar el riesgo de arco eléctrico. Se utilizé un
electroporador Bio-Rad (modelo Gene Pulser 1l) junto con la unidad Pulse Controller
Plus, en el que se seleccionaron 2,5 Kv de voltaje, 25 uF de capacitancia y la

resistencia se fij6 a 100 Q.

Inmediatamente después del pulso se anadié 0,6 ml de TSB. Tras un tiempo de
recuperacion (1 h a 37 °C en agitacion), el cultivo se sembré en placas de TSA

conteniendo los antibidticos correspondientes
Southern blot :

Para la hibridacion mediante Southern blot, se purific6 DNA cromosémico, se
digirid en su caso si fue necesario y se separ6 mediante gel de electroforesis de
agarosa. Los geles se transfirieron a membranas de nylon (Hbond-N 0.45 mm de
diametro de poro; Amersham Life Science) utilizando métodos estandar (Ausubel et
al., 1990; Sambrook et al., 1989). El marcado de la sonda y su hibridacién con el DNA
se realizd de acuerdo al protocolo aportado por el kit de marcado de DNA PCR-DIG y

deteccién de quimioluminiscencia (Roche).
Secuenciacion del DNA:

El DNA fue secuenciado por el Servicio de Secuenciacion del Instituto de Biologia
Molecular y Celular de Plantas de la Universidad Politécnica de Valencia (IBMCP-
UPV), mediante el método de la terminacion de cadena por incorporacion de

dideoxinucledtidos marcados con fluorocromos.
Analisis computacional:

Para las busquedas de homologia de las secuencias obtenidas se utilizé el

programa BLAST del servidor NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov; (Altschul et al., 1997). Las

secuencias fueron comparadas con la base de datos del GenBank.

Para las hibridaciones de secuencias homodlogas se utilizaron los programas

praliné del servidor http://www.ibi.vu.nl/programs/pralinewww/ y clustal

http://www.ebi.ac.uk
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Purificacion de proteinas.

La clonacion y purificacion de las proteinas de fusion Hisg-Ltr se realizo tal y
como esta descrito en el articulo de Chien y colaboradores (Chien et al., 1999). La
pureza de las proteinas purificadas se comprobé mediante electroforesis y tinciéon con
Coomassie (Coomassie Brillant Blue R-250, Sigma) de geles de poliacrilamida al 12%
los cuales contenian SDS. La proteina se encontraba pura en un 98%. La
concentracion de la proteina purificada se determind mediante el ensayo de Bradford

(Bio-Rad, Hercules, Calif.), utilizando como estandar albumina de suero bovino.

METODOLOGIA UTILIZADA EN LOS ESTUDIOS DE INDUCCION DE FAGOS.
Induccion de profagos.

El ciclo litico de los fagos que se encuentran en estado latente en la bacteria
puede inducirse mediante la aplicaciéon de sustancias que activen la respuesta SOS.
Para obtener un lisado de una cepa lisogénica de S. aureus, se realizé una dilucién
1/50 en TSB de un cultivo estacionario y se crecio hasta alcanzar una DOs4o = 0.3-0.4.
Seguidamente se afadié mitomicina C (Sigma, 2 ug ml”) sustancia que activa la
respuesta SOS. Posteriormente los cultivos se crecieron en agitacion lenta (80 rpm) a
32 °C. La lisis normalmente solia ocurrir sobre las 3 h. Antes de que ocurriera la lisis,
en determinados experimentos, se tomaron muestras (1 ml) a distintos tiempos de los
cultivos inducidos que contenian SaPls y se extrajo su DNA (ver apartado de

extraccion de DNA).

Los lisados obtenidos se filtraron en filtros de 0,2 um para eliminar aquellas
bacterias que no hubieran sido lisadas. Posteriormente estos lisados se guardaron a 4

°C hasta su uso.

Alternativamente también se obtuvieron lisados por infeccion de bacterias
sensibles a fagos. Los fagos penetrarian en la bacteria, comenzarian su ciclo litico,
amplificandose considerablemente la poblacion de fagos que acabarian lisando la
bacteria. Para ello se realizé una dilucién 1/50 en TSB de un cultivo estacionario y se
crecid el cultivo hasta alcanzar una DOgsy = 0.15. Posteriormente el cultivo se
centrifugd, se resuspendié en TSB-Phage buffer (1 mM NaCl, 0.05M Tris pH = 7.8, 1
mM MgSO4, 4 mM CaCl,) (1:1) y se infecté con el fago a una multiplicidad de
fagos/bacterias 3:1 o 1:1. La lisis ocurria también sobre las 3 h después de la

infeccion.
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Titulaciéon de fagos.

Para cuantificar el nimero de particulas fagicas que contiene un lisado se diluyd un
cultivo estacionario de la cepa RN4220 (sensible a la mayoria de los fagos de S.
aureus) 1/50 en TSB y se crecié hasta alcanzar una DOs4 = 0.4. Se infectaron 50 ul
de este cultivo con 100 ul de diluciones seriadas, en “phage buffer”, del lisado a
temperatura ambiente durante 5 minutos, tras los cuales, la mezcla de fagos y
bacterias se plaqueé en placas de “phage base” (25 gr de Nutrient Broth N°2, Oxoid;
7gr de agar) suplementadas con CaCl, a una concentracion final 10 mM. Las placas se
incubaron a 37 °C durante toda la noche. Al dia siguiente se cuantificaron el nimero

de calvas producidas por el fago y se multiplicé por el factor de dilucion.
Transduccion.

Para estudiar el proceso de transferencia de un elemento genético movil (plasmido
o SaPl) se utilizaron los lisados obtenidos mediante el método de induccion o infeccion

que se han comentado anteriormente .

Se realizaron diluciones seriadas de estos lisados en phage buffer. 100
microlitros de estas diluciones se afadieron a 1 ml de bacterias aceptoras crecidas
hasta DOs4 = 1.4 a las que se afiadié CaCl, a una concentracion final 4.4 mM. La
mezcla del lisado con las bacterias se incub6é a 37 °C durante 20 minutos para dar
tiempo suficiente a la isla a penetrar en la bacteria. Posteriormente se plaqueé la
mezcla en placas de TSA con el antibiético que corresponde. Estas placas contenian
Citrato Sddico (17 mM) para impedir la infeccién de las bacterias aceptoras por los

fagos del lisado. Generalmente se utilizé la cepa RN4220 como bacteria aceptora.
Extraccion del DNA para el estudio de replicacion de fagos .

Con el fin de analizar la replicacién de los diferentes fagos, después de la infecciéon
o induccion de las diferentes cepas en estudio se tomaron muestras a distintos
tiempos, que posteriormente se centrifugaron para precipitar las bacterias. Los
precipitados obtenidos se resuspendieron en TES-sacarosa (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
100 mM NaCl, 0.5 M sacarosa a pH 6) y se lisaron mediante lisostafina (5 ug ml™) en
presencia de RNasa pancreatica (500 ug ml™") durante 30 min. a 37 °C. El lisado
obtenido se incubd con proteinasa K (500 ug ml™") en presencia de SDS (1%) durante
30 min. a 55 °C. Posteriormente se afadié tampén de carga y se vorted durante al
menos 20 minutos. Seguidamente se introdujo la muestra en un bafio de hielo seco
hasta que el lisado se congeld y posteriormente se descongelé en un bafio de agua a
65 °C. Esta operacion se repitid dos veces mas. Por ultimo las muestras se cargaron

en un gel de agarosa al 0.7 % y se dejaron correr durante toda la noche con un voltaje
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de 20 V para poder separar mejor el DNA gendémico de la banda de replicacién del
fago. Finalmente el gel se fotografid y en los casos en los que fue necesario se

transfirio el gel a una membrana de nylon para la realizacién de un Southern blot.

METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA OBTENCION DE MUTANTES.
Obtenciéon de mutantes por deleccion.

Para la mutacion de un determinado gen, se lleva a cabo la clonacion de
fragmentos flanqueantes a la secuencia a delecionar en el plasmido pMAD (Arnaud et
al., 2004), el cual permite realizar deleciones sin introducir ningun marcador
cromosomico. Para ello, se amplifican los fragmentos flanqueantes a la zona a
delecionar utilizando dos parejas de cebadores . Una pareja amplificaria la regién 5’ a
la delecion (cebadores 1 y 2) y la otra pareja amplificaria la region 3’ a la deleccién
(cebadores 3 y 4). La secuencia del cebador 3 (delimita el extremo 3’ de la delecion)
contiene una cola en su extremo 5 que es complementaria con la secuencia del
cebador 2 (delimita el extremo 5’ de la deleccion). En una segunda PCR utilizamos
como DNA molde 1 ul de los amplificados obtenidos en la primera PCR y los
cebadores 1 y 4 (cebadores externos). En los primeros ciclos de la PCR las
secuencias complementarias de los cebadores 2 y 3 hibridan y permiten la obtencion
de un molde de DNA que contiene los dos amplificados. En los siguientes ciclos de la
PCR los cebadores externos 1 y 4 permiten la amplificaciéon del nuevo molde de DNA
formado. De esta forma un solo amplificado contendria los dos fragmentos necesarios

para realizar la deleccién (Figura 17).

A*I
An
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Figura 17. Representacion esquematica de la doble PCR realizada para obtener los
mutantes por delecion. La caja rayada indica la zona a delecionar. Las cajas verde y morada
representan los fragmentos 5’ y 3’ flanqueantes a la delecion amplificados en la PCR 1. Las

flechas indican la posicién donde hibridan los cebadores.

Los fragmentos amplificados pueden clonarse en los vectores pc-TOPO o pGEM-
T (Promega), los cuales facilitan la ligaciéon de los productos de PCR ya que no
necesitan ser digeridos previamente. A continuacion estos fragmentos fueron liberados
de las construcciones generadas cortando con un par de enzimas de restriccion, y
fueron ligados en el plasmido pMAD que previamente habia sido digerido con el
mismo par de enzimas de restriccion. El plasmido pMAD contiene un origen de
replicacién para Gram negativos y un origen de replicacion termosensible para Gram
positivos. También contiene un gen que confiere resistencia a eritromicina en S.
aureus y un gen que codifica para la enzima p-galactosidasa que al metabolizar la
sustancia X-gal produce un metabolito de color azul. De esta forma, las bacterias que
presenten el plasmido seran resistentes a eritromicina y en presencia de X-gal, las

colonias que produzcan seran azules.

.
Bgal

; 12 recombinacién homologa
erm resitente erm 9
azul oriG+
erm sensible 2% recombinacion homologa
blanca mutante salvaje

— . .

Figura 18. Esquema representativo de la mutagénesis por pMAD. En la 12 recombinacion
homologa (integracion del plasmido) la bacteria es azul y es capaz de crecer en presencia de
erm. En la 22 recombinacién homaéloga (delecion del plasmido) la bacteria es blanca y sensible
a erm. En esta 22 recombinacion se pueden producir dos genotipos: mutante por delecion 6

restauracion del genotipo salvaje.
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Las construcciones generadas en pMAD se introducen a una cepa de S. aureus,
en nuestro caso la RN4220 por ser facilmente transformable. Se crecen las bacterias
obtenidas a 30°C en TSB conteniendo eritromicina y se plaquean diluciones del cultivo
en fase estacionaria en TSA conteniendo eritromicina y Xgal a 43 °C (temperatura
restrictiva). El plasmido pMAD no puede replicar a 43 °C, por lo que las colonias que
crezcan en eritromicina seran bacterias con el plasmido integrado en el cromosoma
bacteriano por recombinacién homdloga de alguno de los dos fragmentos
flanqueantes al gen a delecionar. A continuacién, se pican de 1 a 5 colonias en TSB
sin antibidtico, se plaquean diluciones del cultivo estacionario en TSA conteniendo X-
gal a 43 °Cy se seleccionan aquellas colonias de color blanco, que seran las que
hayan perdido el plasmido en la segunda recombinacién. Finalmente se comprueba
que se habia producido el genotipo deseado mediante secuenciacion del amplificado
obtenido mediante PCR con cebadores flanqueantes a la deleccion. La Figura x

muestra un esquema de la técnica de mutagénesis por deleccion mediante pMAD.

METODOS BIOQUIMICOS.

Ensayo enzimatico para la cuantificacion de la actividad B-lactamasa en los

plasmidos de fusién transcripcional.

Para la realizacién de esta técnica se utilizé un cultivo de las cepas de interés
crecido a 37 °C en agitacion durante toda la noche. En primer lugar diluimos el cultivo
1:50 en TSB y crecimos hasta DOs540=0.3-0.4, momento en el recogemos una alicuota
de 100 pl de muestra que anotamos como t; y que sera congelada para su posterior
analisis. A continuacién, en caso de ser necesario en funcion del experimento, se
afade MC y se incuba en agitacion lenta a 32 °C. Transcurridos 90 y 180 minutos de
la induccion, se recogen alicuotas de 50 yl de cada muestra para el analisis y a las
que se les anade Azida Sdédica (5 mM). Se transfiere a placas de poliestireno de fondo
plano de 96 pocillos y se procede a la lectura de la placa en el aparato THERMOmax
(Molecular devices) a una longitud de onda de DOgsp y DOgsg. A continuacion
afadimos 50 pl de la solucion de nitrocefin (132 pg/ml en una solucion de fosfato
sédico 0.1M a pH 5,8) y se introduce de nuevo la placa en el aparato THERMOmax

para su lectura durante 20 minutos a intervalos de 20 segundos.
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Para el calculo de las unidades de actividad B-lactamasa, se utilizaron las

siguientes férmulas:
Unidad de actividad p-lactamasa = Vmax. factor de dilucion/DO650nm
Vmax= Ae x 10%/ min

Un incremento de absorbancia de 0.001 DOy se define como 1 unidad de

actividad p-lactamasa.

SDS-PAGE, Western blot y tincion de Coomassie.

Para la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) se utilizaron las cubetas Mini-protean Il de Bio-Rad siguiendo las
instrucciones del fabricante. La preparacion de las muestras se realiz6 como se
describe en (Ni Eidhin et al., 1998).

Para el analisis por Western blot se transfirieron las proteinas a membranas de
PVDF (Immobilon P de Millipore) mediante transferencia en condiciones humedas. Las
membranas se bloquearon con leche al 5 % en PBS-tween 0.05 % y la incubacion de
los anticuerpos se realizo en el tampdn de bloqueo. Se utilizé un segundo anticuerpo
anti-inmunoglobulina G de conejo conjugado con fosfatasa alcalina y se revelo6 por el

sistema ECL Plus Western Blotting Detection (GE Healthcare).

Para la tincion de Coomassie de los geles SDS-PAGE una vez finalizada la
carrera electroforética, el gel se incuba en la solucion de tincién (2.5 g Azul Brillante
Coomassie R-250, 45 % metanol, 10 % acido acético glaciar, 45 % agua bidestilada)
durante 1 hora en agitacion lenta. Transcurrido este tiempo, se extrae el gel tefiido y
se introduce en la solucién destenidora (20 % metanol, 15 % &acido acético glaciar, 65
% de agua bidestilada) hasta que se observen el bandeado proteico tefiido de azul y el

fondo casi transparente.
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Tabla 10. Cepas utilizadas en estos estudios.

Material y Métodos

Cepas utilizadas en el estudio del ciclo del fago

Cepas Descripcidn Referencia
RN4220 Derivado defectivo en restriccion RN450 (Kreiswirth et al., 1983)
RN450 NTCT8325 curada de los ¢11, $12 and ¢$13 (Novick, 1967)
RN5101 RN450 ASpa

RN9640 JP9011 ASpa

RN9641 JP9010 ASpa

RN9642 JP9012 ASpa

RN451 RN450 lisogénica para ¢11 (Novick, 1967)
RN10359 RN450 lisogénica para $80a (Ubeda, et al 2007)
JH2-2 Enterococcus faecalis (Yasmin, et al., 2010)
JP10324 RN450 lisogénica para ¢85

JP5011 RN4220 lisogénica para phiSLT pvl::tetM

JP8704 JP8703 SaPl1 tst::tetM

JP3602 RN10359 SaPI1 tst::tetM (Ubeda, et al., 2008)
RN1701 Derivado de RN4220

JP9010 RN450 AclpX

JP9011 RN450 AclpP

JP10787 RN450 AclpP con mutacion puntual Ser x Ala 98

JP9012 RN450 AclpC

JP10044 RN450 AclpXP

JP7084 RN450 AclpB :: erm

JP7085 RN450 AclpL :: erm

JP7086 RN450 AclpYQ :: erm

JP11919 JP1701 AclpP

JP11920 JP1701 AclpP con mutacién puntual Ser x Ala 98

JP8008 JP9010 lisogénica para ¢$80a

JP8009 JP9011 lisogénica para ¢$80a

JP8010 JP9012 lisogénica para ¢$80a

JP8011 JP7084 lisogénica para ¢$80a

JP8012 JP7085 lisogénica para $80a.

JP8013 JP7086 lisogénica para $80a.

JP11932 JP1701 lisogénica para ¢80c
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Cepas Descripcion Referencia
JP11938 JP11919 lisogénica para ¢80
JP11939 JP11920 lisogénica para ¢80a
JP8106 JP9011 lisogénica para ¢p11
JP8107 JP9010 lisogénica para ¢11
JP8108 JP9012 lisogénica para ¢11
JP11488 JP 10044 lisogénica para ¢80a
JP11490 JP10044 lisogénica para ¢11
JP8109 JP7084 lisogénica para ¢p11
JP8110 JP7085 lisogénica para ¢11
JP8111 JP7086 lisogénica para ¢11
JP11936 JP1701 lisogénica para ¢11
JP11938 JP11919 lisogénica para ¢11
JP11939 JP11920 lisogénica para ¢11
JP12378 JP9011 lisogénica para ¢85
JP11079 JP9010 lisogénica para ¢85
JP12379 JP10787 lisogénica para ¢85
JP12622 JP10044 lisogénica para ¢85
JP12619 JP7084 lisogénica para ¢85
JP12620 JP7085 lisogénica para ¢85
JP12621 JP7086 lisogénica para ¢85
JP12376 JP11919 lisogénica para ¢85
JP12377 JP 11920 lisogénica para ¢85
JP12372 JP9011 lisogénica para ¢SLT
JP12375 JP9010 lisogénica para ¢SLT
JP8980 JP9012 lisogénica para ¢SLT
JP12623 JP10044 lisogénica para ¢SLT
JP8021 JP7084 lisogénica para ¢SLT
JP8022 JP7085 lisogénica para ¢SLT
JP8023 JP7086 lisogénica para ¢SLT
JP10362 E.coli C600

JP10363 E.coli MG1655

JP10401 JP10364 lisogénica para ¢lambda
JP11089 MG1655 AclpX

JP11090 MG1655 AclpP
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Cepas Descripcion Referencia
JP10752 JP11090 lisogénica para ¢lambda
JP10767 JP11089 lisogénica para ¢lambda
JP11925 JP10363 lisogénica para ¢HK544
JP11087 JP 11089 lisogénica para ¢HK544
JP11088 JP11090 lisogénica para ¢HK544
JP10931 JP10363 lisogénica para ¢HK106
JP10932 JP10756 lisogénica para ¢HK106
JP10933 JP10697 lisogénica para ¢HK106
JP9912 JP9010 (pJP1632)

JP9913 JP9010 (pJP1682)

JP9917 JP9011 (pJP1633)

JP9918 JP9011 (pJP1683)

JP3603 SaPlbov1 tst::tetM

JP12513 JP1701 SaPlbov1 tst::tetM
JP12514 JP9010 SaPlbov1 tst::tetM
JP12516 JP9011 SaPlbov1 tst::tetM
JP12517 JP11919 SaPIbov1 tst::tetM
JP12518 JP11920 SaPIbov1 tst::tetM
JP11467 RN5010 (pJP1626)

JP11468 RN9641 (pJP1626)

JP11952 RN9640 (pJP1626)

JP11470 RN10787 (pJP1626)

JP11471 RN10044 (pJP1626)

JP11472 RN5010 (pJP1627)

JP11473 RN9641 (pJP1627)

JP11962 RN9640 (pJP1627)

JP11475 RN10787 (pJP1627)

JP11477 RN5010 (pJP1628)

JP11478 RN9641 (pJP1628)

JP11959 RN9640 (pJP1628)

JP11480 RN10787 (pJP1628)

JP10046 (pJP1626)

JP10047 RN10042 (pJP1626)

JP10048 RN10043 (pJP1626)
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Cepas Descripcion Referencia
JP11207 RN11191 (pJP1685)

JP11205 RN11190 (pJP1684)

JP11940 RN5101 (pJP1629)

JP11941 RN9640 (pJP1629)

JP11445 RN10787 (pJP1629)

JP11147 RN9641 (pJP1629)

JP11439 RN5101 (pJP1630)

JP11945 RN9640 (pJP1630)

JP11440 RN10787 (pJP1630)

JP11142 RN9641 (pJP1630)

JP10975 RN5101 (pJP1631)

JP11337 RN9641 (pJP1631)

JP11338 RN9640 (pJP1631)

JP11083 RN450 ARecA lisogénica para ¢11 (Wolf et al., 2012)
JP11082 JP11083 PCG254 lisogénica para ¢11 (Wolf et al., 2012)
JP11123 JP8107 PCG254

JP12349 JP8106 PCG254
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Tabla 11. Oligos utilizados en estos estudios

Cebadores utilizados para obtener los mutantes Clp.

Cebador Secuencia (5’—3’)

ClpX-3mB CGCGGATCCGCAGAAGCAAATACAGTAGACG

ClpX-4c GTCTTTTCCGCAGAAAGAGC

ClpX-5m TCTTTCTGCGGAAAAGACGAACTATACGACGCAGAAGG
ClpX-6cS ACGCGTCGACCTTTTGAACCTTACCTTTTGG

ClpP-5m$S ACGCGTCGACAGCTGGAAAGTTTAATGAAGG

ClpP-6c TGAGTATATATCATATGCACG

ClpP-7Tm GTGCATATGATATATACTCAGATCGTGATAACTTCTAA
Clp-8cB CGCGGATCCACTGCACCTATACCTGAACG

ClpC-5mS ACGCGTCGACGAACTAATAAAACAACCAGCAGC

ClpC- 6¢ ACGAATTGCTTCTTCTTGG

CIpC-7m CAAGAAGAAGCAATTCGTAAAGAGTTTAAATATGACATT
ClpC- 8cB CGCGGATCCATTAGGACATTTCCCCATCC

CipB-1mE CCGGAATTCTCTAGAATTGATGGAAAAGTAGG

ClpB- 2¢ TTGCTGACTCAGTTCAACTGG

ClpB-3m GTTGAACTGAGTCAGCAAAAAGAGGGATTCCCAGAAGG
ClpB- 4cB CGCGGATCCGGGATTAGCAGAAATCAACC

ClpL-1mS ACGCGTCGACACTACCTGTTGGCTTTAAAGG

CipL-2c TCGAAAAATTGAATCAAAGTCG

ClpL-3m ACTTTGATTCAATTTTTCGAGTTGAGGATAACGAATTA
ClpL- 4cB CGCGGATCCGAAGTTATCGTAAGTTCGATGG
ClpYQ-1mE CCGGAATCCACCGTATTAGGAAAAGGGAGC

ClpYQ-2¢c TTGTTGACCAAGCGTTACTTGC

ClpYQ-3m AAGTAACGCTTGGTCAACAAGCACCAAGTATGCCGAAT
ClpYQ-4cB CGCGGATCCTGATGCGATTAATAGGCCTTCC
ClpP-13m ATGGCTGCAGCCATGGGATCATTC

ClpP-14c GAATGATCCCATGGCTGCAGCCAT

CIpPEC-1m CGGTACAGCAGGTTTTTTCAATTTTATCCAGGAGACGGAA
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Cebador Secuencia (5’—3’)

CIpPEC-2c TCTCAGGCGCAAGCCGCTTACAGCGTTGTGCCGCCCTG

CIpXEC-1c TCGTGTGCGGCACAAAGAACAAAGAAGAGGTTTTGACC

ClpXEC-2¢c ATCCCCCCTTTTTGGTTAACTAATTGTATGGGAATGGTTA

Cebadores utilizados para obtener las complementaciones en pCN51

Cebador Secuencia (5’—3’)

CipX-11mB CCGGAATTCTTCACACAGGAAACAGACCATGTTTAAATT

ClpX-12cS ACGCGTCGAC ACATCAATGATTAAGCTGATGT

CIpXEF-1mB CGCGGATCCCGATACCTTGGTGATAATTTG

CIpXEF-2cS ACGCGTCGACAATTTTGTCTTCTTTAGTGC

CipP-11mB CGCGGATCCTATGTAAAATAATGAGTAACAG

CipP-12cE CCGGAATTCCATACAAAAAGAGCAGACAGC

CIpPEF-1mB CGCGGATCCAATAAATAAAATCATCGATGCT

CIpPEF-2cE CCGGAATTCGACTGTTTTATAATTATGCTTGC
Cebadores utilizados para obtener las construcciones en PROEX.

Cebador Secuencia (5’—3’)

ClpP-19mE CCGGAATTCTTCACACAGGAAACAGACCATGAATTTAATT

ClpP-20cS ACGCGTCGACAATTATTTTGTTTCAGGTACCAT

clphi11-6mB CGCGGATCCGATGGATAAAAAAGAATTAGCG

clphi11-7cE CCGGAATTCGATATCAAGTTATCGTATGCTATAAT

LexA-26 mB CGCGGATCCGATGAGAGAATTAACAAAACGACAA

LexA-27cE CCGGAATTCCGGTTTAAAATATTACATTTC
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Cebadores utilizados para obtener las construcciones en pCN41.

Cebador

Secuencia (5'—3’)

orféphi11-10cE

CCGGAATTCTTATGTCTCCTTTAAGATGTTTG

c1phi113xf-2¢

CGATATCGTGATCTTTATAATCGCCATCGTGATCTTTATA

c1phi113xf-1m

CGATGGCGATTATAAAGATCACGATATCGATTATAAAGA

orf5phi11-4mB

CGCGGATCCGCCATATAGGCGCTATTAATC

c1phi113xf-4mS

ACGCGTCGACAATTGGGTTATACTATAGGTAAATTTAAG

clpCN41-1S ACGCGTCGACTACTATAGGTAAATTTAAGGAGG
c1phi11-5mB CGCGGATCCTATAATTCTTCTCCTATTTAAGCACCAGTT
LexA-21mE CCGGAATTCTAACGTTGTGACAATGTATC

LexA3xf- 24c

TAATCGATATCGTGATCTTTATAATCGCCATCGTGATCTT

LexA3xf-23m AAAGATCACGATATCGATTATAAAGATGATGATGATAAAA
LexA-20cE CCGGAATTCCGATAATATATAACGGTTTAAAATA
LexA-32cB CGCGGATCCTGCGGTAATAGGAACTTATGCTGTGAC

Tabla 12. Plasmidos usados en estos estudios.

Plasmidos utilizados

Plasmidos | Descripcion Referencia
pMAD Vector lanzadera con origen termosensible para S. aureus, gen (Arnaud et al., 2004)
de resistencia a ermy el gen lacZ
PCN51 Vector de expresion con origen de replicacion para S. aureus, (Charpentier et al., 2004)
contiene el gen de resistencia a erm
PCN41 Utilizado en la fusién transcripcional de Staphylococcus, (Charpentier et al., 2004)
portador de f —lactamasa blaZ, contiene resistencia a erm
pCG235 Vector de expresion del gen recA, contiene resistencia a clor. (Schroder et al., 2013)
JP1626 pCN41 expresion cl con 3xflag en N-terminal, portador de § —
lactamasa blaZ tras cro
JP1688 pCN41 expresion cl con 3xflag en C-terminal, portador de § —
lactamasa blaZ tras cro
JP1627 pCN41 expresion cl con codén de parada y 3xflag, portador de
p—-lactamasa blaZ tras cro
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Plasmido Descripcion Referencia

JP1628 pCN41 expresiéon cl no degradable y 3xflag, portador de p—
lactamasa blaZ tras cro

JP1629 pCN41 expresion lexA con 3xflag en N-terminal, portador de -
lactamasa blaZ tras sosA

JP1689 pCN41 expresion lexA con 3xflag en C-terminal, portador de -
lactamasa blaZ tras sosA

JP1630 pCN41 expresion lexA con codén de parada y 3xflag, portador
de p—lactamasa blaZ tras sosA

JP1631 pCN41 expresion lexA no degradable y 3xflag, portador de p—
lactamasa blaZ tras sosA

JP1686 pCN41 expresion cl ,portador de § —lactamasa blaZ tras cro
pCN41 expresion LexA portador de p-lactamasa blaZ tras

JP1687
SOsA

JP1632 pCN51 expresion clpX procedente de S. aureus para
complementacion

JP1682 pCN51 expresion clpX procedente de E. faecalis para
complementacion

JP1633 pCN51 expresion clpP procedente de S. aureus para
complementacion

JP1634 pCN51 expresion clpP procedente de E. faecalis para
complementacion

JP1680 PKD46 para la mutacion de clpX en E. coli

JP1681 PKD46 para la mutacion de clpP en E. coli

JP1636 pMAD para la mutacién de clpX en S. aureus

JP1675 pMAD para la mutacion de clpP en S. aureus

JP1684 PROEX expresion ClpP-LexA

JP1685 PROEX expresién ClpP.Cl
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Conclusiones

En respuesta a los objetivos planteados en el inicio de este trabajo hemos

obtenido las siguientes conclusiones:

1. Las proteinas Clp estan implicados en el control de genes de virulencia en

bacterias patégenas.

2. Las proteinas Clp son necesarias para la induccion de fagos lisogénicos en

Staphylococcus aureus.

3. El efecto de las proteinas Clp en la induccion de fagos se centra en el

género Gram positivo.

4. La chaperona ClpX interviene en la etapa de escision de fagos durante su

replicacion, siendo esencial su presencia.

5. Las proteinas Clp no estan implicadas en la movilizacion de islas de

patogenicidad.

6. Las proteinas Clp son necesarias en la escision del represor Cl y en la
degradacioén del fragmento N-terminal que se genera, por tanto necesarias

para la desrepresion de genes del ciclo litico.

7. Las proteinas Clp son necesarias en la escision del represor LexA y en la
degradacién del fragmento N-terminal que se genera, por tanto necesarias
para la desrepresion de genes implicados en la expresion de proteinas

reparadoras de dafio celular.

8. La proteasa CIpP posee un mecanismo doble de actuacion en la respuesta
SOS.
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