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Inledning

En studie for att detektera minfalt och minerade omraden med hjalp av jordbakterier
pagar. Det & ett helt nytt angreppssétt att forsoka fa naturligt forekommande bakterier att
stélla om sig till att &a explosivamnesrelaterade substanser i jorden och att darefter fa

bakterien att fluorescera.

Ett annat anvandningsomrade kan vara att detektera explosivamnesrester vid
aterstéllandet av gamla skjutplatser och fabriksomréden. Pa ett flertal platser i véarlden finns
"avfallsanlaggningar" for uttjanta sprangamnen. | manga fall 1acker en del av de féreningar
som ingdr i dessa sprangamnen ut i jorden. Eftersom dessa foreningar ofta innehdller stora
mangder kvéave och kol utgdr de en mycket attraktiv naringskalla for jordbakterier. Aven
giftiga organiska foreningar kan anvandas av bakterien for att skaffa energi for sina
livsuppehallande aktiviteter

| alla jordar finns bakterier, som livnar sig pa organiskt material som bryter ner t.ex.
doda vaxter. Dessa bakterier & mycket viktiga for att upprétthalla den ekologiska balansen i
naturen. Né&r bakterierna kénner av férekomsten av organiska damnen i jorden kommer de att
stéllaom sin metabolism pa ett sddant sétt att t ex ett sprangamne kan brytas ner.

Den metod som avses utvecklas i detta projekt bygger pa anvandning av sddana
naturliga bakterier for att detektera forekomsten av landminor i mark. Metoden bygger pa att
bakterier har en formaga att mycket snabbt anpassa sig till nya livsvillkor. Om ett nytt amne
introduceras i en viss miljo och detta amne kan utnyttjas av bakterien som féda, kommer
bakterierna att snabbt stélla om sin metabolism pa ett sadant Sitt att det nya amnet kan tas

upp, brytas ner och infogas i bakteriens &mnesomséttning.

Detta astadkommes genom produktion av biologiska katalysatorer, enzymer, som
assisterar vid sammansmdaltningen av den organiska substansen, dar varje steg |
sammansmaltningen behover ett specifikt enzym. Enzym &r proteiner som &r syntetiserade av
bakterien, vilket & en process som kraver energi. Eftersom en naturlig miljo for bakterien

inte innehdller toxiska foreningar osar inte bakterien energi pa att bygga upp enzymer som



inte & anvandbara. Konsekvensen blir att syntetiseringen av enzymer borjar forst nar
kemiska foreningar upptrader i naturen dar bakterien lever. For att astadkomma detta maste
det finnas en regulatormekanism som kan initiera produktionen av enzymer nar kemikalien

infinner sig.

Information for att bygga proteiner i bakteriens celler finns i DNA molekyler. En
uppséttning matriser som kallas bakteriens "genomen” innehdller all informationen om alla
proteiner i bakteriens celler. Matrisen kan kopieras for att spara informationen till framtida
generationer av bakterien eller sa kan innehdllet |asas och overforas for att bygga nya
proteinmolekyler. Processen att 1&sa informationen och bygga proteinet & stréngt reglerat,
det vill siga det kan initieras eller avslutas. Regulatorsubstansen & ocksa en proteinmolekyl.
N&r en organisk kemikalie fran omgivningen kommer in i bakteriens cell binds den till
regulatorproteinet, vilket orsakar en forandring i proteinets form och aktiverar detta. Under
aktiveringen binds det till en specifik plats pa DNA matrisen, vilket initierar
inl&sningsprocessen och resulterar i syntetisering av ett passande enzym, bakterien &r férdig

att tillagna sig den organiska féreningen.

Bakteriens formaga att kanna specifika organiska foreningar kan anvandas i
biotekniska applikationer. Det &r till exempel mgjligt att ta bort matriser som & ansvariga for
syntes av ett sammandragande enzym och istéllet sittain olika matriser som kodar for sadana
enzym som syntetiserar ett gront fluorescerande protein (GFP). | detta fall kan den ”lurade”
bakterien starta en syntes av gront fluorescerande protein nér den kanner av den organiska

foreningen, och bilda gréna flackar pat.ex. en substans som kommer fran ett sprangamne.

Projektbeskrivning

Malet for detta projekt & att designa en biosensor som kommer att anvandas for att
detektera specifika foreningar som finns i sprangamnen eller relaterade féreningar. Sensorn
& baserad pa ett helcellsystem (fluorescerande bakterier) och ar altsa distinkt skild fran
biosensorer som &r baserade pa t.ex. antikroppar mot 2,4 DNT. Ett viktigt delmal i projektet
ar att forbattra strukturen av ett naturligt regulatorprotein i jordbakterien Burkholderia DNT.
Proteinet anvands av bakterien for att kanna igen t.ex. DNT och TNT. For detta andamal



maste proteinet extraheras fran bakterien och separeras fran en samling av hundratals olika

biologiska molekyler. Genom att anvanda ett batteri av olika biokemiska och biologiska

tillvagagangssétt har proteinet renats och vi har fatt fram forutsattningar under vilka proteinet
bildar kristaller. Detta maste goras for att kunna bestamma proteinets kristall struktur.

Det amne som skall brytas ner (substratet, som i detta fall & t.ex. TNT eller DNT)

binder till ett sensor- och regulatorprotein. Proteinet har en bindningsficka som specifikt

binder substratet. Vid bindning foréndras sensorproteinets struktur och detta i sin tur gor att

proteinet binder till en promotor, dv s en specifik plats pa DNA-stréngen som aktiverar

syntesen av det enzym som bryter ner TNT eller DNT. Med andra ord har bakterien ett
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Fig. 1 Tvaolika metoder som kan anvandas

for att forbéttra kéngligheten hos biosensorn.

TNT/DNT har.

aterkopplat sensorsystem, som aktiveras av det

amne som skall brytas ner.

| det aktuella projektet utgdr vi fran en
bakterie som naturligt har utvecklat det maskineri
som kan bryta ner TNT/DNT. Den del av DNA-
strangen som kodar for enzymet har bytts ut mot
en DNA-strang som kodar for ett annat protein,
som inte & ett enzym, men som har férmagan att
fluorescera. Nar denna bakterie kommer i kontakt
med ett sprangamne, binder substratet till
sensor/regulatorproteinet, som i sin tur aktiverar
promotorn och initierar syntesen av det
fluorescerande proteinet - hela bakterien blir

fluorescerande.

En sensor maste vara specifik for de amnen
som skall detekteras och maste ha en hog
kanglighet. Med andra ord far sensorn inte ge
utslag for amnen som kan forekomma naturligt i

jorden och som har en struktur liknande den som



Den bakteriestam som vi utgdr fran har en viss kansighet for TNT/DNT, men
kansligheten & fortfarande for 1&g. Dessutom & stammen aven kandig for sdicylat, vars
struktur liknar DNT/TNTs. Eftersom detta dmne kan férekomma i jordar, maste den

bakteriella biosensorns kénslighet for salicylat undertryckas betydligt.

Kéangligheten for olika substrat & helt beroende pa strukturen av den bindningsficka
som binder substratet i sensorproteinet. Denna struktur kan modifieras och anpassas pa olika
sétt. For att uppnd detta anvander vi tva olika angreppssétt (Figur 1A): (1) Ett mycket stort
antal varianter av strukturen tillverkas slumpmassigt. Sedan plockas selektivt de varianter ut
som & mest kandliga for substratet. Forhoppningsvis & det dd mgjligt att hitta sddana
varianter som inte bara & kandligare for substratet, men som ocksa har mindre kandighet for
andra amnen. (2) Den tredimensionella strukturen for sensorproteinet bestdms. Denna
information gor att man kan analysera den detaljerade strukturen for den bindningsficka i
vilken substratet binder. Utifran denna analys kommer vi sedan att specifikt byta ut vissa
aminosyrarester for att pa detta sétt forandra bindningsfickans form och egenskaper (t.ex.
introducera laddade eller hydrofoba aminosyrarester). Den teknik som vi anvander kallas in
vitro mutagenes och forvantas resultera i en bakterie, d.v.s. ett helcellsystem, som & mer
kanslig for t.ex. DNT eller TNT.

Forst maste proteinet erhdlas i mycket ren form. Déarefter kristalliseras proteinet
varefter rontgenkristallografi kan anvandas for att gbra en tredimensionell modell av
proteinet. | bésta fall kan man identifiera bindningsstéllet for substratet. Om detta skulle visa
sig vara svart kan man ga vidare och kristallisera sensorproteinet i narvaro av olika substrat. |
detta fall kommer substratet att synas i strukturen, vilket direkt visar var bindningsstallet
finns. Utifran en sadan bild kommer vi att ”pa ett intelligent séitt” kunna skapa varianter av

sensorproteinet som specifikt binder substratet béttre an andra liknande molekyler.



Resultat

Under & 2002 utférde en doktorand sitt examensarbete inom projektet. Han anvande

molekylarbiologiska metoder (s& kallad riktad evolution) for att framstalla Slumpméssigt ett

mycket stort antal strukturvarianter av sensorproteinet for att sedan isolera de varianter som
ar mest kangliga for substratet, dvs TNT eller DNT (se Figur 1B). Detta arbete & annu inte
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Fig.2 SDS-PAGE-analysav DntR

uttryckt i en bakteriekultur

A — Coomassiefargad gel. B—western blot”
infargning med avseende pa anti-Histag
antikroppar. 1 — referens; 2 och 3 — tva
paralella E.coli kulturer MI15[pREP4]
[PQEGO-IRIS]; 4 and 5 — tva paralldla
kulturer fore tillsats av IPTG; 6 and 7 —

samma kulturer efter tillsats av IPTG och
ittrvek av DntR 1inder 5 tim

AN
_

Figur 3. Kristaler av DntR

avdlutat och kommer att fortsitta

For att framstalla sensorproteinet
(DntR) i ren form har vi mérkt proteinet
med en sa kallad histidinmarkar, vilket
gor det mgjligt att separera proteinet
fran alla andra proteiner i bakterien och
pa detta sitt erhdlla ett mycket rent
(Figur2). Ett stort antal
kristalliseringsforsok — gjordes
olika villkor vilket ledde till att under ar
2002 erhdlls de forsta kristallerna
Under aret samlades diffraktionsdata
vid synkrotronen i Grenoble, Frankrike.

protein

under

Ett vanligt steg i strukturbestdmnings-
processen &r att man binder en "tung”
atom, t.ex. guld eller uran, till proteinet
och anvander denna atom som en
referens. Denna metod visade sig inte
fungera i vart fal. Strukturen kunde
bara 16sas genom att mérka proteinet
med sa kallat selenometionin. Bakterier
odlas da i narvaro av denna modi-
fierade aminosyra och denna inkorpo-
rerasi proteinet. Kristallerna prepareras

vid Stockholms universitet, men for att
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bestamma proteinstrukturen maste dessa belysas med Rontgenstralning. Denna bestralning
resulterar i ett s kallat diffraktionsmonster som innehaller information om den detaljerade
tredimensionella strukturen. Det visade sig att de Rontgenkédlor som finns tillgangliga i
Sverige inte var av tillréckligt bra kvalitet och darfor inleddes ett samarbete med en forskare
vid synkrotronen i Grenoble for att fa tillgang till mer intensiv Rontgenstralning av béttre
kvalitet. Vi skickade ett stort antal kristaller

Fig. 4 A Sensorproteinets (DntR) struktur.
Bindningssétet for substratet & markerat i rott (visat
i detalj i B).

till Grenoble och i mitten av 2002 erhdlls
data fran analys av det selenometioninin-
mérkta proteinet. En férsta struktur kunde
presenteras i oktober & 2002 (Figur 4).
Denna struktur visar storre delen av proteinet,
men saknar den del som binder till DNA.
Orsaken & sannolikt att denna del &r flexibel

Fig. 4 Ennérbild av bindningssétet for substratet
(B) med acetat. (C) med salicylat

och inte kan anta en valdefinierad struktur.
Arbete pagar med att forsoka begransa rorligheten for att fa med aven denna del av
strukturen. Den struktur som har kunnat bestémmas & dock tillréckligt bra for att kunna
identifiera bindningssétet for substratet (dvs. amnen som harrér fran nedbrytning av explosiv-

amnen).
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Fig.5 Bestéamning av bindningskonstant av salicylat och
2,4-DNT till regulatorproteinet (proceduren ar beskriven i
Appendix).
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Fig. 6 Bestdmning av molekylvikten for DntR.

For att undersbka hur effektivt
olika substrat binder till sensor-
proteinet studerade vi andringar i
fluorescens hos proteinet som funktion
av mangd tillsatt substrat (Figur 5).
Denna studie gjordes for att undersoka
hur mycket substrat som kravs for att
denna skal binda till
Preliminéra data visar att det krévs ca

4uM salicylat (som visades binda

proteinet.

starkt i tidigare studier vid FOI i
Umed) for att métta bindningssétet till
50 %.

For att undersbka interaktionen
mellan  proteinet och substraten
kristalliserades proteinet i narvaro av
substrat  (Figur 4),  vilket
resulterade i tva nya strukturer under

forsta delen av 2003 - en struktur med

olika

acetat i sensorproteinets bindningsficka
och en struktur med tiocyanat (SCN). |
béda dessa kristallformer observerades
en dimer av proteinet. Baserat pa en
analys av interaktioner i kristallen drogs
slutsatsen att proteinet forekommer som
en tetramer. Detta resultat stods av
kromatografidata som visar att DntR
aven i l0sning forekommer som en

tetramer (Fig. 6). | varje monomer fann

vi en kavitet som definieras av tva histidiner, en lucin och en treonin (Fig. 4C). Beroende pa

kristallform fanns acetat eller tiocyanat i denna kavitet. DntR med acetat bundet visas i

12



Fig. 4. Genom att jamfora |aget for tiocyanat och acetat kunde vi identifiera hydrofoba och
hydrofila delar av bindningsfickan och pa detta sétt modellera in salicylat (Fig. 4B). Dessa
tva molekyler binder pa samma stélle som substratet och deras position gor det mojligt att
identifiera bidningsfickan. Né&r strukturen for denna bindingsficka & bestamd kan vi
modellerain de amnen som skall bindai den modifierade bakterien, t.ex. DNT och TNT. Det
bor observeras att varken tiocyanat eller acetat & naturliga substrat. Dessa amnen anvandes |
studien vid relativt htga koncentrationer helt enkelt for att identifiera bindningsfickans lage
och egenskaper (identifiering av hydrofoba och hydrofila delar). Med utgangspunkt fran
dennainformation bor det vara majligt att forutsaga vilka delar av bidningsfickan som maste
andras for att 2,4-DNT skall binda starkt, d.v.s. &ven vid |aga koncentrationer.

For att kunna bestdmma hur proteinet skall modifieras kan man anvanda kommersiellt

tillgangliga datorprogram som t.ex. anvands inom |akemedelsindustrin for att skapa

o lakemedel (jfr. TNT och DNT i vart fal)
ol som skall passain i bindningsfickan hos ett
receptorprotein (jfr vart regulatorprotein)
Ty ® hos patienten. For detta andamal har vi kopt
Lﬁ 2l progranmet HY PERCHEM och efter en ut-
il bildningsfas kommer vi att anvanda detta
v -V program for att fOrutsdga hur bindnings-
e s e we | fickan i sensorproteinet skall modifieras for
[Salicylate], pM att optimerabindning av DNT och TNT.
Fig.7. Binding av tiocyanat forhindrar bindning av
sdlicylat.

Data i Fig.7 visar att i navaro av

0.2M tiocyanat binder salicylat betydligt
samre. Detta visar att tiocyanat och salicylat téavlar med varandra om samma bindingsficka,
dv s de binder pa ungefar samma stélle. Denna studie var ocksa ett led i utvecklingen av en
teknik for att studera bindning av aktivatorer. Eftersom malet med projektet &r att forbéttra
kanslighet och specificitet hos biosensorn, maste vi ha en metod som gor det mojligt att
rutinmassigt testa hur andringar i bindningsfickan hos regulatorproteinet paverkar inbindning

av olika substrat.
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Fortsatt arbete

For att pa sikt &ven kunna uppltsa den del av sensorproteinets struktur som binder till
DNA, planerar vi att |6sa strukturen genom att kristallisera proteinet i ndrvaro av ett DNA-
fragment. Prelimindra forsok visar att sensorproteinet kan binda ett DNA-fragment med " rétt
kod”.

Under arbetets gang har vi sett en ytterligare mojlighet for anvandning av modifierade
bakteriella biosensorer. Som beskrivits ovan har den bakteriestam som vi utgdr ifran
kanslighet for TNT/DNT, men den &r fortfarande for |&g. Dessutom & stammen aven kanslig
for salicylat som kan forekomma i jordar. For att komma ifran detta problem skulle man
genom aft anvanda en luftprovtagare kunna samla in och koncentrera de
explosivamnesrel aterade foreningarna som upptrader i luftfasen och pa partiklar pa markytan,
och efter provtagningen pa filtret tillsitta modifierade bakterier. Vid belysning med UV-ljus
kan eventuell forekomst av explosvamnen eller relaterade substanser detekteras.
Mdjligheten finns att med denna metod fa en enkel, billig och snabb metod for verifiering av

andra detektionsmetoder eller en metod for sk ”area reduction”.
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Appendix
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figure).
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Fig.8. SDS-PAGE-analysis
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31kDa the former figure); 3 — the
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Plasmids and strains used

P. putida KT2440 and P.putida KT2440[pLSN60.9], a strain holding the construct for
effector-induced expression of GFP, were obtained from M. Forsman, FOI, Umea. E.coli

M15[pREP4] and expression plasmid pQE60 were from Qiagen.
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Bacteria cultivation

E.coli M15[pREP4][pQE6QIris] were cultivated on standard LB medium with 0.1
mg/ml ampicillin and 0.025 mg/ml kanamycin in the shaker at 37°C.

P.putida KT2440[pLSN60.9] and P.putida KT2440 were grown on standard LB me-
dium with ampicillin of 1 mg/ml and 0.1 mg/ml, respectively, in the shaker at 30°C.

Subcloning

According to protocol by M. Kelle with slight modifications. Plasmid pQEG0 was cut
with Bglll and Ncol (2 pg DNA in 20 pul). Both the cut plasmid and the insert were separated
by electrophoresisin alow melt agarose gel (Seaplaque). Gel dlices with the fragments were
melted at 70°C. Then ligase buffer, water and the insert containing gel were added to the
plasmid containing gel. After slight cooling TADNA ligase was added and the ligation reac-
tion occurred overnight. Then the ligation mixture was melted, diluted with water and trans-

formed to the host cells by electroporation.

Primers

LCN7: 5 AA AAT CAGGCA TAT GAATAATGGTGAGGGT 3
LCN10 5 TCTATCA TCT CGA GTCAATTCT CTCTATCC 3

IRIS2: 5 TATCATTATCAGATCTtGCTTCAGAGAAAAGCTCGAC 3
IRIS3: 5 TATTATCAAACCATGGCTAACGGTGAGGGTGAGGTCATG 3

SDS-PAGE and Western blot

The samples were run in pre-cast 8-16% Tris-Glycine poly-acryl amide gels in
Laemmli buffer (25 mM Tris; 192 mM Glycine; 0.1% SDS). The gels were stained with

Coomassie R250.

Western blotting was performed in the Novex cell in a Towbin buffer (12 mM Tris; 96
mM Glycine; 20% methanol). Nitrocellulose membranes were from Amersham.

16



Immunodetection of 6His-tag on nitrocellulose membrane

The membrane was washed with TBS buffer and incubated in blocking buffer (3%
BSA in TBS) for 30-40 min. Then it was washed with TBST and TBS buffers sequentialy.
Then the membrane was incubated in anti-His Antibody solution in TBST (Penta-His
Antibody, BSA-free, Qiagen; 7.5 ul per 5 ml TBST) for 1 h. Then it was washed with TBST
and TBS sequentialy. The membrane was incubated with secondary antibody solution (anti-
mouse 1gG (H+L) AP-conjugate, Promega; 1 ul per 7.5 ml TBST) for 1 h and washed with
TBST buffer. One could dry the membrane with filter paper. Developing color with AP
staining solutions was performed as described in Quiagen, 3" Edition, p.80.

TBS buffer: 20 mM Tris-HCI, pH7.5; 0.5 M NaCl.

TBST buffer: 20 mM Tris-HCI, pH7.5; 0.5 M NaCl; 0.05% Tween 20.

Treatment of the streak blot membrane

The filter with the print of bacteriawas washed i) in 10% w/v SDS; ii) in 0.5 M NaOH,
1.5M NaCl; iii) 1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCI, pH 7.4; iv) in 20xSSC solution (87.65 g NaCl
and 50.25 g trisodium citrate2H,0 in 0.5 L water). After this the membrane was devel oped

as described in a previous section.

Cell growth and protein purification

The cells were grown at 37°C on LB medium supplemented with 100pg/ml ampicillin
and 25 pg/ml kanamycin on a shaker at 170 r.p.m. After the cells reached optical density of
0.6-0.7 at 600 nm, the expression of DntR-6His was induced by addition of 1mM IPTG and
the cells were harvested after five hours. Usually, they were frozen and stored at —80°C.

The cells pre-equilibrated at —25°C were crashed with X-Press (AB BIOX, Sweden),
suspended in 0.3 M NaCl; 50 mM NaH,PO4-NaOH, pH 8.0 (80 ml per the pellet from the 6-
L-culture) supplemented with 1 mM Mg SO.; DNAse |l (Boehringer); Complete EDTA-Free
Protease Inhibitor Cocktail (Roche). The cell debris and membranes were separated by
centrifugation at 210 000 g (90 min). The cleared lysate was supplemented with 10 mM
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imidazole and loaded on a column with Ni-NTA Superflow resin (QUIAGEN). The column
was washed with 10 mM imidazole; 0.3 M NaCl; 50 mM NaH,PO4,-NaOH, pH 8.0 until no
distinguishable absorbance at 260 nm was discovered in the flow-through. The protein was
eluted with Imidazole concentration gradient from 10 to 250 mM: the DntR peak was eluted
at 126 mM imidazole. Fractions with a single protein band of 35 kDa on SDS-PAGE were
pooled, concentrated to a half-volume and dialysed against 0.3 M NaCl; 2 mM MgSOy; 1
mM DTT; 17% glycerol; 50 mM NaH,PO4-NaOH, pH 8.0. Consequently, the protein
solution was concentrated to 10 mg/ml by ultra-filtration with Centricon-10 device or by
ultrafiltration against 30 kDa PEG. The protein concentration was measured with Lowry
assay. Purified protein was frozen and stored in liquid nitrogen.

Selenomethionyl-labeled protein production and purification

In order to resolve the structure of crystallized DntR with the multiple wavelength
anomal ous scattering method, we obtained selenomethionine labeled DntR.

Selenomethionine labeled protein was produced by metabolic inhibition (methionine
pathway inhibition) method. Minimal M9 medium with ampicilin (100 pg/ml) and
kanamycin (25 pg/ml) was inoculated with 10 ml per 1 | night culture (grown on LB medium
with the same antibiotics and washed with minimal M9 medium) and incubated at 37°C at
170 r.p.m. until optical density at 600 nm reached 0.7. Then L-lysine, L-phenylalanine and L-
Threonine at 100 mg/l altogether with L-isoleucine, leucine, valine and selenomethionine at
50 mg/l were added. After 20 min incubation the cells were induced with 1 mM IPTG. The
cells were harvested after 11 h growth at 35°C and frozen. The purification procedure was
generally the same as for the native protein except that 10 mM B-Mercaptoethanol and 0.1
mM EDTA were added to the chromatographic buffers and the dialysis buffer was flashed
with nitrogen. The purified selenomethionyl-labeled protein was concentrated to 10 mg/ml by
ultra-filtration, frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C.

In the selenomethionyl-labeled protein, the selenium for sulfur substitution was proved
by the mass spectroscopy (MALDI-TOF with Applied Biosystems Voyager System 4193).
The protein sample was diluted in 50% acetonitrile and 0.2% trifluoroacetic acid. Sinapinic
acid was used as a matrix. The native protein had an average mass 35542 Da ; the labeled
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protein — 36041 Da. The observed shift corresponded to 10.6+1 atoms exchanged; the
calculated shift for full substitution of 12 atoms was 564 Da.

Aggregation state of DntR

In order to estimate the aggregation state of purified DntR in the solution, the size
exclusion chromatography was run on Superdex 200 preparative grade column (Amersham)
in 0.3 M NaCl; 2 mM MgSO;,; 10 mM (-Mercaptoethanol; 1.7% glycerol; 50 mM NaH,PO,-
NaOH, pH 8.0. Chymotrypsinogen A (25 kDa); ovalbumin (43 kDa); bovine serum albumin
(67 kDa) and aldolase (158 kDa) were used for molecular size calibration (Amersham). The
elution curves for several protein samples are shown on Fig.6. The position of the DntR peak
close to the aldolase peak corresponds to the molecular size of the DntR tetramer (142 kDa).

Inducer-binding properties

Quenching of the intrinsic protein fluorescence upon binding of an inducer was used as
atool for evaluation of the dissociation constant (Ky) for different inducers. The fluorescence
was registered with Perkin-Elmer instrument at the excitation and emission wavelength 274
nm and 326 nm, respectively. In case of fluorescent inducers such as salicylic acid and 2,4-
DNT when saturation of the quenching could not be observed, the first part of the titration
curve (up to 100 uM inducer) was used for the calculation. The K4 value was estimated by
the non-linear regression from the concentration dependence of the relative fluorescence

guenching according to the equation:
AF = 0.5k (Kq+ [Prot] +[L] - sart((Kq+ [Prot] + [L])%4 [Prot] [L]),

where: AF is the relative fluorescence quenching; k is an intrinsic koefficient; [Prot]

and [L] are DntR and inducer molar concentrations, respectively.

2,4-DNT was dissolved in dimethyl sulfoxide and the fluorescence quenching caused

by this solvent was subtracted during data processing.
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Crystallization

Native protein was crystalized by the vapor diffusion in hanging drops from the 9
mg/ml protein concentration in the presence of 0.1 M imidazole and 1.0-1.4 M sodium
acetate. The protein was dissolved in 0.3 M NaCl; 2 mM MgSOg4; 1 mM DTT; 17% glyceral;
50 mM NaH,PO4-NaOH, pH 8.0. The selenomethionyl labeled protein was crystallized in the
presence of 0.1 M imidazole and 1.8-2.0 M sodium acetate supplemented with tris(2-
carboxyethyl)phosphine hydrochloride as a reductant after the streak seeding from the native
protein crystals. In order to slow down oxidation of selenium, the wells before sealing were
flashed with nitrogen. A different crystal form was obtained during crystallization in the
presence of 0.1 M Tris-HCI (pH8.5); 0.2 M sodium tartrate; 12 % PEG 4000 and 0.2 M
NaSCN as a co-precipitant.

Several attempts to co-crystallize DntR with salicylic acid were performed and the
crystals were obtained, however salicylate was not observed in the structure. This work is

continued with new approaches and modifications.

DntR interaction to its promoter

For electrophoretic mobility shift assay, the double strand DNA fragment (120 bp)

containing the promoter sequence was

2 3 4 5 6 7 8 9

Without sodium salicylate

123 4 56 7 89

With sodium salicylate

Concentration DntR: 1 - 38 nM; 2 - 76 nM; 3 - 190 nM
4= 190 nM; 5 - 380 nM; 6 - 760 aM; 7 - 1.1 pM;

8- 1.9 uM; 9 - 3.8 uM; 10 - no

1o

Fig 9. Electrophoretic
shift study of
interaction between
DntR and its promoter
sequence. A —the
binding reaction was
carried out without the
inducer ( salicylate);

B —the binding
reaction was carried
out in the presence of
10 mM salicylate.

obtained by PCR and labeled with ¥P via
polynucleotidekinase reaction. The DntR-
promoter binding reaction was carried out
in 50 mM NaCl; 0.4 mM EDTA; 1 mM
MgClz; 1 mM DTT; 10 % glycerol; 20
mM Tris (pH 8.0) for 40 min at the room
temperature in the presence of BSA (2
mg/ml) and Poly dI-dC (2 pg/mi).
Electrophoresis was performed in  the 6%

Novex pre-cast poly-acrylamide gel in

0.5x TBE (pH 8.9) buffer. When binding was performed in the presence of the inducer (10

mM sodium salicylate), the running buffer contained the same concentration of salicylate.
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DntR belongs to he LysR family of the transcriptional regulators. For several members
of thisfamily it was shown that binding to their specific promoter sequences occurred even in
the absence of the specific inducers. The presence of the inducers increased the binding
constants dlightly (about ten folds). A transcription regulation mechanism was suggested to
involve change of the DNA conformation. DNA bound to the regulator protein was suggested
to be highly bended. Binding of the inducer to such a complex caused a certain relaxation of
such a bend and initiated transcription. There was no data in the literature about DntR
interaction to its promoter region. To elucidate this we performed electrophoretic mobility
shift assay. The DntR-promoter region interaction was demonstrated. The electrophoretic
mobility shift was observed starting from 190 nM DntR monomer (se Fig.9).

No improvement of the DntR-promoter interaction was observed in the presence of
sdlicylate (se Fig.9). Oppositely, one can see that the same DntR concentrations that caused
complete binding of the DNA fragment in the absence of salicylate, could not bind it in the
presence of salicylate (Fig.7, wells 8 and 9). One can suggest that salicylate caused change of

the oligomeric state of DntR and made its efficient concentration lower.
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