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RESUMEN 

CARACTERIZACIÓN DE LOS SITIOS DE UNIÓN DEL ACTIVADOH. 

TH.ANSCH.IPCIONAL PcrA EN LOS GENES hfpA Y perA DE Escllericllia coli 

ENTEH.OPATÓGENA. 

El pilus formador de haces (BFP) es un factor de virulencia importante en la patogéncsis de 

Escherichia coli enteropatógena. Los genes involucrados en su biogénesis y regulación son 

regulados rigurosamente por PerA, un miembro de la familia AraC/XylS de reguladores 

transcripcionales. El objetivo de este trabajo fue estudiar. las interacciones de PerA con las regiones 

reguladoras de los genes hfPA y perA, con el fin de definir las bases moleculares de la act_ivación 

dependiente de este regulador. PerA se purificó como una proteína de fusión a MBP. La 

funcionalidad de la fusión MBP-PerA se comprobó por su capacidad de complementar la expresión 

de b.fpA y el fenotipo de adherencia localizada en una mutante perA::Km de EPEC. Se realizaron 

experimentos de protección a la enzima DNasaJY ;de cambio en la movilidad electroforética de 

oligonucleótidos de doble cadena (EMSA, po~'sus ~·iglis e~ inglés), los cuales demostraron que 

PcrA reconoce secuencias nucleotídicas asimétricas ri~as en AT de 40 pb localizadas rio arriba de 

los genes bfPA y perA. Experir{,~n!o$ iipC> iEMSA con oligonucleótidos con diferentes recortes 

indicaron que la región mfilima de unión para PerA era. de 40 pb en ambos genes. La región de 

unión de PerA en bfPA compr~nde .laregiÓn e~tre las posiciones -85 a -46, lo cual concuerda con 

observaciones previas que mostraban que esta región se requiere para la activación PerA 

dependiente de éste gen. En perA, el sitio de unión se localiza entre las posiciones -81 a -42, la cual 

también se había determinado como necesaria para la activación transcripcional. La posición de 

interacción de PerA con respecto a la región promotora -35, difiere entre ambos genes por. 

aproximadamente una vuelta de la hélice de DNA; sin embargo. el significado de ésta característica 

no es claro aún. lnteresantemente, se identificó un segundo sitio de unión para PerA en la región 

estructural de ~fpA. Este sitio no es necesario para la expresión de una fusión l~fPA-cat, pero su 

eliminación incremento su expresión en dos veces, sugiriendo que tiene un papel modulador. El 

tamaño de la secuencia de pegado de PerA sugirió que dos monómeros de proteína, probablemente 

actuando como dímeros, interactúan con la región blanco. Usando un sistema basado en LexA y la 

sobre-expresión del dominio amino tenninal de PerA, se obtuvieron evidencias preliminares de que 

Per/\ actúa como monómero. Esto en contraste con lo observado para otras proteínas de la familia 

/\raC. Estos resultados no excluyen la posibilidad de que PerA dimerice cuando interacciona con 

sus sitios de unión en el DNA, lo cual es materia de investigación en el laboratorio. 
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ABSTRACT 

CHARACTERIZATION OF THE DNA BINDING SITES OF PcrA, THE 

TRANSCRIPTIONAL ACTIVATOR OF THE hfpA ANO perA GENES OF 

ENTEROPATHOGENIC Esc/1eric/1ia coli. 

The bundle-forming pilus (BFP) is an importan! virulencc factor for cnteropathogcnic 

Escherichia coli (EPEC) pathogenesis. Genes involved in its biogenesis and regulation are tightly 

regulated by PerA, a member of thc AraC/XylS family of transcriptional regulators. The aim of this 

work was to study PerA interactions with the rcgulatory regions of b.fpA and prn:A to .define the 

molecular basis of PerA-dependent activation. PerA was puritied as a MBP fusion protein. The 

functionality of MBP-PerA was ensured byassessing its capacity to complement b,fpA expression 

and the localized adherence phenotype in an EPEC perA::Km mutant. DNase 1 footprinting and gel 

mobility shift assays (EMSA) using double-stranded oligonucleotidcs. sh()wed that MBP-Pert\ 

recognizes asymmetric nucleotide sequences in a 40-bp-long A T-rich tract ·1ocated upstream of both 

l?fpA and perA. EMSAs using oligonucleotides of different sizes indicated tl1at PerA binding has a 

mínimum length requirement of 40-bp. In b,fpA the PerA binding site spans between positiolls -8-1 

to -46, which is in accordance with previous observations showing thauhis region is required for 

the PerA-dependent activation of this gene. In perA, the PerA binding sitc is located betwccn 

positions -81 to -42, a region also previously shown by gene fusion analysis to be required for 

transcriptional activation. The position of the PerA binding site, with respect to the -35 promotcr 

sequence, differs between both genes for about one helix tum; however, the significance.of this 

f'eature is still unclear. A second PerA binding site was identilied at the 5' end of the b,fpA coding 

scquence. This site was not necessary for bfpA expression, but its deletion increased its expression 

by two-fold, suggesting that it plays a modulatory role. The sequence length requirement for PerA 

binding suggested that two protein monomers, probably acting as a dimer, interact with the targct 

scquence. Using a LexA based system and over expression of the amino terminal domain ofcPerA. 

wc obtained preliminary evidence indicating that PerA does not dimerize, in contras! to whát has 

becn observed for othcr AraC-like proteins. This result does not exclude the possibility ihat PerA 

dimerizes upon interaction with its DNA binding siles, which is a matter of curren! investigatioli. 



l. INTRODUCCIÓN 

Escherichia co/i pertenece a la familia Enterobacleriaceae, es un bacilo Gram-

negativo, anaerobio facultativo que mide de 2, a ~ µm de ló~giH.ld )' Lµin de ancho que se 

caracteriza por. fermentar la Iactosáy_ la-gfücÓsa~~prodtJcJr~~iC!g·7xfae;tre"i{:d(!tg~~es(en fa 
~ !'-'.',,·~ ••-:: .---<}'~-;'.. -.. ~!-~}~ ¡.\::;""";;' '."°~"') •.e,-<. 

mayoría de las cepas), generalmente esmÓvirynªÚtili~\:~J,c}tr~to"CF,af~e·~~y;~eUy, 1991). 

E coU e• el microo<gani•mo quO .h~~~¡J% ;i.'i~~~E~::~\:~i~\~~i~d?;i.~;éHca, 
bioquímica y metabólicamente. A pesar de.que suigenorri'~H·~ sido:secu~nciadoen su 

totalidad (Blattner et al. 1997), f!Ú_n no~e conoóen co~·:d~;~ilb.tb@ ~;s pr~§~~~;vitalck ni la 

función de la totalidad de sus ge,~es. 
. -· ' ~:·" 

Las cepas déE. ~olt se:i#ricuJritr~'n eh las ~íá~ digestivas .de ~aribs aniinales, 
_-;' '<'"' ·,)f -~ "-'·l·:··: -:;.:·.:,'<• .· ··.· :·:~;~; - 1~· ;·{::,.>> .. :>.-/ .:.•.-,:,:1,-\ -.: .. 

sepsis neonatal. Dentro de las intestinales se reconocen variOS 'grupbs:~cfp~tÓtipos; que se 
~ ·<.-:-,,: -~-:;,·;~:-;·~'-< '-'• ..... 

caracterizan por sus propiedades patógenas (Puente y Finlay, 20Óf)·~~J~k;.'.:· . 

Entcropatógcnas, EPEC, tienen la propiedad de adherirse en fori;n~fl~ºJ¡ii,<:ro~plonias a las 

células intestinales y producen la lesión de adherencia y elimin~hióHcl~:.nibroyelfosidades 

(A/E, "J\ttaching and effacing" ver más adelante). No producen eHtefotO~lri~s o;citotoxinas. , .. ···-:,' .... ,_. ,_ 

Entcrohcmorrágicas, EHEC, también causan la lesión A/E, pero se difetcllcian de EPEC 
----- _-_ - - -

porque producen citotoxinas, conocidas como toxinas Shiga (Stx), )r uná hemolisina. Se les 

ha involucrado con la colitis hemorrágica y el síndrome urémico hemolítico. 
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Entcrotoxigénicas, ETEC, producen una, o ambas, clases de enterotoxinas (termolábil, 

L T, y termoestable, ST) que se caracteriZ~n porcprodu~iqulla ~iarrea parecida a la 

colonización o CFA's. 

Entcroinvasivas, EIEC, se caracterizan ¡J~r~:ih~f:df~.1~!:~J.liJ:~57Sdt!J~ir1~ie"stino' y por 

diseminarse a células aledañas. Esta manera de' '¡fi\,adif[~s,'h1t)~:·siri'1il~r'i'1áproclucida por 
"'.;_·. _: :,, )('.'.- ,,;h. ···«.<· . . '.{. :: ¡ .. .:;·, 

,.; -:.:~t~ '. '"· . , '· ·~~> .. , y., . 

Shige//a sp. 

Entcroagrcgativas, EAggEC, se adhieren en forma apilada sobre las células epiteliales y 

sobre la matriz extracelular, tienen la capacidad de producir enterotoxinas (EAST y Pet) y 

una hcmolisina. 

Entcroadhcrcntcs difusas, DAEC, se adhieren sobre toda la superficie celular y no se les 

conoce alguna enterotoxina. Intcresantemente, son capaces de originar cambios en la 

morfología de la célula huésped, a través de la transducción de señales, a partir de la 

adhesión por el pilus Afa/Dr (Servin, 2002). 

l. 1 E. co/i cntcropatógcna (EPEC). 

Este fue el primer grupo de E. co/i descrito hace más de 50 años como agente 

etiológico de la diarrea infantil; sin embargo, el estudio de sus mecanismos de 

patogcnicidad se inició hasta hace apenas dos décadas(Levirie; 1987). Actualmente, EPEC 

es uno de los microorganismos más ampliamente;:: estüdiados. dadcis sus fascinantes 

mccan ismos de. virulencia y regulación. 

Las ·cepas del grupo EPEC .sor1 .. 1~·fjfi~C!f;~i;q'iiÜ~~(cl~\ái~rre~·deÍipb bacteriana en 

niños menores de 6 meses en todo el mulld~: ~:~;ll~i~afih~~t~·~~ ~~;i~~s e~ ví~s de desarrollo. 

o mal llamados del tercer mundo (Nataro y Kaper, · 1998; citado en Puente y Finlay, 2001 ). 
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La diarrea causada por EPEC se caracteriZa por ser prolongaday de tipo acuoso de 

severidad variable;0 acompañ~da de vómito y febrícula: Las cepas-de EPEC no producen 

enterotoxinas o citotoxin~s, y t~mpoco se caracterizan por ser invasivas. A continuación se 

describe el mecanismo conocido hasta el momento. 

1.1.2 Mecanismo de Patogenicidad. 

Para efectos prácticos, el mecanismo de patogenicidad de .EPEC se ha dividido en 

(Baldini eta1:h 9'~3;irC>~~ ~t'al."'l 9~9b)~ .Más adelante se mencionarán las características de 

este pilus;. 

El rcc(:pt~r·eli la célülaeucariote para el BFP no ha sido identificado con precisión, 
- . ¡ • . . -

pero se ha sÚgerido qúe se ime a un Josfolípido del tipo fosfatidil-etanolamina (Barnett-

Foster et al. 1999; Khursigara et al. 2001). La unión a éste compuesto parecerla explicar el 

entrecruzamiento de las bacterias y la consiguiente formación de Ia.micrócoloniá; Por ofro 
,·~- . - ·-}-: ·.<;:<~' ·~.·; 

·--·",-. 

lado, se ha dudado que el BFP tenga un pápeÚeleva°ilte ~h l~:aC!i1eJ'ehtjiª: frijcicil de'EPEC, y 
/ · __ :. >::·. . (.'·~- .. :.\:-.> -:;'.~-;r. ;:< !';~~~-:'.::>,. : __ ';'.·:'><~: ;_ '. "h:\: >- ·_: ;··: : -'._ . -

por tanto en la patogénesis. y se le ha relegad.o a;un•.papeí'd~JcfríTiador. de la foicrocolonia 
>.~.,-:· ·;.; , . - ~~::L 

(1-licks et al. 1998). Sin embargo, su papeff~Ciril1í~r~6t~fdi!'~Y;~·¡~¡,¿¡'~-rjb d~terminado en un 
7-" -. ¡°,·,_,,;, -;:,~ <'.~/;'.-;;;g~'.;~: \}{~- :~·'\·; 

estudio con voluntarios realizado por Biebcr et al:. ( 19~8), en el que se demostró que una 

cepa mutada en el gen ~fpA no causa diarrea: Uria vez que la bacteria ha entrado en 
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contacto con la .célula huésp~d, el BF\ des~parece del agregado bacteriano, y EPEC 

comienza a c¡is))ers~rseCenJa superficie ~eiul~r (Tóbessasakawa, 2001 ) .. 

Recient~me~te, se, ~a, ~ropu~~t~ ~u~ ,el fla~el~; particip: en la adherenda de EP EC 

estableciendo contactos con la célula epitelial y estabilizando la microcolonia (Girón et al. 

2002). 

2. Transducción de señales y eliminación de microvellosidades. Una vez que la bacteria 

se adhiere, se ha propuesto que otro filamento entra en contacto con la sup~rfi~i~';celular 
(Fig. 1 B). Este filamento está constituido por la proteína EspA (Knut;on etal. 1 ~ij~)·, la é:Ual 

'; ·',;.· ··,·:·. ,¡,.,,_ · .. ,'_,,, ·l 

es una de las proteínas que son secretadas por una vía de secre~ió~·tip~Hi. E~J~
1

la'LEE 
("'Locus of Enterocyte Effacement"), de 35 kpb, ,está i.h~~~tada ,~ i~i~rrum~iendo, 
generalmente, el gen se/C. Sus·AL.•genes .codiflC~r!~ilÍis proteínas involucríida,s'en el 

ensamblaje .de un•aparato.de secrdcióntiJC> 11f a~~~~s:~e proteínas efoctoras,u~a adhesina, 

un receptor y unreguladmtran~~ri~~Íó~al (Figs. 1 C y 2) (Elliot et al. I 998). · 
.- .. -· - ,. ' .. ,.-. ·.· .. ,,,_-_,,. ·. - . ' - . -

'. 

Los siste111~s de i,ec~eci6n tipo IU se caracterizan por formar aguj~'s molecülares que 

inyectan .pr,otefn~s.~fe~f~rls:direcfamente a una célula· huésped, ya sea~ve~etalo,anil11aL 

T;cnen '" ~i:~f ~f~l\~;~~.;" el fl•gelo, yo qu~ '~' º'/º]f',TI~i~:~~~~¡;0; º\'" 
proteínas sonsimilares.en :su .estructura y en .·su.··secu.enci.ª:.de···al11in.?ácidos .•••. Difieren.·de•.los 

chaperonas (Plano et al;200 I; Aldrjdge y: Jjjjghc~}2Q0l;;Büffr1e.f f"-Bonas;:200:?)'. ·.· 

En el caso de EPEC, la sccre~i~n!'<l~(Í~~:iiiil1~í~~i~r~~~·<:>rri~)'j~¡ ~eceptor depende 

totalmente de su aparato de secreción. (Ja~vis et al. 1995; Kenny et. al. l 997b). 
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. . 

Ullraestructuralmente; EPEC produce complejos de secreción muy similares a los yu 

observados ~n sJt/nÓneÍldyShigel/a, pero difiere de:éstos portenÚcolllplejos de aguja 
··.;.: ... ::·.::.·:'.'~· ... -~_:::{'.:'- , '.'Y >; .. · . .·.' :-.:. ~: .:·''·~ .-~_:'·::.:. ·:.·:<' ·:( ... :·-, :·; ~ 

111ás. largos .ygfües~s:(l,<ig;';t~> ... (Sekiya et al ... ~9.91) .. ·gscE'atr~vi~.~a·I~s'~os.•.~ernbranas a 

través ~eJ6s;.~:~~;n'f,iÍ,0~1~~#1e::Y.··~~P1 ~e.·.P9;i~~b~,~~'e1l~~f~;~~~:~~\·E~:~~'~:~~nera de la 

fünda ·de•.~·~· ~u~~!Üg~·~#i~ri~t~b;á<>~~···h;~~~~:fa~~'.:d.~:·~gR~n~;a"f~l.~ri9tt·L· .. ~·.: •... : •. 

. •u na. vez qu~" EPEc;~e ~~ pÜesto ~ri · ~b'iliac{to co~·Jª.~~é1uía•11 ~éspeci,. varias proteí nus 

que forman encoÍljunto EspB y EspD (Fig. 1 B) (Warawa et aL .1999; Íde.ela1:·2001). Cabe 

mencionar que estas proteínas son secretadas al medio de cultivo enÜna'iJJ1a'riie,~spÁ; pero 
_ · _ • ·- · _ ,·. ·-·;··- ,- - .. 0-co·,·.

1

,_.,., .·,.-· • 

no son translocadas si ésta proteína no está presente en la aguja mol~cU1~hkTititton et al. 

1998; Shaw et al. 2001 ). Dentro de las proteínas que se introd.ucen a la célula huésped se 

encuentran: 

EspB, tiene un peso de 38 kDa y resulta muy interesante al tener al menos dos funciones, 

como formador del poro para la inyección de proteíims U unto con ~sp_)))~Y c~mo proteína 

efectora dentro de la céÍulabuésped, con .. un.páp~i·~t'ln d~s¿on~C:ldÓ~-Á~ár~~ttbriienfe,~ctúa 
'-_; - - '':·.,~.·.e-' \ ':· .. '.~·. ": __ ,_: . .. _:. . ,_"... -~·:·"·:~ <··.:~·: .:_~;:_:.;< :\.-~:(:.;.<,}'.{,".:-~:/:'-- ::'.::::':::~:J::· ... 'i')·: , ..... :·::::.. ._ 

como una. to~.iil~'"fª,r~•, ~ÚciJ9es,~-u~leto_ •. ya; q~~ .• ,a.lter~
0

la~~i~lri~~ci~i.Mv~Tl~s[1J~fu.en.ios ·de 

actina (Taylor et:~EJ.9.·9~).' .;;' ' .· t\ ,;,;: ,, t ''/\ ~HL S i 
... -.. , ' .. :,< /~:'.:' '• .. :/;"' 

EspD, forma bart~. jul1tb con EspB, del pbro pofelqüe .. sori 'trari~i6cEitÚüil?s,sefiales hacia 
• =-:',- _ ' _ ' '.' r• . o . _-_, t)r,.; ' ,,c •.. ;-"":;.- ·~;. ,, , '',-"< ;• -.:• _ .• 

la célula. Hasta él momento no se ha encontrado que tenga: tina~(ul"ltlóri·cbmo proteína 

efectora. 



·tt: 

BFP 

~ 

ºf: ;:;¡: =-~ ,; l 
' --- ~ ~i:l(°. ~ 

~~¡;¡..¡, 
;>V>"tl<- ~c.yrra .... V { 

~~:~ 
>-rJ 

~ 
L"' i-3 :» t:xj 

t::J ~ 
t:x:i en 

•~ti 
Tir Tir-P • EspB EspF 9 

Actina, a-actinina, 
Nck,N-WASP, 
Arp2/3, etc. 

oº 
~º Oz 

A B E~~ap• 
EspH~ 

trj 

~ e 
Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de EPEC en tres etapas. En la primera etapa (A), el pilus BFP es responsable de la adherencia localizada. 

En los recuadros se muestran micrografías del pilus y de la microcolonia sobre una célula epitelial. En la segunda etapa (B) ocurre la translocación 

de las proteínas efectoras Esp, Map y Tira través de un aparato de secreción tipo m. En esta etapa Tires fosforilada en el residuo Y474 y es 

translocada en la membrana de la célula epitelial. En la útima etapa (C), Tir interacciona con la proteína Intimina, que se localiza en la membrana 

externa de la bacteria. Esto lleva a la adhesión intima y al reclutamiento de Ja proteína adaptadora Nkc, que a su vez recluta a N-WASP, que a su 

vez recluta al complejo Arp213. Estas proteínas están involucradas en la movilidad del citoesqueleto celular, y llevan a cabo la nucleación de 

actina debajo del sitio de adhesión bacteriana y a la fonnación de una estructura que semeja a un pedestal (ver recuadros). Para mayor detalle 

referirse al texto. 

OI 
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EspF, es una proteína rica en residuos de prpliria, una C:an1cterfstica de proteínas de origen 

eucariote .que provee la capacidad •:d~ ,unir doÍnini~s SH3. ¡f'~otiás;1prnteíl1as;;EspEestá 
'·:· .. ·-->·-·-:v.:·~·~ ~:.., .... - ~ ... ·.· .,- :--.. ,-, -·~ 

involucrada en la pérdida. de .la resistencia ~léct.ri6¡¡'·t~ans~pit~l,i!lh;~~.~~~s 'Cl~ ~ªrri~ntar la 
~:::;'~ ='.: >";~,,·, :¡¿: :··;-~~,~~/.:_t-7.-S.,,_:"'-::~~::~\ __ ,·-.:,.-,, _ · -~~"-~A·-:;,~ ~:::-~~-~~~ Ó-:~;:--:~'- -.:: 

permeabilidad de la monocapa y la. re'distribuCiÓ~''de' la/proteína 'ocludina; la. ella! está 
. \ .· ':< ' ' : >. }'. F'.L ~5 ¡~n ,_,. ·<:· './':. ::··· . ··•· 

involucrada en la formación de lasuilio.nes ~strechas.(McNarriara•et·al. 290 l}Guand.oésta 
--~---:~- -~0-::5:- r:~"'' :;';~:~-- ·,~:'.:~; ,· ¡.::'.:~; '.. ~'~{; ,:_2~::-~ {~~~~,>--~~ ·. -¡:e~=~- ' :::·-, -· . '•' 

es sobreproducida e~ .Ia,cél~lahüékpe;dd'iegaa~9ca5ion~r l~
1

n~üerié, pÍlr~~optClsis• (Crane et 

al. 2001.); Su· ~ªP:e.en;'}1aif6[~~~\p~f:~~:tÍa1 '.1;si~n~A1~~ng~e~¡evide~{te};~re.r~·p~dría estar 

involucrada.en t~'p~pd,~~~iób (¡~·~i'#ri:~~./' 
.-.,· .. ;.·· 

EspG, es una pj.()'téi'na'C!e 44 kDa c:)J~tien~ 21 CV.,:de identidad.con VirÁ de.Shigella sp .. Una 
. •, ·- ' , . - ·'.·: . - :--". ·. - . . :. ;'., '¡ .• -,-, ... ; ,. - . . ,. . 

mutante de EPEC en éste geri nd:tiene fenotipo in:~,if~o; sin' embargo, uím mutante en la 

cepa REPEC ("rabbit enteropathogenic E. coli")'Ín:str~ una disminución en su capacidad 
. . ' 

de colonizar el intestino deleonejo (EHiottetal. 200 l ). 

EspH. Setransloca y se colpca deb~jo .de> la microcolonia y a parecer tiene un efecto 

contrario al de. Map ál disminuir la. formación de filo podios, además de atenuar la 
·- ' _;: ·'.' - ;•.- ~~-' :-·-~----. -=·~,-~- --~ :_;-: ~ -

formación· de pedestales(Tu et,1ll;?Oó~h~ 
- ·-·-. ; . 

M a p, una vez tránslocaqa ;se dirige a la mitocondria de la célula huésped donde, 
.--~~,:_:-~}·~\ '.:-··;_ ;·---~~~~}~~-

aparentemente, i~t~ffi~f~ébn:'e)p'óié~Ci~I de membrana de éste organeloi §{~fopone que 

puede ser ·una prq~~JtjaiJ~tLab~pióti¿~ (~enny Y:J¿pso~, .2q9pf Tarri~ié~~s.¡elú1prbpuesto 
:-; ---·. ~:'J:· ·;-,::;- .-. '-~-,_--_;;:,.- --. : :~/ :-;.'.t-:' 

que Map tiene Ún papel en la formación ~e re¡¡rreglos clel ,diÓesqtielelo}en\el sitio de 
-~·-\}_-·:. ,_ L·':·:·'. >' - . ,'::-:, -

i'. -.:; ' .. . ··" ·.,; ,.:'_,·:,__,,.,.:-c.··;_<, .. :-·?··, ... , '._:·:· :- · ... _: .·._ .. _'..\ .. ,.':--·-·, .':-· ·-,.. -
adhesión y que son' diferentes a los producidos :porTir.(Ke"1my'etaL2002).clEste efeí::to es 

'. . :. ' - .... •. - - ~ J' ' -· . . . '•,: . ' . .'. -.-- . ; 

dependiente de ia GTPasa Cdc42, lo cuaÍsu~i~I'~ qlle MappoclrÍa ·tener 1m papel del tipo 

G EF (factor intercambiador de nucleóÍidcl). si~Har a~lo que ocllrre• en ;ab110/1el/a con SopE 

(Kcnny, 2002). 
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Tir ("translocated intimin receptor"). Inicialmente fue descrita como una proteína de origen 

eucariote y se:c le e nombró Hp90 :porque se observó;. que una" proteína de 90 ·· kDa era 
': <·,• ,. ' • ~·· , • ". , ' ' • - '. '.· • • ' ·;' - •• 

fosforilada en la célula huésped después de la infección con EPEC (Rosenshine et al. 1996). 
- o - · ·- •• · ' -:' ~· Jo,,'.,-•'-.-: !:·-~:- - ·.-c. ;. • · ~ _. _ e •·• · _ ·- -... · · · - - · - ·- _.,_ --- - " - - - - ---

_;;:_. -

Posteriormente/se .descubrió que su origen era procariótico y que era inyectada por EPEC a 
·, ::·.:·:·· "; - .. -

.·través de 1a-vía~désecrecióntipif m. codificada en el LEE (KerinfelaL l 997a). Tir se 
- _, __ - .,. "" -·-:.:·.::-·:,-, ,"'·-.- :--- -

·:·-->. -.--:-;. ·--;-:_:· .. ·. -
secreta como una proteína de 78 kDa, pero una vez dentro de la célula cucariótica es 

,- . _, . <. - :·-, .. . -

fosforilada eri un residllp de ti~osina en la posición 4 74 y muestr~ un cambio de movilidad 

electroforética a< 90 kIJa (K~rmy~ 1<;)99). La .fosforilaci(>n •clé esta .tirosina es un paso 

importante para la formación del pea(!stal in Vilrd don'EPEc'Y."(,'Úrohacterrodentium, no 
- .:- ~- -<,·· -, ·"·;:: '.· ·-,:::··-'~-;~:·· .::-·~-~«-· .-,,_ ----' ··v>·.·' :·>·:-·-·,·_:'.;:--··>:-.,J.~:·-_ ·/.·:;~ .· , ... ;' ·-.·=-:· . 

así para la Tir de EHEC, donde·este·pro~:is~Wi~~:t~~'c?~,~~~~:~(!~~Rjii~,~~r~k;:~ºryjación. del 

pedestal (Kcnny; 2001; DeVinney et al. 2po!')';J~·;q~~'~Jgiei'é ~lié;;¡~ ~suffilila~ión'd<! actina 
·: __ ~: -:-·>:.-~ ./:'.~:~t} .. : ;:f:'.~{-·-~::-:x~::~~-~;~r~-_''.t:'.t}~-:f~·:{~-::: ~?~r: .r:~~{j ~;~;:'.:\·_~ ~~J'.{--::-~--'.:~:~~~-;~~-.-~:;:_::~:··: .. ~_-._~ -:·· -~ - .. 

en EHEC se lleva a cabo por un mecanismó'diferente.·ReCienteriúinte; usando un modelo 

~:::~:: :::,1:::1:;~::6:0:~:~JJ~o~;f~~~t~~t;~0f ºfi't'~~~J'•t;i· 00 

"' 

3. Adherencia íntima. En esta etllpa ,Tff'.~e i~se!t.a ~~ í~·,m~rri~~¿~~;?~'.1~~§.~~~(a'hú~~ped y 

actúa como el receptor de la proteína. intimfoa, la cualesiá i~rj ·,~-ni'~~~~r~iiá ~xtcrna de 
~ '3;.:--·.:- -o -""-~'"' - : !:~- . --~ ! 

.:/:'"·-'.' 

EPEC (Fig. 1 C). Se ha propuesto que la tirosin-cinasa que fosfórili'l''a;Tii'g~.PKA (proteín-. .._,.._, . ·./ ·.·. ,,·,'-" .: ,-_._ - '·'·'"' .. ; 

cinasa-A dependiente de AMPc) (Warawa y Kenny, 2001). G~~.~~f,,f~~[{)·~il~da, Tires 
... ··.f-.-·•·'.•''v ;,"'".',"··' 

~·> 

Sucesivamente, Nck fosforilada es capaz de reclutar a la prÓtefní(j\¡':.WÁSI>f:lá riual es un 
?.· .. '.:':( .. ;~r':;y<:~;;",u~.·:.u:········· . 

regulador de cambios en el citoesqueleto, y ésta, a su ve~; red.Uta n(c(ímpJejo~Arp2/3, que 
~-.. _ -. _ . ___ ·,~-e ~.-:--~?~~;~_~;:~~ii!:~L~~JY~;ii~~~~S~l,i ::::~2;;_:·~-;L~;;;~_t ~>;: - :· 

es capaz de nuclear actina. Esta parece ser la vfa qúe ócasro6a'daffné)\/ilfzaciór{.de actina 
~. _· -~:.:·:: /?' ._:j~~>;:· .fj~}c'.·:.fi(.'·:~~~~~::";;,: :~;}I~~~ :·+t\7.' ·~f ·~~.:~-·- -~~~.:~:·_,.· :•.: -. 

para la formación del pedestal, lo. que scrúcjií los :ccimeúis' fofrriados por Listeria 

monocytogene.1· y Shigel/a sp. (Kalman et al: 1999; Lommel et al. 2001: Frischknecht y 
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Way, 2002). En contraste con los mecanismos de movilización inducidos por ActA e lcsA, 
• - ~ =- -•• - -=- ~ 

de l. monocytogenes'yS. :flexneri;-Tir por sí sola no es capaz de originar los 'cambios 

necesarios para)~ fonnación ~el pedestal (Kenny yWarawa, 2001 ). 

H-NS 
PcrC • Fis 1 

,¡a 
(-) 

CD , 
IHF ' Ler 

© 1·~·~ c9---<+.._) -+-w-----'lh------· 
(~\ : .. ········"' 
'' ~ ...... • RST U 

•nuu > ~ •• 
+- LEE1 lt: ·-L-EE_2_ 

Sistema de secreción tipo 111 

Re9ál LEE 

tir cesTeae 

• 1 1 a 
lt: 

LEES 

Adherencia 
Intima 

esp 
A B D F H 

•~ttli>t--
LEE4 

Proteínas 
secretadas 

Figura 2. Esquema de regulación de la isla de patogenicidad LEE. Los genes que constituyen los 

operones LEEI, LEE2 y LEE3 codifican para las proteínas del aparato de secreción tipo 111, mientras 

que en los operones LEE4 y LEES están codificadas las proteinas que son secretadas o introducidas a 

la célula huésped. Por último, también en el operón LEES están las proteinas para llevar a cabo la 

adhesión íntima o A/E. En el operón LEE 1, está codificado el regulador Ler, éste tiene homología con 

H-NS en su extremo carboxilo terminal y actúa como desrepresor en las regiones promotoras de los 

operones LEE2, LEE3, LEE4 y LEES al competir con H-1'1S por sitios de pegado en el DNA 

(Sperandio et al. 2000; Bustamante et al. 2001; Bustamante et al. en preparación), donde 1-1-NS parece 

fonnar un complejo nucleoproteico que impide la transcripción. Ler es regulado positivamente por los 

reguladores globales IHF y Fis, además de que PerC parece actuar como un modulador positivo 

(Friedberg et al. 1999; Bustamante et al. 2001 ): por otro lado, H-NS también reprime la expresión de 

Lcr (Barba et al. datos no publicados). Recientemente, se ha sugerido que la expresión de Ler también 

está sujeta a regulación tipo "Quorum sensing" (Sperandio et al. 2002). 
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Por otro lado, no se ha descartado la posibilidadde que h~ya otras proteínas que 

también sean introducidas, por medio de la vía de secreciÓn tip() HI, ala c~lula huésped y 

que pudieran estar codificadas en alguna otra isla de pat~~eni~idad o región del 

cromosoma;:· ¡ 

Por otr¿fad~,Ja acumulación de cx-actinina no depende de la fosforilación de Tir, 
,·' 

pues ésta se u~e a·l·e~t,f~aj~ amino terminal de la proteína (Goosney et al. 2000), en donde 
< :~'. ; • :_: _,_ ·, '· .- ·:,· :,; • ·:.--º·~' 

tambi.én se \.menJas. p~ot~Ínas ezrina y talina (Freeman et al. 2000; ); siendo ésta última 

esencial par~l~.f()ifü~~fan1~f:LJJedestal (Cantarelli et al. 2001 ). 
-·_..-~·::.': .. -:_ \;,,:~~-~--::~~;~-~::TtS~~::·~~~~t>,-~ -~~·}· ·_··,·--~~:._.-;/ 

• L~s proteí~as·~se'cret;fa~s: ytranslocadas por EPEC son capaces de inducir 

''ª"00"º~16:Mlfiit~tll!\i1M!f t~::"j~~\)1 ~f 1LIB. 1 
e, '.>: ºº"''° .de '.''ª' ." 

destacan aqúelliís.qúeirésültan .en; la act1vac1ón de fosfohpasa C del tipo y (~LCy); protem-

•.•• ~· ~;:~: 1J§ii~J~!,.}~!¡j~~t¡~¿,;~f~;~1?hi~WK·~{~~·Iú.'.': ~·· ... :· .. ;:"·•···· ·~ .··•·.····· ·•. ·· ·.·:.·•·~·.•·~.······· .. ;: ... · .··.. . 
cinasa C(PKC);y;JaYelevación',de_lflüjosTde itfosito!Jdfosfáto {Crane y Oh; 199,7; f'oubjster 

:~ ·:L::9~l;~];~~II~i!l~tt~~?E~:::::d:,~:~.::::e~::~::::~~~c~:: 
· _ :.' · _- ><~-}~~~:~-: .. r'.!~::>~fI~~:-·_:_~·~·::-:._:., ~~-~~:_::. -. ·· . . 

aparentemente oc_as19ria efüeclutaíniento de células polimorfonucleares al s1t10 de la lesión 
,i:: :<.:_-oo·-·i=-::,_;;_·-· ·. 

(Savkovic et al..\9~§, (N9?f Aunque pareciera ser contradictorio para la bacteria el que se 

active la producbiórÍd~~n~:reacción inflamatoria, se ha visto que varios patógenos lo hacen 
• - ' : ',;, ~ • ••• ., ,,.- ' ' ; 1 •. ~~ ~ 

para increm~rít~r.sW·r~~litación, sobrevivencia y diseminación (Tato y Hunter, 2002), lo 
•• ·.· .. )[J(:j1/ •• 

cual aún no és c!iffo~eri eJ caso de EPEC . 
. ·: .. \ :-t:,: . 

Por citi¿\{~d~, y usando el sistema de microarreglos, de Grado y colaboradores 
.· -- - .... ,·'d' ' 

(2001) encOritrar&n~iiue la infección de células epiteliales con EPEC causa la desregulación 
_ ... ,._-.... -

de la expresión de citocinas; además de observar que activa la cascada de transducción de 
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señales de las MAP cinasas (MAPK), específicamente MEK/ERK, que llevan a la 

expresión del•factord~tf~nscripción·Egr-I>ÉstepartÍcip~e~·los·procesosde.proliferáción · . 
.. ,,. . ' , ' _,.: :.:~ ·'~'.;..'.),!~_.:~ ... · ·::;;·,-.:._·,-:<··-.. '·.'-'• 

celular, lo cu0:Í p{idríli es.tar, impi_diendp que_!~ c~lula.hG~s~~d{~ntr.~~~.a~c)p~~sis u_na vez 
""- --::-; ~-_,-_.,, ,. x.::~- - :-:.- -- 'º· -+ =-::-~~ t~~-~---.+>"-"°':-. :'~~: .. :o-'::;::¡-,,~--:?· .. ,:;-yo. _;:'~L~,, tf·i:.T':·"- ------·.o-

que EPEC S(! h~ J~id~~ l~is;uperrtC:í~~~l~l~~. i'.>> ? \.;: •' :fr .,r~ ;·: :: r.: ... 

. . ·-~~·~~'~Í·~~~~fi~{i'{d~'.tH,:~·~F-~l~~~ÍlK,;l~.,~~~,t~~~,~~·!'~º·'"Yº 'ª 
acttvac10n de ERKl /2; p38 y JNK~ lo quetderi:v,a:en ~~ P!~duc:ct?n de .m~s;·•fenomeno que, 

__ ·> f~:i!L~~·-¡:_;¡t~_-_:t:;rL-· ~~j:~.;~:-~·%\--~~,:~:~::-· 1-:--~> -.. L·<-· : :.' :-
aparentemente, no está involucrado en el ~ro¿g~c>-Cíe 1~~ñáúiariió'ri que lleva a la formación 

.. - . ' -.. - ":' ., .. '':._'_'. ·,_~::-: ;';'·'(' ;~_:'::;::·<'--;_-_" '.' ,.. ' -· 

de la lesión A/E (Czerucka et al. 200 J ). 
. . 

EPEC no sólo entra en contacto con células epiteliales; tan1bién S(! el"léuentra con 

células del sistema inmune del huésped. Recientemente, se describió queEPECes capaz de 

impedir su fagocitosis por macrófagos al inhibir a la enzima fosfoinosítido-3-cinasa (Pl3K). 

a través de un mecanismo dependiente de la vía de secreción tipo JII, pero independiente de 

Tir (Celli et al. 2001). 

Ya se ha rri~nciónado que EPEC recluta proteínas del citoesquel~io debajo del sitio 
::.· 'r:.:-;··- ;·-··.!·- , .. - - , - .- -· . ;· - ·.--- ,- - ... :· . .-·-· -

en donde. se· e~t~bJªc#.f:la;jjlt~racción intimina-Tir: Hay otras· proteínas que también son 
... \ ' .. ·_.- !~1)-:: · .·;:(r}~,_i~"::[';''.:°'-· 1

• ;_ :~O:.<l<'~--: -,'._:--:::-. /""-·- · :.-.. ···::' 

incorporad~s; -~~~,tf,~)·,<!#~aS,'.ést~n: Crkll, Grb2 (adaptadora),· ADF/cofilina (nucleadora de 

actina), t:J>J>;rHáo'0~(fÓsf!ltasa para adhesiones focales), Shc (adaptadora), gelsolina, CD44 
:¡_•;-": . - ~. ,.., 

(correceptor.de membrana), calpacina, zyxina y vinculina (nucleación de actina) (Goosney 

et al. 2001 ). De éstas, CD44 y calpacina se unen al sitio de adhesión de manera 

independiente de Tir. Las otras parecen unirse aun cuando Tir no es fosforilada, lo que 

sugiere que esta unión se establece con el extremo amino de la proteína o con alguna de las 

otras proteínas que se unen a está región. 
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Figura 3. Transducción de señales ocasionada por EPEC en la célula huésped. Las proteínas 

efectoras son introducidas por EPEC a través de la vía de secreción tipo 111 (VSTT). Tir es 

fosforilada en el interior de la célula huésped y se inserta en la membrana donde se une con la 

intimina. Tires capaz de nuclear componentes del citoesqueleto, como son actina, a-actinina, talina, 

ezrina, entre otras. Una vez que Tires fosforilada es capaz de- reclutar a la proteína adapatora Nck, 

la cual, a su vez, recluta a N-WASP y Arp2/3, las cuales son las responsables de la nucleación de 

actina. Uno de los cambios originados es la activación de PKC que puede estimular la salida de 

iones CI'. La activación de PLCy origina la producción de inositol tri fosfato (IP~) y de diacil glicerol 

( Dl\G), que estimulan la salida de calcio de la pozas internas sensibles a estos compuestos. Por otro 

lado, la infección con EPEC activa al activador transcripcional NF-KB que inicia la transcripción de 

intcrleucina 8 (IL-8). la cual origina una respuesta inflamatoria. 
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(Fig. 3 continuación) La fosforilación de las cadenas ligeras de miosina (M LC) lleva al 

rompimiento de las uniones estrechas con células vecinas. Lás proteínas efcctoras'(EspA, B, D. F, 

O, 11, Map) originan diversos cambios dent~~ d~ I~ ~él~l~c·h~é~~e1;· E~'.pr fb~d~~~~-~¡·r~mpi~1ienH> 
de uniones estrechas; Map origina cambios·. en ¡I p,oten::iaL 9é',membfan~,9~. la mitoconclria, 

mientras que EspG los contrarresta; además; Map favórec¡:'1á rd'~'a'ciÓn de filopo'clios; lo¡;ual, a su 

vez, es contrarrestado por EspH .. Aún no se 11~ defi11ido ~J~··ractores:bacteriarios son los 

respoi1sables de alterar las adhesio~'és focales\FA¡().~Ío ~ue,:)1e~tar;de~·µrcií{arf1ire~t? ~élular. A 

pesar de todo este conocimiento, aún-: ~o;,sej~h~]~~¡¡(~~-{d~ ~~tos bf IJlbios. orlglnhn ladiarrea. 

(Esquema tomado. de Pu~ntey Finlay,2~() 1 ;;y:'rn~difiri;db: c()riJa~iti~ me~CiÓnacÍa~ eli 'eL,texto ) .. ·. 
''.'-''<· .! .. <',· :_.~,", -,,,:·; ",_¡-_:/:·::_::~:::;· ·.··' . ':.~~>~ .·.>.:\; 

l'oc · 01"> .1~gf, •il~~4~~;¡\! .. ~f~i"?élíi i~ t!'.iv•1d~· ·~~ ;~; ;~te';'Céi~n~' bactcda-

::::::rd~1~~¡~l~~~~~~¡dt;J;,;r:drt¡~~~t~ ~~~!~'~[f ;~\i10~~in:j;:·:~~~: 
2001 ): Los' lnecanisníos celulares qué son hdÚvrldÓ~. Y· él ~hp~Í de este proceso en el 

; , ·. . ,• . - , ·-:: -, ·:ce.<;•:.·_·_"'.'.·---·-"····- .. :_;,.:.¡-- ·-··. ,_·., ·' 
i . . . ~1, 

mecanismo de patogenicidad, aún no sé dCterrniÍlan. Ademá~; se deberá determinar si los 
,_. ·" .. ··,··.·-.· { . ¡·- . - ' .'' - ,: 

;,: 

niveles de BFP producidos in vivo son suÍieie'nfos p~ra llevar a ocasionar este daño. ... - ... ·;·_- ' '-~- . .- --_- ' -- -~;~:. . -. . . -- . - . - ,- - ' . . - ' 

,:_; -,~!. 

Cabe destacar que a pesar decfo -~~t~s des~ri.i(), aún no se sabe en su totalidad qué 

proteína efectora es la responsable de cada WlO 4e fos camblos menciona,doS; y tampoco se 

sabe cuál es el origen de la diarrea ocasionada por la infec(!ión ?ºn EPEC; 

l. 1.3 El pilos BFP 

El pilus BFP es responsable de IafcmnaciÓn de la adher6rieia localizada (también 

llamada inicial) y es un factor de-~viiGieii~i~';Ífüp'oh~nte para ocasionar diarrea. Este pilus 
- .--~:y~·t,>/?'···: .: ... ·::. '. ' - . . : . . ' 

pertenece a la familia de lo~ plliÚp,Óiy(Girén e'tal. 1991; Bieber et al. 1998). 
. . . .. ·.-. :,,.·· -< ·2:.-. ~<: -._ > -

Los pili tipo IV están ari1pliarilenté distribuidos entre las bacterias patógenas para 

animales y plantas. Estos se caracterizan por ser filamentos largos que se relacionan con la 

capacidad de adhesión. movilización del tipo "social" y del tipo retráctil, y en la formación 
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de biopelículas. Están localizados generalmente en el polo dela bacteÍia; se componen de 

una sola piflni)14e~ti~nec'.úQ:~resiptfkdi_N~iTI;éfií:-IénUM~llin~ie~i:e1'"inÍ~io.clc'i1a. proteína 
;.·;j_:: .. <".-. __ ,_ ·r:· :~-1_::=': :.·:~:>··.·-.;//~·. '··,;~~·,_._,- :··.·.,·. ···<:::·.:· '·· J,·.' .. -_;· 

madura,. tie,~:~-.~.~~~~~i,H~~a§)"n~;;fofTi~~l ~t~~~-~~~~~~~~IÍ~i~át~~~(>~~e1~~~ y ·s6n de• 6 a 7 

nm de gros8r· .. y- dJ 18ngÜud;~ariahle, ade~ás}de\s~hrelativamerife fl~~ible~ (Hobbs y 
.. · · .. --_ ... -. ·'::· :,,<:-, .. :1.~·::- .;-.'.,-,;_ ·:·.: ·_.,_ .-::.: .. ·:·.,:::-~:'.;~-:-'''P.:·.:_é·-~-><'''.:-~,:-{'"_.:_~ ·).:<·~--: ;,-

Mattick -1993·.Éerilández-yBereriguer·-20oo::shiY:sJf1-~~i'oc:>2)>c.0::, 
-~ '._i:·,_'~-,~.'c;~>)':°'::.:;.',•. - '.• . . - , .,"-.~-·-. ,;::,~;·.--~t-'::-0;.~.4"~'-;.")~,:~~·'. __ ._:;;_,o;;:···(./,-, :. ·. 

Elpilush~~~dor de haces" ("biuidle~~J~ii:;~{gil'ii"~"},'tiene 7nl11 de diámetro y es 
~":.-: "-...,< .',-;-.· ·· • ·r/\·. i·:;.'::)--._;t2.:: ,:-·'/·~--·:'~·-:.,'.-::.,x· r:/-.: , .::-.'· ~.-. ~ 

capaz. de fC>~m~; filamentos muy largos q~e;:~~ ~''hi~#rÜ~1Ü y·J"l1a~tiellen· u~idas a las 

bacterias de la microcolonia (Fig. IA)(Giróll'~t :1. 1991; Vuopio-Varkila y Schoolnik, . ··. . . 
1991; Knutton et al. 1999). 

Para la biogénesis y regulación del BFP se requiere de los genes del operón hfp 

(compuesto por 14 genes, Fig. 4) y del operón perABC (bfPTVW), respectivamente (Sohel 

et al. 1996; Stone et al. 1996; Gómez-Duarte y Kaper, 1995; Tobe et al. 1996), 'ad~.01ás del 

gen cromosoma) dsbA (necesario para la formación de puentes disulfurc):en:el ~~p~cio 

crecimiento a 3?ºC en medios .de cultfvo para células eucariotes; p(jr'.ej~ififüc>;}DME 
. ·~ :~ .: :~~~~-- ::_>;_-;:- ~-.~:::~(:: ··;'·:- . - '-.. 

(" Dulbecco ;s ritotji_fl~~': ~agl~'s·ri-i~~iu~"). A su vez, su expre.~.i6h,}_~~}~:r~~[t~rnerite 
. ---·· ';.:~ '. i~' -. :· <:;: J~::-.: .· ~}~~:.· :_;;.'''· 

disminuida. ajell:li>efaiút-as:por arriba y por debajo de 1os 37°G'y. en ¡;~di~níiia ªé ~~1es de 

amonio (Puerit:·~t
1

f~t 1 ~96). Casi todas las proteínas c~dift~.a~~~fg~Jf~f_;~~J~<){tienen 
homología con otros sistemas que sintetizan este tipo dé:;p¡f~If~t~~,¡~;.'i}.;~Ji1~:)papel de 

algunas de las proteínas codificadas en el operón bfp se describe~~~inii~¿~ciÓí1: 
< -, .·.-:--.):· :.;<; ,.-··:·- ,;,;_.- -: ' 

BfpA, es la subunidad principal del pilus (Girón et al. 1991; Soh~(etaL 1993): 
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BfpP. es una peptidasa que se localiza en el espacio periplásmico y que tiene que ver con el 

procesamiento de BfpA, ~s homÓlogaa btras peptidasas dentro de los pili tipo IV (Zhang et 
. . ' . \., . ' ' ·.-. ; ' ~ :· ·,, - -. - . - . ' ' . ' . 

. 

al. 1994; Sohel et aL !~~~&. :<. /º ··.·.~ .. · . . •·.. . 
HfpB, es una lipop~otbíri~ CJti~:sé.:ha involucrado con la vía de secreción· tipo ll sec-

. , , - ... ,, ';/, .. •_ . ; , .. - ~- ., . ..,.. . · . "" ' . ., .·: " y:'..'. .-o~ . · - . · 

involucrada en .la i~ter~ccióll de BFP con la célt1.i~ llhé~ped (Rámer et al. 1996). 

BfpF, tiene similitud con proteínas con afinidad por nucleótidos y al ser mutélcl() aumenta la 

densidad bacteriana en la microcolonia y la adherencia a la célula euc~ri9:tc::: pero no es 

necesario para la producción y procesamiento de la pilina (Anantha et al. 199~;Ramer et al. 

2002). Una mutante en este gen administrada a pacientes voluntari()S resultó atenuada en 

comparación con la cepa silvestre (Bieber et al. 1998). 
. . 

BfpD, también tiene similitud con proteínas con afinidad por nucleótid()S y aLser tilutada 

afecta la expresión del BFP, y por lo tanto la adherencia localii,Ílday la a~~oágregaciÓn; por 
!,_.-· 

de ATP (Sohel et al. 199~)·'. ;::.,_. ·: 

::~:~'.:::,::::;;!,~~,;t~l~~&~!tJ~}~e~!~i\~&~]~ii,~f ~rkt';:: 
están asociadas a la merribJ~i~i{¿~f~~~¡fr¿~;tsóker~t~~{ í996); ' · ·' 

,< ~:.(.<_·¡~~---:.<:'·;.:;1·\,'·_<f.:-~-:-_!-tJt" >:'~'.:; ~-:'.:.·. "<"·,· --·--·< ·,, _,,.- ;>':·. 

BfpH, posee un sitio conse~840ÚpY~1u8tad.~~.~,·el,pr9cesamienfo d~'Iip§proteínas, pero 

carece de homología con otr~J¡rJ~í;1~s:d~ 1iv:í~ de s~¿re¿ión ti~-~-Il\(~~hfreraL 1996). 

Una mutación en el gen b.fi1Hrio·afectÓni·Íaexpt~sión, ni fabiogéTib~isdcÍBFP.(Anantha 

et al. 2000). 
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Tabla l. Proteínas homólogas a las codificadas en el 'locus h.fiJ* 

F1111ció11 Proteí11as** 

Biogénesis 
del pilus tipo 

IV 

CDE FPHl.IKLM 

Vibrio cho/erae tcp 

P~·eudolnonas aeruginosa pi! 

Neisseria gonorrhoeae pi/ 

Diche/obacter nodosus .fim 

Sistema de K/ebsiel/a oxytoca 
secreción tipo 

11 
P. aeruginosa 

Erwinia spp 

Xanthomonas campestris 

*. Tomada de Sohel et al. 1996. 

pul 

xcp 

out 

A C T E E .1 

A B,TC U.TO V V V 

E F D A 

A,B A,BB 

D E F E O H 1,.1 

R S R A TT,V 

D E F. E O 1-1 l,G 

D E F E GI 

**. La homología es con base en la si~·ilithd de la se6Uencia cÍ.c r~in,ciácidos ¡'iredicha para cada 
' ' _' . < . ''· ~-- . ' ," '. : - \ ,,. -. -' .. :- .' '. ,, . . . ; ._.. . • : . . . ... ·, - •. 1 .' >' ' • ' ·-· ·'- -. ...: • ' ' •• ' , 

gen, y en algunos casos por evidéncias(de'Üna'fü~ciiÓri consérvadá'; Cadáoproieina homóloga se 

indica debajo de la protelila córrespÓndi~íité aPlocÜs hjp.:'betafles,de,algÜ~a~ de las proteína se 

mencionan en el texto. 

b.fp 

A G B e u D E F p JI J J K l 

1 )11t1M • •• • ~ 1 1 1 1 ) >-
per A B e 

• c::V 1 ~ TESIS r:;m1 
b.fp T V w f\.LLA PE ORIGEN 

Figura 4. Organización de los operones ~fi' y per en el plásmido EAF. 
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BfpG y BfpC, no tienenhomología con alguna proteína en otros sistemas de pili tipo IV, 

parecen no tener.un papeJ~k1aie"¡:>resió_n y procesamiento de la pilin~;_pe-ro __ sí en Ja 
·----' - o- -- =--o---~ ___ , ' -··- ::;-- ·---,-..·~-- -.'-e:-- - - - - - ' - --- - - -- - - . 

biogénesis y en la f~mmción--de f~ aclher~ncia localizada (Ramer et al. 2002). También las 

proteínas BfpL y BfpM c~~~~6·n á~ homología (Sohel et al. 1996). 
;• .. .;~.!,-},•-, o·• • 

Bfpl.JK. Estas proteínaj; tl~hen'h6mología con la proteína estructuraLBfpA..·--
./~:~ _···.~(~{-,'>> . ' ;~~--

BfpU. Es una proteína de.17 kDa que se localiza tanto en eLperiplasma como en el 

. :: {;:ut~~- .. ·· •. ·•· ·. .. • · . . . . . · . ·. · · · ···• • ·-• · __ . ··· 
citoplasma de la'bacteiia?• Uria;ffiufación én éste gen afecta el. foriotipó •de adherencia 

'.· '·.;:':.-;;~.'/•"\.;,._:-..:_,-,··· . ..-.:~<: -~. . .; ' ' - --·--::-:·_·::.·.-e·· ... .., .. ~;' .. :._- .. ·.; - -

localizada .. Pr~~-ª~l~~~~~~ ;~·r~·a p~rte d~ la maquillaria par~.el ensamblaje del pilus 

. ,,_ -~ _:--_:~ ;_:(> -~- : 

R.eciéntémerifo, sé realizó un estudio' exhaustivo sobre la síntesis y actividad de cada 

uno de los genes d~l l()cus ~ffi (Ramer et al; 2002):. En. éste, se demostró que cada uno de 

los genes codifica· para uha proteína y que para la)?iogé~esis y para el fenotipo de 

adherencia localizada sólo son necesarios 12 de los l~ g6nes (sólo b.fpFy b.fpH nó son 
. .. 

necesarios). Se postula que se fonna un complejo en la membrana interriáformado por 

Bfpl, -J y -K las cuales interaccionan con BfpA, -E y -L; mientras que en la me111brana 

externa se encuentra un componente similar a una secretina, formado por BfpB y BfpG. 

BfpU y BfpL parecen formar un canal en el periplasma que conecta a los dos componentes 

membranales. 

l. 1.4 Regulación de los genes de virulencia en EPEC. 

No es suficiente que una bacteria patógena contenga islas de patogeniddad o genes 

involucrados con virulencia para garantizar que pueda infectar a una deíéfo1ií1áda célula; es 

necesario que estos genes se expresen en el momento adecuadb bajo.~dndiC:iones c¡ue 

aseguren la asociación bacteria-célula huésped (Edwards y Puente. 1998). El caso de EPEC 



18 

no es la excepción, sus genes están sujetos á una cascada de regulación que aún no ha sido 

completamentejdént.ificada'. ~~·.esta'secbi6ns~~desc/ibi~á·e'Lmecanlsmo. de regulación de 
·•¡>• ;•:¡•.· i.·.\::-; ~ -,·,'·'";' J ··r;·':. ', .. 1 

los genes de los operon~sbfp y~pe;L1#:';riguiri~iÓri;d~:·Io~demás genes, incluidos ·(os del 

LEE. se mencionabr(;!v~2~df~·e~~'.l<~~~~~;iJ\:'(P + '\:~'>,~Í• tlf t;'.: '. ; é. '.'_ - - , . 

credm;~:.:::,:;i~~1~;c:~+~~r~~~i\~~~]:f t; ~:~~~~~~:·~; !:;"(:::::e:: 
al. l 996}(Fig . .5} dri pres~ii¿ia dci~~l~s'~~~füoll_io~ o átemperaturaspC>r~rrf~a 'cipo~ debajo 

~·.:.i;,· >··. :Ú,-'.< -' .•.. '. . . ··- .. _ ·--·· :~~:: · o··~í-" ·~ ,, : . ·, .. ·. , . . . . ,·;.. ~<.--, ... 

de. los 37ºC, sÜ-~xpresiÓn s~ r~gula n~g~iJvaínerite. El responsable de lit;r~gtila~ión positiva 
,, ,; ;:-":L .: ; _· ;. '"•' ' - ·. • • • - <>" .-. • '<,'-. ,•.- • • • - • ' , •' .'' ' ,·,, "'- • ;~. • '.,'<. 

kpb ríO ábaj(> dc;:I operón bfp (To be et aL 1996; Gómez~Duarte y J<:ape;:~.'f 995): Este operón 

contiene 3 genes, perABC (bJPTVW), de los cuales sólo él primero tiene homología con 

algúngen previamente descrito. Tanto perB, como perC, son traducidos, pero no son 

necesarios PElr~ la expresión del BFP o de PerA Sólo PerC parece tener un papel como 

modulador positivo de fatranscripcióndeloperón LEEl, donde se encuentra codificado Ler 
. _. - ~ : -.:-. _:- .. _ -.. -.->-

(Sosa-Macias, L999; Bustamm1te ~tat20;9Í). 
PerAtie~e similitud .con la1 faihili~ de reguladores transcripcionales AraC/XylS y 

:·~··';, .. -.'.' . "-' '~~;~-; _:.:.-·_~_,· 

será descrito en detalle más a<lc!iá'ilte; ia'~xpresión de los genes del operón per también es 
' .'.-'-. --.. - -, "-· ·,: .- ·.-... ;- '·;.·:. -·-. . '. 

regulada poi PerA /~é regula en las misfu~sccmdiffohesambientaÍes y composi~ión del 

medio que el operón L?fij (Martínez-Laguria et al.Í9~9). 
- ··. -· ··-· '. _·-::: -

El papel del operón perABC (bfPTVU0 nb :se restringe a regular la expresión del 

pilus, ya que se ha involucrado en Ja reguláción de g~nes de virulencia en el cromosoma de 

EPEC (eae, e.\pA, espB, tir, fer y trcA), lo que hace pensar que este loclis podría actuar 

como un regulador global de virulencia en EPEC (Figs. 4 y 5) (Gomez-Duarte y Kaper, 
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1995; Kenny et ni. J 997a. L997b: Knutton et al. 1997: Mellies, et al. 1999; Tobe et al. 

199%,BU!;tamante.et al. 2001 ). 

lllF 

e:> 
GadX 

Plásmido EAF 

1erA /J C 

I' W 

+ 
(O PerC 

! 
(+)/ 

! 
; 
' 
J 

Genes LEE 

l TESIS CON 
fALLA Dl~ OHlGEN 

Figura 5. En el esquema se representan los genes para la biogéncsis del BFP, los cuales están 

contenidos en el operón ~fp, y el operón regulador perABC. Para la expresión de b.fpA, y de los 

genes río abajo, se requiere de la expresión de perA, que a su vez se autoactiva. La expresión 

óptima ocurre a 37°C en medio de cuhivo celular DME: Al activar PerA su propio promotor, 

favorece la expresión de perB y perC, este último. parece 'actuar como un modulador positivo de la 

expresión del gen regulador ler en la isia LEE, e,I cul11,,a suvez,regula.positivamcnte a los d.iversos 

o pe rones de esta isla (Fig. 2). Para la ekJr~~lÓn·a~ j~¡¡,;f~~ r~qui,ere del regulador global 1 H F, .lo que 
, .. · ) .. ,,. -. - . "'.. ·.7 .. - .. 

no ocurre para .el. gen perA; Estudios re'cientes, rcalizlld~s· en ellaboratoriO, han demostrado que ,H-

NS act(ia como regulador negativo~ bajas fon~pc;áturá~ en ambos operones (!barra et al;\:lai~o rio 

publicados). Por último,Sl~in ·et al. (2001) demostraron que GadX, también 1rii~mbm de0lll fnínilia 

AraC y regulador posÚivodc genes para resistencia á camb}os ele pl~I. reprime' ~!li-cial;nente la 

expresión de pe1'.A a p}I iicido. 



20 

1.1.5 El regulador PcrA (HfpT) 

El gen perA (hfiJ1) codifica para una proteína de ca. 3l.8 kDa,.Ja cual pertenece a la 
-.,. ,; 

familia de reguladores transcripcionales AraC/)(ylS, a la~~~ pertenece~yarios reguladores 
·<_.t .. < ... :. -. -, -'.'~ :·--,- --~·:_~;: · ~}'.:~_:.> ;_¿[ -_ -;•~; .. ;< ;,...: ~~-:.: \'.'. .:·;_ .=:,·~-, _: _, --~·; 'e 

de factores de virulencia como VirF.'dri·shigel/a f!~xl~'.ek'.R.~~·; FapR y cr~D e'11 clife'1;entes - , ... ; ---~~:;·--\; .. ,_. ··:·<~S~-'~:: _____ ., __ ·--~:_,:: ... ---· .-."-,' __ "_:,. <·::-. ___ .,,- -,._·-:-, :·-'-

cepas de. E.· coli enterotoxigénicá;y;AggR/d.C:EF'co/i·énteroagregatiya.cpeíúro~deesta 
· .. -• ·· '-'·,,~ ... ;'·e.,<:.. ___ :~;:.:' lo'~-'~''.":,,:.·''·.·--'~;,.'~ · ._,__ -:~. ·' '::c>:fa"·r·;''i'·-

cxtcn'". fnm Hi• •• ~¿~;!~~:,h~~"!~~t~!~i·~~~!TI•"~·,~c~~,·~~;~~¿~bo1i~ti~;. ¡~;~ '~" 
AraC para la 'utilizacionYdé'íírabinosa;(xylS/ utilización de alquilbcrizoatos; MelR, de 

.~ ' - - ,,, •v' -~·· "' ';••.' '~ /,.;- "., \ • •'<'I'.'- ' , -~·-· • \. : : -"•' , .: , .. , •'' - • • ' •' ' • '·- '·, • -, • -• •.. -' 

·- ., )t:;,-;_-. -:;·:_,-.,_:_ ~ :"':,;· .:.-::',--·.;,,-.,;;-~< ;; '.> 

. -- :·· .. _., -~-''::-:;·: ¡r¿:.:<\'i;~"'' -·:~??r-'_~-:~:~,,,\_~~:~_._~:¿,:::·.y-:-:.::· : ':· . . ._ ·:::.: .. -_. ':::· . . ·. .. .· . . .-·.-.-. , -·".. - . 
melobiosa, enfré ótros;-adcníáS de réguládores de genes para sobrevivcncia en condiciones 

_.- .. .-- 1~r:· .. ·-1<·:.~:<"·::::t!·-··v.<~ :-:1·::: .. ~:~;-7,::.<.'.::;,::-.;-.:. ;::._""'·. ·i-:_·· .·"···" • · : .. ,.., '.\ : : .. ·. _, · ·· : · 

de cstrés,comoSb~s/MÜf;,\'.y.~gGcoallegos et al. 1997). 

~os',re~tl~~~~~~J~~I;,"fip~~ iraC comparten similitud en el e~tremo éarboxilo 

termÍnaI,d()ride/se~ri¿¿~ri'tr:an.dos probables dominios de unión aDNAdel tipoHTH ("a.-
~ ' ,,. ' . . , ,, ·-... ;"" •" .· ' - . " . :· . ' ' - - . . 

hcl ix-turn- ~ -l1~Hx 1 ', J-1t~lice-vuelta-a.hél ice) y un posible do1nin(o' ~~ ~l{¡qil :d·Ia llNA 
, . . '.~.-: "j • '·::-.=:~_-. 

polimcrasa (RNAJ>), mientras que la homología en el extrerrió;á(rÚÍio. terl1Íir{~I es rrÍÚcl1o 
. - : ' .> 0,":-- ! :'.-~:~:" ':;·,.;:.-: :: . f:{', <' : -~'"'• ',. ;·t.::~. : ~ ~-~ . : 

menor (Gallegos et al. 1997; Bhende y Egan, 2000; KaldaÍl.Í'~t af~,izo):fo):1 Eri. el caso de 
. ·:.'.·-.-:· .. -~:.·\::r'.'-~: _,; :.'~~-:::;;~':.~'!::.':"--'~----~ ;::·~·.-, '-.-;_::.~ .. :,- ;-

Ara C. se ha demostrado que el dominio amino terminal ~tiene1I~ f~~'IJ'ªqi~ªd é!c\mir 
.. . .. _-,., -' '' ,- ~-·,,. . t:-. j· ; . . --~ ' ' . ,,,.~ •, -. . ·. ' ..; ' 

-" .. :,,. 

arabinosa. Esta unión parece inducir cambios c~nformaciorial~s,d~ '¡~ pl'()t~ína,.'lo, que 
. ,:.,... ~ ¡,-.¡·, ;. 

determina las diferentes afinidades a IOs operadores en el pra11l~(b¡;;'.~ar.i~~,};:.:g5fe,Jon"lini0 
. ··:;.~;t ;·,.'.·~~-·: ·/·17·_.::;:.~-''·- .t.·, -.-;··· - -- .. 

también es rcsponsablede.'Ja.forrnaciónde homodímeros, 10 cS~~i,}~~ 1 ~b/~.to~~sª'ii~b.oriante 
, ' .,- i ,-, -- -::' :-', ,- - r ' : ~-- . ' ·. --.-. . : ' . . .;·:\_- : e~~ -~--·::;1;.\;~¡-·':. ~-.;~~:~-:~: 'i}:·;'.~·t:;):.~:·:. :. ~,~t.<:. '. ':'··~--:~::: :~~·;: 

para su füncionaligad ··y que;'par,~c~ ,.conservarse en ~yari()s,\ijii~ill~rqs>de;jlaj;J!iií\ili~. qüe 

regulan ª geri~,~j~eltT,if ~i·;~fü~'i,;~·,~;;~y¡~Íí~Wf f ~:jrj~~~il~~{ ?~~~1éc~1 .. 
inductoras nó e~. exclüsivátcle.'f\taC,ihé_!Y;btr,~,S r~gúJadpres, del• melab'ól isfüo:pa~terianó; q uc 

:-.· .-'·;:·.:.-,-.' ',' \";·!~,~·(.:-~~'.·):-~~.;~:~}f. ',< :~~;i,J .. ~:- -, / - :.-.:.'f'.7 :~·;,'..--' '·"',' 

activan la e~pfesiÓn\dfggnci~;s¿fo:'¿•uandoiestas .moléculas se encuentran prtfsei'lles/por 
' ., ··;,'.;· ,· •· .. :. ·:.-. . . ' •,e· 

ejemplo, M~IR,RhaR,Rh~S. XylS yUr~R.Los datos anteriores sugieren qúe eírlosdcinás 
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miembros de esta familia, el dominio amino terminal podría estar involucrado en la 

formación de dímeros, .. o en•la·detccción de señales químicas, o ambas.' o· bien,··en·unirse a 
'v" •' .,, :"·>·• ('.\-<:~ r. • -- ',. ... . ·" ·• ;·.-.·.:,.·;~·~;"?.'- '· . '·: .. -: ' .. - ,, .. ' 

::~; ~ 
reg u 1 udór de Jiúci tilda t fom i 1 ia:"requiCfo' de: Já ~asoc iáción' eón; la :chaperona~ S iCN para·. poder' .. 

· .• ;: :.,i./.}{~:~'t!;. ;;~;Í,.';j'tf f§'.(:·.~:;~:{~~~:~H{~;·~1·'1''..5~~7':;.~";:·f ;; .),;'\~. ;¡~;···~~~f; ··.~··~,;·p;:·n;;· :•./·· ••··•···· · .. ·.·.··· .·· 
unirse a•DNAyjactiyar,geríesd.é la islá:d~.peffogCnicidildI,qe·Sa/t1i911él/a (Da..Win y.Miller. 

2001 ). oú~;~i~1~1°,;:·;~ ~.í'i4~~:1~~i/RI\~~~·ffv;a~ol~~~·.,1Jj~j~1: ·,f i~l¡ ~e patogenicidad I de 

SalníoneÍ!a.lpp}Úli1fi'r/U,h1;'C1;:CuaCes.reguiado 'llegl\tiv~mcntépór la interacción con HilE 
- ,' ~:·: .. ,-, ',, ,, - ,,.;~·.-._º~-"~"'»-. ;;:'.J'" ~:-,.~-.. _,.,~' •· ,. ·' - ':'··- . .._. ·' - ' . 

(Baxterer'al;~2JÓ3)N<Y : , 
·~: .:-~: . .,;,. 

Una.c·~~1pa;á.ciÓl1.dCI:tipo BLA.STd~PerA eón AraC, mostró que comparten un 
,;·, .. :; '.}:>'· )'·,·' . ¡~~>.:·, :!~·-_: f.{. 

21 % de simiJit~d; si~rido .. rri4s JTIUrcadll ha~ia '.et.;xt~ellH? carboxilo terminal doncle se 

:::~:~:::~,~~~!íf i~1~,[~~~~~i~{~~~~:·?~i:~t·jttr~;~t:j['J:r;:~ 
no n1ostró similitua,:con•i·a1~una;proteíná;~;así .• rnismo;•J.ri·:b.úsquedá.de .. :don1inios con el 

progrn:j?~~~::,:·:::f ~J)~;f il~i1í~~í~t1i~~~::;erA . º'•modulado 
::::,;::::~~:::: l:::n~:::~::~~isl~l!0i~f ";;dri;~::d~::,~;:~dd::;::: 
amino terminal. Lo anterior se descaitó\coff' ''t b'servación de que .en E. f<Jlf K 12 (cepa 

MC4 100 conteniendo:~«: :~·1";1·~!;;• :• 1v~ªv~~~~~;;~df ;d~~1;]e7rÜcc la 
regulación negati.vá; sügirienclótjtj~ sé. requieré de úi1 füctór pr~sebteie~ ·EI.~EC{y no en E. 

c<ili K 12 (B~~i~,~~riRÍ~:.{y\;*Wt'~~;·~;'á:c ·J~c:or~do: Martíncz-L':~·¿~~l·i1~l.'J%~~j1~fj·i~l1t) 1i1ctor 

podría competir c~11 P~~k por el promotor de h.fpA y perA·c, ~nirse al ~or~inio amino 
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terminal en presencia de amonio y así alterar su interacción con los promotores de ambos 

genes. 

Recientemente, se han encontrado otras proteínas involt1cradas en la reguladón de 

perA y h.fpA (Fig. 5). Shin et al. (2001) describieron otro mi~mbio de la familia AraC, 

O ad X •• qu~ parceáricl~ar.co1110 represor .de·la .expresión:cleperA~a.pJ·I~~id.cJ; ade~1ás,d~·scr 
--:-:,~; ·:-~:...." - , - -!- -; -;·;::_ ·, ' 

- .'··<--:· :·!::::_: ~-,?:~-·-::-\~ ;_:····--~:-.:.:, _: - - -· ... .-<,>.':·:·:::¡:·:· ,1/::;··.<'.'~< :.':;;_:·· .. _,: __ .?·'._,_--'~---J-'_.-:~'~'-.'_:~;· ;_~-

el acÚvad6~:)Jó'sÍÚ~b.de los g~n~s gad. Presumibleme'~te;<~si~:reg~lri~o·rsc'.Üi1J e~:¡~ región 
, ":. :~-~~:}-:: T~f:;~r.:,:.{~f~~~-iiiri~:.~i~'.J:f~:~;~:i'.~ó~~-:- :f~: --.~:--~·-·· ~: :::_.- .. __ :· . -_-. ~~):>.~~~:L~ · C~~~/-,>,;;;:-~rt.:'.~:~~~-~l~~~~:>,.f~~H;~: :~--:~;-~;~, ,,0iió~J¡i;-~i:~--~-'.~;i~}~-,~: :. ~ .- . .-. 

río ·abajo del,proiúotó·r y;de-ritrodel ,'gen estructural; Conloique;1mped1ría:1la'.ti'anscnpc1ón 

(Shin et~al!'200J):'..~Sej¡)ropone quelareguláción·por pHlé iridiCifría'a•la'baétefia.cuando se 

han rebasado lósjúgó~ ·gll,~fric,os.~el-éstómago yJ1á'Hngresaa(>·~1 intestino delgado. 
, :.<._: .. :- _:~~-:: ... : ::f/t-·.::_M;~F(?J~~\::.·.'fi~~ff ;¡~1~?:~~· ~H~~t .:.f:~~~i.t~.::. f}tf~ ·.·,}i;~1.~:'.~tf!.;::;·:~~:t{:X~::~~,'.~:;~.~t~5~'.:::}~{!\:-··~}~}~:·.~.- Ji::~~i, \;~:~i:~~-;:·· '{:':~·~ :." :·;:::·:: . 
· Recientcn1éiífo;; en'ii1uesfro. labéiratori0:.seenc(>nfró que• el :·réguladói·glóbal · ¡ H F es 

nece,.,;o "ª'~ 1F'~?ü,:;f { ~l,~~;~!lf l~{¡~~~ff q~,tln:z-Lag""ª et al. e• 
preparación). Actualmente, se estudiailá ii1tcraccióri•deHHF con la regióri proniotora de 

,,;r:·:··;,·· .. : .;:~.: .. :..: .::;·.'¡~-~·¡_'i:~·::_;·_::\;:!(t_.'·.;t·(,<;: f"~'! ;'.::·;.\" ~'.:·:· .. '.,._;º, ., " -- '/·: 

h.fj'A para definir si existen difercn~las'~Íltr~e\~111~§~~¡;rij¡j'd~ac~lón de Pei'A al activar sus 
.... ·-' - ... ·..:---;···· '·' _ .... : .... ,. ·-··· .. _, - --· -

promotores blanco. 
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tfsrvFkr f tP yr i l 
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Figura 6. Alineamiento del extremo carboxilo de PerA con las proteínas SoxS, MarA, Rob y AraC. 

Los rectángulos debajo de la secuencia muestran a-hélices, los blancos señalan las secuencias 

involucradas con el dominio HTH 1 y los negros en el HTl-12, su nombre se indica debajo. La 

secuencia consenso se indica en la última línea y en negras se resaltan los residuos conservados. l..11 

estructura secundaria fue verificada por cristalografía para MarA y Rob, y coincide con las propuestas 

para AraC, SoxS y PerA con el programa ProDom. La identidad entre PerA y AraC en esta porción es 

del 21% y la similitud del 32 % ('romada de Kwon et al. 2000, y modificada con el resultado del 

análisis de las secuencias con el programa ProDom). 

f TESIS CON 
U'ALLA DE OHIGEN 
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11. Antecedentes. 

Estudios previos sobre. la .regulación.de .q/jJA. demostraron que. la .región mínima 

necesaria para su expresión e()n~¡1rende ;lu1:Ha J1a. posic:ió,n,• -~5 ([3u,stanrnnte et ni; j 998), 

mientras que para·.pe1:A.:;o~~j~~di!'h~~ta~.l~-~bsr&l~~"-~,;;(;~~·~tin~z-~!lgh.~~-~t.ri,1i•··.1999):· Al 

l1acer un al.in~.~111,~ep?~.d,~~ª.~~~~~lS~tL~~es~~.~~s~~[~ati·~~qfühK~í~\Ú~f~Hd.~~tl#.a.1{c1~1)q(yé,nt~e· 
las regiones -""85 a -46,de q/jÚLy7;64 'a '."""26 d~.p<!rA; !ldcniás de ser ricas en residuos A y T, 

.- . ,· ·' - . ' "¡ :· ~:-:·_. 

por lo que se p~stulÓ qúe podiíri 's,~r 'CI silio de pegado de PerA (Bustamante el al. 1998; 

Martínez-Laguna et ál. 1999). 

TESIS CON 

Figuru 7. Alineamiento de las regiones promotoras de h.fpA y perA. Las flechas y los números indican 

la posición hasta donde se hizo la fusión transcripcional al gen cal, los porcentajes entre paréntesis 

indican la actividad de dicha fusión con respecto a la fusión más larga (tomado de 13ustamante et al. 

1998 y modilicado de acuerdo a Martíncz-Laguna et al. 1999) 

Con base en el papel eentralque tiene .PerA en activar la expresión de BFP; la suya 
,, ... - .' .. 1:;:,:_·"_-/;·:, 'e·-~;- ": :-.:··:· . . . ". -·· :• - .·. ' -

propia y posib!~n~enteJ~~pc.~.!rg~.l~~¡~~i¡¡f~ri.§irul.cncia, ()1 .. proy_cc;to.•sc}nfüc9 (!npu,rÍli.sar la 

proteína PerA. pa~~.d~~~r,iiii1i~r ~9M~¡.i.~f~f~~~~a'.·~9.or~:;l~s prp1119t9r~s ?~e 'r~gfüai'Así/ n~ismo, 
en determinar si c~mo p~rlc dclff1ccáni~;~1ode ~ctivaéión ocúrrcia dimcriza~ión de Peri\. 
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111. Hipótesis. 

PerA se unirá a las r':!giO}}~~. P!"eyiam.c11t~~ pi:opuestas como .sitios de unión y que 

comparten 73% de homologfa~ntre lás regiones reguladoras de b.fpA y perA. Dada su 

similitud con proteínas de la familia de ie~¿l~dores transcripcionales AraC/XylS, PerA 

reconocerá dichas secuencias en forma diméricá. 

IV. Objetivos. 

IV.I Objetivo general. 

Estudiar los mecanismos moleculares mediante los cuales PerA regula la expresión de 

la fimbria BFP. 

IV.2 Objetivos específicos. 

Determinar el sitio de unión de PerA (B fpT): a las. regiones ;re~Üladórás de b.fpÁ ·y perA. 

Analizar la posible interacción proteíria-~fcit~íi1~;~dirk ~1ol1:Óm'e~Cl~vde PerA. 
.~ ,,;: r~;, .. , ,~:.:_.( '.~:-~·~: ;;.~ ·,, ¡·····. ''"".::>, 

IV.3 Objetivos experimentales. '{,':,•:id'' 'v.:<> J. fU ¡/ 
,.:.:_-~::, ~)::r:·· ~:·/\ ... '''\··,.::'. ,··1':. ~~.'~\:._<:· '''¿~ .. ·· 

. . :·. :- ~~-. ,-· ----!!~~;i -.. ;. ,<~~:~'..~d{~:.-:·1 ~~G~-·.:_·:_\:-.> .. · '~ii>_· .... ~.·: ,. 
1. Purificar PerA como fusión a la proteína unidófa'dellnaltosar(MálE'o MBP). 

: ·.-. _ :·t·::··_:. -~~~?:;:·,·_}~f~~\~f~r:~U'?~;_}~:!~~.~::·\l:~:~-~;-.. -.>. :,< · __ --.. /·; - . 
2. Producir anticuerpos dirigidos contra lln,r,ép@(){;l~,l_ifü·~gióhcií.r.boxilo~terminal de PerA. 

3. Realizar experimentos de interacción pfote1hali5N'l·;ti~o s6n: protección a DNasa 1 y 
- ••• , '~ -._~. ,. - • '<'- ~ : -·- ,. " 

cambios en la movilidad elcctroforética d~Iari~Bi~K~s'.~·~0~1otoras de los genes qfj'A y perA. 
. . . 

4. Determinar la región mínima de pegadÓ dé: fa fusión MBP-PcrA con experimentos de 

retardo en gel con oligonucleótidos de doble ca~~na: 

5. Analizar posibles interaccioncspr~teína-pr~teína con un sistema bacteriano basado en 

LcxA y una fusión reportera sulA~lacZ. 

ú. Analizar el posible efecto de c!ominancia negativa al sobrccxprcsar el extremo amino 

terminal de PcrA 
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Mntcrialcs y métodos 

Cepas bacteria11as y cmulicio11es de cultivo. 

Las cepas y los plásmidos usados en este estudio se enlistan en la tabla 2. Para el 

crecimiento de las cepa~ se usó el medio de cultivo de Li.1rla (LB), y el 111edio para cultivo 
' . ' 

' ·:· ' 

de célt1las eucariotc,s, Pl\ifE ... <"Dulbecco's.fvl~.~t1J~~~~:§,~?l.~tv1~~i~1n2':. '9JJJc,o,.-l3R1,) 

suplementado, según fuera el caso, con car~enicill~a'}o ~mp_icilinri (100 µg/mL). 

gcntamicina (5 µg/mL), tclraciclina ( 12 µg/mI.:.) y kanamicin~ (30 µg/mL). 

Oligo1111c/eótidos. 

Los oligonucleótidos usados se solicitaron a la Unidad de Síntesis del Instituto de 

l3iotccnología-UNAM y se presentan en la tabla 3. Todos lós oligom.icleótidos usados en 

los ensayos de cambio en la movilidad electrciforética-(EfyÍSA.) se purificaron por 
··:/-;'~·:;";·~- ··.,'·~:'.~ .. ·~'"~. 

en agua a 42ºC y desalados con columnas Micfoco11 (fytillJJ)á[~)~;~~~·oligos usados para las 

rcacciorics de PCR y secuencia se diluyeron a u~a éonciel'iiraái'~rí;~e 25 µM. 
· - ' :'- · -" e ,0/7,\-:.:". _·.,., ·. • 

·L 

Los iniciadores usados en el EMSA, en la sedJen~ácJÓ~pe genes y en la obtención 

de fragmentos de PCR para el ensayo de protec~ión/a}ó)\/ása>I :("fóotpril1ting"), se 

marcaron con [32P]-i'A TP y con la enzima T4 poliriticleÓtido cinasa (Amersham) de 

acuerdo a las instrucciones del fabricante. 
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Co11strucciá11 1/el plásmido pMA L T2 

El gen perA se amplificó con los oligos BFPT7~Hl~¡;'w y TAFB-2862R (Tabla 3) 

usando la enzima Taq Gold (Pcrkin Elmcr) y comomold.c el plásmido pCST(Tabla 2). El 

fragmento de DNAy el plásmido pMALC2xa (Ncw England) se digirieron con las enzimas 

/Jaml-ll-PstL (~_oc_h_c). l.,a liga(!ió11 serc¡¡tiz9.S~~-JJl~enzil)la.T-4 l)NA ligasa_(¡>romega), en 
·:~- ·' 

una próporc.ión-1:3 (vcector:inscrto ), a l 6ºC po~''tc;~a l~ noph~ y se transformó en I~ cepa de 

E. co/i M C~ 1 OO. ~os'~lásmidos pMAL T2 resJit~~ie~\s~ ~aracte~iz~ron por dlgestión y se 
• • ' •• '"• • • -' : ' ' ' • • <' •>,,.'•,¡ e'• • 

secuenciaron pa~a verihcar la correcta fase de la fusión malE-perA. 

E.\presitJ11yp11rijicació11 de MBP-PerA. 

La expresión y purificación de MBP-PerA se realizó como se ha descrito 

previamente para otras proteínas de la familia AraC/XylS (Mtinson y Scott; 1999; Fawcett 
·.,, _.. ·- • . .· - . -- ·, ;•···' :-· .. ·-· .. ·. '•i·"" '· ., ,. __ .; " 

y WolfJr •. 1994). La cepa E. co/i BL21 pLysi se transfÓf~1Ó por el 111étbdo d6Cl8rúro de 
.·: - . ' .. - _,_-_, 'i _._,.,';..·e;·,_·· :·'·'·-~,.2:_~,~ .. -~ .. ;,;_:-_·_--.··-··-·--t '···-~·~,~.:::-.';':':"-.-:·-~-}~\,: ._,., __ · ... -

calcio con .. ·•~.-1•·.·pM.~t~;r2~.·-~··.·.~~.~g~,1ü;:~~i:~n30_~·~~-~gp:'~Ju.~?~~~·-··~ltq''.~~~:tg;~,rn2,1~~yl11~ .. de 

::~~~.::~~r~~~~~fi!f l111t1tlllllf illllli1~t:.:: 
posteriormente, se centrifugó~y.la;pa~tillá sC:fguardº a_:70,<>C to<:lriJa'hoch~~Está.se lavó·una 

"-::--.·;"'.-~-;,,?Y':_ !:t~:';'>:, ~· . " ~--'.;y·. '•f:_V''. ·.".'·'?:-~r~_"'..i-?) ('';'>:;- ').:.·":".,'.~, :";:·-~:-

;::::.:::::::: ~: :0~l:·::~~tt~~~;l~¡l1~~~~~~1\f ~i~l!1IB;:~~:1:1~:~~ 
rompieron por cavitación con pulsosd6-3ó~~eg~ndbs;por.4 n{i11~los. ELcxtracto crudo se 

'.. .· -----· -· -. ' -- - ~" - : . ,; .-

obtuvo después de centrifugar a 14,ooo xg ~or 30 rúin a 4<>C. 
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El extracto crudo se diluyó 1 :.5 en regulador de. columna y se filtró a través de una 

columna de resina decamllosa·(Nc~~Engl~ndm!~Iaks)l·_se~d-~_ro11Ja'Yilcl.QS_corí.IOO 
_ ,~--· .' '--~-~-c,=-:-='-:=.o·,;;-';--_o-,¡•C"'cc=-;;_o,:._¡o;_---0-_-;=~;...C-:-'>,,''-~;-;~.Ó.'.;;---~:::~---=~~7=:--;;-0T.-- --"¿.-""':7-;-;-;o-oc:.,,;:o..-~-' ··:':'"";·.~-"';""~;~-;·--;.-::e--·-- -f,;-~---;" -7·~---, ~:0:- --:-e-;·-=-'-:-\~' ,----·; ----~- - " 

volú111e11es. de ... c6.1u~~h~·~Y•r:\a.·.··~;.~~~í•~i;s_e d1¿y~-~,i~;:fl.~~i;~bz!:~~~~;1.;~~~\~.~·so1Ümna 
adicionado cofl.111altosa •lo ii~M 'cbi'¿6t~~~d~f~;/¿~iofies_jle,:Cin.L.La proteínap1.friliC:aday .los 

:~~-(;:···· ~- ':·~·::~- ·:_L:~~-'. :: ; :::,'·> .;.·;;!~., ~,~,_~}_: :·_'·.·/· {<"t< :_:\ . ·-r ."·: ·. ,. : ·:: .'. -.>'(i' -~:,,_ --~S-· :·~' ~ '. . ;;:\;_· __ ·.¡ , >::- !-'~-~'._, .: 
extractos se analiiaron'.en un.gel~dé ¡Joliacdlamidá al~JQ%~(S_DS~PAGE); Lacóhcentrrición 

- ,_ -- -:.\' ~:~.~-/··:F:;(:~~,~~: .. -~¡.- ... -:~~~~ ._. }~.:.;:~.:;:~~;;:~:~~-~\;. -~:.:;_:,~~~:::··:.~·~L·/~~·. :::·~~7, .· L-~r_:· ~:->~~'~/::; :~\,:. ::r:-~:· ·._\:/~:.' r~~--~:: ·!:::~:-~·; -,~:;,;~:- -- -. 

concentración con albúmina sérica bovina (BSA). 

A 11tic11erpos 

Se obtuvieron anticuerpos contra el extremo carboxilo termin.al de [>erA. Para esto, 

a partir de la secuencia de aminoácidos predicha para la proteít1a.(Fig~ 6) (Tobe et aL 1.996), 
·. ~(- .. 

·-,<:. 

se diseñó un péptido de t 5 aminoácidos de los residUos260 ai274 al 'cu~Lse Ie'aciiciolló un 
'" .' ··"·~- - i ~::·1. '.-~, ' .-:;f, 

residuo de' glicina y uno de cistefna;en .. el e~tre1riO\íirif1~o'~a~a t~~b~~ce/Ia soiubilidady el 
-·, . . ' . . .·. - .- ., , - ·· __ 

acoplamiento con:'na:;prdicf~a '~carreadora, respectivamente. L~ sectieticia del ~éptido 
~-c. 

El pép.ti·d~{e:acoploa BSA por entrecruzamiento de tipo disulfuro con el reactivo 
. -.~¡·: .. ' .. ~'..~.:'._ "-'--. ' 

SPDP (N-su~crhi~'t;if;3~[2-piridilditio] propionato, Pierce) de acuerdo a lo descrito por 

Alagón y Killg~i1 ~So~:'EÍ acoplamiento tuvo una eficiencia de 49.4 % al unirse 7.9 moles 

del péptido por:IUoi de ssÁ~ 
'. •o.·.-,,,_,,'·"·• 

Dos co~~jo~de la raz~ New Zcaland se inmunizaron con 200Úg';dcil cori1~lejo BSA-. .• .· -. . .. ._ ·: . :·: .. ·'/.-'./''.;,.: .. p . .... : . ~)~~--.,_'" .. 

Pcr ACOOH en ún esquema semanal po/2jne~(!S ]{n1~di_?·Y'.se les 'ré~IÍ7,;ó~.l.lii ,seguimiento 
-,.· _,. ' . .. ·._ ·. . - ': .. ,-- .: .. 

de la producción de anticuerpos por la téc~ica de EIJISA. Despllés de 13. ~erúanas, se 
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sangraron los conejos en blanco y se obtuvo el suero; El título de los anticuerpos obtenidos 

se deterr11I11_~ .• !J.()E.~~I~~~~.~~~~e!l~~~~P~~Ai~ES~Bá~l!~~~.t!.~.Y.¡I\1)~~;1!er~,.S.§~~l!(erfüinó_ por 
,::~,'~ ;:.,., ;1 <é_/: \:;_;,> .:-;\:¿~; ,:_,>:¡ ;; .. ,~~·;·t_>,:.;~:~:~:·· ·:r:~:~;,>~; .. :r~'.·· .. ·;, .. ·,·.. ;,. r.,!:;! 

·•Western bl?t''·:~ .•• · -~:::~. :,,,ü·•· ;,~;·•·:;;,; ·._;·,~:.¡.~,-; étk\···JM~: ;~J·t~-¡·· .. j0-~ {¡; .. :~\( .~'JD_;;.:~· (~····-.·~il'.•.;~;¡···• •? ·• · .. ····-. 
Losanticllcrpós ariti~MBJ~;_se•;obtuvi_eronde~•la~con1pañ í.aN e\y: Erigl¡indJB iol abs. los 

··t:.·;·. ;.)/ ":_.,, ... _,. ·t· .. ·.1::·'.;cr:·-·~:::;~<;jfr;· ... ~-'.~~¡:_; .r>~~·:i;·'.(:~ ·\>':,_·. _'..:;::;,:)_,.:)-, ·~;>_·:',.:.'~--' ·:-·-/:~ ·.---<::~--::~~:·::·· '·· ,. · 

anti~DnaK.~de• Roc;he;_j~s ~~ti~co?ejÓfy_;Ílllti~fat~n '.~c<?placlo~.:a:{perc)xidas~- CH.RP)_ de 
: ... -·- .. ·,:_·~--- .. ~-~? '.- __ ;_ '.<'i~:ºf?-~·f't.0fi~---~~~:~~<:S_?-~-,-~~-'\~·-·-):~~;:~:-~:- ~;;-;:.-;-· · . __ -.· ·>:~: ,.;_~-:_< -:_-r= ~- -~-~:--,~.:... : : .. -~->-. ~~~:-,:: ._.,_ ... -~ :_:_: _ - _ 

Biomeda, los anti:LexA:de lnvitrogen,'.y los anticuerposanti-BfpA flieronámablemente 

proporcionados por el Dr. Jorge Giró~ de la Benemérita Universi,dad Autónoma'de Puebla. 

ELISA 

El seguimiento de la producción de anticuerpos en los conejos se realizó por el 

ensayo de detección de inmunoadsorbente (ELISA). En éste, se ''sensibilizaron" placas de 

96 pozos (Nunc) con 100 _L por pozo de una·soltí~i-~'11d,~·sµsf~L.deJriprofoíria.BSA o 

~:~ :::u::,d:.:sd::::~::~:: ::c;~~'~t~tt~ti~~t~ó~~{~~~:~tv~f º:ri:~: 
TBS-Tween 20 (Tris-HCl .. ?O mM_.pH:S~'.J9_aC11.?9D:iM{.J:~ee!}.(2Q~.o~<i$%).yse blocjlleó con 

- ... - ',':,~·<-.. > ?:-_ >!;:;;~- .-:--. -,;·' .-: .. :--,,--, .-- -.-- - , - ,,- . ·"" ':· ..... ·>.;;",, :._, - ~:-.~ -' - :~;:- -; . ~..-..f_.- . - - ·' ' 

200 µL por pozo de una solueión;:(ié gelaiiiui'~1 0:5 ~ eri Tiis:1'.¡gfso i~1M pÍ~ 8.0 Tween 20 
-.. ~ :;·· 

Cl.05% durante 2 horasá 3 7°C.D~spués; se dieron fres l~v.ados, c:&l11o ya se mencionó, y se 
' . . -- ' ' . ~ . -~ ·: . . :. ·,. . 

procedió a hacer diez diluciones seriadas 1 :30 del suero· en 1ri solución reguladora 

"vehículo" (Tris-HCI 50 mM pH 8, NaCI 500 mM, Tween 20 O.Ü5%) de. cada uno de los 

conejos por duplicado. La placa se incubó a temperatura ambi~n~i,~~rdÚ1~rk~"ºcspti~s se 

lavó 3 veces con regulador de lavado. A cada pozo se. le adici~'iiai~n~fo()J~i~'ciel,arlÜcucrpó 
' ,, ... ' ' - . . . , .. ,,, ·_,(~~·~:: - •,' .. _, . ., . 

anli-lgG de conejo conjugado a peroxidasa diluidoenregu1riJ6i2J~í~Í2t\f~ ?iscin~ubópor 
'' ...... ,_ .. ,. : - .\ '• _ .. - .· 

una hora a temperatura ambiente. Por último. se dieron trb~fová~¿:s·.v;J-rca~ció~ se reveló 
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con el sustrato ABTS.(Rochc),.la.reacCión sé detuvo con SDS al 5 % o con ácido 
' ;., ' '··-- .· :'-· . . . 

lluorhídricocoúcentrado•yse. obtuvo laábscír6anCiaaAOS111í1 .• Losclatos de absorbancia se . . ' ' _, . ' -; ~ - -·: ·'. / - . . 

gralicaron y se calculó el título del suero cl6ca~a C:ónejo~ . 

Ensayo <le adltereucia 

El ensayo de adherencia se .realizó como, se ha descrjto previamente, con algunas 

modificaciones (Cravioto et al .·1979;•Puente etafjJ 996) .• Lasbabterias se cultivaron en LB 
. ·- . - ·-:.-.¿.,_ :',"._. . . ' . . :·~,,-. ., ,.. ., . . . ... < !_:. - ' '· 

·-{<~~ ;:.~ ; )\ .,,.:·. : _ _,_'.:;'¡::;~~~ .·::~_.:. :;::;~('.· 

::~~00:~;:;,d:00f~~f f~~;1~2 ~t ~~]~~1~~i~lt~r ;~~f~:f~.:0;
0

;~v~::~:: 
preparadas.·con¡uni;t rn8P9C.~l?_!I: d.~ .• '?~!1;1l~~.:I-lel,~~.~opr,e 1~HPf~º.9Jet()s .c.ircular~s. Las plac~s ya 

' :-·.;y·:-- ·:<:>".:.:,; ~ ;·,·I-;:; ;~-,.;·,_:'?:."':·~,;~:;:- '?~:: ·. +·:-,-: 

i 11ocu I ad.as .• ~e .•. i~~r·~ªi~l·~~Jt~~2ttr\ir:;~:,~t,[~.:s:f ~~f .~~e.·~~t;·~I.•.:io/~ Pº.~·· •. ~ •. ·.!1oras. •Las· .bacteri.as 

no adheridas füeron removidas icon\lres, lávádos.,de RBS~· lns prcpáraciones se lijaron con 
. .;, ·'. ·-l:: ." " , '.; t>;-;·· ·!{'~-'< ·T~~·t- ;~::.;_;. i.f .. ~~·:·:·?·: '\'.:~<-1~\ ,- . . , , :,·. . . . 

, , -.-;.·:; :-·~-·~-<: ~':>:_... : 1 _::::r.> ·/S~~'.,--f,~::}': /-;:. ,=-~ .·..::·; .. ~-- .:-.<> ~. -:.:-r:_? /.-: < .,:::- .~·· .:·:~<: :_ :··, .. '. - ·-:'~4-:. • • , • : • : ~ .. •• 

metano!· aqs.(¡I.:tó¡f[J~/y~~'H.~er()rí ~c:oil/éciJ:óra~J~'.?i~rr@1~ Lo,s,¡:ub,reobjetos se colócaron 

sobre resina en po'rfaobjetós y se observaron ell Ull'.rilicrosCopio óptico. 

/111111111odetecció11 ("Wester11 blot'?. 

Las bacterias se obtuvieron cultivándolas en LB por toda la noche y después 

subcultivando en medio DME e incubando en un baño agitado a 37ºC hasta que alcm17 .. aran 

una DO<.nn de 1.0. De este crecimienio;se obl.Úvo l mL, se ccntrif~góc~:·T4:oúo x g y la 
. . . ·, ~; _· , • " -> . ; ,. . . . - . ·,,; .· , . : . . : I' . ;. 

pasti 11a se resuspendió en r(!guta@Hj'~eil§~HJ1~1icnfo pará ·. protcii_11·ª~~1·:ü~·s;fül1~stras se 

11 i rv ie ron por· s mi n.~ to~···Y· •. ~e .'irii~f~~:ri '~31E~,~~t19'.~yí~¡,a~fili!1i1 i cf ~ ~l.·l~'.:,~m~?~tc1:i,;r1ne11 te. 

se transfirió a ~na meinbra~a. d6 hifrocel(1'ios~·dd'O.:h µn1'Üc poro (Am~·rslÍam) en una 
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cfünara de trunsforencia húnÍeda (BioRad). ·La membrana. se bloqueó ~on. teche. descremad u 
-' ' ' ~ : ' .•• - - i - '. . - - . . . :": . . ~ -. - ' .: . - --. . .. . - ' 

al 5 % (Carnation) en regu_l4~()LTBJ;~J:we_cn-por ~l m_en{{s·J_ri¡¡_11§ri(h tº1híJern!~ra:~nÍbiente 
- _---_e__·_--,-.--;--,----· ... oo--:-.; .. o-o' '. ,• .' ":'::-.·¡'--; ~,~--- :f"º~-- -;-;;';;T.-·:o~- -~ -''':"_;_•-o---;.-~ -~-:,~ :- :\\.::: ;:::;··:··~· f .. J:·:· r::·. '! .'.:¡:,,' ;"•' o.··-'.-.':.'· , ',I;.',, : ·, .-~~;.' 

• • ;· '; . - . :'. : -.:-:~--, .. . ;,::.:-·•·\ ,.-,y._·.', ·;:: :,_:-, '< .. >··,:,; -:-:_; .. ,_.>_; .. i?>::··;);; _: __ ).',~;.; ·:-~:'.'>· >;": \::·.:~.--: -~_:·:;\·· ... -_:::'. :" [,'!,::,. : .: ~. • 
y en ag1tac1on .. Despues, se.•1ncubó•toda·l.a noche conun.a d1luc1ón;delnnt1cL1l!rp9•rr1marto 

e •••i-l'e,A, , , , ººº ó , ;~ºº: ~~jJ:~;f r~'br?I?c~?.~·~).-~rij~·~¡r~~~i!I .• ~~*0~~· ~ .nt1. 
1 : 5 ooo .. anti-DnaK, --.1 : 50,000,.segú.n}fü~ra·_eI •.cris9))a~ ten1¡)eratu'r.a,an1~idn.tc"~n;agitación. •La 

mcrnbrnna 'º l~vó·· 3c:e~~;i~i,~t~·~/¡~¡f ~e,~~~·~!;~·~~~Y!~;~.~~f~l~Jt,~~~;e;ón 
1 :20,000 deiant1.cuerp_o;secundano··(ant1-c?:11eJo:().t~O.t•.~ratonhac.~plado,i11cperor1dasa 

( Biomeda). scincg~~~x ~~·r~:~.~~or últinm'.,sekd,ie"~~n·;:¡tr~~~~:~·j ·.~~~·~~~~:c~~~::fg~~~;~·\Vein.· El 

revelado d7. (á.:~n~branase realizó con ·et';efi(lt,1~~ ~~FH~t~.1 :~~~·LU1~]~\ol~11~in.iscencia 
Chemi~rnow (A.lpháÜnriotcch) y se observó en·~I Alpl~~ lh1ager. o se ~xíJu~o a película 

' . . . - .· - ,-,_ •., ·.;;:~" .· ." - - - . . . - ' - . . - . ' ' . . . •" . ' . 

fotográÍica
1

i9i~e?~n~es (iempos: ..• 

· PanFeÍ·casri de los geles de poliaerilamida nativa. estos se transfirieron en una 

cámara de transferencia semi-seca (BioRad) y se trataron como ya se describió antes. 

Ensayos de cambio e11 la movilidad e/ectroforética ("Electroplwretic Mobi/ity Sllift 

As.my ", EMSA). 

No radioactiva. Los fragmentos de DNA con la posible región de pegado de PerA se 

amplificaron por PCR con la enzima Tac¡ Gold, se incubaron con diferentes 

concentraciones de MBP-PerA en regulador de unión (Tris-HCI 8 mM pl-1 7.9, MgS04 40 

mM, CaCh 4 mM, KCI 40 mM, EDTA 2 mM pf-f. 8;0, glicerol2<ho/o) por 2() ~1inútos a 
• ' • • .. - -:--·- - ••• --- -- •• -. o - ~---· • - .--",. -_, -=~·\. - ~ -:-- - --. -

temperatura. ambiente. Las muestras se apliearon'a geles de agarosa al '2 % (!;f+BE, o de 

acrilamida-bisacrilamida (30%-2%) nativa ÜL6Cl(o enTi~r~; y s~ so1nctieron a el-cctroforesis a 
·_, ._ < - : -- - - ,.~- ·-,, - -._ ' - -=-o-, - - --o - --~- ·-, - ~- - . . . - - ,- --. 
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140 V. El gel se tiñó con una solución de bromuro de etidio y se observó en un 

transiluminador.defuz .ultra~i9let~ en"el apamto Alpha-Imager (Alpha•lnnotech). · 
-:•. -:_ . ·>.:< ." . ) ; .· -: '' .. _.: . ~ '1,' , - : .. -~' .1 ! <.:-: ~:-::: -' 

Radionctiva. Para estos :énsayos'dcEMSA, 100 ng de los oligonl!cleótidos se marcaron 

con f ósfo·;Úr~?~i ~i~c{f ~o;~~?~~~:~~¡~~ri;~~gion;ó ·:~ptes, .. • ~-s~~-~;·~~.•~§o[t:a'.r?; n , ..•. su. •cade11a 

compleÍp,e_~~~g~t.~~t;(~3tj~~ti~t~~I~.~-~1;~~2~~~~s;\~j~-1~0.-~~;~{:.tr~¡~;~~;~;~~-~·rr~~iti~~~d?:un 
cnfriamienfo gradual .:a•,te'mpe'rátüra 'ainbif:ritey,(1 impiánaólos'~Clél '.,'excescfüe.•iíiarca;.1_ i bre por 
_ .. . . . , ·, .0~. %W. ¡)Ju -~~fr;¡;.~;:~~·\~~-';~2;,·f·1;1;1 :i,f~j,dfi~z.J)$;~~;;~rz;;¡t~":~it1'.'1:1r~;::I;%~2lJ(K1 •. ~;·J.~~ ;:~;· ;.: · 
llltrac1on en· Seplrndex ·;G25;;o~tpor;,,columnas ;M1croc.onj'.(M1lltROre).' La cantidad de 

, ..••.. • ·. ·: : J.\;~1~f~·;;;¡~tt,·.11·tt~-:~·;? ~·¡.:; Jit~··;:,sf:Jt1f ¡J$¿~fQ';·i!~1,7t~1K. 1·t~T:. '.'º~,;'. :·'.~t·+t;···::.:¡·y.\'t··~. >!·· 
radioactividad'iicóplada ¡)orfos oligos"sc'.'defermfoó'.enun 'c:'óntador de ceritelleo(Bcck1íian). 

•··.·· :§·. ;-'?11tt :~1;:1·~;. 1EF:~;r:. I·;·r@··;~~.1Ii'.t ~::;1r.:w ~\~.:·?: ····. ~··•··. ··. ·.·.•··· ,··.·:;• ' · 
Para .·.el ·c~.rr.i11liento;de'l_os·; E~SA?sc's,iguió· el procedimiento deseri to' por San ta11a et 

al. (2000)• ~oh.efal:~~~i;¡'.~~JJj~~;Jf~.n~~.:.:~~;~~·h~:;aciones crecientes de M:[3P-fe;~- se 

::::':~J1~;if ~~~~tJi1i:J~¡f jf ;~~l: :::::c7:n~::::::::::~i:~(~~;¿<~J{:: 
minutos: La,~ mliestr¡isse !1Plicaron a gclés de poliacrilamida nativa l.11 ~.é> 6,XW.J4~rilamida 

' ~ . ' '. 

30%-bisacriÍámida 2%) en TBE O.SX oTÓE (Tris~HCI pH 8; gljciJ1a~·J9b~foM; EDTA.2 
< ' '; :.¿·' .. :i'·' A"! ' -"', ,;::_;_.;;~:'.:~~--~ é_ : ·~.:;'... 

m M) ( Roder y Schweizer; · 2001 };. y se. ~'ome(ierori• a elecfrofq~e~i~ ~rjQ'ó~Via temparatura 
:_- ; _ · _ "-.--· .- · - · ,. · -:_·_\~;::_·. ·::.<-_:;,~:t~;(_.G:;~·_::~t~-~~-:>_:·:,".:-.:._~,'-~~ .. :~·:'.::::~~,:~~~~~--~ .. ~·::~-~'. :.~-~·:>\::~:~-~~.;~·~,·'.<:>- :_::~-·~ ::.:;·::· :.-· -

ambiente o.4ºC, respectivamente/A[término/el gel'se sécó~'riL'.yacio :yse.expuso a una 

pan tal la del .. pf,ospho,:1 n,~g~(~¡~ fo~~~¡l[¿~~{~gf }~~~;~~{.) ~t~~J~ •'~c~¡alizÓ la 

competencia con el miSmo oligonu~'fa6'i"ídoi'~in"n1arcar/ ~~{~dicionaron 'so ó · t 00 veces la 
::-. .. '· .. . . ; ¡ ·,·.-· ·: .", '.".-"'." :.;,. ~-": .:;; ; . '~ ·" ' ' : ~.- . ' - !'" : . --( :_-, ·- < ' ';' ... ; ,- ., ' - ·:- • 
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Ensayo tle protección tle DNasa I (''footpri11ti11g'') 

·Los cí1sayos de protección a la acción de la enzima DNasa Lse realizaron de, acuerdo a 

las técnicas. de Oropeza et al. ( 1999) y Munson y Scott (l 9<;19). En rcsllmcn, se usó un 

iniciador.~farcadocon fósforo para.amplificar.las.·regiog~s'~rÓITÍ.ote>r~s~.<le'~tkA .. y;~C!,.:Apor 
.. ··; ·- :;.- •.· -;::· .- ~··:-.;'", 'J;:/.: ,', ·. ·:::·~' 

- ; .. '; ,,"' . -

PCR; oligos.21p'9R-y··T~FljD,3,rc~p~9tiya.M~.~tl!i'rfi4sú~1:1s:;P.ares,~o·r~,e.s(Jo,i~~J~1-¡tcs;2500F 

para q(pA···~·· ':f~~qg~5·~·;~ra'·};J~J,.·~~1 ·J~J~~tc(~··.~~.f~'ti~~,~~h;i:;¿¿l~~n~}~fg:r~~o~:: y. se 

cuantific~;Jn ·u:n i2'ñ;ti<lir'd~~cc~tell~o;iie6lfui~;d( ':\ ;·. r LJ1,· .... · · .. · ·{;~ ': '. 
; )<'. 1 ,., ;'.··:;~·. ,.,..,.. '.·::»···.,_"r''./''),:~:-~:r', ::..·.·; j ::·'.;,:•' "' 

- -- ,,·;:::: . /:1 .-,;;:'·<" .,., -· ,·""·''---:·::..,~~{; ··--¡.· ·-

50,000 a 10.0.000 cpm de los frágmen_to~ 'marcados ·~e> pll~iero. n enicd11ta~to, a 
~ • ' 1 .. , - , 

temperatiti~ a~biente•p~;·3(fnÍihhia~.hh6Jjíit~;~ütÚconcentraciones de MBP~P~rAen 40 
\ -~.. . . . . .-., .... ,. ''[--~,<'- ~-~·.~~:!'--l~};;:: _- < ~·-'' 

µL de regulador· de urii~n· <Trii:J~q{ ~-{~~}ri~4~9. MgS04 40 mM, CaCb 4 mM, KCI 40 

mM. EDTA 2 mM pH 8:Q; gfic~roi 24o/i,~ ~oli~di-dC 1 µg/µL). Después, se adicionaron 40 

µL de una dilución 10·5 ~~ ~~asa /oi6che), en régulador de DNasa 1 2X (Tris-HCI 8 mM 

pH 7.9, MgS04 40 mM,.CaCl 2 4 rnM, .KC:::l40 mM, EDTA 2 mM, glicerol 24%), y se 

incubó a temperatura. ambiente por 2 mii,rnl~s; Al término, se adicionaron 500 µL de 
·-· :;·· . ' - . -

solución de paro (acetatode amoni() 570 ~Üvl;~lc·ohol 80%, tRNA 50µg/mL), se agitó en 

Vortcx por 20-JO segundos y se· favore~i¿ la~preCipitaCión en hielo seco por 1 O)nfoutos . 
.. -.'-'. :_--- ;-:~· . .- .'- · ... ·:_-·· ,. ,-.;.; :-.>.:· -.: : 0 -.~~~-: • • '-"c."i': ~'-' -- ... _ ." .:.-- ·~ _,._ •. e- ·;,-

secó al vacío ~n.ú;{s~~ri~ty'se'f~sÚ~~~~di~ l!~é6ij(~e ~~g~!~d~r:d~.f~}¡11~f1~iªa.tos 6 µL 
"?";;"'~-. ·.'.•''' . . - ; ' --· ;i,. - ·:';: I°' ..• ' ' • ...,,,.- - _,. r-,-;_:: ,,_ ·.;-·,. ~-<·_.'": " 

'·,:;,.;_ 

se aplicaron a ull gel.efe seéu'encia al 8 % y el resultadÓ se .. obs~r\Íó d§~Pllés de secar el .gel y 
' . ' .. 

exponerlo a uná película o al Phósphor-lmager (Molecular Dynamics)." 

Actividad de fusiones lra11scripcio11ales. 
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La determinación de la actividad 'de las fusiones transcripcionales al gen ea/ se 

realizó como se d~scribe"cn Pu~nte 0el;a(;, ( 1996),Cl;as cepas coí1Jos plásn1idos de las 
" , . ,.· ··-· . ' ;. ·,' ,·· . ., . '·' .. ,· . . ' ·,•.' .·.; 

fusiones se cultivaron~en·~()'~11Yde;Ll3'·~di~iohÚ~.de:carbcnicilÍnri·fbo µg/rnÓen.un.baño 

agitado·.dur;nt:t:~a:::I:i'.~'.o~ti~.,;§ii;c;~·lti~~gs;~;,;Ju'.s':~:~;,••'.:;u~:··~;,,:d:~;·:o·.'.;9;~PBS ·.y • 
. ' •' ;- º· -.' t-"•,:', 0 •.''~· ~ .... \A'' 7-'• ,· ,, '''o •,-, O ; : ''·' : i •, 

:::,~::o:~~:It:f f 1f f ~·f~~~~~{~:f I~~=:?i{~t~~l~~~i~::~ó::: 
i;"; .. - :-:.(';:e·:<:~.·; . _ _).\·.·:::.·:'~:::::·.: ¡~_::.;~;-:,;~;;,'.¡ .- --,;

1
,,: ::;\ 

alícuota.s. se ·centrifugaron a•l4;()00 x ·g·durante 2 minutos, las:Ba~till~s;se!l.avaroncon 

regula.do• Tl)1"]¡(T')~;\J~Í ?2. ~lvt ~H 7.6, QTT. 3 µMj. ~9' ~~~~~t~,~~~~&~~,o~\u{l~ron 
al congcÍar a-;-70º~ y i:léscongelar a temperatura ambierité fü~'.á'~iiiYB~';di;ll~TBTTTritón 

: ··, .. (··.;:;; :;;,·~:-- ~."\:~·, ···.:-:: ::~··:.· . >'):·'·. ·fr/',··:·.s::;~-';·.:·;;~-~~:,:-./~(·"·:.:«::'::·:;;·; \:,=::. ~~:(,:/ .. -.. =.<··~Y:.. · 

0.1 %~.o ?ier!'P?~ c#:~it~ción por pulsos de ultrasonid~, )'.,c~ht~l!iJ¿~E ~M4:g6?éi·~;,dMI~~\: 20 

minutos:.•La·~cC>rid1fotración de proteínas se d~ter.fnihó:~C>h,Ó~i·~~{~~clj~ P.&11~·~fdi~Í;.BCA 
(rlc•cc) yJ•: actÍvl dad de la cloranfenlcol ace1n7i'8hi~<ris¡ ('¿1j.}¡~ i~rJ7¡.~ i,;cd !~te 
u11a ci~étÍcaAc•.~ctividad .. enzimát.ica ·con •. a~·~ti~-SJ~;.~1o:~h1~.~:i~i¡··~25j~,·'~i'.i1l~:~i~,(~-ácido 

::::º;:~i~!~~~Jf~l~~&~f~t~º~lf il~~~~;~J\rÉ~~~l~~:~;:J.::::: 
',-,;· _,:.~-:;.~.- ;:·i~'~l ... ~-;;+:: -¡-:.-- < ._ ., 

dividiendo laaéiiyida'4io~tenfda·enfre ta:•concentración de:proteína deéada extracto y se 
" ' ; ,_. '-~··· . .· .,, . '·' ,. . . " .. ' . ' . . . ' ' . 

expresó como µ~"lol/n1g/.,;in .. 
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E11trecr11za111ie11to qulmico de protel11as ("crosslit1ki11g '') 

A una solución conteniendo aproximadamente 1 O µg de MBP-PerA purificada en 

un regulador de fosfatos (PBS o fosfato de sodio 15 mM pH 6.5, NaCl 150 mM), se le 

adicionó tris·bipiridii~di~loro rutenio 11-(Sigma) a una concentraciówfinal-de+:2S ri1My a 
L'-l-.,;-,,-::;·-~~~-.·-~_·,_·,-'.'_·-' -- ; __ - . - --<: -·-::,---~.:<: __ ::=.;,~~:<·;~...,:<-~-:O!':- .--' 

partir de cntoncci;-~~{~a~ej,ó éri penumbra.·. Posteriormente, s.e adióionó, pers'ulÍatb>dé sodio 
_ _ -~·-'~;~~-:· ;~:-~~-~~::;(~~-,:: .. :~~I~'.0:;-:\~:·E'.:~}c.~:L}~-~:~;_-:_-~ __ ·¡~~,~~-'.·~:;-.'.~:,:-:_L-~ ~--~;::~:-~- :;.( .:~;~ ,~ :-,~-: __ , -i·:· :_ . , . -- . · - :_- - -:~:_~·::_~: --;~·'._:;~;~:~ ~--~~~~-~~,,-: _--.:,>~-:~:1- -~,'.-:Y:f:t: ~--~-:: _>_·:_··:_}- :. : < 

a una concérifracióil;'tirialf dé;o:o25TfuM'y(la mezcla se expuso a· la. lúz''de:un;:roco'de:75 W 

debajo·••deé~:~J~Altt~~~;~~'.i~!~~~~:~/#~~~·~~.i~rr;~te~ tie~~ps ~·~· a~·ucrci2·~·· ~~~~~:~;'.~~dadck 
( l 9~9)>Ll! ~e~:ddi~~~~g:<l·~y~~>~na~[cipF~r',~nvo,lumen similar de reguladdr ~~ce>~ri1füento 
para protCírias f '66.i~elri~<lb·e~hi~lo séco. Las muestras se hirvieron por s'minutos y se 

cargaron en un gel de SDS-poliacrilamida al 10%. 

Co11str11cció11 del plásmido co11 la f usió11 al ge11 lcxA 

El gen perA se amplificó con los oligos T-B2-l 90F y T-Kpl-R (Tabla 3} usando la 

enzima Taq Gold (Perkin Elmer) y como molde el plásmido pCST. El fraginen~o:de DNA y 

el plásmido pSR660 (Daines y Silver, 2000) se digirieron co11 las•;e~~ih~~~·l3k1I1-K1ml y 
. . · - , :- _, --";~-'.'.~J:j~i--;~;~~:~~:~~~~i~fa~f ~:~}i~ú:_~~-~'.~:;~('.f f~~r- --~~~/.-_ 

puestos a ligar con T4 DNA ligasa (Promega), para generar:~ll;n1.~,s.i?L~t0,,8M!~60PerA. Por 
. ·. · .... ,l>'' '"···" ·-·;":::·.-~ ·:.~·,'';:.~.·--~-,--

(- ,";.'-- .> ,-, .·:: ', .. _ .· ( . . ~>-:<'./\" ;;.~\. :- ~·~ .. :.:~ -~Í'.:/_ -'.<< ~- /:_)· : ·->·: -
otro lado, también sé amplificó el gen araC con los oligos .¡\~~!,B~y, J\.'rti!S-';y; t1sár}do como 

. ,..,. :_ .¿:;~<.~\' - . . - .. -,-,;;'.\",'.t.:-'.--: ,.;,;:C"/•7.c '-,., ·/•' - -

molde el pfáslÍlidg, ~AlaraC, para generar el plásmido pMA66C>AniC'. Las:ligationes se 
• -. ,_.· - ~ •. • < < ~- ._·-e ; -- ;- . -. - • • ·- ·; •' -' • -'. . • • - '· ;, •. - -: ' - .. • • -'-. - . - . . -· 

realizaron co11 laáh.iiinaT4 DNA ligasa (Promega), en una' prop~r6ióii l :3 (vector: inserto), 
• ., : ;. - ' • • : • '. +. • - • - '" • • ~ • • - , 

a l 6ºC portoda l~c.n,oche y se transformaron en la cepa ¡J. cólÍM~4 I 00; La producción de 

las quimeras.i~exA~f>erÁ-, 'LexA-AraC y LexA-H-NS se probó por "Western blot'' con 
' ,· . ,. . ' ' 

anticuerpos anti~LcxA y por la corilplementación en la' producción de BFP y de la 

------- -··----·------------------------



36 

adherencia local.izada en una mutante in~ercionalperA ::Om de EPEC B 171 ~8 yperA: :km 

en la cepa E2348/69. La fusión LcxA-1-1-NS fue proporcionada ~m,ablcmc.ntc por el Dr. 

Víctor Bustamantc. 

Sistema de i11teracció11 protei11a-proteí11a. 

Con el fin de explorar la posible interacción (dimerización) entre monómeros de 

PerA, se utilizó un sistema que pcnnitc evaluar interacciones pl"otcína~IJ.roteí?a; el cual estú 
''!·.~~-

su202 Wig; f:9> (brriHrova ~t ~L 1999) .. ••· 
·if/· :·..- .. ~··; 

El plás,n1iqopl\1l66-0P,e~A sétran.sformó ·en la cepa de E. coli SUIOI. Como 

controles positivos de interacción se usaron los plásmidos p658CAT (Daines y Sil ver, 

2000), pMA660AraC y p658HNS (Bustamante, datos no publicados) en la cepa SU 101. 

Las bacterias se cultivaron en caldo LB suplementado con IPTG 1 mM a 37°C en un baño 

agitado y se obtuvieron muestras a las D06oo de 0.6, 0.8, 1.0 y 1 A. Las. muestras se 

ccntri fugaron y las pastillas se utilizaron para determinar la actividad de f3-galactosidüsa 

como se describe en Oropeza et al. ( 1999). 
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Aclil'idad de {3-ga/actosit/asa 

Las pastillas~~ )~,Yl1[9rt~Y ¡'.~sus11e11di¡:r~ll e_n J. n1l, de.regulador Z_JX(Na2HP04 60 

mM. NaH2P04401KM/KC:1,10mM, MgS04 1 mM). Para la.detérmil1ación de pmteínas se 

colocaron 2oµL de la ~~o,,,~ y del c;pi11 ¡g;A 02 ~~~L) ~;'d~f liciado en una placa 

de. 
96 "ºf '··.~e *¡"~{'.~r·1 .. i?:if J1¿.~~i~~i?f ~~)~~~;.~};~l~~~~;°:it:z'.~¡;~.;·~.'L.d• 

solución de tartrato cúprico(CuS04 0:85%. tarfrato.pe;sódio,y,potaciol3.%);y:se;incubó 
· .· .·· · .... , · 12;· ·.r:;::·itl <;'1~:i~! ,{"~,;~,~~!?'~~:;.J~f fa%;: .:;rI:'8f,1i~ ¡\5if~j~'. {L~),s··-f;¿~.t7·'\::fi;.J:\ ''.: • .. • 

en agitaCiói1 a.temperatura;ambienfo por:.J o iniriutos~·Dcspu-és;;se:;ádicióúarón iJ 00' µL de 
.-:··· -,. /'.',¡··: -:-"'::~.- .;.·.{ .. ··:~:-··-;;~~f~~T>J~(!--·•. '.:~t.>,'~~\;~;~<i~;~!i·,.,.:·.:··.;:('.'.:-:: ::c.~·;··-. ;_:;C:'. "·>'.~: - ·, -·: e : > -;:-__ -~-/'-:'. : _:<·.,- '.·"/. •. ·: '. :· --·>: . - ,. . 

rcactivode0 r'.01illit¡6c~li~u'¡II,~.9%{J1v), se mezcló y la placa se incubó por 30 minutos a 

temperatJ~a ~~~Gi:nt~dWn 1~~i
1

f~~;~~. Se leyó la absorbancia de la placa en el lector de 
" . - : ..• -·. . , ~ ~ ~ ~' -.. '.. l_'~ 

~:t_:.· 

micropla¿~s/Ü~q~'.C~~eJ~y se comparó con una curva estándar previamente establecida 
''.. ~ .- "< ', ~: '•, .: i ".:-·· 

( Oropcia ~t ~i? 1 ~~9}.; 
-·',>:;''. 

. · La ·c:l~t~rthihiÍ4ió'í~.d~ J3-galactosidasa se realizó colocando 20 µL de cada muestra 

por duplicado y s~ a~icÍ,~~~ron 100 µL de la solución A (lisozima 0.22 mg/mL. Triton X-

Por último, se adicio'~~r~~·(qo'µt·~e~(JluéióriB(iH1itrófeniJ:~~o"g~l8,§to§i'M;'..ONPCÜy se 
-· .. -~ ~.-. :-,.·,,:·_ <_,-;':·-.:._-.;:j:-)·::·:t:· "f'-.:"-· ··;:-~:-:-< ;.- •. :(')',.""''-,;-~ '.;~-' ¡ ....... ·. _ _._-· . : ·,. .. _··: ·::;·,"··;:_~.-->~''i''"-'"~·,·'.-~x::~:··?-.. ~_:·.~:,:. -·.) 

procedió a leer la absci~hriri~i~ a 4i 5 ·~m cacia 5 segundos po.1'3 :mirl~tos eri el lector de 
~-" __ .-···: .. > ... ,~--.,, .- : "-'· _·_{o_·-·-'t -·''~- ;,.···.~'-- ·:·_ 

microplacas automatizad~(Cer~s. ~io-Tek). La actividad específiC:a sé'6btti\rdclivÍdiel1élo la 

actividad de la enzima entre la concentración de proteínas. 
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Ca11str11cciá11 de 11111ta11tes tle PerA carentes del extremo carboxilo terminal f"'"' 
delermi11ar- el probable efecto de domi11a11cia 11egatil'a. 

Par~ la construcción de probables dominantes negativas de PerA se utilizó el 

plásmido.pAITrnb21, el cual tiene un sitio deres~r,icción M/ulal inicio del gen y un sitio 

:i::~,:: :~;:~~~~~jnc::;,~•:::,.~:,:::1~;~~~!~:11~t:!t:f l~~~~~f f !¡:1t:~: 
(New Eqgf~t1'r~~i?1~bs) para eliminar los extr~fü~~:;i~r,!li'r&E!~-~g~1rf~-;~~~~Jª';~4>:qNA 
ligasa para.i~nérar él ·plásmido pPerA~CS. Cor{este trátaÜ1Íel~tiJ'de;in'irÓdu}6 u~a·n;Útación 

,-•.·- ->-:....·· ;· •. -. '-···'',•.•C'-..'-'~''"~º-"''~r~·,·-;~,i'····.:.-·--'(~--';'~·· "· :''"'-·-··.··,·'· • 

que originriJJri codón de paro inmediatamente de¡IJ¿é~~d~t·'g~h~;gtM;: ~~ia}e;ifi~a~ tjue la 
..:'...> ·. .- - - - - .~---.: .• _.,__ -·.'"·:".:····--·V··-~-~- ····"· --'~;: - - ,, . -·--· ·-

protefná p·~~¡\no· se sintetizara completa, se reaÍizl:;tui~:]i~n~~n'odct~cción .. coíí 1.os 
.- . " --- ·' - ,._ '. ·--. 1 - -

anticuc~pos·~~ti~PerA. El plásmido pPerA~CS se fransfbrrnó e~ la')~ep~ EPEC E2348/69 

con la fusiZ~ ~fpA-cat (pCAT201).y se dctermi.naron los nivele~dcactlvidád.611 DME 

como ya se ha descrito previamente. Como controles se usaron los pl~smidÓs;pMPtv1-K3 
: ' . ' . ¡ . ' ·:. ' .·:.: .. , ···."-' 

(vector), pCST (perA) y pAITdB2 l (codifica para PerA con una remoción de J.o~ ~es,iduos 

21 a 29 del extre1110 ámino terminal). Además, se determinó la expresiÓh Ú BfpA por 
,. ,·i.'v · 

inmunodeteccióñe~ lm;iriismas cepas. 
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Tabla 2. Cepas bacterianas y plásmidos usadas en este trabajo. 

Cepa Características ; · Fuente o referencia 

13171-8 EPEC, 011 l:NM Puente et al. 1996. 

13171-8 l?fi1T: :Gm 8171-8 l?fi1T: :Gm, Gm" Tobe et al. 1996. 

Bl71-IO Derivada de Ja cepa B 171-8 carente del EAF Puente et al. 1996. 

BL2 I pLys2 I F- ompT (Ion) hsdSB (r¡¡m 11) RNAP T7. Cm" lnvitrogen. 

E2348/69 EPEC, 0127:1-126, Nal" J.B. Kaper. 

E2348/69 perA::Km Inserción perA::km Alejandra Vázquez. 

JPN15 Derivada de E2348/69 carente del plásmido EAF J.B. Kaper. 

---
MC4100 F- arnD 139 tl(argF-/ac) U/69 rpsL/50 re/A/ jlhB Laboratorio. 

5301 deoC I ptsF25 rhcR, SrnR 
KY2263 MC4 I 00 tlclpP X-/on::Crn Tornoyasu et al. 200 l. 

KY2266 MC4 I 00 tlc/pPX:-lon::Crn tlhs/VU::Tc Tomoyasu et al. 2001. 

13132395 MC4 IOO tl/nn/46::rniniTnl0, TcR Tornoyasu et al. 2001. 

SUIOI /exA 71: :Tn5 (Del) .rn/A2 l I tl (lac/POZl'A) 169/F' Drnitrova et al. 1998. 
lacf1/acZtlM l 5::Tn9(op+/op+). E. coli JLl434 para 
orobar el sistema de hornodirnerización 

Phísmidos 

pMPM-K3 Vector derivado del pACYC 184, Km" Mayer, 1995. 

pMalC2xa Plásrnido para fusiones con MBP, Amp'{ Promega. 

pCST Derivado de pMPM-K3 con el gen perA (hfpn Martinez-Laguna et al. 
clonado, Km 11 1999; Sánchez-San-

Martín, datos no 
1mbl icados. 

pt\1Txs4 I Derivado de pCST y que sólo contiene perA y carece Este trabajo. 
de Jos sitios de restricción Xhal y /k/11 

pMALT2 Plásmido para la expresión de la fusión MBP-l'erA, Este trabajo. 
derivado de pMalC2xa 

pKK232-8 Plásmido para Ja construcción de fusiones Pharmacia Biotech 
transcripcionales al gen cal. Amp11 

pCAT201 Derivado del pK K232-8 con la región -201 a +76 del Puente et al. 1996 
promotor del gen h/i1A 

pCAT201+27 Derivado del pCAT201 con un recorte en 3' a la Buslamante et al. datos 
nosición +27 no puhl ii.:ados. 

1 TESIS CON 
Ll'.ALLA _ _!)E ORIGEN 



plJSTl66 

pSR660 

pMl660PerA 

pMA660AraC 

p658CAT 

p65811NS 

pPcrA.1C5 

pAITdB21 

pAITmb2 I 

pAIArnC 
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Derivado del pKK232-8 con la región -166 a +76 del Martínez-Laguna et 
promotor del gen nerA 1999, 
Plásm ido para el sistema interacciones proteína- Dmitrova et al. l 998: 
proteína basado en LexA, para homodimerización. Daincs y Sil ver. 2000. 
TcR, oriV 
perA clonado en fase en el plásmido pRS660 como un Este trabajo. 
fragmento ilf.!l 11-Knn l 
araC clonado en fase en el plásmido pRS660 como un Este trabajo. 
fral!lnento B.1</ 11-K¡ml 
Derivado del plásmido pSR658 con el gen cal clonado Daines y Sil ver, 2000. 
en fase a /exA. 
Derivado del plásm ido pSR658 con el gen hns Bustamante et al. 
clonado en fase a /exA. orenaración. 
Derivado del plásmido pCST con un codón de paro en Este trabajo. 
la posición. 
Derivado del plásmido pCST con la eliminación de 1 barra el al. Datos no 
los residuos 21 a 29 de PerA. oublicados. 
Derivado del pAITxs4 I con un sitio Mlul en el inicio 1 barra et al. Datos 
de la región estructural y un Bg/11 en el probable publicados 
conector de la proteína 
Derivado del pMPM-KJ con el gen araC clonado en 1 barra et al. Datos 
los sitios Baml/1-Hindlll publicados 

TESIS CO~T 
FALLA DE OrllUEN 

al. 

en 

no 

no 



O ligo 

T7-BHl-Fw 

TESIS r,o~r 

FALLA DE üfüGEN 
. Tabla J. Oligonucleótidos usados en este estudio. 

Sccucnci11 (5'~3') 

GGTIAATGCTfGGATCCAAAAAAG 

TAFB-2862R . ¡(: TjfGTICTGCAGTICGAGTGCTC 

··'•J .•... 

PBSA56F\~ .. <. GGGGACGGAAATATATAAAAAAAAAAG 
' ' ÁAAAAAAGA TT A'I 1 1 1 1 1 1 1 CTIGGTGCT 

PBSA56Rv 

PBSAl-Fw 

PBSA 1-Rv 

PBSA45(2)Fw 

PBSA45(2)Rv 

PBSA35Fw 

PBSA35Rv 

PBSA35(2)Fw 

PBSA35(2)Rv 

PBSA25Fw 

PBSA25Rv 

PBST56Fw 

l'BSTS6Rv 

AGCACCAAGAAAAAAAATAATCTTTTfTI 
CI l l l l l l l l"IATATATITCCGTCCCC 
GGGGACGGAAATATATAAAAAAAAAAG 
AAAAAAAGAn·A 1 11 1 1 1 

AAAAAATAATCnmc1111111 ITTA 
TATATITCCGTCCCC 
TATATAAAAAAAAAAGAAAAAAAGATTAT 
1111111cn·aaTGCT 

AGCACCAAGAAAAAAAATAATClllllllC 
'lllllllllTATATA 
GGGGACGGAAATATATAAAAAAAAAAG 
AAAAAAAG 

AAAAAATAATCI 11111ICI11111111 IA 
TATAT 
ATATATAAAAAAAAAAGAAAAAAAGATIA 
TI 11 fl' 

AAAAAATAATClTnTITCl"I 1111111 IAT 
ATAT 
GGGGACGGAAATATATAAAAAAAAA 

AAAAAATAATCTTlTfTICTTITn· 

CAACACCTTGAAAAATATCAGTAAATrrr 
TAAAAAAGCATAAAAGTATTGA lT 

AA TCAA TAC'nTTA TGCTTTTITITT AAAA 
A'ITTACTGA TA'ITITTC AAGUTGTrG 
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Caractcrístic11s 

Construcción del pMAL
T2, introduce un sitio 
BamHI en 5' del gen f}erA. 
Construcción del pMAL
T2, introduce un sitio Pstl 
en 3' del gen nerA. 
Construcción del pMAL
T2, introduce un sitio 
Hindll l. 
Región de pegado de PerA 
en ~fj1A, o ligo usado para 
EMSA. 
Complementario al 
anterior. 
Región de pegado de PerA 
en ~/jJA, oligo usado para 
EMSA. 
Complementario al 
anterior. 
Región de pegado de PerA 
en ~fjJA, oligo usado para 
EMSA 
Complementario al 
anterior. 
Región de pegado de PerA 
en bfpA, oligo usado para 
EMSA 
Complementario al 
anterior. 
Región de pegado de l'erA 
en ~fjJA, oligo usado para 
EMSA 
Complementario al 
anterior. 
Región de pegado de PerA 
en ~fpA, oligo usado para 
EMSA 
Complementario al 
anterior. 
Región de pegado de l'crA 
en perA, oligo usado para 
EMSA 
Complementario al 
anterior. 
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l'BST45Fw CAACACCTTGAAAAAT ATCAGTAAA TTTT Región de pegado de PerA 
TAAAAAAGCATAA en perA. ol igo usado para 

EMSA 
1'13ST45Rv AATCAAT ACTITf ATGC"I I' 1 1 1 1 1 1 1 AAAA Complementario al 

ATITACTGATATTTI' anterior. 

PBST35Fw CAACACCTTGAAAAATATCAGTAAATTTT Región de pegado de PerA 
TAA en pcrA, oligo usado para 

EMSA 
PBST35Rv AATCAATACTITT ATGC 11"11 LI 11 1 AAAA Complementario al 

A TITA anterior. 
BST35(2)Fw AAAAATATCAGTAAATITITCAAAAAAAA Región de pegado de PerA 

GCATAA en perA. oligo usado para 
EMSA 

BST35(2)Rv TTATGC 1111f"I11 1 AAAAATITACTGATAT Complementario al 
TITT anterior. 

OST35(3)Fw GTAAATITITAAAAAAAAAGCATAAAAGT Región de pegado de PerA 
ATTGAT en perA, oligo usado para 

EMSA 
OST35(3)Rv ATCAATACTITT ATCG 1 1 1 1 1 l'l 1 1 AA A AA TT Complementario al 

TTC anterior. 
5'BST40Fw CCTTGAAAAATATCAGTAAATTTTTAAAAA Región de pegado de PerA 

AAAAGCATAA en perA, oligo usado para 
EMSA 

5'BST40Rv TTATGCllllll lllAAAAATITACTGATAT Complementario al 
TITTCAAGG anterior. 

3'BST40Fw GAAAAATATCAGT AAA 1TfTT AAAAAAAAA Región de pegado de PerA 
AGCATAAAAGT en perA, oligo usado para 

EMSA 
3'BST40Rv ACTITTATGClllllllllAAAAATfTACTG Complementario al 

ATATITITC anterior. 
Mutl-Fw GGGGACaacccgATAT AAAAAAAAAAG Mutación en una región 

AAAAAAAGATTATTTITf probable de pegado de 
PerA en hfoA 

Mutl-Rv AAAAAAT AATC 1 1 1 1 1 1 1C1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 A Complementario al 
TATc11l'l•ttGTCCCC anterior 

Mut2-Fw GGGGACGGAAATATcgccccAAAAAAG Mutación en una región 
AAAAAAAGATT ATTITTI' probable de pegado de 

PerA en hfiJA 
Mut2-Rv AAAAAATAATC 111111fCTTITI1111 l'A Complementario al 

TA TCl!l!l!t!GTCCCC anterior 
Mut ly2-Fw GGGGACaacccgATcgccccAAAAAAG Mutaciones en 2 sitios 

AAAAAAAGATf A TTITIT probables de pegado de 
PerA en hfiiA 

Mutly2-Rv AAAAAA T AATC1TITTI'TCTTITITggggcg Mutaciones en 2 sitios 
ATcgggttGTCCCC probables de pegado de 

PerA en hfiiA 
Mut3-Fw GGGGACaacccgATcgccccAAAAAAGAAAgg Mutaciones en 3 sitios 

CcaATl'ATITTIT probables de pegado de 
PerA en hfiitl 
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Mut3-Rv AAAAAATAATtggccTTTClTTl TTggggcg 1v1 Ilaciones en 3 sitios 

A TcgggttGTCCCC probables de pegado de 
PerA en hfi1A 

Pbsa35Mut-F ATAT ATAAAAAAAAAAGAAAAAActcTT Mutación en 3 residuos del 
ATflTIT sitio de pegado de Peri\ en 

bff)A 
Pbsa35Mut-R AAAAAATAAgagTTTTlTC 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AT Complementario al 

ATAT anterior 
MutG-Fw GGGGACGGAAATATATAAAAAAAAAAa Mutación puntual en el 

AAAAAAAGA n·A TTTTIT sitio de pegado de PerA en 
bff)A 

MutG-Rv AAAAAATAATCl 11111ltl1111111 l l'A Complementario al 
TATATTTCCGTCCCC anterior 

2301F TTTTTCACGTAGCGCACG Región promotora de 
h.fiJA, usado en PCR para 
generar el fragmento 1 

2341F TCTGGCCTGAAAGGCCCG /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 2 

2395F TTTTGTTGTCTTATCCCG /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 3 

2461F AATCCTCCATGAAGCCAG /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 4 

2500R CAGCCCTCAGCCCGCGTC /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 1 

2501F GTIT ACGGTTTTTGGGAG /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 5 

2540R TACTCCTGGCATTACCCC /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 2 

2541 F CCGGAAGTCAAA.ITCATG /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 6 

2594R TTCCGTCCCCCCCAGTAC /bid, usado en J>CR para 
generar el fragmento 3 

2581F TGGGGGGGACGGAAATA /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 7 

2621F TTAllllll llCTTGGTG /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 8 

2641F TGCGTGTCTTTTITGTTT /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 9 

2660R AAAACTAAAAAAAGAC /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 4 

2661F AAGA TT ATfCCGTGACCT /bid, usado en PCR para 
generar el fragmento 1 O 

2674F GACCTATTAATACGGGGGTT /hiel, usado en J>CR para 
generar el fragmento 1 1 

2700R CTTATAAAACCCCCGTAT /hiel, usado en J>CR para 
generar el fraJ.lmento 5 

2740R TTrCTl'ATrCATGATJ"IT !hiel, usado en J>CR para 
generar el fragmento 6 

2780R GCACCA.ITGCAGA 1TCAA !hit!. usado en l'CR para 
generar el fragmento 7 



2820R 

2840R 

2860R 

Bfj1A2878-R 

l3fj1A-6 I F 

BfpA-261R 

TAFCATl55 

TAFHD3 

BFPT-Mlul-R 

BFPT-Mlul-F 

Tdl32-417R 

PQETAFNl-I 

Tdl-l l-S28F 

TdH2-474R 

Tdl3 l-T50F 

TB2-590LNK-R 

Tdl32-45 I F 

Tdll4R 
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TAAAACATCACACCTGCG !hiel. usado en PCR para 
l.!enerar el fragmento 8 

AATCAGACGCAGACTG lhid. usado en PCR para 
l.!enerar el f'ral.!mento 9 

AGCA TTCTGCGACTT A TT lhid, usado en PCR para 
l.!Cnerar el fragmento 1 O 

GCTCATTACTTCTGAAATAG lhid, usado en PCR para 
l.!enerar el fragmento 1 1 

ATGGTGCTTGCGCTTGCTGCC lhid, usado en PCR para 
generar el fragmento 12 

TTATCCGGAATTGCAGATGTC lhid. usado en PCR para 
l.!enerar el fragmento 12 

CGAGATAgGATCcAGCAATGAG Región promotora de 
perA, posición -155, 
usado en PCR para el 
fragmento 1 (Fil.!. 13). 

GCT AAA TTCTCCTCaaGcTT ATITTCAG Región cod i ficante de 
nerA., sitio Hi11dlll 

CCTTCATACGCGTTTGTTTTCT Región promotora de 
perA, usado en PCR para 
el f'ral.!mento 1 <Fil.!. 13). 

AGAAAACAAACGCGTATGAAGG Región promotora de 
perA, usado en PCR para 
el fragmento 2 (Fig. 13). 

ATTCCGACAAGATCTATGTC Región pro111otora de 
perA, usado en PCR para 
los fragmentos 2 y 3 (Fig. 

··.: " :.'.> : 13). 
GAAGGTGGTTAATGCTTACATC Región promotora de 

'. ~·-·;:~ -~ :· ~~{-.. (-'".: ¡ perA, usado en PCR para ... 
,, ;'º:·.' ·;;t; ,,· el fragmento 3 (Fig. 13). 

TCATATCAGAATATAGTTATATT Región pro111otora de , __ ._.,_,_, .. 
5 ~ . perA, usado en PCR para . ''> .'7< ~.~> el fragmento 4 <Fig. 13). 

GC::A~CTT'AATAGATCTATCATC Región pro111otora de 

'· 
perA, usado en PCR para 

', 
< el fral.!mento 4 <Fil.!. 13). 

ACCGAATACACAATAGAATCCAAC Región promotora de 
perA, usado en PCR para 

« :. : : .. el fraw11ento 5 (Fil.!. 1 3 ). 
CTQAGTATTITAGATCTGTAAT Región pro111otora de 

perA, usado en PCR para 
: ·. : el fral!111ento 5 (Fil!. 1 3 ). 

GATGATAGA TCTATTAAGTIGC Región pro111otora de 
perA. usado en PCR para 

-

... ' ·: el frawnento 6 <Fil!. 1 3 ) . 
CATrAACTAGATCTrTATAATC Región pro111otora de 

perA, usado en l'CR para 
el frawnento 6 (Fil!. 13 l. 



T-B2-190F 

T-Kpl-R 

Aral3 

AraK 

Fuvor 

Contra 
GRE/glRE-S 

GRE/glRE-NS 

STAT6-5' 

STAT6-3' 

SDH-802 

SDH-913 
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GTTAAT(jCTTagatctAAAAAAG Construcción de la fusión 
LexA-PerA, inserta un 

.· .. .· sitio B~/11 
AAGATITT AGGTACCTCTAACAAAAAC !hiel. inserta un sitio Kpnl 

AAGTATGGCTAGATCTCAAAATGATCC Construcción de la fusión 
LexA-AraC, inserta un 
sitio BJdll. 

TGTCTGATTCGGTACCATTATGA /hiel, inserta un sitio Kpnl 
---· 

GGGTTTTCCCAGTCACGACG Oligo universal de 
plasmidos derivados de 
oUCl8/19 

CGGATAACAATn'CACACAG /hiel 
TCGAGCTCTCTTCTGTTCTGCTTGACTTCC 01 igonucleótido 
TAGG inespecífico ( Pedraza-Alva 

et al. 1996). 
CCTAGGAAGTCAAGCAGAACAGAAGAGAG /hiel. 
CTCGA 
GATCAGTCCTTGAATGGTGTGAAGTAAAAG Olivares et al. En 
TGCCTTCAAAGAATCCC preparación 

GGGATTCTrrGAAGGCACCTTTTACTTCACA Oligo complementario 
CCATTCAAGGACTGATC 

GTTGCCGCTGGTAGGTCGTG Usado en la secuenciación 
de los vectores de 
homodhnerización 
(Dimitrova et al. 1998) 

GGTGCGCCTAGGTCGTGTGG Usado en la secuenciación 
de los vectores de 
heterodimerización 
(Dimitrova et al. 1998) 

TESW COW 
FALLA DE ORIGEN 
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VI. RESULTADOS 

l'urificitción de PcrA 

En este trabajo se purificó la proteína PerA fusionada a la proteína unidora de 

maltosa (MBP o MalE), estrategia que ha sido usadaceficierÚeniente para purificar a 

otros miembros de la.familiádei;pr~t~ínas·•aJaqú~ p~rt~ke~~ ~~¡rA~tal~scomo Rns, 
---~~~: -: /:~- -.·.:~~~'.~~-.~~-~i~- ~~"i~·-_:~~~~:;:_-,~'.~'.>~-,b:(~;:,~~~~::;~ ¡~~~;~:;;;~~~.-~ .. :~~;;·:.-.~;té~~ ·_~'.~~-~;;,~,~~;:~~2 ~;~~·~'~!~.~:~i~,7-... ~~:,7--.~~;;"'"~·--· _-:~- . -_ ~ e= 

VirF; ExsA; (JadX(}Hilp·y~HifD (Héi~~y y'FraÓk,l 995áfV1Üns9n:y;sC:8ttZ'l 999i Shií1 et 
• ' .. ·<:-";~'.~>:O<.>·' ' . '.-}~\.>,l/ ;~. ' .. · .. -,,, . • r> .. -,. ,•• -·.-'·~· ~- ·:~ "-· :<.:v· -·~ '. - .,\ ·~- .''._:· . :;~~'-i::·; ~--'.-~".\, ·. ·:.<< { :'.-'..° ' ''-_~:-.:·. : ' .. .. . : 

al. 2001 ;Jr~{º~~l·'~::~~t;'~~?:f?';:tf 5~.~~:~e:;p:~·:~e ;~t.!~l~f '.~;1/t~~~i~~f~§~?~?.~i··eJ.sua.I· se 

construyó clona'nd.o e11~fas.e e!::áen(perA' a:la:i reg!ón)qu.~>co,diti_ca¡¡'pará: el.c.iirboxilo 

•c•mina~:·c~:::;::":t~~,1rf JJ:::;;J[;ó~~~f 1~J,~!~,.~.~~.,& .. ~ .•. ~.,~.\.,"~J21 
;V;_::· .. ·-- -

pLys7/pMAL-T2, media~te iridúcción con WTG. ·El ext~a~to:ÜbtellidB ~e pásó por una 
• . " . • " . '· ' ; ' . • '·~ • ~ '-·· ; , ... _ ,. • , .. ,. -, - .'-!·".: ;:•- •• :_· - . , : ' ; • -- .- ~~' ·--' 

columna de afiniclad·de ami losa y se colectaron fracCiorie~ a l~~:c¿~h~s' 5¿ les determinó 
'·,' ' :. '. ·. ' ... · .... ·~ .... , ' .'·.·. ..· -· " . 

' . ' 

la absorbancia iiM nm. (Fig. 8). Al correr las fracc:io~'es:colectidas en un gel de 

poliacril~níid~, ~é observaron dos productos: uno del peso esp~r~d() para la. fusión MBP

PerA, ca. 71 kqa; y otro, en cantidad similar al primero, pero don u~ peso menor al de 

la fusión y mayor al de MBP (ca. 55 kDa) (Fig. 9A). Una inmunodetección por 

"western blot" con anticuerpos anti-MBP reveló que dicho subproducto (designado 

como MBP-PerAN 11
) corresponde a una versión incompleta de la proteína de fusión 

MBP-PerA, probablemente generada por degradación, o bien, por procesamiento de tipo 

post-transcripcional o post-traduccional (Fig. 9C). La integridad de la fusión MBP-PerA 

en el product~ d~ mayor peso, se confirmó mediante un experimento tipo "western blot'' 

con un anÚC:uerpo.generado contra Lin péptido constituido por: lb~{~hif~~hs: 15 
. - . .. ' .· . . ". . ' . . . . . ·,. '. ~-"; .;,:·:.•··. . -- ~- -·. 

:~~:i::::¡;::.d:~;ef J.i~llJl~,i:~da:~c~::~p::: :: • ~:~~¡¡,~~¿~fl~1~1}/t::: 
complementar laexp;~~Íón>de.la p~otcína BfpA y el fenotipo de ac.111c:'~el1Ciillocalizadu 
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sobre células HeLa enla cepa EPEC E2348/69 perA::km/pMAL-T2 y B171 h.fjJT::Gm 

(Fig. 1 O y datos no mostrados). 

Purificación de MBP-PerA 
4,5 

4 

3,5 

E 3 
e 

o 
2,5 ... .... 

tj 2 
CI 1,5 

0,5 

o 
4 5 6 7 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

Número de fracciones 

Figura 8. Purificación de MBP-PerA. En la gráfica se muestra la D02 xo de las 

fracciones colectadas de la columna de ami losa después de la elución con regulador de 

columna con maltosa 1 O mM (ver materiales y métodos). Las fracciones dentro del pico 

de mayor densidad se juntaron y se les determinó la concentración de proteínas por la 

técnica de Bradford. 
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2 3 

2 3 .... __ ... 

4 5 

----
4 5 

--1 _ ....... ---

Figurn 9. Purificación de MBP-PerA. En el panel A se muestran un lisado de bacterias 

inducidas con 1 PTG 0.3 mM ( 1), el extracto crudo. obtenido por ultrasonicación (2) y la 

proteína purificada por columna de amilosa (3), en uh gc;:l-de SDS-PAGE al 10% teñido por 

Coomassie. El asterisco señala ~l/subprQdu~i6 MB~-PerAr:.ui. (B) lnmunodetección con 

anticuerpos dirigidos contra los úitimo~ l~: a~inoácidos ele PerA. BSA ( 1 ), conjugado BSA

PerACOOH usado en la inmunización de los conejos (2). bacterias con el plásmido pMAL T2 

sin inducción (3), extracto crudo de bacterias después de la inducción (4), proteína purificada 

(5). (C) lnmunodetección con anti-MBP de la proteína purificada. Carriles: control de MBP ( 1 ), 

cultivos inducidos con IPTG (2 y 4), células sin inducir (3), proteína purificada (5). 

El producto purificado se digirió con el factor Xa (N~~:.Énglarid) para.separar 
-. .- _ .. \:·· \~·A:·.··· .. ~-::-.· :.;~::_:.-.:-- .. ; . . _ ·- ... ,. -, -_: -.-- ;:'/ .. ~--;--:f/:·_ .:·-.f //~~ ~--r;;¡y····, :~i~:i;'.~:~:j-~~~1:~~:t~~f;:~}~~{:;'.~>·;;_;~: -.. : -_-. 

PcrA de iV1 ~p; Sc:realizó. uria cinética a temperatura .ainbienie Y"i lqs,productós se 
, _\/ ~~~:\~'_··~>~~¿-::·~~~,:~:r:~<·:z~-~;···.· :.: ~-:~::~: :~.\~:~ .... · i;_'.:::::;'::: _--~<:~{ :_ )} ::i:·~~::~r. ~: ~;-~~}:'.: -... :_ l-~ü\~:t~;~f{~:~ '.:Z~r1~~:·~,~~) .. .. ·{:~.-;~-:;,: f ~~:t:.-~'.· ~~~>::-, _\, ~ :} _ _- . 

observaron' en;1:fü g~r-g_é J)o_liácrilarfüda/al'/ 12cxi~(dafos:nó'Júostraéfr>s): ·, ~áéfi,ciéhcia de 

rccupcraéi6t~l;di~f>~{Ái';{.¡;i¡ii¡1y baja, por. lo que lonuindó en,~d;~si~~r~~iói1 quéiná1itcnia 
. • • \ .~ _.,. .. ¡t' - •' -, ' ' '," • . . '• " e • ,. ' • 

su funciónco11~~:abiivridoral complementar una mutante en perA (ver más adelantey 

Fig. 10}, se decidió trabajar con la fusión completa. 
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Figura 10. Complementación de una mutante perA::km con MBP-PerA. La adherencia 

localizada se realizó con monocapas de células HeLa, las cuales se infectaron o no con las cepas 

que se indican. Las microcolonias se señalan con flechas negras. (B) lnmunodetección de BfpA 

en las cepas EJ>EC E2348/69 (silvestre) (1), JPNl5 (2), E2348/69 perA::km (3) y E2348/69 

perA::km/pMAL T2 (4). 

' . . . 

Como se mericiorió~ el sübproduct~ rytÍ3P:-P~rA~i 1 , corresponde .a MBP y a 
« -:·: '.>:e,_ ;/,, .... /:~\( - ,~..'~. ; 

aproximadimíérite .• los·pri.merQs 59 ªffiifü5#idÓ~(j·c·P~fA)i~eta,~1i~r4bialÍJc~()·l1tºle.cular 

< '';g. •AJ.~1•¡~nef Pli:'~1~~,~ilii:i~~iiii~1~~~~~ri~~1WGr~~t~~h~"w .... ~c,A 
para mantener controfáci()s' stlS iÜ~v~ies· C:n. la<bacteria. Este es· el casó de un 

, ~ ·: ' ' ' - ', • •, ·'! ·, • ·~ : -, - : ', :., ,. - ::; ''e'• ' '. ~· ·',," ,'." • • '•, ' ·'. ,' • : • • 

procesamiento que se conoce éomo fa "regfa del extremo amino", en la cual la presencia 
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abundante de residuos de lisina );' arginina enel extremo an1in() .terminal favorecen la 
. .. .. .: -. .. . - .·-- :- " 

acción de la proteasa.,Clpk(Tobias etal. J992.). C.on estos antecedentes se decidió 
-=;_--~- -~",:,;,=~~.:;~ -~:·~'-:--~;·~;~~,-o~;~-;~~-~~.;-- ~70-:"" ~~~---'~'-~'- '~;;;'~}~~=~~~~.,.-- :·~~~;~_:,~;~~=/~~~·-· ~-,;f."~-·-:¿,;_'O.'_. ----

determinar si· e'S':C¡'üc.PerR'está 'sujeto a este tipb de'regulacióripósl-traduccional, por 10 

que.''. ~.~~~lt~~~~;~h'a~ la (Us;Jn ~B~-~~'~@•~¡~~~i!'#j¡•~teppP x'( que lbnnan 
parte de la prótéasa.ClpA). ·En .esta cepa; al .igual que .en MC4.100, la cepa mutante en la 

-:. -. - -• '----~- -~;f~~-~ .#~~~-~;~~:-_, ~-·~co -oo.o;-=-;-o,_;~- --' . o-.-"~c~ - -~=-- .°"-'':--~ ·-~::~ ;~;,''.~-~:~\~.:---~~-~l-~?:iff~~:~~~~;'.':--~-:~';--'~--7~=;'.,_,_ _;_'-e_-" ---:--'--!,'-'~7- :"= _____ -,_- ';o----- -=- - .,-~ - - -; ' 

proteasá/o,;y EPÉC E2~48/Ó9; se siguió obsi:~ri.füór~rp;()CIJ~to MBP-PcrA t:JÍI (datos 

no n1ostrad6s),·····indi.cando····qµe;PefA~.·no:é~~ii'/s:j~t·~;h¡~st~~pr~ce~o··prot~o·1íÍico;• No. se 
'.·_:;_/, .· 

descarta la posibilidad de que el proc~samie~tO ~()Xt~fr<ln~dripcioflal .o qil¿ C>tra proteasa 

sea la que actúa post-traduccionalmente. 

Interacción de PerA con el DNA. 

Ensayos de retardamiento de banda. A partir del análisi.s de fusiones 

transcripcionales conteniendo recortes de las regiones reglllá~oni,sde b,fl1Ayj1erA, se 

propuso que las secuencias contenidas entre las posici9n~~ -'SS h}c1G: d~;~/j1A,y -:-81 a 
. ·~ \·~: .:~,)< · · .. ,.~·. <';'.·~·,:·: :·~:r·-· , __ · ;ji'·:;~ ., -

-42 de perA, las cuales comparten 73% de i~entld#d y:.~Ori i;i"cli~p~«~ribl~¡¡·pará la. 
~+>~·o:,.'.:·..-:_!, ·':•,ó:~.:c---=.'"°'.'.{ e,.:"-::----"-" ·::-,--:"'• :. ' t""' • ·· -· 'í · · '• · ' · -

activación dependiente de PcrA en ambos genes, ~~dií~nJ~~~tit~Jt~;;qff,º~K~.~~i~h de 

esta proteína (Fig. 7; Bustamante et al. 1998; M~rff~e'~#·~~~H~~.··;~(~~]} 'J';?:9.?t '.~ara 
comprobar lo anterior, se realizó un ensayo de cambi~':ci~;[~ 'ft'id~ilid~d ~l~clrÓtbrética 

't· , ; '':. ~ ,• '~. : •\. ,. - ·' : ·· ,- • 

(EMSA, por sus siglas en inglés) con un producfo dt(P'Gil:'<l~2Qdpi,'que con~prendía la 
- ' - . ,._ - ,·· ,:. .'·.:-:.;:~_-_: _·_ '. --- . -

secuencia localizada entre las posiciones -214 a ~ 15 ,dda r~giÓhreguladora de h.fpA y la 

proteína purificada. Se probaron concentraciones crecientes de MBP-PcrA con el DNA 

y se incubaron en regulador de unión por 20 minut()S a temperatura ambiente. Al 

término, se corrieron las mezclas en agarosa al 2.0% enT!3E 0.5X a 120 Vd¿ córricnte. 

El gel se tiñó con bromuro de etidio y se fotografió ( Fig. 11 A). Lo mismo se h~izo paru 

la región promotora de perA con un fragmento que comprende las posiciones -155 a 
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+21 (Fig. 1 U3). Con esta estrategia ·se observó un retardo progresivo de ambos 
.. '.... "1 " 

fragmentos observá11dose el retardo de la sonda a una concentración de 2.16 ó 4.3 µg de 

proteína ( 1.5 y 3 ~l\tf).'Pcl'f l~ta~to,~n 'estas dos regiones está contenido el sitio de unión 

de PerA par~ ~~11~*~:~~11~~·'. ·,'º \:' 

Con eLflnde;d~ll~itÜi cion ~;ayor certeza el sitio de unión de PerA en bfpA, se 

rea11w:~:~;~~\1~%I!~~§if '~j1J~ide"MBP-P«A y .1~·~i~~í€k~".~' 200 
pb que abar~an .• lareg19~:eornPf~J1d!qa,;:c,ntre •. la•s .. P()Sic•i,ones• ~3.7<J~a.~2.80de~/pA .••• y •que 

so brelapan: ~~:~J.~;ra.isJ~·e~(~~·:~~j·~o~~~b.r~i&·~···i ~);.· ~os·.~~s'.q1t¡i~¿fi~~/~.ª/~;n :.~ue . Pcr A 

interactúa ú.~i.~•~w:~~~~i~c~h.}t~~rlI~~~~;8;,~u:f;~~~ij~c~~p .. ;:se~~i~ei~~·e~rr:l:ght'~'.'ª~.aj~· .. de· 1.a 
• • A""'•-• o ,-;,,;•• ~.''~;:: ¡:,<'~:.-:' "",· •:~~-:• ,'-,~·r< -~· ¡!_: ;:'-'.~' ~··~'"-'\! .• •,:' 

pos1c1ón ..,-85. Y; < /;.. ~} . ,(, A- ,. ' i"; 0¡¡ · -
-. ;::.~", . -· ,;:·-,\: T<-~.z :::-'. - - . 

ob,crva:;~,e~~f ~:f f j:~iil~f~i¡1~~;{~~{~~:~::l~]:al:;~¡·;: ,::~:;:u~: 
fragmen~os,tj4~'cgl)iefü~füJas,pósic,iio11esi,;::3{a +1.~.(,): Esto:sugiriÓ'.C)úé ,I?erA se .unía 

.- ~ .'.;· r~·r>:-~:;sr.~·;fü~=~'- .. -.. ,;··· :.·--/ ,~_; __ ~··;.,:"->-~t.\.,_:_{_;- ... ·;_;~;_._.,;_·. :.1:.;M·-·_;·_,, -'.'« , .. , .. -

también .. ,~.ª'~~~~(rJ1Íi?~·:{~;~'!,¡~,~~~(d~J':B~:n1?to;·-· ~~'.~/~t.ii~:··~~~r~~9t~rJs~(d.e_}f PA .. ·La 

propiedad dé,únirse.'a,sitiOsaétiéionalés''en.e! gen .estructural· iio esexcl Üsiva(de)Per A,. ya 
-. :_~~'~::·-~-. -~:~~:.:~• . -~~::~.J> '. '.:;~: ~--~·, .. _,, . '.' ·. ~-:·. ··:: -~~-i~ • ' :· : -. . :.> ·. :'. i~-:'.- . ::- ',: · __ ·~::~e<':.-~~·:;_~.·-~;~(-:.'' : :f~~ ~-. '_-:;~.-~'.~. '.~:"=~:-·-~ --~~~''..~~ ... :~~-.'~:·--' . 

que ha sidq1taii'1pi,én<doeurnentada'.para afros miembfós'de;la 'faniilia·AráC/XylS que 
. ::'.' i . - ;1 ": ·:-' ~ ~ . . , . : ·-" ~: . -

están invofob~~do~;·en, la reg~laeióri de gene:s de vir,¿l~nei!l (Mu~so~·Y Seott, 2000; 
i -~.{ 

Munson etal. 2.ooI), 

Al realizar el mismo experimento con fragmentos que contenían la región 
, ' . 

' . . -

reguladora de perA, se encon.tró que el fragmento de DNA que ~ol11prendía la región de 
- i-·:·' -;,'.,•' --,-· . 

unión propuésta era retardado. Al igual que en l~fpA, el retardo de fragmentos dentro de 

la región codi ficante; sugirió la existencia de un segundo sitid de unión en la región 

+180a+426(Fig.13). 
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A 
___ ...... MBP-PerA 

1 234567 

- - .+ Complejo MBP-PerA/bfpA 

DNA libre+-----

B 
___ ...... MBP-PerA 

1 234567 

TESIS CO~T 
D'.ALLA DE ORIGEN 

- -.+Complejo MBP-PerA/perA 

DNA libre·-----

Figura J J. EMSA de las regiones reguladoras de ~fPA (A) y perA (8). Se usaron las siguientes 

concentraciones de MBP-PcrA: O (1), 0.11 (2), 0.21 (3), 0.43 (4), 0.87 (5), 2.16 (6) y 4.3 ~1g (7) 

(O, 74nM, l 48nM, 298nM, 596nM, l.5~1M and 3µM, respectivamente). Los complejos protelna

DNA se indican en el costado derecho de la foto en cada caso. Los geles de agarosa al 2.5% se 

tiñeron con bromuro de etidio. 

Ensayos de protección a DNasa l. 

Ensayos de protección a DNasa 1 ("footprinting") de la región reguladora de hJpA con la 

proteína MBP-PerA mostraron que PerA interactúa con secuencias localizadas en la 

región -84 a -46 de hJpA (Fig. l 4A). Como se s.eñaló anteriormente, dicha región es 

requerida en su totalidad para la expresión óptiina de una fusión tránscripcional h.liJA-

cal (13ustamante et al. 1998). 
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En el caso de perA, la región de protección abarca las posiciones -81 a -42, que 

incluye 17 pb adicionales río-arriba del sitio de unión propuesto previamente con base en la 

identidad existente entre las regiones promotoras de ambos genes (posiciones -65 a -32, 

Fig. 14B) (Bustamante et al. 1998). Sin embargo, este resultado es consistente con lo 

determinado por Martínez-Laguna et al. (1999), quienes encontraron que la región de DNA 

hasta la posición -81 es necesaria para la óptima expresión de una fusión transcripcional 

perA-cat. 

A 

- -
,..;..,. ___ --· 

B ·374 ·r ·2110 
1 1 

1 
2 

3 
4 

5 
11 

7 

~ TESIS CON 
AJJLA DE ORIGEN 

* . - -
... 

8 ! 
1 

11 

--·~•··ª-'._._. ... 

1 

Complejoa 
DNA-prolefrl• 

DNAllbre 

+1 ID+Z01 

121 .. , .. .aa 

Figura 12. Retardo de fragmentos de PCR de 200 pb correspondientes a la región reguladora y 

estructura! del gen bfpA con 2.16 µg (1.5 µM) (+)y sin(-) la proteína MBP-PerA (panel A). El 

asterisco(*) en el fragmento 7 indica la presencia de un segundo complejo proteína-DNA de menor 

movilidad e!ectroforética. (B) Esquema de los fragmentos usados en el retardo del panel A 

representados por rectángulos naranjas con las coordenadas que contienen del lado iu¡uierdo. Las 

probables regiones de pegado de la proteína (PBSA) se marcan con un rectángulo sobre el esquema 

del gen y denlro de las barras que representan a los fragmentos usados; en azul se representa el 

PBSAl y en amarillo el PBSA2. 
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4 5 6 

/ TESIS cor,r 
l_IALLA DE ü.tüGEN 

- + - + - + 

perA(bfpT) 
·100 +1 ·1 º __:r: +4i:_ +501 º 

1 PBSTH B 'T IM#iilr.u«t:;¡+±±=-· 
C==::::1' .... '1::::·~~~-·~··~·~·~·~·============::::::i ¡ ¡ 

+100 

6,,,, 

+1. +2S2 1 1 
3 e::=================== +H!I • +2Sl 1 1 

4 c====~~~~~~~~~~·•~o~a~+~Joo~~il;;::==;~I +178. +4Zl 1 
s +287. +497 

Figura 13. Retardo de fragmentos de PCR correspondientes a la región reguladora y estructural 

del gen perA. (A) Se usó una concentración constante de 2.16 µg ( 1.5 µM) de MBP-PerA en los 

carriles donde se indica (+). En el panel B se indica la región que comprende cada uno de los 

fragmentos con las coordenadas que contienen del lado derecho. Las probables regiones de 

pegado de la proteína (PBST) se marcan con un rectángulo negro sobre el esquema del gen y 

dentro de las barras que representan a los fragmentos usados. PBST, sitio de unión de PerA en 

perA (h.f¡J7). 
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Figura 14. Ensayo de protección a DNasa 1 de las regiones promotoras de h.fpA (A) y perA (B). 

Las concentraciones de MBP-PerA usadas fueron: O nM ( 1 ), 2.2µM (2), l.26µM (3), 634nM 

( 4 ). 3 l 6nM (5) y 159 nM (6) en el panel A; y O nM ( 1), l.5µM (2); 753nM (3), 295nM (4 ), 

l 48nM (5), 74nM (6) y 37nM (7) en el panel B. Las cajas negras indican regiones de 

protección. 
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Carncterizaeión del primer sitio de unión en hfpA. 

Con el propósito de confirmar las observaciones anteriores y de determinar la 

secuencia mínima requerida para el pegado de la proteína en los promotores estudiados, se 

realizaron ensayos de EMSA con, oligonuclcólidos de doble cadena (oligos) de diversos 
··- ' . '·- '·.;: . , -; . 

tamaños que incluían total o parcialmente las ~ect1encias identificadas-conÍo el .sitio de 
-=--' --¡=---- ,, __ ._,::~-~--·-'--·-~·<.::_'..:....'....,. - '.'..:::~~-~- :_.: - ·-.~;~---'"" .::::_~ .. :~~::...: _,_,_-_--

pegado de la proteína: ·•siguienpo'~1"fuérod
0

~d~scritotpo~'..carey .• (.l988).·y.· Santana et al. 

:~:::·. ::.::~'i .;~~~~~WH~~f.~~~f ~~~J"t~~~r4~;:dh°01~;;;~Kº~~~c~~[.,:~: 
:~:A.T~;:tr~l2r!:f~i!~lf i~~1f lf f !~~I~i!f j~lf í~rr,::: 
que In proteína no interaccionó con un oligo inespCc:ífico dc;:.34 p~'.c}~L<frig~p;,~_u()~rio~e (J<:ig. 

. . - " - , r."''~ ':' ;;,<·:''.;'.',:~¡;;'.·.:·-~~;;·.-~ \fi>.··:!'.<'-;;: .. \·',.,_ 

l 5A). Así mismo, la formación del complejo se redujo signific~tiyrit11~m~'¿J_1n~~ i~ ~flión 

se compitió con un exceso del:mis~o;PBSA45 sin marcar. ~I )~!~r~~·~:i:1~~;i~~)1·~:~s 4Sfüc 

dependiente de la concentración d~ pr()teína al co11lpa~4riq:•:p·~f d~K~Jfc)i}i~tf¡~'..i:o~· la 
~---.·-\-- . '· ; ·_- >-·· -'-" .. - -;·:::-··;_,:-~,-,;·,-,-;"-,;-,;,~,,.,_~"·~-;;>."·;·:·:,·-.. -... -;'-!.'t:-~~.¡;;<-, ;,,, ·, '.-,:>< • 

cantidad de o ligo sln proteí~a, alf~llzji~db a~roxinj~dritj{efü~t~]\I'.qq~'.~€·'f~!~t~,~~6~ri}.2 ·. 
µM. m mismo resultado se obfüvocuando se usó un aligo été s6'..pGJc~8$/\:'5Jj,'qtfc ek'.tertdla 

. • ; :·;- --: - ~-- • -o ., __ - -- -.... -· • . - -- .-- - - ·- - -· • . "-:-·: ----::':;~_ ~:·~- '.> ___ ·._ ·_;~:~2:~~·~~~-i'-,~-. ·-~1:; . ( ,.·. . - . . ·, ·- --· 

el PBSA45 hastá fa.pósiciÓn -31 (tabla 4). Estos resultados sbÜ;C:orisist~:ntes con los 
'·' ··. . ·-' - -.- ; . 

ensayos de proteccióll a DNasa 1 y demuestran que el sitio de unión de. PerA está en los 45 

pb del PBSA45. 
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Figura 15. EMSA de oligonucleótidos de 45 pb de la región de pegado de PerA en bfpA y perA. En 

ambos casos se usaron las concentraciones O, 26.4 nM, 132.05 nM, 237.6 nM, 475.4 nM, 950.8 nM, 

1. 85 µM y 2.64 µM de MBP-PerA; con el oligo NE se usó la mayor concentración usada. A) Oligo 

PBSA45 que comprende los residuos -90 a -46 del gen bfpA. B) Oligo PBST45 con los residuos 

-81 a -39 del gen perA. La unión, en cada caso, es espec!fica ya que la formación de complejos se 

ve disminuida al competir con el mismo oligo no marcado en exceso molar. En ambos casos, un 

oligonucleótido inespeclfico de 37 pb no es retardado. N.E. oligonucleótido no especifico. 

Al hacer un recorte de 10 pb de la región 3' del PBSA45, dejando hasta la posición 

-55 (oligo PBSA35, Tabla 4 y Figura l 6A), la interacción se redujo al 19%, comparada con 

la observada para el PBSA45. Al recortar otros 1 O pb, hasta -64, no hubo retardo (o ligo 

PBSA25). Se realizaron otros recortes y los resultados de los experimentos se muestran en 

la tabla 4. 

En un intento por qefi°'i~Iri exist(!~cia d.<! d~s posibles sitios .de unión dentro de los 

45 pb, se probaron2 oligo~de25 pb 9u~·.c~ntcníari,.cada 1¡1~0,la mitad del sitio de pegado 

de PcrA. La falta de reconocimiento de ~stó~ oligos, rBSAI /2 (-90 a -66) y PBSA2/2 (-65 
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a -39). indicó que el sitio de pegado de PerA requiere de la continuidad e integridad de esta 
'- -,- '-•_,_ ·.~:, -~~~- -~--··- ___ ;•:!__•,' _____ , • ;• ... ·-~~- -:-.-~ •c_o __ __ 

secuencia (Tabla 4);Lo. anterlor ~~conlinnó alobservar que ,un o ligo: de 45 pb (2/2ext). que 

contenía Ii1:sd~:J;:r~(~_;~~J:~~'.J~-;~~;·~\~·s:·~~. p.J· i~~st¿cff.c·rf~~-;}'.e,~-tr?:;;~ºf:~.-Y 13 pb 

º'pcól fic~,J~ ~· i~ír~~O~ti;i~~~f ~~.toí~:~~\~~i~jiioJ~~i'f ~??tP'~~ji¡(~ilitd ¡d·.c, qüc el 
sitio de peg~do'se (!ncúerjt!e centradó,en dfohri secÍ.l~néia dentfo.de los 45.pb . 

• -~·-~-- :....:'-'.'.:::--'- ~-"~:::~-:~_.:_.__: ;_o'._ .. ..::J:¿,_~-~ ... !..'::..:..:.~ :-,~~-,:_~ !..'.:.:\~" ~ _::.___.:::_:,_,, -- ; ... - ---'.-'--;;--'-~'O..::- ~.~;;~,-=~--=-~"""'- ~--'--~ 

Por,~t~:1~[6·J~~t!f :1J~~iió~C:'de;;~as~s· delextrc1110•5' •con. respecto•del:PBSA45· y 

Pl3SA56 en.el <oiigo P,BSA39~rio áfectó la interacción de PerA; mientras que la eliminación 
::· ~<·.· :,;··,~~·),;_~:'.:>·,;,'~r.:1,·:,«:;:~;:_:·~·;''.·,-'. .. -¡·•) .. •·,,· "·-· ·.e· .. '', ~- ',' ,. · " .-.·:··;c. ' _ 

hasta la pC>~icÍ~ht2'78~(~rJ6f~rn1·¡htc~~ccióri de: PerAen un 53% (oligo rssA:3s-2) (Fig. 
. ; :·· .:· ..... :-. <·;;"': .... -.:".- ;:·"'·.--- ·.'.'; ... ' ;, --~ ?"·. . ' ¡· . . , . . :_,,._,:. ' ' ' 

.. _, !-'..~-.:. '"'-':'~~- ·: :\~:r: 

l 6A). • ' -~~:; ·· ~·,:.'. , .. 
• ~~: __ , .. > ;--:;:::~:::._-~-~~,~-_>.i~-~-¿~< -::_;~:;_- .. ·:-\L: r\-,. __ ;_ :;.~.,_,_- :_~:>:_._:-.·~,": __ ·. __ <:: .. --,/ .. ~-;-:.::,..:+ ·f.;:~: .. ·,_. __ .-.. -·.<·_, 

En s.u. conNntg; é~~o~-~41!!9;;:iJgdJcato1i.qu(;!. la .seéu.enc.ia mí.1ürt}ª 11~~.~~~.ri.ª' para.1.a 

unión. e ficientede i;e~~ ~~;~¡i~~iil~·~yJ~ .. ~n{i~./~~ ri~sifJon,es. 084_' ª·· Jj~~.·ef ¿~~·i~1erlllin~r la 
;· :1 ,_:.: ~-- - ;i·;.:, . - -.,;'.-; f_;;~·: '.' -·:.~.'>,;<,.·· ': .. 

in1porta11cia.·de.·cl,et.~~ajI~á~_Qs/fes~!~~~~~~~~~r~~1'~;·1.?~,;~~QHepcia,.•,?~.··pfy~~·~.~I.'slti2.•~e, .• ~eg~do. 
se utilizaro.n oligos qúe c'CÍnténl~h c~n1bib'i.ptiri'lu~íes":ó ~n fre~1~is'de s. ó:6 bases .. Así, .la 

So-:: :::::l.:c.:X-¿~·-:¿_:,· . ~;;_,- .. -.,.,-"'. ,.:-;:::~. ""~-·~ -.. 

mutaciones en trechos de;·.~ •. pbc6,cii(é~~~te~:iP'U:f;i(?,s q~J 1a·1seriúerÚ:iri 'afectaron' en. di te rente 
-' · .. - ::'> '".;o-c;'-.·t~,:¿<-'.:~·:?./~·~$-:},~{~~~':.".~:;fE.~~::-f~_0:~·}:,:~r~c-·-"'··~'. '~··, -.·:··,:- '.; ·:-"~ 

::::: ~::n::::~:is:~i~~~if f~jl2~ltJt{it;;,::::P::~~d~:~~0;:;·::: 
posiciones ~84' ai~791;(fytut~.!1) iy.¡::7,§·~:·t~"ZJ(Mut~2)~ respectivamente .(Fig; .·• l6A); Esto 

:::~e: ::::t~(i~~f l~d~~111i~fü~J;t~711o e::~:~::~::: 11::0~~:~: 
:"r" ;~ .. ·<: .'-''-ié• -~-;~_:°. 

PBS/\39 y PBSA3s~2. cit' ekt;~~Ío si: de .la :región de pegado juega un papel menos 
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fundamental en la unión de PerA. Cuando se mutaron simultáneamente las dos regiones 

antes mencionadas (oligo. rytutl-2);Ja,interacci~.n dismiirnyó.cn~un 79"(o, por lo que es 

probable .~u~/r~'.;"~·r€fbíd~·.··.~~~~~;~rd~f~;~~~a{crt~i?F~~f r~'ia'.·;a-.~tf~L;;;~1'. •• ~en•~ .. ~:~otra 
mutÜdOO• di.f'8~&~~hº1Í~x~~~1~f 'é~!'~l·~~~f tí~~~~~~~~:~'{J~;~~~~)~~Oi\de 'º 
observó una protección!a.la DNasa l,' tarilbién séáedüjo;eLpegado;én'.'57% (Tabla 4). Al 

-· ;__ --- o~ -~_::_e_._ o-oc~;;;~~ q.~'-- .;o~~\~·:if~:+-;;_~;:_~~~~~·~%~~. ~~~~~.~--~#,-~~:~~·~;:"''<~f~-~~~:¿O:o;-~~~~~c~~~>'-·~~~ ~~*~:--=;__: ~/~{·~~;_~-=E-#:'.'.¿~~'--''.';';'..;-;=fcJ- >-- ·=- ,_- =--

introducir· · .. 1 ás •. tre~{m'utaciol1e~.~s i"n1t.ItaÍleamente~j(~tit 1:.2_ 3 .j'~i's~º'ab'ó1 i ó'C&m ple ta111 ente el 

pego do (Fig;;, .(l;~ l~~!tK~f ·1~~~~; ~[,j,\,~t~lf id~¡·~~~;;,:~;qt~ ·~,~'~ ¡~·;t,~ctu•• con 
motivos.Pl1rti~~1~l~~.';~.efü!'~~ª·e~•Ja·r~gi,é>h•·S90A~.:%'~/~iri'embarga,·resulta··intcrésa~tgquc 
incluso ·c~~~big!)'i'.~~.~f~.::~·~:b,it~.hg~n'vi¿e~t~s·'.vari~dos, sugiriendo qu.e PerA· pósec~ierta 
flexibilida~.·p~~~ . .'i~{~I~~~~~f~'~g.".~iá~~r.·?··.n,~n6r afinidad con regiones qP:.e :r'.rc~:':11t~n 
variacione~ al~~d~d,or'de üri~·~e1ri.~ert~iá/tni~ica; Por otro lado, al mutar 6.pb vecinos al sitio 

'.:,;;: .... :;:,'·.>· :· ::·~, 

de pegado cn5' (5'M1Jt; ~QQ.á ~ª5);'s_9ig ~~Vio afectado el pegado en 25 % Ó'abla 4): así 

mismo, una mutante puntuaL·e~.l~ ~1'si~iót1 084 (PBSAmG84) no tuvo ningún ef'ccto en el 
... - ... ·" . : -" ~ ,. :e"·:··, . -

;,> 

pegado (Tabla4). Esto sllgi6i6 qÚd sé puede delimitar la región de pegado de PerA en l~fiJA 
. . . -·> ·.· .. ·-.·, • .' ' ·.,, 

de las posiciones --'85 ~-~6.y qu_e la secuencia vecina podría dar estabilidad al pegado de la 

proteína. Cabe señalárq~e e!) necesario evaluar el efecto de estos cambios en la expresión 
. ' . ·:-.: - :·~ ,· . 

de h.fiJA médiant~cel:us~_de fusiones transcripcionales, ya que no se puede descartar la 
~~-~'oé: -~ -~-

posibilidad de que el efecto moderado de algunas mutaciones en la interacción de PerA con 

el DNA en los ensayos tipo EMSA, tenga un efecto más drástico en la expresión de h.fiJA. 

Caracterización del primer sitio de unión en perA. 

Se siguió la misma estrategia experimental descrita anteriormente para la 

caracterización del primer sitio de unión en el promotor de h.fjJA. Así, se determinó que 
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PcrA reconoce eficientemente oligos de 45 pb (l'BST45) y 56 pb (PBST56) que abarcan lus 
- -- ----- ---- -- -, -- - -

regiones loculizudas entre las posiciones .,..-84 a -40y ..,.:84 .a -29;respcctivamcnte (Fig. l 6B 
- -:-.~- • . .,__:_ . . ' • ' - . . ;:o:_·-=c:-~=. :_:_.; ---~, ,=--==- ~--,--o__' ---c;c=-=--'-:_-- --o-_,_~ ;,;--';. :-~="=- -¿-~:';-""""'- :~·.=:."" ó--- ~--- -=-=--

y Tabla 5). 
• ' : ; :_: •• ' ' • ~: ,e 

-- :_·.,.'.:=-._;.•/-''' - --~;__;_ :.-.·-·;,·" ~- :·,:_.~~ __ ,, "--~-'i-"',/ 

C~alldo sclpr11ó"c~ri19-~ri~~ ¡~"1 ü'füi~:P~~1~4S y,sd'r~c6rt~fbFfr1·a,,·¡;b'~étei,·~exfrc¡110 5. 
_:,·: ·>,·: \", ·>t:• --~,·-~_),:·1.· ___ ., ,'·\. -~·-.-:· "• ;.:.·-:.-} ;·:\~¡' "(:-~:-.::~·:·:--:: ,;,.-,.~:. 

::::2;::;:;J:~~t~f t~I~~h~~~f 1~J~~,~;~1~tf *~~:~~~~¡~~¿::: 
dramático. al rcduci~:ld unió11.~r1.92%CcTab1~.S;:F¡g>1~8>i.E~t~'6¡jinbid~'c~f~.16·obscrvado 

~ ' . .,::,._ ·~_-.. ¡" . ,;:J .. .-_',-<·;,:-,·. ', ;-~--,~~:~~'.--,' ~ ·', ;:~~·,'--~ : .; ~-;~:::·.o;~'.·.'!'.:'' ;',; ·:' ,, .. •":' :<· ~- .': .. •· . Y)";"·_'...'"~·· .. '."·;'.-:::·>~; j ;~,"-';'"_::;:~~. ;:,<·. : •'-'; -, . : •. ,· ;.. ' 

para ~fpA. donde elirriimicidnes c'ri el:'~~tj.~rÜo ~· :d~ '1ri :~~¡6~ ~·~-· pega9o . no son trin 
' .- :, :,.'.;:.; ., 

relevantes como aquellas c.n el exirefüo 3'. 

Cuando se tomó con~~ q~;se~I PBS;rs6. y sel~ rec~itaron;.21 

(o ligo PBST35-'3), delas·posiciones i6_4: a .-3Ó, no se detect~;int~racción ulguna (Tabla 5. 

Fig. 16B). Esto es 1nu)','sin1ilar. a lo observado para el sitio dé pegado de PerA en bfi1A. en 
; .... -: , .. -~- ·:·· i :., - .. .. ! : ·.' '. • - ' • . . - ' • . " ' . • 

el sentido de quda:llr~tefoa ~bes capaz de interaccionar con la mitad del sitio de pegado y 
' - . :~ . - .. · ·. . "" . . . - -- -·-- -·. . ' - . 

. :· .. '·. ::'._·-_:>>.f--~;:~'-:;·.·\-"·,'··.·. · ... - - ; . ._ 
upoya la idea de que se re~~icre de una secucnci.a de al m~nos 40 pb para obtener un buen 

. -- ·-· ·-· .-

pegado de la protel~a.•Int~;esantemente, los oligos de 40 pb que comprendían las regiones 

-79 a -40 (PBST40-l )y-75 a -36 (PBST40-2) fueron retardados tan eficientemente como 

los de 45 y 56 (Tabla 5 y Fig. 168). Esto permitió definir con mayor certeza que los 40 pb 

incluidos en la región -75 a -36 incluyen el sitio de pegado de PerAen su propio promotor 

(Tabla 5). Adicionálmente, los datos con los oligos PBST40~2 )' PBST35~2 remrircan la 

importancia para el pegado del activador del residuo G-75 .y de Ju:se,cii~j\Cih\·AAGT.i·. en 
': e <",,.:. • -~e;·-·~' .. ~::~>-e- .;·<- ' 

el extremo 3' de la región. Más adelante se discute con1o_p6drían i'ht~gfa'tíie estos dutos, 
.·; . ; ' . ··, ~ '" -~ . • : .,.¡· ' . ' 

junto con los obtenidos pura l~fi1A, con el fin de encontrarll~~.s~6u~nciaconscnso para el 

pegado de PcrA. 



61 

Con base en Iosdatos o~seryados por. EMSA para los oligonucleótidos de l~/iJA y 

perA con diferentes concentraciones de proteína. se procedió a determinarla constante de 
- - : __ -_!.-C-. o.-.=-;_ = _:_~~~-·.,;~-?·~;-= l;-~-'-=';.=o~J:-!_¿:~-;--:;¡~.,;.=;:·~-;.=,_:_..==~-~-~-:'-:--_'.o_'. - . - - ·- =-- '-- -· ;__-="-"'- ~ -;~--:c;o-,_ ,-;-;0',:-0~~-~~'.-" -=· ·- ' 

disociación aparcrífo (~d) P~t~' a:hib<J~ chsos, de acuerdo a lo descrito' er1 Sar\ibrooky R.usel 1 

(2000). crirey;(1Q:~8·;~'{~~1f9i~r l..ane et al. (1992). Breveme~te: éll I~!fr~Pt~A c16 los. 
'' ~; -:.'· ·. ·>'.~/<~:-- '. 

oligos de 56 pb (PBSA5G y .PBST56) se determinó por densitometría)ri c.füúid~dde,ÓNA 
- -=- ; ----=-·- _-'-__ e-- -,_'-=.'=--=-=/-=-{=-·--:O--·o-·_= ,--0=-';-_oo;c --'== ___ e- = =-= __ -_-;-_: ---- ---=--. -- -o _-_o . - "'-·'--;--__ .,__--,~ ··.'·-7'·---º''"'--~~7-~--=::'"";'.\~~·=-:.~~~-'-;-~t~~-=~}~:~."::~'--- ;_,~;=-.-, "-o·: 

libre para e~da conce~tración de proteína y se normalizó contra e1 f?N'A·:1r~r,~-~~ir1' P.rC:t~íria. 
" . ' - ' -·. ; - - ·.· - -· ·;. - ,';· - • _ _,;.,, ,- ·\:,'-;:;;-.·. ~~ "- ~.:.· r_.-:-. ,-• ... ':. - -, 

~: •.1 -. ..--:'-"'"<.C<; 

Estos datos s~ graficaron contra el Iogari~my d,; la ;F~2c;$~tf,?fi~~ ~~/~tO,'~~t~fc ~a ,Kd 

aparente se describe como la concentración.de)prote'fna.:eri'I~·¿'ti~rtl ;~~Óti~áf~~t1ci ;111itri~ del 

DNA retardado (Carey, 1988). Así, la Kd par~'t);~ tte·~de ;:5 i1 b}~;cb'.s5'.µ~) y.para 

perA de 3.5 X 1 o-7M (0.35 µM). por lo que PerA pareciera ser más afín a su propio 

promotor, aunque la diforencia entre ambos datos no es significativa. 

Caracterización del segundo sitio de pegado en bfpA. 

Con el fin de iniciar el estudio del segundo sitio de interacciónde PerAen h.fi1A, se . . . ' . . . 

realizaron experimentos de protección a DNasa 1 con un frag111ent() qu~:c()lltellía la región 

-15 a + 166. Dichos experimentos revelaron que PerA protege:í~f~egióJ,(bcéliiz~da entre las 
' ""' -~ . \ - " .. ;--· - ,,.~,:.,_ 

:~:'.~~::::,f 27i~~~~~6~:1;~~~l~f f ;tr;~~i1~~tr~¿~~~~iJ~1t~~:~·~;::s: 
':;:,-·· .. . ~-~· ,, 

Este resultó ):n él retardo del 'DNÁ; atirlC(Ü~'ce>fÍügk rli1ei1Óf aftnidadi(apfoximadamente del 
,-: .. ::·-:¡ ~ .. ;-:/ · .l ~ ,_ce··.·"-): i ,.-... ·" 

50% por densiton1etría) que la obsci-vada SÓr{~ri(blig9ni19Iéotido .dellTlismo tamaño pero 
e:~-.! :,_:-· ·-' -" , 

correspondiente al primer sitio de unión (Fi~; Ifo y Tabla A). 



A 
bfpA 

PBSA56 PBSA45 PBSA35 PBSA.25 PDSA39 PDSA35·2 Mut1 Mut2 Mut3 Mut1·2 Mut1·2-3 NE47 

,.......-....... .-......... _..___._L.,...-..-----.... -~-~ -~ - ......... -- ... -- -- -- --
.. 

•· ------ ---. 
PBSTSG PBST45 PBST35 PBSTJS.2 PBST35-3 PBST40-1 PBST40.2 B -~ _.....,..._~_.....,... -~_.....,..._.....,... 

perA ... -- -- -- ,_ ... 
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Figura 16. EMSA de oligonucleótidos con recortes que se describen sobre la secuencia del 

promotor de b.fpA en la tabla 4 y 5. En cada gel se corrió de forma paralela el oligo PBSA45 (A) y 

PBST45 (B) corno control y con fines comparativos. Las concentraciones de MBP-PerA Utiiizaclas 

fueron de 1.06 y 2.1 µM. Con base en estos geles se determinó por densitoinetifa e[ grado de r~tardo 

para cada oligo y se comparó con el del PBSA45 (Tabla 4) o con el PBST4s ('t~~(~ S).' N.E. no 

específico. 

Por otro lado, se probó una fusión transcripcional b.fpA-i:at con unTecorte a la 
·,. '~. ..·. ;, .. ' ·. ; 

posición +27 (pCAT+27) y se comparó con la fusión usada, en ést~fotrqs estt1dios que . :· _- - . -.-.' ·•.-·----... :. -··. ··- :':.-.·:' 
·. -~··<:_, 

comprende hasta la· posición +76 (Puente et al. 1996; ~~sta~ante: e(ai.!\998).' Como se 

puede ver éll la figura 18, la fusión eón el recorté a +27.ru(rii'ás'~cti~·a; ádélnás: ~Bst~ó una 
,,_,.~ 'o;~ ''"" •. }:, - ·. '.!, - ., 4 ,. ' • _ .... \; : 

ligera actividad independiente de PerA' ell;,úUl~'~d.¿~~'rl!n~~ d~l· plásl11.idcr EAF''~. ;or lo 
'':.i·. /.'}{-:-

tanto. del gen perA. Lo anterior sugiere que la sccllencia que con1prende el segundo sitio de 
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pegado de PerA podría ser el sitio. de unión de un moduládor negativo para la expresión de 

~fj1A ... Este ~1:~~~J~~~°;r: .. "~~i~í,a~~r;~~~{:g:l~;d~I~!ºbal,~y~,qt1:e~.~:s~.~.·-•~is~110 resylt:1~º se 

obtuvo en una cepa de E. cli!i MC4100 (di!i~s no friost~adbs); AUncjue no s~ puedé descartar 
; .··.¡ ,···· ·.. ·:·><;:.·'; "" •' (:\••. >: ._ . ,. ' :. ,.·.·. ' '· '.•. . ' ' ' ' 

la posibilida ~d~que}Pétf\!~éa capaz de moduhfr .la expresión de qfpA en'cleterminadas 
:- ~' 

condiciones de crecimiento. 

Roglón promotora do bfpA • 

-?B -90 -es -17 -c;4 -s,4 -'1 6 -.¡o _35 Rotardo rolatlvo 
Sonda bTACT GGGbGGGAtGGAAAT TATAJ\AAAAAAAMAAAAAAAGA'r TA=TTrlTTCTTdGTGC TTGCGTGTCTT (%) b 

PBSA56 

PBSA45 

PBSA35 

PBSA25 

PBSA2/2 

PBSA3 9 

PBSA35-2 

Mutl 

Mut2 

Mut3 

Mutl-2 

Mutl-2-3 

5'MUT 

PBSAmG64 

PBSAmG84 

GGGGACQQJUUl.D~TATTTTTTTTCTTGGTGCT .. ...... 100 

GGGGACGQAAA.!rA.U!l'A• ••••• •••QA aaaaa ~TTATTT'l'TT. ............... 100 
··'JJ<t ;·•.• '• 

GGGGACGGAAATATA~ ............................... . 19 

GGGG.A.~TA'rATJliªªª aaaaa .......... - ......... - .. - ................................... . 

AGAAAAAA.AGll'l'T ATT'rl'TTTTC TTGG ... 

<l 

o 
GGAAATA~TATTTTTT ............................................. 100 

ATAuir>••••W•·:a~Oiit»••••..aATTATT'rl"'I'T ...................................................................... 47 
• ··:';':"'" . . ' ·. . 'i'· t~•.'~!·Y!..: ~':.'-".;1' ~ ·'· 

GGGGA~U'l'a·••üu~··•t.:alU»..T'rA!rrl''rrT .................................................................... .. 70 

82 GGGGACGGAAATA~ATTArTTTTT 

GGGGA~~TA~ªªª aaaaa ~··~CAATTAT'rTTl'T . 

GGGGA~T~~ATTATTTTTT. 

GGGGACAACCCQA.TCQCCCCAªªªª ~·~OOCCAA:r~TTrl'T .. 

TCTTC TGGA~i~~ .. ªªªªl\QA••• ··~'l'TA:rTTrTT .. 
GGGGACGGAAATATATAAAAAAAAA~ TTATTTTTT 

GGGGA~TATATAAAAAJ\AAAAGAAAfV>.AAf:.ATTATTTTTT 

43 

.................................... 21 

.. .......................................................... <l 

............................................................... 75 

............................................................. 100 

.............................................................. 100 

PBSA2 -56 e TTATGGTTT CTAAAATCATGAATAAGAAA TACGAAAAAG GTCTGTCTTTGA=GAA.................. ............... ......... 5 3d 

tre34" TCGAGCTCTCTTCTGTTCTGCTTGA.C'l"'I'CCTAGG .. ........................ ................................................................................ <1 d 

NE479 GATCAGTCCTTGAATGGTGTGAAGTAAAAGTGCCTTCAAAGAATCC C .......................................................................... 4 d 

•· La1 aecuenclaa modltlc.du eaún aubr•VlkfH. U aJa orta Indica ta localluclón de la aecuencla mlnlm• propueala para la unión de PerA. 

b. E11lm•do por den1llome1ria de loa EMSA en comparación con la 1onda PBSA4S. 

c. La •ecuencla conetponde a la• poalclone1 +38 • +93 de btplt. 

d. Relativo• POSAS&. 
e. Secuencla1 lne1peclflca1. 

Tahla 4. Retardo relativo de oligonucleótidos de la región reguladora de l?fi1A. El porcentaje de 

retardo se obtuvo por densitometr[a y se comparó con el retardo del aligo PBSJ\45, el cual se 

consideró como el 100%. 

f TESIS CON 
ll_ALLA DE ORIGEN 



Sonda 

PBST56 

PBST45 

PBST35 

PDST40-l 

PBST35-2 

PBST40-2 

PBST35-3 

Roglón pmmotora do perA • 

-01 -7s -<¡6 -!l4 - fO -35 
CAAb.ccTT6AAAAATATéAGTAAATTTTT~CATAAÁAGTA~TTTACAGAG 
CAACAccrmAAw.;rA'J.'CA.~A-~··· ªªª'-GCATAAAAGTA TTGl\TT 

CAACACCTTÓAA~TÁ~~*~TAA 
CAACACC TTGAAJ\AATATCAGTAAJU'TTTTAAAllA ......................... .. 

CCTTGAAAAAT.M.'Cil.GTAAATTTTTAAAAAJ\AJ\NlCATAA 

AAAAA TATCAGTAAATTTTTAAAAAJ\AJ\NlCATAA 

GAAAMTA1'c;:J\.GTAAATTTT~Tl\AAAGT .. """ .. 
. GTAAATrrrT~CATAAAAGTATTGA.T. 

•· La ca)a gris Indica la locallzaclón de la •ecuencla mlnlma propueela para la unión de PerA. 

b. Esllmado por donsltomelria del EMSA de cada sonda en comparación con la aonda PBST45. 

Retardo mlatlvo 
(%)b 

100 

100 

. ... e 
100 

...... so 
100 

................. o 

Tabla 5. Retardo relativo de oligonucleótidos de la región reguladora de perA. El porcentaje de 

retardo se obtuvo por densitometría y se comparó con el retardo del oligo PBST45 el cual se 

consideró como el 100%. 

Interacción proteína-proteína en PerA. 

j TESIS f~O~T 
~LLA DE ORIGEN 

Munson y Scott (1999) mostraron que Rns, un activador que pertenecen la misma 

subfamilia que PerA y que regula la expresión de un pilus en E. coli enterotoxigénica, se 

une a una secuencia mínima de aproximadamente 40 pb. En esta región, Rns hace contactos 

sólo con residuos de dos surcos mayores vecinos én fcfrma ai;ir11étrica, sugiri(!ndo que 
:. -. . · .. -·. -;:~~;~-.- - .. ·. \.: >~~-~'" ... -~~. 

interactúa en lorma monomérica. Los resultados dcscrito~hll~i!.riQ,tniente's@ieren 'qúc PcrA 

también se t1ne a su sitio de pegado como un monón1(!rny q~~ lds ~~nt{lct~s niás estrechos 

se localizan hacia el centro de la secuencia de 40 pb. 
' ,. ' .;, . 

Para· analizar lo anteriormente propuesto, se usó un· sistema qtic pcrlnitc evaluar 

interacciones prot~lm1-proteína b!lsácio en LexA. En este,~eftisiÓnal.aproteína'a investigar 

Cllll los pri11forhssiü,11iriCiáéid¡)sdcl cxfrc1no)iniillo.:terh1inriCd6é·1ri·fírl~tcí11¡( ['ex/\, que es 

donde cshí el domini,odc,uriión~'6NA. La quimera ~e intr~áube :um~cepa que.contiene 
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una fusión transcripFi_onal sulA·-1acZ,:la_cual tiene operadores para LexA ... ~i una· proteína 
- ' ' . "" . ' . ; ': ' - . ' . - . ' ' ~ ., :-_ -: . ~ 

di rneriza, _ la. qu.i me'ra~•d·e·•.LexA¡)odr~··.formar··d ítere>s_·.e;•¡ nhibir Ia·• transcri pdó~ ··de s11/A~I acZ; 

"º' ~; ~~~,,¿;;¡~t~l~~l;),~.~.~~~!,~~F~í~1º~d";,r%;:[¡~;;~,¡.;;~~dª'ª " 
man teridrá~~(!I~~;~~s •(f.i~zJ~tc~iriif~ófi··~t;~1·~_1.??~s.:i~~iUefr; ~;i1Z~L ~~O~). -En· el presente 

estu_dio_,s(! _<!()l)~l[lJ)'(!róJa-fusión /exA-perA_, la.cual d~mc:>stró'ie~'fui:icioéI al complementar 

una cepa EPEC mutante perA::km (Fig. 20), además de q~~ se v~~iflcó s~ secuencia, 

.. , 
t60- •• - ' .. 
+50-

:t' 
+40- ,,, 

B 
PBSA2-56 PBSA56 

----··-.. . MBP-PerA 

.......... -. 

~ TESIS CON 
ALLA rn~ ORIGEN 

Figura 17. Protección a la acción de la DNasa 1 del segundo sitio de pegado de PerA en hfpA (A) y 

EMSA de un oligo de 56 pb retardado con la proteína MBP-PerA (B). Los triángulos negros indican 

concentraciones crecientes de la protelna que fueron similares a las usadas en las protecciones de In 

ligura 14 En el EMSA se usaron las mismas concentraciones que para la ligura 15, más.un carril 

con 5.04 ~tM. En el mismo gelse corrió el oligo PBSA56 con y sin 20 µg de MBP-PerA paru 

c.:omparar 1 a afinidad, La s_ecuencia de ambos oligos se observa en la.tabla 4. 
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Figura 18. Actividad de las fusiones transcripciona!es de bfpA-cat con recortes en 3'. En la parte 

superior se muestra la actividad de dichas fusiones en la cepa EPEC silvestre y en la cepa EPEC 

carente del plásmido EAF (JPN15). En la parte inferior se muestra un esquema de las fusiones. Los 

sitios de pegado de PerA (PBS) se indican con rectángulos sobre la secuencia. 

~ TESIS cnw 
11 LU• 1')'i' ···11IGEN :-1 -·~· •. ti u\ ------· ---
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Cabe mencionar que el sistema se probó co11 tres testigos positivos de interacción. 

LcxA-CAT(CAT tieneiá capacidad de f~rmar trímeros), LcxA-'1-INS (l-1-NS tiene la 
' ' V . ,· •' ·' ,.'. . . • ; : "}·, . . -. "'.'.' , .. , ''• •: 

que PcrAy que.·~.~···dri'iJriide.fo~n1~~.dÍ~~rb~) •. ~a;al~~c~~l~;se'bb~~r~Ó u;1~ ~isn1inu~ión de 

la a2tiviJ~l~e1ITh'~\~Xi6~f~lftf~:.~;)2~~¡,¡~b~-~f if tI~ti~·h:,,~~g\_:,~lr~:~;·:r·;~~:rvó 
disminuci,~n cj.e)4 atjtiviJ~d, d~~!a:p:r~i6í~~:;S~o·~1~+;(Fig: ~I):·c¿n e~te datp •.. ~e favorece, 

por el momeíiio. la icleá éle qu~ PérÁ,·~ dlfeienci~ <l6 AraC, UreR y VirF; pero .al iguaf. que 
,. ·-·': , '· - ,;;, , ; ._, ' .. , ··.·,··o·-.. ·· ·,,p,.:··:;f":.-.· · _-.'·· ·.· .. ' -· . ··. .··· .• , ... :··· .-.-. ,· . , 

Rns, actúa·comomonomero. Actt1a'1n1~'rii~;:no.se puede excluir· la posibilÍdac(deque PerA 
' ". ,• ··,;f:.: .. '>- ";·'~:. : .: ; / './.';_;:::·_c.·_.' •\. '' 

·.-¡ ·.· ' '.' ·"';_': 

dimcrice al entrar en contacto eón s~ ~~gión de pegado en el DNA,;Óib(é.n'.;'~úédfoha ' -;,., ·:.~<-- ~~-->'· . .> .. >· :.: .. ~;:~. - . - . ·/ '::.;·.:,.:: -,~.~-.>~·(:.\'::_\·:::'.''.·-y'..'.'.~::~--.:y~:;·:-.-.: 

interacción ocurra in vivo. En un énsayo de entrecruzamiento de la .prb\~¡g~ i\its'1>-PerA 
-'/· r.··. '.(;~t- k; e<;·"-~·:~·: :. 

purificada no se detecto la forr.~aciÓn de dímeros, lo que refuerza la iciéa ~f<i qÜe 
0

PcrA actúa 

como monómcro (datos no mostrados), 

Dominantes negativas. 

Con el fin de complement.ar la observación de que PerA estuviera actuando como un 

monómcro, se usó la estrategia de dominancia negativa. Esta estrategia S(! háus.acío para 

determinar si una proteína es capaz de formar dímeros in vivo (Porter y úbnh'~n, 2002; 
. , ' - . ;;·_,.;·--· ""· .· ... 

' ;.<~=·;. 

I lul bert y Taylor, 2002); En este tipo de experimentos se. sobreprodüce el db'inlriicfomiíio 
' .. -' • . - , :.- . . • . . . • ' ". ,•. . .: : ... -., ·. ' -..... - ·- - .. - -?:· .. ,;' .'. .. ~-.- ' , 

i•, .. 

tcrm i nal con·· 1a iclca de qÚe:éste capture a ,lá ·proteína si 1 vestre; ifupidiérídoÍ~ JC:ú tare su gen 

'' gcn"l~~~::~e· :: n~·,.':,6 el plá•m;~o. pAl.:mb2l • el .cual .• cnnto~n: un •• ,; ton lg/11 e.n el 

probable conector dé PerA y se procedió a generar un codón de puro (vcrmatcriulés y 

métodos). La ausencia de la proteína PcrA silvestre en las mutantes se determinó por 
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"Westem-blot" con el anticuerpo anti-PerA (dato no mostrado). Posteriormente, se probó su 

efecto en una cepa EPEC E2348/69 con la fusión bfpA-cat (Fig. 22). Como se puede 

observar, la actividad de la fusión no se ve afectada por la sobreproducción del extremo 

amino terminal de PerA, lo que refuerza la idea de que PerA estaría actuando como un 

monómero. También es posible que el dominio de dimerización se localice en el extremo 

carboxilo tenninal, aunque la probabilidad es baja pues dentro de está familia no se han 

detectado interacciones intermoleculares en éste dominio. 

g_ocurre dimerizaci6n 

Operadores para LexA 

~ocurre dimerlzaci6n 

Figura 19. Mecanismo de detección de interacciones proteína-proteína basado en el sistema LexA 

desarrollado por Dmitrova et al. 1998. Los cilindros en la parte superior muestran una probable 

proteína que tiene la capacidad de dimerización y que al interaccionar reprimen la fusión sulA-lacZ. 

En la parte inferior se muestra una proteína que no forma dímeros y que, por tanto, no reprime la 

fusión. Las cajas con las siglas WT señalan los operadores de tipo silvestre (WT) para LexA. 
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Figura 20. Complementación de una mutante perA::km con las fusiones LexA-PerA usados en el 

sistema de interacciones proteina-proteína. En los panel A-D se muestra la adherencia de las cepas 

E2348/69 silvestre (A), perA::km (B), perA::kmlpMl659PerA (C) y pe1•A::kmlpMl660PerA (D). En 

d panel E se muestra la inmunodetección de la proteína BfpA en la cepa silvestre ( 1 ), perA ::km (2), 

perA::kmlpSR660 (3), perA::kmlpMl659PerA (4) y perA::kmlpMl660PerA. 
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I TESIS COtJ 
~LLA pE_ ORIGEM 
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Figurn 21. Actividad de ¡3-galactosidasa de la fusión .rn/A-lac:Z en la cepa E. co/i SU 1O1 para 

determinar interacciones protefna-protefna en PerA. Como control negativo se uso el plásmido 

pSR660 que expresa sólo el dominio amino terminal de LexA. Como controles positivos se usaron 

las fusiones de las protefnas CAT, H-NS y AraC a LexA. La fusión LexA-PerA está eodi ti cada en 

el plásmido pMl660PerA. Se muestra el resultado promedio de 3 ensayos diferentes a una 

D0"º"=0.8 y su desviación estándar. 
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figurn 22. Actividad de la fusión bfpA-cat en la cepa E2348/69 complementada con: el vector 

(pMPMK3), pCST (perA silvestre), una eliminación de un posible plegamiento J3 de PerA en el 

extremo amino terminal (pAITdB 121) y la construcción en la que se eliminó el extremo carboxilo 

terminal de la prote(na (pPerA.1.CS). La actividad de CAT se determinó a una D0,,00= 1.4 en medio 

DME con IPTG 0.1 mM a 37ºC. 

1 TESIS CON 
LIM:LA DE ORIGEN 
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VI. Discusión. 

PerA es un aetivador que es necesario para la expresión de los genes de la 

biogénesis del BFP y para su propia expresión (Tobe et al. 1996; Martínez-Lagumi et al. 

1999), y, por lo tanto, para la de los~.gc1ic.s:9u~ estál1 en eJ()p~r~l1 pec.J:'.demá~s, ~asido 

involucrado en la regulación de genes loealizad~s en las diferentes islas de patogenicidad 
", .. . . . ' '. . -.,. . - : ·.>. :'·,.·! .. ·. - . 

de EPEC (Mcllies et al. 1999; Tobe 6taLI 999a). Dada su importancia el1'1üh:~g~la6ión de 
.. ' •, :" . .,. ',." ' :··, - ,.... ·-- ,·:·t- , : <''. .. 

factores de virulencia de EPEC;elpbj~ti~ode este cstucÍio fue determi1mrel s'fobde,'pegado. 

PerA es capazde Jor111ar dírrÍeros. 

PcrA se purificó como una proteína de fusió~.¡~f ~~,ijJy;!~ec{bnfirJ~ó.qu,c dicha 

füsión erafuncional al complementar una mutante per.,(;;·k~~;. Epl~ÚJ~~~~fci~? ;.~ ?bservó, 

además del producto esperado, una proteína de 111enof t~.!na~9''.qud.;pü~jéra~s~r prod,ucto de 
- - .. -,-., .;,--·.- ·-···"·-''/.;'''''{-,_ - .'. - ········ .,,_ 

un procesamiento de MBP-PerA. Este prod§cf:~· ;~~ft~&f1.~¡~¡.;}~e;~:~'bj~r$J, K;·~esar de 

post-

•' 

1a región donde aparentemente ocurre el ¡)roce~ari1iérifo/i>~rAs~ sobreproduce (!barra etat. . 
,, ,,:: - : · > -·_>:.~~-:~-~{ ·._l-~?\r:~;_:/\·~~'~':?(>·;.~ ·:" ·--<· --·- ··-.:.: · - : ·· · ·._ ·.- -- .. 

datos no mostrados). Además de delihire.1 rrú;caiÚ~nfb q~e genera a este subproducto. 
. . :'.,.·', ;-:;·' ,>,'.'?,--···~·-:;:, ,>;;·_;. : .. '- . . ' - ·-- ·- !,,· 

queda por establecer su relevancia biológi,da;: la ~t~í;~o#tía,estar asociada al.controf¿lc los 
'{• '· ;·1--\.':-_;;,_:···:.-

nivclcs de J>crA. como un mecanismo cju~)c ~vite alcanzar. conccntraCiones tóxicas para la 

célula o para modular la expresiónde sus g(!nÍ!s blanco. 
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La fusión MBP-PerA fue capaz de retardar regiones de DNA que contenían los 

probables si ti.os de pegado tarito en qij1A coni~ enperA. per~ no frag1m.!n!OS uoHgos que no 

la con te1:ía,n·.··:2~~~;~~~~1s~"~}t~rif;~~1~h~:~t\~~fJ:J;T•?;~f1§~',~~te\#rd~s"·~J~::Ji .. 1"~r~;~tes 

::~:::~~~~~~~l~~t;~:~IJ~f ~¡f t~1~ª~:~~~~~t~~tf ~~;11~~ :: 
los .. EMSÁ de :fJs~·'oTÍgos~de~ditbr~~·te~~ÜoÜgitud~§;, s~ propo~'e·•qÚe :él siÜó de úriióil 

.)"; .. ;, ~ ,':~~ .. ~--"- ,:_·, ::·c¡~4-~.-

comprenclealmbro~Ao"¡)b; y qúe las secuenCias,veeinas,eri los·~xtremos 5' y3' podrían ser 
·.. ·.·. ..:."'"·'··'·:- - - .. . ' \'" -·.·-· --

importantes pára!gst~~ilizai' dicl~a i~teraceió~ (Ta~la'.4). , 
Loi mie1nbros de la familia AraC/XylSse caracterizan por unirse a regiones que 

- . ' . . 

van de 17 a ()O pb. Las proteínas que sóloposeen la secuencia correspondiente al dominio 
. . , . ~ 

de unión a DNA (carboxilo-terminal), fy1arA. Rob y SoxS, y que interactúan en forma 

monoméri .. ca con elDNA, se uryen.a se~ueneias de 19 a21 ¡>b.(Rhee .e.tal. 1998; Griflith y 

Wolf; 2001): Porotro lacjo,un dímero de AraC, etp~ptotipoqela·familia, se une a dos 

secuencias repetida{de ·•17 pb,separadas por 6 p~)qÚe;;p,uéd~{~~r·yecin~s o:estar distantes 
:.N, ;. : •; :···, ' •.: ,: ~ ., ;• t ;>>:". 

(Hendricksan·y S,~hf~¡¿¡198SJ~Al .. igl1al qu~~st~,'l'ilti_iTió; x}i1sfrY1~IR:~llt1si~~haS··se. unen 

a secuencias ~e ~~tf~·J,~'a ~~ ¡>b q~e geng'.r~l-fuente prese~tan di: sitio~~de.til11g11 ~e is a 20 
··": /~~F:-~·,:::~·~·\·.;>;.:: -,--.• \>1_ ... f~"··, ·\,_,;-- .·,_::'._-'.·; ____ ., _,. 

pb separadosÚfo~[6 ri'Vl,Sfpbf(BÓÜrgerie)t~aL'.l997;. Ta:mai et ah 20bO:GonzálCz-1>1frez et al. 

1999; Mun:s~h t~'s~~üf~~~~~h~~u¡,~::;;~gan, 2000). Como he~os. determinado en este 

estudio. la re'gfóHJ~~~tegfa~Í~,r;i~~d.ada en oligonueleótidos de doble cadena de l?fi1A y perA 
!: ';<~:!} "<i"·)!y;~¡g. ... }/' .:;i;;~.< .. ·{:::.~:~'..-. ·:.,:i'. '"' . : . . ' . 

es de aproxini~diiiri¿f1te~,«io;pb;:. ro ctial es congruente con lo que se ha determinado para 
:~;·: ___ - ·-:;.:\~ :-;;t:-~-; ·_~::~/·-~·-i_~.-·~- ... 

La ide1~titfcrl6ié>'~-d~un segundo sitio de pegado dentro de la región estructural del 

gen l?fiJ1I c1ítré Hts 1fosiciories +43 a + 106, es consistente con lo descrito previamente para 

Rns {Munson y Scott, 2000) y algunos otros miembros de la familia AraC/XylS 



74 

involucrados .en la regulación de factores de virulenCia (Munson et al.2001 ).A diferencia 
' .. '. . - ' .. - -.,·- ' ' . • .. 

de PerA .. Rnsrequiere ele fa presencia, adeniás del sitio localizado arri.ba del.promotor, de 
'.='~~'~: _\ ;_;_~::_'-=;-=-~~-..~-.'. f~.=:--~.i~--, ~-~~:,.~. -- -~~c.--·--º~->-- - , -·--- ,,_'.-"o<_'c=--; r-~.2º' ;,=-:,¡o;-_'.,,-; -_,;0•--o' -=:;c~~---,,.,- :._' -'--~ ::_.~'.;·~·~-o-~o-:_;:_::_:_::'. :e~- -

un sitio. de ur1iórt ubi~ad~ g¡~ ¡~ .~e~ióri;e~lfu¿i~r~i:~~~a!Üdti~.éf1ri ~~~~~si.Ó-rt de los genes a 

los ·que····regu1§:. Éri~.~¡ c~sº '.de '.~e~~;c¡~ ~Dni~~~f~ée1 r~i.~yu"ª·? siiic;··ac unión es menor 

comparada ~bn la del primero (aprÓ~·int~d~~u:~t~idef'.SÓo/o),' como Io demostraron los 
--- -- ---- '__ .----·' -=-.o'._-- -- ~-·'o.O-=-;-o-_--'._~°'',-1,_-oo',~~:"~---o:.J.!_~--=-co-o~:,'.-;'--.--O.-':"='·=~~-ico-;o=-=-~-'°'"__i_~o-.<;----=--'.-=--=~-;oo_·-~----,-=-=co- ~---- - - ~ 

experimentos de retardo de oligomidcÓtid6s (Fig/i 7,); Ade;.¡,ás; el segurido ·sitio de pegado 

no fue necesario para que una fusiÓ11 trans6~ipbionaÚ1.?/i1A-catse expresara adecuadamellte 
, ..... ''/ - ·- .. ' - .' ·, 

en presencia de PerA, y sí,eú crií1lblq, sci,ekpr~só 9.6 \iecés más que tina:jusiónque lo 

contenía parcialmente. De esta 1111,me~~. ~e.co~cluye;que e.J·siti9 de u11i<)11 inter11o;d,ePe.rA 

nn º' neeemio. p•~e~•ei~'i;;~~; PT'° que, Po< el .eonl;.H<>; (~o~~¡~~~t~~!.ef 1e Un 
mecanismo que mo.dl.ilaJa expresión de ~fpA, ya sea debido a la inte;adción dda misma 

--·,, . .,_; ',,o_'.¡,.: ',: .. ' 

PerA o a. la in(er~cki6h de un regulador negativo con el que compite Pe{.\/. ;•, ' . 
>~--

El heclio;cl~ !.C)u~ un. activador se una a regiones corrie?te alJ;jo·~lel prop1ri,ior es 

novedoso ~ár~·prbte'r~as de .este tipo y aún se desconoce cuál J~sJ.si.gnifl~ad~ biolÓgico. 
''!'·- .< ~~_.-::,_ •:.~,·:: • ,,' ,'-,. ' ·--~-·:: ·-'-~-~ ·-·~:-.;': -~~- •• .. •• ;"'.:'-/} .::s :·.: .. ;-:>:~ -. .'-

En experiÍ11~~,\~s}in:fur°', la existencia. d.e estos.dos .sfrios:?e1~nié,nc·l>ár~~RK{~~rr~iteia 
--- :·t::-~-.-_.::~»:,:-' .. ·--~~:-- .,_-. , .... -... «·-: -."_.- • ---.-·'.:~~;"·:."E\~~--~,:(_'._:·,~~:'.·~=.'.~.:~;~~-/::-;f~-~._:t: .. ~,, ._, 'é -__ ., 

unión de la·R.NA···polimerasa·y .. la formación .. ·de'.comp,.lejo~a~iertos,(Munso·n··y:_scott •• 2000). 

No se puede .. disc~rt~r· qu~· .fi ... u~·jóp d~·~·~r§"i.~,Ll~?~:~~f~~~~~~!1 •·t~~g!~:1¡{~u~i6WJ~· eli.i11.inar 

una cstructurÍl~iónc~mpleja d~J [)~~~~~t~~~¡ffff~Jj~:;:.)~~~~m~··gs ~;68ri~r~ ~~¿ s~ri el' sitio 

de pegado de. tin modula~orricgatiy(>;fql.le;'.én''~si~}casp/poclría ser'im regulador:g)obal; ya 
. ·.- ._:: ... ,,.,_ .. ,,_, -: '.·.?; .. -·.,:.. _ .. _ ~-· .·.: -) .•>;.·" '-··,,< . ""·. ·. -·.. : ;•. . __ , •..• : · ..• :-< . '. 

"';· ·'-

que se observó el misn~Ó cifcicf.9;>~riJü~a\~P~;.cWE. \:o/iKl 2. Otra pbsloiliclrid~·~s i1uc el 

mismo PerA ·esté tri()d~l~hclo Ía e~pr6~i.Ón •de ~fpA cuando éste alcant~ d~terfüinados 
.. . . . . . 

niveles de expresión/u~a·perspeétiva es que se realicen experimentos de "footprinting" in 

vil•o con dimetil-sul rato para determinar si este segundo sitio de unión .está siendo ocupado. 



75 

Para·.el caso dcperA, con los experimentos de protección se determinó que el sitio . - -- - - - - --- -- -

de unión correlacionaba parcialmente con el'.propuesto por;.13Ústamante et a),' ( 1998), ya que 
- ; - . --~;- --- -~/· ,:--.·~~-.- =~~'..~.-~:~j~-¡~~.·~'.::~;~~-~:º~-~~--~:''.:º~:-~~!~o;~.~~~-~::"~~~~~-::~~~º:~·-~::'o':~~-~-.:~·.-·.~~~-~~~i-.-,-~tt~-::1~,c--_~~~----~~---Có:: ~:_:'~~~ ~;-~~=º . ~----

éste se extendía 17 pb haCía el extreriio:s:;de'.la rcgión;de;Jior11ologíii;enfrc;·las regiones 
' . . . '"' -·, _.·· .· :', . ' ·, - -.:. . "·, · .. "::" ,.:.:_: ;•_,:' ;<· ,:'. ~- · .. · . ' ::··-.'''· '<, ' ': ' . : . 

··0"•_0:'•7 

reguladoras de ,;úA. y bfiJA. SirFcmbargo,' este rcsuíta~do'.á~ifc'ucrcl!i\cóí1.lo:·~b1'cirtado por 
.,_-·-' . -: "" ' . ·. - ·.', · ... - .... -:·;"·,_. -'··:'.'t: ·.'.""' __ ,: ,·.- :.:-,::·: ··.···( 

Martíncz-Laguna et al. ( 1999) que, utilizando recortcb~ e~;Clrif~g,ió_n·~r~A;~t~r~ "cie pe;·A en 
- ·-- - -- -·---- '- ' -- • - - . ' -·- ---~~--·-_e .. -"°~:-_~:~'.'l~;i}'.'-;Ij~~-~1~~;~~--- -::="'---~~~= .é_--",~;''"--e'-_ --~- ~c~o.-. -o--

fusiones transcripcionales, demostraron que se reqllicre c(jl11C>~n1íffim0h~stá erresiduo '--81 
_. - ; . ·~-.:;- - .. -:-'.;_-:: !.,~-::- .! ~-~·/, .. ~·: - . <'·'· --·.·:·.' -·. -- _, ,' ' -~ ·-,.' 

.· ;:;:-:·:· 
·.:-: ,-: .. ;,·:--"· 

para la expresión de perA dependiente de PerA. ·. 

El estudio de EMSA realizado con varios fr~grÍ1enios (!~ l~ región promotora y 
' ., ;:, ,· ·. 

estructural de perA, nos indica que podría existir, también, unségundo sith:> de Interacción 

que estaría entre las posiciones +180 a +476. Queda como perspectlya .cl
0

rcalizar 

experimentos de protección a ONasa 1 en esta región, además de construii fusiones más 
. . . ; - ' :··, :~·- . !·· < ".' .- . ' : .. ". :::~ ·,_:}·_:,, ' 

extensas en 3' par~:~éflnir·si tiene algún papel en la modulación de la expr~s¡~11h::s poco 

probable qu~ bl°,sc~~ndo sitio en perA sea indispensable para la expresió_n d~Lg~r~/pucs los 
:·<·_ :~·.,;-:·_·:.-·. __ -· : . ' _._ ... -.<~.--·-.:_:·.~>::>J':\"~:~-.~_;_:~-.-t 

resultado~~~ rvÍ~rtÍ.11ez~Laguna et al.. ( 1999) indican que una fus.ió~-;tr/i:~·§6}ip_~ionatimsta 
.. · ; ,.. . ' > . .' ' . . . ' ' -. ., ~. :- '<~. - . -~ !" ,:'." ,. - .. . . 

+ 7 5 coniib11e_tci:d,osÚo~ el:ementos'. qµe. permiten·. su,_acti vacióíl y;f~g~'iri~i~IÍ·~~d~-P~r:,A.: Por 

:::::~r¡~¡1~iilf if li~t~i~~:{~!![~!liili~ít.E: 
,•·.;.. 

de otro sitio/d~;'pcgad·b~de':::r~·rk c1f/ierÁ podría estar eliminando la modulación riegátiva 

ejercida por GüdX. Au~qúc.'no se descarta que PcrA tenga funciones de modulador 

negativo. como ya se propuso para hfiJA. 
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En su conjunto, los datos de protección~DNasa 1 y[os retardos.de oligos en ambos 

promotores,. nos permiten .plaptear un .nu'ev(i ali.neamiento ele: las .regiones.de homología de 

los dos genes, con el fih de'encoh.Íra'r t.1a seC:~6~ciaºcoh~eil~o ele ~egado'pará esta proteína. 
-- . ··.· .-.· · ... ·,, - '"'" ., _ .. - .. - __ , . ·': 

Este aliúearfü~1Úó p3drf~ ~er de
0

la siguie~tc man~ra: 

*Alineamiento proplJesto porBustamante etal. ( 1998), complementada con datos de 

Martínez-Laguna elal; ( 1999). 

'-as 
bf:pA ., . 

-35 
. . . . 

GTl\CTGGGGGGGACGGAAATATATAAAAAAAAAAGAAAAAAAGATTATTTl'I TTTCTTGGTGCTTGCGTGTCT'M"l'T'l'llGT 
l . i 'ú:ri I. IIIIIIII±r I ÚÚ II IIIII I II I I 

CllCC'l'TGAAÁAATllTCAGTAAATTTTTllllAllAAAAf.GcATAllAAGTATTGATTTTTACllGAGTGGCAATAAAAAATCAATllGll'I' 1 ' .. ' ''' ' ' . ' ' ' -=35 -=ro 

-81 

perA 

**.Alineamiento propuesto en este trabajo: 
1 TESIS CQ~T 
llA~1t DE OHIGEN 

A 
cJiiiiAiiW,¡:Mj¡¡¡¡MAAGAWWA¡¡m,Ali 1i1 i i ICI ICGT~lEGTGTCTITTTTAGT 

1 I 111 1 U 11 
perA ~ 79,.,,,,,=,_,,,,""'=""-'--'-'-'-"""'=='GCATMAAGTA~~~TTTTTAc.AGAGTGGCAATAU 

Consenso r.A.AA-ATAT-A--AAA- --- -AA.AMA-A 

B 
b(pA PBS -83 GAAATATATAAAAAMAAAGAAAAAAAGA -55 

IIII 11 11 III IllllI 
brpA POS-Z ~a TTATGGlTICTAAMTCATGAATAAGAAATACGMAAAGGTCTGTCTITGATTGAA +93 

III I I I I llIII 
p~A PBS -75 GUAAATATCAGTAMTITTTAAAMAAA -4'7 

De acuerdo con el primer alineamiento, las regiones de pegado propuestas para 

l'crA en ambos genes comparten el 70.7 %. En el nuevo alineamiento se incluyen los sitios 

protegidos de la DNasa 1 y en un cuadro se indica la región de identidad entre las regiones 

que. de acuerdo al EMSA con óligonucleótidos, son requeridos para la interacción con 
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MBP-PerA. Así, la identidad en la región disininuyó al 51.2 % (panel A). Al alinear el 
. -· -- -- ,_ "' - --- --,-- - - .;_-, ·- . 

segundo sitio de unión de PerAen hffiA, se pueden resaltar algunos residuos que; dada su 
- _ __ ~,.=-,~- ;---::o=-'_-=---'-'-'--'-,_-~-,:.,=.;_,,~~.--: =-=o.-;,_:_,_=- ,,~,c·~---"""ci=-·_; __ --~."':o==-=-:=-,=.--·-,. __ ' .. -.=;=;~ -- .==-=_- -----. -o-~- 0-~--'-:¿,eo-00.-:0-!,;~_-_,_;;.~- -·=.=-~~s.,,;_~-=-:--=,:.~~-- ,-_'o-_-_o_ 

Ln asin~etrík' dé esi~ s~¿ü~~c¡i~; y los. dalos descrii()s '.ri'rit§ti'J:;~Í~Ye;'':~~&nt~n a que 

PerA podría interactuar e~formam~no!11érica con el D~A·:f1~~1~~,~~'fe~~fü1ie}I~echo de 
-~, .-.~--- ,ce· --"~-~~ ,,-'·.- ---. -- • - - --. -- • ·_ ... :_:-:'.---~-~-,;.:-;';~~.:~:;!0"-J;~¿~;;;~~:.~;~_~7.~~:~~:-_ ---

que el sitio de unión para PerA en ambos genes es sin1ilár:en larfía~~.'á'.Iordelinidos para 

otros miembros de la familia AraC, donde se ha visto qUe:I~hg·r~,i'.'u1~i~:e a secuencias de 40 
:· :· ._ ' - - - .;. e_,'···.·~:·;_:,,;::;;;;'.,,:;::.\'.·-.-)=-.:·.-:,.-.. . ~, . ' ' 

a 56 pb (Bourgerie et al. 1997; Tamai eta(; 2000:'GJ~¿ál6z~~éfbz et al. 1999; Munson y 

Scoll. 2001; Bhende y Egan, 2000). En los casos m~~ ~~iJJi:~d~s; se ha demostrado que los ,, 

miembros de la familia AraC/XylS. actúan como dímeros (Hendrickson y Schleif, 1985; 

Egan y Schleit: 1994). Sin embargo, las propiedades de.dimerización para losmiembros de 

la familia involucrados en.la regulación de factores de .virulencia no ha sido analizado en 
' - ' -· 

detalle, pentro ele ei;tos úffrinos, se ha propuesto que Rns, qúe también es un activador de 
;¿'.,'·_· 

genes paralá;biÓgéri~sl~d~~.p'úi irivolucrados en virúlencia,actúácomo monómero a pesar 
":' ::~>:·-:-,, .'.:;t:~.:' •'.''.~_·::.:~;:-~~¡_.;:_, -.:.~(:·. _,, f, .".·:. . -- :· . ' .. '" : ' -~··- . '; ·-··: >''"'· :.: . '. :" .-- . 

Kwon et al. 
(~-·;.'. :.;'':,-.: ;,'.,···: -~-' --- YY- ;·-·_: 

2000). º '}. '"''''.';;;y:> 

Para determÍhaui PerA es capaz:d~.it~f¡~j;~í~~f6~L6 thulÚrríeros. se utilizó un 
,. _-.; .. ,._ ;· .... ·-::; .. , .... ,.,. .. ·,•: ·-· ·i -

:.?.'.,_-:-.· . 

sistema basado en el extremo aminCJ tcir1ríÍila(~idJ¡:1~ ·próteí~a LexA para detectar 
- ,_ ··;: .- •-" '"" - ' 

;~- ·-, 

interacciones proteína-proteína inyiVó c:g..¡1(trc>\ia ~tal: 1998; Daines y Silver. 2000). El 

sistema tiene la ventaja de que. sé puedc:n. füsi.onar proteínas completas de las cuales se 

quiere probar su capaCidad para interactuar entre sí o con otras proteínas. Además. el 
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sistema fue validado con proteínas que se §abe tienen lacapacidad.dc int(!ractuar, como son 
' - - - ' '- ' ,. '. _, -_ ... - .:'··. . .·' - -.. : .. :' 

el regulador global. bacteriano• 1-1-'f'J.S;Ia énzlrn<!C::.A.f (~iof~n[~,!1i~J!i~etlljtf.fu1~f~ras!l) y la 
___ __ --,-_•-:..·-_O;-_ .o ·o=.-~.:_- -,-_o-_= -c·.-o -,-- o_·-;;,-o·,· ·c-7 . -" -'=-;--=o:o-~=-=:-=;---o-'o;;-°"-' ---,-;7--,-0---.,T•I;--:<;-~--=-- - ,:-.-"'"7-'-·-~co-:--.-.C;._,·-::-:;·r·-~--.-,-':r~,...c;-'.-., "•'\-;-'·--·~-;;-. ·-·--~- - -~- - --

; ._ :_ :- _ · ·,·-:" .. ):_.:_~_~>- :;_.:'t~:<\:.:>:··. j.:·-:_J;.-tc(~~,--·.i_:·.,:. ,;_ ._i·.~- ·:::-:'· __ _,-;-~-:· ... :~ · .. ·, ~/ ::--. :.: __ -:.:·->Y/ ._· 
proteína AraC, prototipo de la familia; Al pr{)barda' fusió1Í' LcxA~PcrA en· el ~is(cma, no se 

detectó i nteraceiÓn ( Fig. ·21 ). S6;n~~j·;t~~1~füe'rit~3·~1{J/dl··~1ft~;iJ;,· él ·v~l)~ra1tfa'.co.1 LS 

( Russcll .y Lupas •. l~26), el .. euªLpr~di.~~~~~i~9s e.str~tui:al~{tiªb"coi led~coil:~(b~bina) que 
-· ' - ,, . - .. ·, \,::: " . . - : .. · -_ - .. ~. -"' . - ·:· .· .-•_, - ' . - . . .,_ ., . . .. - . ' ' . -

utilidad de dlch~ pr~gr~t}1~',ic/.~~1~·dó ~~n·Ia seriu~nci~ ~e AraC, la cual poseeu:1a:;~~ión de 
:_ . .. ,. · . . f;,::: ,_. . :\'.'·-~,_ <.'. 1 ''": ,· ~ -, 

bobina en efe~tr~+ºr.·f;~f~~·?.e~*i~al '.~ c§ya in~portancia en la ciin;eri77~~%~ )m sido 

demostrad¡i y. c§m'f>r~lf~c:l.EÍ'~· por ritist~lo.grafta :(Hendr,ickson y s'chl~i f~)l ',)85; fo listos y 

. . .. . . . .. : .·; }\:'t:2. =,:~ ;;;):;§fr .::.; ;,:~{· ·•·••·•·.• . . é;°'; .. " 
Schlc1f, 1993;$01sscmet ab.l997);:. '.·'·" .;,-·,··· \ '·", : / ·; 

. Po' ~fro f;í~~~ii1ii1~;~~·~::;~. :,,~c~,¡~::~o\~~; :7'º~.~~~'° " v;o 
reforzado p6-i cJ!' Us0'1de' posibles\'d6h1ináritcs negativas dé; ¡>erki Esta estrategia ha sido 

t1sada' pre~iáJ1~J¡~f¡~~f~~~~~~~tr~~·iWfei,~6~i~~~~·6~;,0•¡;:}}~1f~~·~?~~{~J{1'.1a:f~n~iiia•··AraC, 
:::\~':;: - .. • ,·;,,. --~;·::,·'.' ."'.~ .. ~~'.'.:~~.·,:·;~\·,;".1·, ~\·-c.'.;',', 

tales como vírfoy ToxT (Poore et al: 2001; Porter y Dorrnai1,•2(H>,2;·Hulberty. Taylor, 
~'.'.~·~·-_. (.. . .. ~ . <~:-\-f)f\T:-:,~ ;{~ :<-:::. ~-.'-- .·. 

amino terminal, que sería el que contendría probablemente el domiriióc,lé~ifii~~izaciÓn.no 
- -'· - .. ' -· ;;:~ . - '. ~ 

. -· ,· ·¡-~¡-~;,'; ,(" 

interfería con la capacidad de la proteína silvestre de activar la fusión b.ÍiiÁá?iff; 
";;'.,:'.;": o--·-.o 

En su conjunto, estos resultados sugieren que PerA, comó se pfgpohe'.~rt~n Rns, está 

uniéndose a su sitio de pegado como monómero (Fig. 24), au~qJ~h~,isécl~s~~H~ que dos 
. ' : . .:-; ' .' . ~ . - ' . ; 

monómeros independientes interactúen con el DNA, o q_ue la il1tc'racción proteína-proteína 

sólo ocurra en presencia del sitio de unión; esto es, que la unión al DNA estabilice la 

interacción. Una vez unido al DNA, PerA posiblementC lleve a cabo interacciones con la 

RNA polimerasa (RNAP) para iniciar la transcripción. De acuerdo a resultados recientes 

(Martinez-Laguna et al. datos no publicados), es posible que IHF se una a la región de 
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DNA entre PerA y la RNAP en la región promotora de bfpA; mientras que para el caso de 

perA no parece ser necesario algún otro factor (Fig. 24). 

Rob 

1 5 10 15 :10 
* .. * • .,, 

5 ' TGACAGCACTGAATGTCAAAG 
3 ' C'fGTCG'¡GACTfACAG'¡TTC~ 

20' 15' 10' 5' 1' 
A Box B Box 

micF prometer 

-·----
' TESI~~ COJ\T 
LE!iiiI¿L)E: üfüGEN 

Mar A 

S'CCGATGCCACGTTTTGCTAAATCC 
3' CTACGGTGCAAAACGATTTAGGGG 

A Box B Box 

mar prometer 

Figura 23. Interacción de Rob y MarA con el DNA. El cristal de MarA demostró que cada uno de 

los dos dominios HTH se introducen a un surco mayor del DNA y ocasionan un doblamiento del 

mismo. Por otro lado, en el caso de Rob, sólo el HTHI está dentro del surco mayor del DNA y el 

HTH2 interacciona con el esqueleto de fosfatos. Tomado de Kwon et al. 2000. 

· .. ~:;. 'I'E~IS NO SAI.'l7 
DE LA Hif';!JCYf'-·,: :. 



80 

bfpA 

PerA IHF -35 -10 • •-;> 
<.. 

perA~~ 
PerA -35 -10 ¿? 

Figura 24. Posible modelo de activación de los genes h.fpA y perA por el activador transcripcional 

PerA. En el promotor del gen h.fpA PerA probablemente interacciona con el dominio carboxilo 

terminal de la subunidad <X de la RNAP. Además, IHF se unirla al segmento de DNA entre. el sitio 

de unión de PerA y la RNAP, favoreciendo la interacción entre ambas. En el proin~tor .d~ perA, 

PerA podría establecer contactos con las subunidades a y cr de la RNAP, ésto basadó en. ló.qll~ se 

ha observado para otros reguladores transcripcionales, incluidos los de la faniili~ AraÓXylS 

(Gallegos et al. 1997; Dhiman y Schleif, 2000; Ruiz et al. 2001; ). 

VII. Conclusiones. 
. .. 

En este trabajo se logró la purificación de PerA y se determinó su interacción .con 

los promotores en los genes bfpA yperA, definiendo el sitio mínimo de pegado paátambas 
1··~ ;... ·:·, .. 

regiones y una posible si!cúénéia éonsenso. También se demostró la existencia de un _._ ;-·:,- -

segundo sitio d~ un.jó~,en'qfpA localizado corriente abajo del promotor y dentro del/gen 

estructural. En elé~s~de b.fPA, el segundo sitio no es indispensable para la expresión del 

gen. pero parece modular negativamente la actividad de h.fpA. Además, se aportaron 

evidencias que sugieren que PerA no dimcriza, por lo que es muy probable que. un 

monómero actúe en los sitios de pegado. 



Bibliografía 

. . ·.; ·. 
Abul-Milh, M., Y. Wu, B. Lau, C.A'. Lingwood, and O;B. Fostcr'. 200 h lnduction of epithelial 

ccll dcath including apoptosis b-y entcropathogenic Escháichia c~li'cxpressing bundlc-
f'orming pili. lnfoct lmmun. 69:735.6:7364. .• ·. ~-' .. • ...... ~ •• ~.. ·• 

Alagón, A.C., and T.P. Ki~g.) 980.cÁctÍvatiÓn of polys~cch~rides ~úi1,'2-ilrii~~thi¿l~ne and its 
uses. Biochemistry 19;4341~4345· · · · ·.· .· ···· 1F : •··• >···· ... ··.· .. · .. ·· ······ 

81 

A ldridgc. P .. and K.T. Hughcs, 200 J. i~ow and ~h;i·a;r{~u~.s~:1tte;-s~Jec.ted for.typ~ 111 -
sccrction? Trends M icrobiol. 9: 209-214 

' ·''' 

Anantha, R.P .. K.O. Stone, and M.S. Oonnenberg. 1998. Role of BfpF, a member of thc (>il"f · 
family of putative nuclcotidc- binding proteins, in type IV pilus biogenesis and in intéractions 
bctwecn entcropathogcnic Escherichia co/i and host cclls. lnfect lmmun. 66: 122-131. 

Anantha, R.P., K.O. Stonc, and M.S. Oonnenberg. 2000. Effects of hfp mutations of functional 
entropathogenic Esclwrichia coli type IV pili. J. Bacteriol. 182: 2498-24506 

Baldini M.M., J.B. Kapcr, M.M. Levinc, D.C. Candy and H.W. Moon. 1983. Plasmid-mediated 
adhesion in enteropathogcnic Escherichia co/i. J. Pediatr. Gastroentcrol. Nutr. 2: 534-538 

Barnctt-Foster, O., O. Philpott, M. Abul-Milh, M. Hucsca, P.M. Shcrman, and C.A. Lingwood. 
1999. Phosphatidylethanolamine recognition promotcs enteropathogenic E. coli and 
entcrohemorrhagic E. coli host cell attachment. Microb Pathog. 27:289-301 

Baxtcr, M.A., T.F. Fahlen, R.L. Wilson, and B.O. Jones. 2003, HilE intcracts with HilO and 
negatively regulates hi/A transcription and expression of thc Salmone/la enterica serovar 
Typhimurium invasive phenotype. lnfect. lmmun. 71: 1295-1305 

Bhendc, P.M., and S.M. Egan. 2000. Genetic cvidcnce that transcription activation by RhaS 
involves specific amino acid contacts with sigma 70. J. Bacteriol. 182: 4959-4969 

Biebcr, O., S. W. Ramer, C. Y. Wu, W.J. Murray, T. Tobe, R. Fernandcz, and G.K, Schoolnik: 
1998. Type IV pili, transicnt bacteria! aggregates, and. virulence of eriteropathogellic 
Escherichia coli. Science 280: 2114-2118 · · · · · 

Blattncr, F.R., G. Plunkett 111, C.A .. Bloch¡ N.T.Pem!l,V;_Bürland, rvt, Rilcy,J. 90'1};dÓ~Vides, 
J.O. Glasner, C.K: Rode, et al. . 1997; The tqmpfete1ge'ilqmc,sequence;or B.vcHi!,1·/cJiia/c~,¡(i<..-
12. Scicncc277:1453-1462 "'.· •:'' \ ~:· .:·,·,.< +><? . ,,, .. ·e···· 

. ·' '·... ,.' •... ,,:,'.;?··~1.j~::".\~~':'._;~[/;fü". ,¡t;;;.:;;.· •\ ·;:: '''t ·.·'. '.! ••• •. ·. 
Bourgcrie, S.J., C.M. Michán; fVI.~. Thorna~,;.s,J:W;'Busbyi iiñ,c@;1:~1:lyqe",11Jn.iD.1'!A:.biridihg 

~~~. I~~ ~8~~~~~~g by thc MéÍ R tran~cri p(iCi~-~.Cíiy'a~\;~ ~f~~~'iJFr~~1r'·f ~~/1'ei·ÍE'11c/ coi i; Nucl. Ac. 
·."'<,'._ --,;>:·,:· _,; .. · 

Bustmnantc, V.1-1., E. Calva, and J.L.;Puérltc. 1998; Afialy~is ófci.~-acting elcmcíús rcquircd for. 
hfi1A cxprcssion in cntcropathogcnic E.~c/1él;i~·hia'coit::j; Bacforiol.~180: 3013-3016 - · 



Bustamantc, V.1-1., P.J. Sa.ntana, E. Calva; and J.L. Puente. 2001; Transcriptiorial regulation of 
typc 111 sccretion genes· in cnteropathogeriic -E; 'coli: Léí· antagonizes 1-1-NS"dépendent 

rcprcssion. Mol. Microbio(; 39: 664-678:_ . ,~.~ "··~: ,¿)zL:> ~ -~ ~~-- -~· 
Bustos. S.A., and R. Schleif. -1993; rUnctióirnl domain~ oÍtl1e':.\raCp~oteirÍ. ~roe~ Natl. Acad. 

Sci. USA 90: 5638~S642 . . · .'. ·•L · ''F -~~· . ... . ¿ /· . 

Büttncr, D., and u. Bonas. 2002.~orfot~~í~y· '._.~hi'•~;'pe 11i s~6r~i~oll;fr~ns.Jocon: ·.• Trcnd 
Microbio!. 10: 186~192' · • • ,; • , {_ :>·.; / .. (:'.• . \: ::< ·.· .·· 

cantare! 1 i, v. v.,· A: Takahash-i, 1,-vall!lgf h!lra:;,v:-ltke·cili;.K.:" finiira~ftfK.ócl~in~a: c.1: K:-01-10, v: · 
Sato, and T. Honda. 2001. Tal in, a hoStéell. proi6in,·fíitefactsrdii'cctl{wftt1~ffié"fransÍocated 
intimin receptor, Tir, of enteropathogeniC EsclierichiZz ~olí, an(is (es,iential for: p(!destal 
formation. Cell Microbio!. 3:745~75.1 · ·· · · ·· · -'~j': (~ • · 

Carey, J. 1988. Gel retárdation. at low pH;résolves ,,:P 
quantitative study. Proc. NaU. Aéad. Sci. USAS~} 975~979 . 

Carey, J .. 1991. Gel retardation; Meth. Enzymol: 208: 103.;117 
- ·,.. .. ··,_, . ,· "":··· 

repressor:""DNA COJ11plexes far ,,, 

Cell i, J., M. Olivier, arid [3.B. FiriJay.' 200 I '. Enteropathogenic Escl1er.lchia co/i mediales 
antiphagocytosis through ihe inhibition Of PI 3-kinase-dependent path\vays. EMBO J. 20: 1245-1258. . . . ··· ... · .. · ...... · .. ·. . .· . 

. :''/>' ,,,.. 

Crane, J. K.,.and J. S, oh, t997i,Activatiori ofhost cell protein kin.ase C by enteropathogenic 
Escherichia co/i; lnfecflnuním': 65:3277-3285 

. '. : : . ' ·. . . ~ 

Crane, J. K., B; P. M~N·a~ara, ll~d M. S. Donnenberg, 200I. Role of EspF in host cell death 
induced by enteropathogeriiéEscherichia coli. Cell Microbio!. 3: 197-211 

Cravioto A .• R.J. Gross; S.M: Scotland, and B. Rowe. 1979. An adhesive factor found in strains 
of Escherichia co/i belonging to the traditional infantile enteropathogenic serotypes. Curr. 
Microb. 3: 95-99 

Czerucka, D., S. Daban, B. Mograbi, B. Rossi, and P. Rampa!. 2001. lmplication of mitogen
activated protein kiriases in T84 cell responses to enteropathogenic Escherichia coli infection. 
lnfcct lmmun. 69:1298-1305. · 

Daines, D.A., and R.P. Silver. 2000. Evidence far multimerization of Neu proteins involved in 
polysialic acid. synthesis in Escherichia co/i K 1 using improved LexA-based vcctors. J. 
13acteriol. 182: 5267-5270 

Darwin, K. 1-1.; and V. L. Miller. 2001/Type 111 secretion chaperone-dependent regulation: 
activation of virulence genes by· SiéA and lnvP in Slllmonellll 1yphi11111ri11111. EM BO J. 
20: 1850-1862. . . 

Dcng, W .. 13. A. Vallance, Y. Li; J.L. Puente, and B.B. Pinlay. 2003. Citrohacter rode11ti11111 
translocated intimin receptor. (Tir) is an essential virulencc factor needed for actin 
condensation, intestinal colonization and colonic hyperplasia in mice. Mol. Microbio!. 48: 95-
115 

82 



DeVinney, R., J. L. Puente, A. Gauthier, D. Goosney, and B. B. Finlay. 2001. 
Enterohaernorrhagic and enteropathogenic Escherichia coli use a di fferent Tir-based 
mechanisrn for pedestal formation. Mol Microbio!. 41: 1445" 1458 

de Grado, M., C. M. Rosenberger, A. Gauthier, B. A. Vallance, and B. B. Fin lay. 200 l. 
Enteropathogenic Escherichia coli infection induces expression of the early growth response 
factor by activating rnitogen-activated protein kinase cascades in epithelial cells. lnfect 
1 mrnun. 69:6217-6224. 

Dhiman, A., and R. Schleif. 2000. Recognition of overlapping nucleotides by AraC and the 
sigma subunit of RNA polyrnerase. J. Bacteriol. 182: 5076-5081 

Dmitrova, M., G. Younes-Cauet, P. Oertel-Buchheit, D. Porte, M .. Schnarr, and M. Granger
Schnarr. 1998. A new LexA-based .genétic;systemfor:monitoring and·an~lizingprotein 
heterodimerization in Escherichia co/i. MoCGe.n. Óenel.'257: 205-212. · /. ·· :. · · • · · 

. \ '~ 

Edwards, R., and J.L. Puente. 1998 .. Fimbria! ~xpressiÓ'n in:erite~ic bacteria: a.crilical step in 
intestinal pathogenesis. Trends Microbiol. 6! 282-2.87 · · · · · · · · · 

:, - . ' ' .'.·-· . .:,.·. ···:_,- ..... _:<> -,::'_~.;:\ <,,··~, . . -
Egan; S.M., and R. Schleif~ 1994. DNA-dependent renaturation of an insolubl¡:- DNA,bÍndi~g 

protein. lderúification Óf RhaS bindiÍlg site at rhaBAD. J. Mol. Biol: 243: 87~98 ·· · ', / · ·· ·. 

Elliott, S.J., L.A. Wainwright, T.K: MacDAniel, B. MacNamara, L.C. Lai, M.S. 6on~e~berg, 
and J.B. Kaper. 1998. The complete sequence of the locus of enterocyte effacernerit (LEE), 
frorn enteropathogenic E. coli E2348/69. Mol. Microbio). 28: 1-4 

Elliott, S. J., E. O. Krejany, J. L. Mellies, R. M. Robins-Browne, C. Sasakawa, and J. B. Kaper. 
200 l. EspG, a novel typc 111 system-secreted protcin from enteropathogenic Esci1eriC:llia coli 
with similarities to VirA of Shige/la.flexneri. lnfect lmmun. 69:4027-4033 · 

Fancy D.A., and T. Kodadek 1999. Chcmistry for the analysis of protein-protein interactions: 
rapid and efficient cross-linking triggered by long wavelength light. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 96:6020-6024. . 

Farmcr 111, J.J., and M.T. Kelly. Enterobacteriaceae. En: Manual o[Clinical Microbiology 5th 
edition. 1991. Editores: Balows, A., W.J. Hausler Jr, K.L; Herrmarm; H.D. lsenberg, and H.J. 
Shadorny. American Society for Microbiology, Washington DC: 360::3g3 · 

Fawcctt, W.P:, and R.E. Wolf Jr. 1994. Purification .ofá H'aIE-SoxS fusion protein and 
idcnti fication of the contról siles of Escherichfá co/i,isuper~xidci~induciblc genes. Mol. 
Microbio(. 14: 669-679 •···· <I;}F .· ' 

Fernándcz, L.A., and J. Berenguer. 2000. Sccretion and llss~~·bl~·or'[eg~lar'surface ~t;ucturcs in 
Grarn-negativc bacteria. FEMS Microbio(. Rev. 24: ii-44 <é.• .. ",:> · / ·' · 

... , .. · 
Foubister, V., l. Rosenshine, and B.B. Finlay. 1994. Adia.rrheal pathogeii; e~t(!~oprithogcnic 

Eschericllia coli (EPEC) triggers a flux of inositol phosphates in irifécied epithclial cclls. J. 
Exp. Mcd. 179: 993-998 

83 



Frccman, N. L., D. V. Zurawski, P. Chowrashi, J. C. Ayoob, L. l-luang, B. Mittal, J. M. Sangcr, 
and J. W; Sanger. 2000. lntcraction of thc cnteropathogenic Escherichia co/i protcin, 
translocatcd · intimin receptor (Tir), with focal .adhesion proteins. Cell Motil Cytoskcleton. 
47:307-318. . . . . .. . .. . .. . .. 

Fricdberg, D., T. Umanski, y, Fang, and l. Rosenshine. 1999. l-lierarchy in the expression of the 
locus of cntcrocyte effaéement genes of enteropathogenic Escherichia cd/i. Mol MiCrobiol. 
34:941-952. 

Frischknecht, F., and M. Way, 2002. Surfing pathogens and the lessons lear~~d ;for actin · 
polymcrization. Trends CeUBiol. 11:30-38 

Gallegos, M.T., R. Schleif, A. Bairoch, K. Hofman, and J.L. Ramos. 1997. Tllé.;AraC/XylS 
family oftranscriptional regulators. Microbio!. Mol. Biol. Rev. 61: 393:410f; ·; > 

-- . - ' .,; . . '~- '~ .. , ... '"·". ~,,,,\. 

Girón J.A .. A.S.Y. Ho, and .. G:K. Schoolnik. 1991. An inducibfo;Bl;Gnci'l~-fo~iingpilíis of 
enteropathogenic Escherichia co/i. Science 254: 710-713 .... ;:;•·•t:·i' ~,:, .·•.·· 

Girón, J. A., A. G. Torre~, Ei Freer, and J. B. Kaper. 2oo'i: Th~ fl~~~d~i~f~~t~rcip~ttiokenic 
Escherichia coli mediate adherence to epithelial célls:~MÓI Microbioi!~'44:36i';379'. ;f . / . ' 

Gomez-Duarte, o.o., and .• J.B.•~ap~r ... 1,995.•· A,·pl~~;~j~~~~~]~r~;~~~'.~Ji~;~~Jr~~i~~:i~uvates 
chromosomal eaeA expression in .enteropathogcnic;Esciierichia. coli. lnféCf¡\:trrlin'un; 

1

63: 1767-
1776 .·.·· . .. .. c.< ;: io.i\ :·; '°·:'· '·7 < .... · •(:i ''L :··\ :.·· 

'.":. ;>·;._:>':'· '. ~· '.'" ;:,:~; ~}f ¡ ~~·· 

González-Pércz, M.M., J.L. ~am()s,, ryLT:G~l!egos, and .s. Marqµé~. 1~?9A{:,rJ,tjpaf•nu(:,L~~tides 
in the upstream regi?nof the)'(5'.1.~"q~·~ell,cietit'fOL nleta~cleavege pathway/Óp~r§n'!P,t~!J1ofor ás 
deduced from analys1s ofmutants;J. Blof: Chem. 274: 2286-2290 .~.. ;·' ';; ,:" 

Goosney, D. L., J. Celli, B; K~nÍly, ~nd B. B. Finlay. 1999. Enteropathógériic E.vc/1~rfC:J1ia ~o/i 
inhibits phagocytosis. lnfect lrrúnun. 67:490-495. 

Goosney, D. L., R. DeVinney, R. A. Pfuetzner, E. A. Frey, N. C. Strynadka, and B. B~ Finlay. 
2000. Enteropathogenic E. co/i translocated intimin receptór, Tir, interacts directly with 
alpha-actinin. Curr. Biol. 10:735-738. 

Goosncy, D. L., R. DeVinney, and B. B. Finlay. 2001. Recruitment of cytoskeletal and 
signaling proteins to enteropathogenic and enterohemorrhagic Escherichia coli pedestals. 
lnfect lmmun. 69:3315-3322. 

Griffith, K.L., and R.E. Wolf. 2001. Systematic mutagenesis ofthe DNA binding sites for SoxS 
in thc Esc:herichia co/i zwf and fpr promoters:identifying nucleotides rcquiered fro DNA 
binding and transcription activation. Mol. Microbio!. 40: 1141-1154 

Cfrucnhcid, S., R. DeVinney, F. Bladt, D. Goosney, S. Gelkop, O. D. Gisli,T,.•Pawson; B; B. 
Fin lay. 200 l. Enteropathogenic E. co/i Tir binds Nck to initiate actin pcdéstal.forii1aíimi in host 
cl!lls. Nut. Ccll Biol. 3: 856-859 . . , · <: ; < · ... · .. · 

l lcndrickson, W., and R. Schleif. 1985. A dimcr of Araé.prcíti·i,;1 ~o'riia~i~ thrcc adjuccnt major 
groovc rcgions ofthe ara/ DNA site. Proc. N.atl. Acad: Sci.U.SA82:·3 l 29~3 l 33 

84 



llicks. S., G. Frankel, J, B. Kaper, G. Dougan, and A. D. Phillips. 1998. Role ofintimin and 
hundlc-fon1iing pili in enteropathogenic E.~chericllia c:oli adhcsion to pediÍüric intestirial tissüc 
in vitro.· lnf'ect lmmun. 66: 1570-1578 

Hobbs, M .. and J,S. Mattick. 1993. Common components in the ass~mbly of type 4fimbriac, 
DNA transf'er system, filamentous phage and protein secrction apparatus: a general s)'stem for 
thc formntion ofsurface-associated protein complexes. Mol. MicrobioL ÜI: 233~243 · . 

Hovcy, A.K., and D. W. Frank. 1995. Analyses of the DNA-binding and transcriptional 
activation properties of ExsA, the transcriptional activator of the !'séudo111om/.\'.aerugi11osa 
exoenzyme S regulon. J. Bacteriol. 177: 4427-4436 

Hulbert, R. R., and R. K. Taylor. 2002. Mechanism of ToxT-Dependenl Transcriptional 
Activation at the Vibrio clw/erae tcpA Promoter. J. Bacteriol. 184:5533-5544 

lde, T., S. Laarmann, L. Grcune, H. Schillers, H. Oberleithner, and M. A; Schmidt. 
2001.Characterization of translocation pores inserted in to plasma membranes :.by t)'pe 111-
sccreted Esp proteins of enteropathogenic Escherichia coli. Ccll Microbio(. 3:669-679.; 

Jarvis, K. G., J. A. Giron, A. E. Jcrse, T. K. McDanicl, M. S. Donnenberg, andii'(I3.Kaper. 
1995. Enteropathogenic Escherichia coli contains a putative type UI sécr;iióh(system 
necessary for the export of proteins involved in attaching and effacing lesiori forinrilión. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 92:7996-8000. 

Kaldalu, N .• U. Toots, V. de Lorenzo, and M. Ustav. 2000. Functional d~mains ofthe TOL 
plasmid transcription factor XylS. J. Bacteri.ol: 182: 11 18-1126 

Kalman D. Weiner OD. Goosney DL, ,Sedat:?w.iFi11lay, BB, Ah,o,A, Bishop JM. 1999. 
Entcropathogenic E. coli acts through WASP.ari.d Arp2/3 complex to form actin pedcstals. Nat. 
Ccll Biol. 1 :389-691. u···. •'.; >·".:, 

Kenny. B., A. Abe, M. Stein; and RB: ~Ú11ky?t997a. Enter.ópatliogenic E. coli protein sccretion 
is induced in response to conditions'~iílilfar;ío.tifoscin.tlie gastrointestinal tract. lnfect. lmmun. 
65: 2606-2612 .. ,,. ·>::·:,:'·':•':'l''···''··!i:·.'; .. ·;'···. ···. : .·•· ,· , , 

;.,:,·. ,,·., 

Kcnny, 13., R. DeVianney, M. Stei~, t:f/~~inscheid~ E.A. 'Frey, and B.B. Finlay. l 997b. 
Entcropathogenic E. coli (EPEC)transférs·its'receptor for·intit11iite adherencc into mammalian 
cclls. Ccll 91: 5 1 1-520 · · · · . 

Kcnny, B. 1999. Phosphorylation of tyrosine 4 74 of the cnteropathogenic Escherichia c:oli 
(EPEC) Tir receptor molccule is esséntial for actin nucleating activity ancl is preceded by 
additional host modi fications. Mol Microbio!. 31: 1229-1241. 

Kcnny, B .. and M. Jcpson. 2000. Targeting of an cntcropathogcriic B'.1·c:heric:hia c:oli (EPEC) 
cffcctor protcin to host mitochondria. Ccll Microbio!. 2:579-590. . 

Kcnny, B. 200 l. Thc cnterohaemorrhagic Escheric:hia c:o/i (scrotype 0157:1-17) Tir moleculc is 
not J"unctionally interchangcablc for its cnteropathogcnic E. c:oli (scrotypc O 127:1-16) 
homologue. Ccll Microbio!. 3:499-51 O. 

85 



Kcnny. B .• and J. Warawa. 200 J, EntcropathogcnicEscherichiacoli (EPEC) Tir receptor 
molcculc docs not undergo full modification when h1troduced into host ccl.ls by EPEC-
indcpcndent mcchanisms. lnfcct lmmun. 69_::c~¿~tl153~·:_c' y:_J,._: .... _ · _____ _ 

Kcnny, B. 2002. Enteropathogcnic Escherichia C()Ji (EPEC) ::' it Í:rafty subvérsivc littlc bug. 
Microbiology. 148:1967-1978. · · -

Kenny, B., S. Ellis. A. D. Leard, J. Warawa, 1-1. ~~llor, rind ¡y,.1. Jepson: 2002.-Co~ordinate 
rcgulation of distinct host ccll signalling pathways by multifunctional entcropathogenic 
Esc:heric:hia co/i cffector molccules. Mol Microbio!. 44: 1095-1107. · · -~ ~-~· 

Knutton. S., J. Adu-Bobie, C. Bain, A.D. Phillips, G. Dougan, and G. FrankeJ.:199.7. Down 
regulation of intimin expression during attaching and cffacing cnteropathogenié' Es¿•heric:/1ia 
c:o/i adhesion. lnfect. lmmun. 65: 1644-1652 · 

Knutton, S., l. Rosenshine, M.J. Pallen, l. Nissan, B.C. Neves, C. Bain, C. •Wolff, G. Dougan, 
and G. Frankel. 1998. A novel EspA associated surface organelle, of enteropathogenic 
E.l'C:heric:hia c:o/i involved in protcin translocation into epithelial cells .. EMBO J. 17: 2166-
2176 

Knutton, S., R. K. Shaw, R. P. Anantha, M. S. Donnenbcrg. and A. A. Zorgani. 1999. Thc typc 
IV bundle-forming pilus of enteropathogenic Escherichia coli undcrgoes dramatic alterations 
in structure associated with bacteria! adherence, aggrcgation and dispersa!. Mol Microbio!. 
33:499-509. 

Khursigara. C., M. Abul-Milh, B. Lau, J. A. Giron, C. A. Lingwood, and D. E. Foster. 2001. 
Enteropathogenic Escherichia coli virulence factor bundle-forming pilus has a binding 
speciticity for phosphatidyÍethanolamine. lnfect lmmun. 69:6573-6579 · 

Kwon, H. J .• M. 1·1. Bennik/B'. Demple, and. T. Ellenbcrger. 2000. Crystal structure of the 
Escheric:hiac:o/i Rob transcription fa'ctór in complex with DNA. Nat Struct Biol. 7:424-430. 

-· . -. ~-' - ---~ - '·. :,·_ ,:. -~ - ' ·, _: >· - - ... ,. -- .... --' : . -

Lane, D .. P. Prentki, and M/Ó1~ndle'r. i_992(u~e of,gel retardatiori to analyze protein-nucleic 
acid interactions. Microbiol!Revs: 56: 509:,-5~8!''- · ··· · · 

Lcvinc, MM. 1987. Escherichia i:iJ/i that c~use diarrl1cit: enterotoxigellic, cntcrcipathogenic, 
cntcroinvasivc, enterohemorrhagic alld eriteroadherént. J. lnfect. Dis. 155: 377-389 

Lornmcl S, S. Bencsch, K. Rottner, T. Franz, J. Wehland, and R. Kuhn. 2001. Actin pedestal 
li.mnation by cnteropathogenic Esctierichia coli and intracellular motility of Shigel/ci .flexneri 
are abolishcd in N-WASP-dcfectivc cells. EMBO Rep. 2:850-857. 

McNamara, B. P., A. Koutsouris, C. B. O'Connell, J. P. Nougayrede, M. S. Donnenberg; and G. 
Hccht. 2001. Translocated EspF protein from enteropathogcnic Escherichia c:oli disrupts host 
intestinal bnrricr function. J Clin lnvcst. 107:621-629 

Martíncz-Laguna, Y., E. Calva, and J.L. Puente. 1999. Autoactivation and envir_omcntal 
rcgulation of h.fpT expression. the gene coding for thc transcriptional activator of'. l~f'pA in 
cntcropathogcnic l!~1·cheric:hia eoli. Mol. Microbio!. 33: 153-166 

86 



Mayer. M.P .. 1995. A new set of useful cloning and expression vectors derived from 
pBlueScript. Gene 163: 41-46 · . . · 

Mellies; J. l .• S.J. Elliot. v. Sperandio; M~S. Donl'lenberg:-and~J:B;~l<aper~t 99,9.'The;Per regulan 
of cntcropathogenic Escherichiu coli: .. identificaiion.;óf a··regúla'tory.cascad~.·.und a•·novcl 
transcriptional activator, the locus of enterocyteicfraéci1ien'Í; (LEE)"encoded'..regúlator (Ler). 
Mol. Microbio!. 33: 296-306 ··· · ''"'' ., ::' •;'~?'''X·~;"?; ;: · ·. '•'' ···.· _:;.··>'\~¡' ,\. · 

Munson. G.P .. and J.R. Scott. 1999. Binding ~iie";~~~~~iil'rin by R'ris; a virul&ri~e'~~gi¡lator.in'thc 
AraC family. J. Bacteria!. 181: 2110-it 1·7,~:.t~~~,;.o:\~~'.~i;;;;;.::'+c~;;;',~.·'.,'~;~.~*"''~t.; ~:~L •.. 

Munson, G.P .. and J.R. Scott. 2000. ~n's/l!;v,i~t1i~aie,regMa1<ÍF·\\'Íi~t~i11~:Ar,¡~·flln1i!y •. r~quires' 
binding siles upstream and downstream;of its own i)romoter to~func.ÍiÓn as~ati''áctiyafor. Mol. 
Microbio!. 36: 1391-1402 · :'' ~.;;· .. ::·v:;~, .,. · ;;,,, • ·•'.• :~;~ ¡<; .:··: .. ; :~·tfl.\.:,_.• :, · '·. 

~·' _._,_" ;<;~-: ' ' ".'·( 

Munson, G.P .. L.G. Holcomb,.andJ,~.';sé
0

d1it;:io0,'1•; :~ó~~Fg;riüp}onVir~·¡gn~~(alitiv~(or~ within 
the AraC family that are not restriéied'to.'upstream;bindingsiies. lnfecti lmrnun. 69: 186-193, · 

,, .,.. ''-•' ;l.:::,1,;::-;~ }'<":·:,··; .. :-, :·.-. ..:~. ·.·:·:;\~ :.;(.;<-.~··:;:,;:::~~:,~,·~·•"Y::,~-:·· .. ,,. '.; 
Nata ro, J.P .. and J.B. Kap~r. 1998. Óiar~heagenicE.rd/ie;idi11iiicbú::ciirl ,¡~i~~b!Jiol Rev. 11: 

142-201 .• ' ·.• .. ' ,, ' ' ' : ;, :·~;{)0_?.!l.' i~;i('•¡• \"'.),:'.•(; ... •·: ' ' ' 
;''.'.<- -1<>·__ -~·!_;,' ... ,- 1·.;:· 

Oropeza,R .. C.L. Sampieri, J.L. Puente, E. Calva. 1999, Neg#t'.tv~;·i~~fp~~iti~~)~~uJatiC>~C>Fthe 
11011-osmoregulated ompS I porin gene in Salmonél/a typhi: 'á)1(,vef'~egulatory inechanism. that 
involves OmpR. Mol.Microbiol. 32: 243-252. ·...... ) ¡;;> ;<'.J , ' · . 

Pedraza-Alva, G., Merida L.B., Burakoff S.J., and ~.· ~C>s~;nstein. 1996. CD43-~pecific 
nctivation of T cells induces association of CD43·:to :Fyni•kinase. J. Biol Chem. 271 :27564.: 
27568 ' <::' : .. , ' ' 

Plano, G.V .. J.B. Day, and F. Ferracci. 2001{sf~~~·.i11 export: new uses for an old p~th....,ll,Y• ·. 
Mol. Microbiol. 40: 294-293 

Poorc, C.A., C. Coker, J.D. Dattelbaum, and H.L.T. Mobley. 2001. ldentiffcation of the. 
domains or UreR, an AraC-like transcriptional regulator of the urease gene clus.ter il1Prote11s 
mirnhilis. J. Bacteriol. 183: 4526-4535 

Portcr, M.E .. and C.J. Dorman. 2002. In vivo DNA-binding and oligomerization properties of 
the Shigella .flexneri AraC-like transcriptional regulator VirF as identified by. random and site
specific mutagenesis. J Bacteria! 184:531-539 

Puente. J.L .. D. Bieber, S.W. Ramer, W. Murray, and G .. K. Schoolnik. 1996. The bundle• 
forming pilus of cnteropathogenic Escherichia coli: t~anscriptional regulation by enviromental 
signals. Mol. M icrobiol. 20: 87-100 · 

Puente. J.L. and B.B. Finlay. 200 l. Pathogenic Esc:heric:hia co/i. In: Principies of bacteria! 
pathogenesis. E. A. Groisman, editor. Acaden1ii:. t?ress, pp 717-743. 

Ramcr. S. W .. D. Bieber, and G.K'. School~ik'. 1996. Bf~pB, an outer mcmbrane lipoprotein 
rcquicrcd ti.ir thc biogenesis óf bui1dle-forming pil 1 in enteropathogenic Escherichi11 co/i. J 
Bactcriol. 178: 6555-6563. 

87 



Ramer, S. W., G.K. Schoolnik, C. Y. Wu, J, Hwang, S.A. Schmidt, and D; .Bieber. 2002. Thc 
type IV pilus asscmbly complex: biogenic interactions among the bulldl~-forming pilus proteins 
of entcropathogenic Escherichia coli. J Bacteriol. 184:3457-3j.~5=- .. ··. · · 

Roder, K., and M. Schwcizer. 200 l. Running-buffer coniposition influences DNA-prritci11 and 
protein-protein complexes detected by electrophoretiC mobiHty.~.shift assny (EMSA). 
Biotcchnol. Appl. Biochem. 33: 209-214 · ·. ·· · · ' · · · ·. · 

Rosenshinc l. , S. Ruschkowski, M. Stein, D.J. Reinscheid, S.D. Milis, and BJf Fihlay. 1996. A 
pathogenic bncterium triggers epithelial signals to form a functional b'aéteria·reccptor that 
mediales actin pseudopod formation. EMBO J. 15: 26 l 3;.262624 · · · ' · 

Rhee, S., R.O. Martin, J.J. Rosner, and D.R. Davies. 1998. A novel DNA-'bindingmotif in 
MarA:the first structure for an AraC family transcriptional activator. Pr~c~;:¡,:¡"~tl:'A'éad>Sci. 
USA95: 10413-10418 >·•; 

Ruiz, R, J.L. Ramos, and S.E. Ega~ 200l;drlteractions of the XylS regi'.1Jih;sLththe C
terminal domain of the RNA polyníeras,e alpha subunit intluence the cxpres~ion' 1ci.\ici' from the 
cognatc Pm promoter. FEBS Lett~9!J.2Q7~~)1 > ' , (. 

~ :.·.\ .·. . ., 

Russell, and A. Lupas. 1996. Prddfoli~n~nd ~~alysis of coiled-coil
0

strµ~tJr~~:(~J;h·:· Eriz)'~ol. 
266: s 13-525. ' 

Sambrook, J.E., and D. W. Rlisell. 2000. Molecular Cloning: a Labo:r~iory Manual;3rd edn. ed. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press., Cold Spring Harbor, NY. 

Santana, M.A., G. Pedraza-Alva, N. Olivares-Zavaleta, V. Madrid-Marina, V. Horejsi, S.J. 
Burakoff, and Y. Rosenstein. 2000. CD43-mediated signals induce DNA binding activity of 
AP-1, NF-AT, and NFKB transcription factors in human T lymphocytes. J. Biol. Chem. 275: 
3 1460-3 1468 

Savkovic, S. D., A. Koutsouris, and G. Hecht. 1996; Attachment of a noninvasive cnteric 
pathogen, enteropathogenic Escherichia · coli, to cultured human intestinal cpithelial 
monolayers induces transmigration ofneutrophils, lnfeét lmmun. 64:4480-4487. 

Savkovic, S. D.,.A. Koutsouris, anciG. Hecht .. ·l9~7,,A,cti~atibn of NF-kappaBin intestinal 
epithelial cells by cnteropathogenic Escheriéhia colfAm J PliysioL 273: 1 160-1167. .. 

Schreiber, W., K.D. Stone, M.A. Strong, L.J. DeToallá, l'vL Hoppert, and M.S. Donncnberg. 
2002. BfpU, a soluble protein essential for type IV .piltis biogenesis in enteropathogenic 
Escherichia coli. Microbiology 148: 2507-2518 

Sekiya, K., M. Ohishi, T. Ogino, K. Tamano, C. Sasakawa, and A. Abe. 2001. Supermolecular 
structure of thc enteropathogenic Escherichia coli type 111 secretion system and its dircct 
intcraction with thc EspA-sheath- like structurc. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 98: 11638-11643. 

Scrvin, A. 2002. Cell injuries by Afa/Dr diffuscly adhering Esclwrichia coli in intestinal cclls, 
an EPEC-likc cffect by a non-EPEC E. coli. 3•d lntcrnational EPEC symposium. Abstract S6.5. 

Shaw, R. K., S. Daniell, F. Ebel, G. Frankcl, and S. Knutton. 2001. EspA filament-mediatcd 
protcin translocation into red blood cclls. Ccll Microbio!. 3:213-22. 

88 



Shi, W., and H. Sun. 2002. Type IV pilus-dependent motility and its possible role in bacteria) 
pathogcnesis. lnfcct. lmmun. 70: 1-4 

Shin, S .. M.P. Castane-Cornet, J. W. Foster, J.A. Crawford, C. Brinkley, and J.B. Kaper. 200 l. 
An activator of glutamate decarboxylase genes regulates exprcssion of enteropathogenic 
E.w.:heric:hia coli: virulence genes through control of the plasmid-encoded regulator, Pcr. Mol. 
Microbio!. Mol Microbio!. 41:1133-1150. 

Sohcl, l., J.L. Puente, W.J. Murray, J. Voupio-Varkila, G.K; Schoolnik. 1993. Cloning and 
characterization of the bundle-forming pilin gene of enteropathogenic Escherichia c:oli: ancl 
its distribution in Salmone//a serotypes. Mol. Microbio). 7: 5679-5678. 

Sohcl, l., J.L. Puente, S.W. Ramer, D. Bieber, C.Y •. Wu, and'G.K, Schoolnik; 1996. 
Entcropathogenic Escherichia coli: identification ofagene clustér coding for bundJC~forming 
pilus morphogenesis. J Bacteriol. 178:2613-2628 .. · · · ·· · · ·· · ··· · · · ·· · · · · 

~ ::~- . ~ _._-, ::~>,:. . i ·t 
("" 

Soisson, S.M:, B. Mac-Dougall-Shackleton, R. Schleif, ~hc('c~7,wk,1be~~'e'~YI997. Structural 
basis for ligand-regulated oligomerization of AraC. Science276: 4~1i~2.5"c · ·· ···· ·. ·· 

Sosa-Macias, M.G. 1999. Regulación transcripcional y tra~ucci~nal: del locus b,/PTVW de 
Esc:herichia coli enteropatógena (EPEC). Tesis de maestr{a. . 

Sperandio, V., J.L. Mellies, R.M. Delahay, G. Frankel, J.A. Cráwford, W· Nguyen, aridJ.B. 
Kaper. 2000. Activation of enteropathogenic Escherichia coli. (EPEC) LE_E2 and LEE3 
operons by Ler. Mol Microbio!. 38:781-793. · · · ' 

Sperandio, V., C. C. Li, and J.B. Kaper. 2002. Quorum-:sensing:Escheiichia d<ili r'egulator. A: .a 
regulator of the LysR family involved in the regulatión or the)oclls of ~iÍté'rociyfo cffacement 
pathogenicity island in enterohemorrhagic E. coli. Jnfect Iinmiih:-10:3o85-"J09i · · 

'· ' . . • - ~- - ' -,,;· - ' :e ..• . •·. - ' -

~ -- ·-

Stone, K.D., H.Z. Zhang, L.K. Carlson, and M.S.· Donne11berg.: I 99§. A clllster of[ourteen 
genes from enteropathogenic Escherichia coli is sufficient for thé bÍogenesis of a type 1 V 
pilus. Mol Mforobiol. 20:325-337. · 

Tamai, E .. T.A. Belyaeva, S.J. W. Busby, and T. Tsuchiya. 2000. Mutations that increase the 
activity of the prometer of the Escherichia coli melibiose operon improve the binding of 
MelR, a transcriptional activator triggered by melibiose. J. Biol. Chem. 275: 17508-17063 

Tato, C.M. and C.A. Hunter. 2002. Host-pathogen interactions: subversion and utilization of the 
NF-kappa B pathway during infection. lnfcct. Immun. 70: 331 1-3317 

Taylor, K. A., P. W. Luther, and M. S. Donnenberg. 1999. Exprcssion of the Espl3 protein of 
enteropathogenic Escherichia coli within HeLa cells affects stress fibers and cellular 
morphology. Infect lmmun. 67:120-125. 

Tobc, T .• G.K. Schoolnik, l. Sohel, V.H. 13ustamente, and J.L. Puente; 1996. Cloning and 
caractcrization of ~fiiTVW, genes required for thc transcription activaíion of h.fiiA in 
cntcropathogcnic lúc:heric:hia c:oli. Mol. Microbiol.21: 963-969 

89 



Tobe, T., l. Tatsuno, E. Katayama, C.V. Wu, G.K. Schoolnik, and C. Sasakawa. J 999a. A novel 
chromosomal Jocus of enteropathogenic Escherichia C<Jli (EPEC\-which encades a /~fi1 T
regulated chaperone-like protein, TreA, involved in miérocolony formation by EPEC. Mol. 
Microbiol.33:741-752 - ,~----.;,,~-- · 

Tobe, T., T. Hayashi, C.G. Han, G. K. Schoolnik, ,E .. ()htsúbo, and C. Sasakawa. l 999b. 
Complete DNA sequence and structural analysis ·ofJhe; eriteropathogenic Escherié:hia coli 
adherence factor plasmid. lnfect lmmun. 67:5455~5462 · - "' · · ' 

To be, T., and C. Sasakawa. 2001. Role of bundle-formJng pilus'.C>r1.:'11teropathogenic Escherichia 
col i in host cell adherence and in microcolony develor>rl11.:11t; Cell_ fYHcrobioL 3; 579-585. 

r ,- ~ r' 

Tobias, J. W., T.E. Shrader, G. Rocap, and A. Varsha~sky:'1'~9'.2?fi11e·~~rulé in bacteria. Science 
254: 1374-1377 -:'-'- :\ ):} -,,, ' ~; 

Tomoyasu, T., A. Mogk, H. Langen, P. Goloubinorri'a~d ~f.fo~RiüiÚ200'1 :_CJeH~Úé.'dis~~ction of 
the roles of chaperones and proteases in prciléiriJoldilí'fi(áriét}!egraéÍaiicl'l'I in"íHe'EsCliericliia 

T·~~~;;:;;;~, .~~:;:~~;~:;~:~~;, ti~E~1iwi~~,íi1~~~~l~t1i¡i~~~i"t~1~;:~~:: 
act1vator of the Eschenchw co/i glutam1c·ac1d,decarboxylase.system~U-'Bacterioli 184:2603-
2613. - . - -'./' ,;, .,,. ·:,;:,:,:X - - " -·--· ::_> •. - .:;: ---

.-,." .. /~,· - .·:,:~:~;,'.,, .. '" .. _:,'._" __ ;,_.,; .. ··.·l 

Tu, X., l. Nisan, c. Yona, E. Ha11ski;;ánd!,1~:2~ris~rishjrie!;2903. ps~·H, a';riew cyt¿skelcton
modulating effector of enterohémo~ragi~ á'nd::énteropathogéllfo Éscherlciiiél é(iti. Mol. 
Microbio!. 47: 595-606 -- .,_ ' ;_,_- <: ;.· ) : 

Vuopio-Varkila, J., and G. K~-Sc~oofnik.<i991.,tocalized Üdherence by ~-~teropathogenic· 
Escherichia coli is an inducible' phenotype; assé>cia~éd with the expression Óf new. outer 
membrane proteins. J Exp Med. 174: 1167~ 1177 · 

Warawa, J., B.B. Finlay, and B. Kenny. 1999. Type 111 secretion-dependent hcmolytic activity 
ofenteropathogenic Escherichia co/i. lnfeet. lmmun. 67: 5538-5540 ·· · · 

. -·. -·· -

Warawa, J., and B. Kenny. 200 J. Phosphoserine moditication of the e11t~fop~thogenic 
Escheric:hia coli Tir molecule is required to trigger conformational chariges iri :rfr and 
crticient pedestal elongation. Mol. Microbio). 42: 1269-1280 -

Zhang, 1-1.Z., S. Lory, and M.S. Donnenberg. 1994. A plasmid encodcd prepilin peptidasc gene 
from entcropathogcnic Escherichia co/i. J. Bacteriol. 176: 6885-6891 · · · -

Zhang. H.Z., and M.S. Donnenberg. 1996. DsbA is requircd for stability of thc type IV pilin of 
cntcropathogenic Escherichia coli. Mol. Microbio). 21; 787-797 

90 



91 

ANEXOS 

APENDICE 1 



Fa• 

1 rich4/]b·Jbac/jb-jbac/jb0903/jb1278d02g l lahendrj 1 S=7 1 3/13/03 1 7:02 1 Art: 1 1 

JOURNAL OF BAC'IBRIOLDOY, Mey 2003, p. 000 
0021-9193,1)3/$08.00+0 001: 10.1128/JB.185.9.000-000.2003 1 TESIS C~~'. Vol. 185, No. 9 

[ FALLü DE ORIGEN 
Identification of the DNA Binding Sites of PerA, 

the Transcriptional Activator of the bfp and per Operons 
in Enteropathogenic Escherichia coli 
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The bundlc-fonnlng pllus (HFP) Is an Importan! virulence faclor for cnlcropalbogenlc Escñerlchla coll 
(EPEC), Genes lnvolvcd In lis blogencals mod regulallon uc llghlly rcgulalcd by PcrA (HfpT), a mcmbcr or lhe 
AraC/XylS famlly or lranscripllonal rcgulalors. The alm of Ibis work was lo purlfY PerA and dclcnnlnc lis 
assoclalion wllh b/pA and perA. (bfrT) rcgulaloiy rcglons by elcclropborclk moblllly sblft and DNase 1 
foolprinling asoays. PerA was purilled as a mallose·blnding proleln (MHP) fuslon, wblch was capablc of 
complemenllng bfpA. expresslon and wblcb was able lo resl<lre lhe localizcd adbcrence pbenolypc of an EPEC 
perA. mutan! 1lraln. Upslrcam of bfpA. and perA., MHP-PerA recognlzcd wllh similar allnlly asymmclric 
nucleolldc sequen«• In whlcb a 29-bp-long AT·ricb conscnsus molifwas ldenliftcd, These DNA mollfs abare 
6S% ldenlily and werc previously 1bown, by delellon analysls, w be lnvolvcd In lbe PcrA-dependenl expression 
or bolh genes. lnlercslingly, In f"!TA., Ibis mour apan• lbc sequencc bdween posllions -7S and -47, approx
lmalely onc hellx lurn Up•lrcam or lhe -JS promoler nquence, whlle In bfpA., 11 1p11ns lhe ••qneuce bclween 
posillons -83 and -SS, approxlmalely lwo bellx lurns upslream from lbe promoler. An addllional PerA 
blndlng •lle .... ldenlifted al lh• s• end o(~i~.~jftlctüni~ cene, wbicb .... nol rcqulred for lis aclivalloo. 
Experlmenls wllb LexA-PerA l'uslons ·~~;@aiit:J'.erAacta u a monomer lo aclivale lhe lranscrlplion of 
bolh perA and bfpA., In conlrasl lo wbal hU;tiiiew'dciCüm·ealed. l'Or olber members of Ibis l'amlly of transcrlp· 
tional regulators. ~t~:~E~~~)~~~'..:::·~:~> :; · ~ '.'·: 

: . ~:~:i k$ ~;;~<. 
Entcropathogcnic Escherichla col/ (EPEC) sira· . .. _,¡);'o.'. tiie L$ (9, 24), as well as 1ba1 of trcA, a gene encoded wilhin 

jor cause of acote and persisten! diarrbea in child~1~d 14· ,. ' tbO. loCÍ1s Cor improving microcolony formalion (LIM) (50). 
leading. caus~ of infant dealh .in developin~ ~ou~!fl.'9[(28.,,~<-.:-~.rA.·.,espression has al"'.' been sho~n to be modulate.d posi
EPEC tofcct1ons are charactenzed by IWo disttoCIJ!~hC,OÓ•''"··· tively'by a quorum-scnstog mecbanism (44) and nega1tvely by 
types: localized adhercncc (LA) and formation of ~~hlílg·"•.~,_,~•an ac1iva1or of glutamale descarboxylase genes, undcr 
and;e~~cinglesions (NE) (!l,53). ~e LAphenoty¡¡J..~.R~Si .. ,,fflei~t'.~ndilions (41). The esscntial role of PerA in EPEC 
1be 1mt1al adbcrcncc of EPEC to thc totestlnal brush1í0ilit)]al)t,Wpatb0gcnesis was established in a s1udy with volun1eers in 
a nonintimatc fashion, forming discrctc microcolonics on lhe which a perA mu1ant strain showed significantly rcduccd viru-
surface of epilhclial cells. Tuis phenotype is mcdiatcd by the lence (3). 
bundlc-forming pilus (BFP), a Ion~ Oexible fil~en~ •.hal forms The nucleotide sequencc alignment of the b/pA and perA 
sur.Cace organcll~s _(bun~les) tbat toterconnecl tod1V1d~al bac- rcgulatory rcgions rcvcalcd significan! idcntity in a 40-bp·long 
tena ~o crcat~ tnd1mcns1onal clustcrs. Thc genes rcqmrcd f~r AT-rich lracl segment localcd upstrcam from tbc pulativc pro· 
lhc bmgcncs1s ~f lbc BFP are ~ncodcd by the EAF plasmtd motcrs, wbich was prcviously shown by dclclion analysis 10 be 
( 42, 45, 48), whilc lhose rc~po.nstblc Cor thc NE phcnotype are nccessary Cor thc PerA-dcpcndcnt aclivation of both promot· 
chromoson:ially cncodcd with1~ thc locos f?r cntcrocytc cff~~e- ers (5, 23). However, lhc precise binding sitc had not bcen 
mcnt (LEE) (10). 1be exprcsston of BFP ts undcr lhc.postttvc dcfined, mainly due 10 thc difficullics in purifying PerA 
co~t'?I of Per'.'- (also known as BfpT), an AraC/Xy~S-hke tr~n- PcrA contains IWo putative helix·tum-helix (lm1) motifs at 
scnptional acuvator encodcd by lhc per op:ron, "'.hich contams thc C-tcrminal domain and is more rcla1cd to those members 
thc geni;sperA,perB, andp~rC (l 4, 49). ~press.mn ~flhe bfp of the AraC family 1hat regulatc virulencc factors (13). Rns, 
operon is modulatcd by cnvironmcntal and physi.ological cucs, the transcriptional regulator of exprcssion of CSl and CS2 pili 
such as tcmperaturc, the prcsencc of ammontum, and the . . . . • . . 
growth mcdium (35). PcrA also autorcgulatcs its cxprcssion in to entcrotox1g~ntc E. col~, and Tox1, a tr~nsci:iptton~I regulator 
a positive manncr (23) and has been involvcd in the rcgulation of cholera toxto and 1oxm-co.regulatcd p1lus to l'!bno cho~erae, 
of fer, a positive rcgulator of genes cncoded within and outside are two of lhe bcst-charactenzed mcmbers of this subfam1ly of 

virulcncc rcgulators (19, 27, 55). Rns has becn shown to rcc

• CorrcsponJing nulhor. Mailing oddres.s: Molecular Microbiology 
Dcpnrtmcnt, Instituto de Biotemok>gfa. UNAM, Avenida Univcrsidud 
2001, Col. Chnmilpa, Cucrnawca. Morelos 62210, Mcxico. Phonc: 
(52)(777) 329t621. Fax: (52)(m) 3138673. E-mail: pucnte@iht.unam 
.mx. 

ognizc two DNA binding sitcs upstream of thc transcriplion 
start sitc of thc coa opcron and thrcc sequcncc motifs--0nc 
upstrcam and two downstream of thc ms transcriptional start 
site (27). lt has also bcen shown that Rns can actívate thc 
cognatc promotcrs of other AraC-like protcins, such as VirF, 
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Slrain1 or plasmid 

Slrains E2348/69 
E2348/69 
p<rA::Km 
JPNIS 
MC4100 
BL21/pLys21 
KY2263 
KY2266 
BB239S 
SUIOI 

TABLE l. Strains and plasmids uscd in this study 

Rclevanl charactcriada 

Wild-type EPEC 0127:H26, Nal' 
E2348/69 with a nonpolar inscrlional mutalion in pcrA 

EAF plasmid-curcd dcrivativc of E2348/69, Nol' 
F- oraD/39 (orgF-loc)U/69 rpsL 150 r<IA/ jlb85301 d•oCl ptsF25 rl>cR 
F- ompT (Ion) hsdS0 (r8 m8 ) gol dcm (XDEJ) 
MC4100 c/pPX-lon::Cm 
MC4100 clpPX:-lon::Cm lu/VU::Tc 
MC4100 lon/46::min1Tnl0 Te' 
E. col/ JL 1434 laA7/::Tn5 (Del) su!A211 4 (/oc/POzyA)l69/P /ocl" /ocZMIS::Tn9 

(op•top') 

J. BACll!lllOL 

Soun:c or reícrcncc 

J. B. Kapcr 
Unpublisbcd rcsults 

J. B. Kapcr 
Laboratoiy strain 
lnvitrogcn 
SI 
SI 
SI 
8 

AQ1 F SU202 E. col/ JL 1434 laA7/::Tn5 (Del) su!A211 4 (loc/POzyA)J69/P /oc/'l/acZMIS::Tn9 
(op' /op408) 

8 

Plasmids 
AQ:G pCST pACYCl84 dcrivativc corrying perA (bfpD 

Vector for constructins MBP fusions 
pMolC2xa dcrivativc c1prcssing MBP-PerA 

23 
AQ: 11 pMalC2xa Ncw England Biolabs 

Tbiswork 

TI 

pMALT2 
pKK232-8 
pCAT201 

pCAT201 + 27 

pRS660 
pM/66()PuA 
pMl660PcrA 
pRS6S8CAT 
pRS6S8HNS 
pMA660AroC 

pBRJ22 dcrivative containing a promotcrless cal sene 
pKK232-8 dcrivotivc rontaining thc b/pA-cat tronscriplionol fusion from nucleotidcs 

-201 to +76 
pKK232·8 dcrivativc rontaining lhc bfpA-cot transcriptional fusion from nuclcotidcs 

-201 lo +27 
Vector cncoding lhc LclA DBD scqucncc uscd Cor homodimcrizalion studies. Te', orlV 
pRS660 d•rlvod"" carry~ IN la:A 0 ,.,,·pcrA Cusion 
pRS660 dcrivativc cariying thc laA 000-perA Cusion 
pRS660 dcrivalivc carry!"g lhc h'.t.4rífi&<'.ot,~Yi'~'.:"' 
pRS660 dcrrvatrvc carrymg lhc la,Aliii~·~'..(,i'.,;<'( 
pRS660 dcrivative carrying tbc 1ái4~9·tuílól!'~<:\'.\ 

Pbormacia Biolcch 
s 
Unpublishcd rcsults 

7 
Tbiswork 
This work 
7 
Unpublishcd rcsults 
This work 

~f1~&~~! ~it'. 
FapR, AggR, and CfaR, which, in tum, can re place •. c;~f: ~~ blolav lttbalqueo. J?J".A manipulation1w~r~ perfomicd accordins 
aclivalion of the coo and ms promotcrs. Howcvcr, . ' fW~ 1.K,!~ pro1ocol1 (38), Ra1na1on and DNA-mod1fying enzymco were ob· 
inlcrchangcablc with l'crA (25). •:;~ ·:o' .;/S'.X' ••1"!f,fi<¡m Roche,. Nc:w ~gland Bi.ol•ba, or Gibco ~RL 1nd uscd according 10 

. , ·.~~~.:;- ··,· .;,.;·~.t~~~C1urer'11na:truct1ona. Radiolabclcd nudeotidea 0a-"PJdCTP al 3,000 
. Thc DNA ~cqucn~s bound by AraC-hkc prole1~~~yol~:y, .. ,5l.~Clf;:::'l were purchued lrorn Ammham Corp. Oligonuckotidu werc pur
m thc rcgulat1on of v1rulcncc factors havc beco ch~l!#.d' · ·i:IJá!ii<l:fran Bi0Syn1hem1 or providcd by the OUgonucleotide Syn1bcoia Facili1y 
for only fcw mcmbcrs of thc subfamily, such as Ros (2l¡J¡ VJ.tF,,,,,. ...... ~de Dio1ccnologia, UNAM, Cucrnavaea, Melico. Tbe IC<jUencco o! ali 
of Yerslnla spp. (54), UrcR ( 47), ToxT (5S), and, mo~~~¡,ly, ....... oli_8~~1;.i.. nol reponed here ar~ availahle upon rcquca. PCR1 ~ere pcr· 
JlilC and llilD (31). lbc two llTII motifs 81 the e t~usot•(::;;',;'.~;f!i,volurn .. o! 100 or so. iJ wilh Taq Gold pol¡meruc (Perkm-Elm~r) 

. . . ; .:·u.~f1.!1ag to lhe maaufadurcr'• mstructmn1. DoubJe-11trandcd DNA 1equencmg 
thesc protcms secm to malee contact Wtlh two ad¡accnt ma¡or 0 ¡ che plasmids generaicd in ibis work Wll& earricd aul by ihe dideOl)'-cbain 
groove regio ns along onc facc of thc DNA helix (26, 36). 1ennina1ion procedurc wi1h a Thenno Scquenasc cycle IC<jUCncing kit according 
Howcvcr, it is still nol clcar wbcthcr thcsc protcins act as 10 the manufacturer'• iruitructiona (Arneraha.m, lnc.) 
monomcrs or dimcrs. Eqw'u•IDll ••d p•rtftcaUoa ol MRP·PcrA. Ezprcsaion and purification oí the 

Considcring thc im ortanl role of l'crA in EPEC aJho en· ~&lloae-bindin~ prolein (MDP)-PerA. l111ion w~re conduacd u deoaibcd pre-
. , , P . > P . g VJoualy (26). Bncfty, lhc PerA crprcuion pla1rmd pMAL-T2 waa corwtructed by 

csrs, m Jhts work, wc havc dctcmuncd thc 1 crA·bmdmg SC· amplifying lhe p<rA sene lrom placnid pCST wilh Taq Gold polymeme and 
qucncc of bfpA and perA by analyzing protcin-DNA intcrac· doncd in trame a1 the 3' end o! che ma/E sene in pMALC2,.. (Ncw England 
tions and thus havc proposcd a conscnsus molif. An additional Biolabo) by umng 1be Bamlll and Psrl &i1co. S1rain DL211pLya71ran&fomicd wilh 
binding scqucncc was idcntificd within Jhc bfpA sJructural pMAL-T2 wu grown in UI medium wi1h 0.2% glueoac and 100 1'8 of ampicillin 

h . h t • d " b•rnA t' ¡' I dd't' pcr mi at ~fo an agitated water batb. The c.prcuion o( MDP-PcrA waa 
gene, W 1~ was no . reqUlrc. ~or 'JJ~•. ac lVB ton. n 8 • 1 ton, induccd by •ddition of i.aprop)i-fl·D-lhiogaladopyuno.idc (IPTG) to 0.3 mM 
the analysL"i of protcm-protcm rntcracuons gencrated evadcncc when tbe culture reacbed an aptical denaity al 600 nm (ODdOQ) oí o.s ta 0.1. and 
that PcrA acts as a monomcr to activatc thc lranscription of then tbe cuhure wu incuba1ed Cor anolbcr 3 h. Thc badcrial cella were collccted 
thc bfpA and thc perA promoters. by cenlrifugation at •-c. and 1he pellcl wu wuhed anee witb ice-cold column 

bu!er (JO mM Tril-llCI (pH 7.4), 200 mM Nact, 1 mM EDTA, JO mM ~-mer· 

MATERIALS ANO METIIODS 

Raclutal Nraln1, plaamlda. aad &rowdi coadllloaa. The llnins and plaamida 
u1ed in thi111udy are liated in Table l. Ovcrnishl cullurea wcre gr<M'n al 37-C in 
Luria-Bcrtani (UJ) broth medium (38). Dulb«co'• modificd Eaglc'• mediwn 
(DMEM) containing 0.45% (wt/\'ol) glucoac and L·glulamine (584 mg/1i1er). 
w11hout JOdium pyruvatc (Giben LiCe Technologiea), and aupplemenled with 
pyridou.1 (4 µ.g!ml), wu uaed Cor growth at 37"C. When neceuary, antibiacica 
wcre added at lhe following conccntrationa: ampicillin, 100 µ.gtml; kanamycin, 30 
µglml; gentamicin, S µ.glml; tetracydinc, IS µ.glml; chloramphenicol, 30 µ.g/ml; 
and aucptomycin, 100 µ.glml. 

caploctbanol.) and conccntratcd 100-Cold with the nme buffer. Cella were aoni
caled al 4•c by five ~. pu!ae. with 30-a rcatfo9 cycle1. Crude cxtracl wu 
oblaincd by cenlrifugation al 14,000 x g Cor 30 nún al 4•c. 

MBP-PcrA wu bound toan amylosc column equilibrated with column buffer 
al room temper11ure and eluled with the ume buft'er aupptemcnled with 10 mM 
maltoac. Thc conccntralion of lhe purified pralein waa detennincd by thc 
method o( D:radCord and analyzed by aodium dodccyt sulfate-pnlyacrylamide gel 
decirophore.a:ia (SDS-PAGE) (10% polyacrytamidc). 

Anllbodlu. Rabbit polydonal an1ibodie. againsl a l)'nlhclic pcp1idc (PcrA· 
COOll) wilh the 11Cquencc Nll1-GCKKYNGVYSífQG11..P.COOJI. oorrc· 
spontling to lhc 1111 IS amino acida o( thc carboxy tenninua o( PcrA (poaitions 
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260 10 274) plua a gtycinc and l')'SCcine lhat wcrc added al 1he N-lcrmini lo 
improvc lhc crosa-linldng reaction, werc produced aa folJOWJ. Pcptide PcrA
COOll wa1 coupled to bovine aerum albumin (HSA) by Wiulfidc crou-linking 
with SPDP (N-cucclnimidyl 3-(2-piridyldilhlof propionate] (Piercc), as dc.cribed 
by Alag6n and K.ing (1). New Zcaland rahbit1 wcre immunizcd weeldy with 200 
µ.g or thc BSA-pcptide cm1plcx. After 13 weeks, the rabbit1 wcre bled, and thc 
litera of antibody 1pecific íor lhe peplidc wcrc de1ennined by en.zyme-linkcd 
immunosorbcnl aaay (EUSA). Western blot analysi• demonltrated thal the 
anlipeptide anribodics were able lo apecifically recogni1.e che ful! PerA protcin. 
Anti-MUP and anli-1....exA antibodie• werc purchascd. fram New England DMlllaba 
and Jnvitrogcn, reapectivcly. Anli-HrpA 11n1ihodie1were kindly pmvided by Jorge 
Gir6n. 

Adhcrcnce Huy. Adherencc 11uays were performed 111 dc.cribcd previouaJy 
(35). Dricfly, bacteria were grown avemight in Ul medium al 37-C wilh agilation. 
Thc nex1 day, 5 mi oí írcah DMEM supplemenled with 1% LB mcJium waa 
inoculated wi1h a l/SO dilulion oí lhe Ul medium ovemight and incubaled at 
3TC for 2 to 3 h (to 11n ODdOO oí apprcuimately 0.6 lo 0.8). Cell monol11yet1 oí 
Hcla cella, grown in DMEM on glaas coverslip1 in a 24-well microplale (COiiar), 
werc iníected wilh 100 µJ oíthc bacterial culture and incubated at 37•c on a S% 
C01 atmosphere Cor 3 h. Unallached bacteria were removed by bcing w11hed 
threc time.a wich pho.phate-bu!ercd aaline (PBS) 110!u1ion. fixed with cold melh-
11nol, st11incd wilh Giemaa, obscrved under an nptical microscope (Nikon). 11nd 
phocographed. 

Wulern bloUln1- Overnighl bacteria! cullurca in l.JJ medium were 1Ubcul
tured into DMEM and incubated in ao agilaled water balh al 3TC 10 anA600 oí 

PerA BINDING SITES 

reacliona performed with lhe primer cnrrcsponding to the S' end oí lhe fc>0I· 
prinling (ra¡meal1 wcre indudcd 11 a:izc markers. 

Conllrudloa of 1lle IAU·PcrA fa.lora for proceln·prolirln later•dloa •u•y1. 
The LeaA-b11ed genclic ¡yslem uled here lo monitor proCein-proCein inlcr11c
tion1 in an E. roli background wa1 dcscribed prcvious!y (71 8). The PerA gene was 
PCR 1mplified witb primera T·ll2-!90F and T·Kpl·R by using Taq Gold paly· 
merase wilh placnid pCSf (rabie 1) u a templale. The reculting íragmcnt was 
dnned in-frarne u a Bgfll-Kpnl fragment into the Le~ DNA binding dcwnain 
(DDD)<oding .cquence in pSR660, gencrating plasmid pMJ(J6().PerA. Plasmids 
pSR658-llNS (V. H. Bw:1am11n1e el al., unpublished rellllla), pSR6S8-CAT (7), 
and pMIMO-AraC (fable 1) W('fe wed as polilive controla. Theae plasmids 
respeclively enrode l..cxA0 no fusion proteiru In 11-NS. 11n oligomcric nuclenid
auocialed procein involvcd in bolh transcription regulalion and DNA ccwnpac
lion (S2); to chlorampbenicol acclyltran1feraac (CAT). a homolrimeric enT.)mc 
(7); and lo AuC. a dimeric 1ranacriptinn.al regulator involved in arabinose 
catabolism that reprcacnla lhe prolotypc proCcin oíthc AraC f11mily (13, 17, 43) 
llteac pl111mid1 wcrc inlroduccd into E. coli SUIOI, whicb waa uaed as lhe 
repnrler aira in to monilor the ability oí the hybrid proeei111 to form íunctional 
l..cxA080 dirnera. wilh the capacity to repreaa the expreu:ion of a chromoeomal 
11dA::JoeZ (uaion (8). Strain1 wcre grown avernighl in UJ medium plUI 15 µ.g oí 
letracycline per mJ 11 3TC and aubcultured the ncxt day fo UJ mediurn supple
menl('d with 1 mM IPTG. Sample1were cotlec1ed at 00600' of 0.6. 0.8, J.0, and 
1.2 and used Cor f!·galacimiduc aaayt u dc.cribed beíore (32). 

CAT •uay. The CAT 111&11y wa1 perfonned u prcvioualy deacribcd (6, 3S). 

RESULTS 
1.0. One millilicer oí cach baderial 1uspen&ion Wlll pclJOlcd and rcaispendcd in 
Laemmli buffer. Samplea were boiled, suhjeC1cd 10 SDS-PAGE (10% polyacryl
amide), and 1ran1íerred lo 0.22-µm-pnre-lizc nilrocellulose membranca (Amer
aham, United K..ingdom). Mernbranct were blocked with 5% nonfat milk and Purification of PerA.. Wc havc prcviously shown that cxpres
incubated with 1n1i.BlpA, 1nti-PerA, 1nti·LcxA, or 1nti·MBP antibodieo.•Mem· · , sioa .of·both bfpA and perA rcquircs the PerA protein and a 
branc:a were washed with Tr¡..bu[ered Hline (JllS)-llOS?óTwccn 20;1"U.iú~O: · · ··40-bp..lóng AT-rich motif thal is localed upstream of lhcir 
atained with 1 1:10,000 dilution al horocrodi1b peroxidaoc..:onjug11Cdjjo1I iullJ...: respective promoters (5, 23). To prcciscly define thc PcrA 
rabbit antibody (Diomeda), 11nd dnieloped wilh Chemig!CM che.mil~~ . ~~in.-g sites in thc bfpA and perA promolers, PcrA was fu.liied 
re.agenta according to l~e m~nufaC1urer (Al~ha Innotech). ~and1 ~,~~·.:·, ., ., 
w11h 1n Alph•·lm•ger nn1¡png l)'llem. Native polyaciylam1de gel• ...,,_,Ul.,. · ,. ·: tá 1bC MBP to facilitalc its purilication, by cloning thc perA 
ferrcd in 11 aemidry electrophoreais unit (Dio-Rad) to 0.22-~-p~er gCOC~'üito pMALC2xa, gcncrating pMAL-T2 (scc Matcrials 
nilrocelluloac membranea 1ccording to 1he m11nu!Acturcr'1 instructlóU~iudjlro- and Mcthods). lbis stratcgy has bccn uscd succcssfully for the 
maed ,. deocribcd ibave. ·'.<.<. \' .. · · purlftcation of other AraC-likc protcins, such as Rns and 

EMSAa. EJectrophoretic mobility ah.iít au.ays (l~MSAa) were cüjied,but'.N ¡· 
lol!OWL rcR.amplified DNA fragmenta were incubated in bindi~1iQie(~·(lj. ,. .~· .ovolv.ed in the rcgulation of ~irule~ce ~etermin.ants in 
mM HEPES [pll7.9[,40mM Ka,3mM Mga,.1 mM di1hiochrei1!>1.W'.ntO.F ·· · lll~.f.~!lctena (IB, 26~. U pon IP'~G mductton m E. colt 13L21/ 
mM EDTA, 5% ¡¡lyceral) with di~erent conccntrotiono ol MBP·P;i~)/a •~MI ... ,,,p~p. the protem was punlied throughout an amylose 
volume of 20 to 25 µJ at room tempcra1urc íor 20min. Sample.wcr•~ded oalo rcsin1.column and two bands werc obscrvcd in thc cluted 
o.2sx Tn .. borote-EDTA (JllE)-l.5% •garoac ~r na•iv.e 6% •c'.>1•~~~d :. :fr&éíiom (Fig'. IA). A=rding lo its apparent molecular mass, 
rua al 120 V al rocxn 1emperature. Gelawere 1ta1ned WJlh elWd1um bTnrnJdc 1nd ·· ···· · • 
viauaLized wilh In Npha-imager uv 1rar11illuminalor (Nph1 Innotocb). lhe lirs~ band, or. appro.x1mately 71 kDa, corresponded to lhc 

Oouble .. tnndcd oligonucleotide ahif\ a1nys were performcd .. prc:vioualy full fusmn protc1n, wh1lc thc second, of ca. 51 kDa, corre· 
ducribcd (39). Brielly. too ng of each primer wu s• end l1bcled witb ¡..,."PI sponded to a truncated product thal contains MBP and a 
dAll' and .n polynuclcotide ki?11e (Am~r>ham). The runo •.moun•. ol •.h• pon ion of the N-terminus domain of PerA. Thc integrity of thc 
corre•pondm~ _complemenlary ohgonudeo11dc ~ª' annealed to 111 radimciive MBP·PcrA fusion protcin in thc first band was corroborated by 
partner by bo1hng them togetber and alCM'ly coolmg to room lcmperature. Dou· • . . . • • 
blc-i<randed molccul"" were purified with Centricon filtm (Mj(Lipore), and Western ~lot analys1s w1th .rabb1t polyclonal ~nt1bod1cs dt· 
raclioadive counll were dclennined with 11 Deckman coultcr counter. EMSAa rccted agamst thc last 15 res1dues of thc C·termmal scqucncc 
were carried out 11 deacribcd abave, exccpl that 1amplea were loaded onto a 6% of PerA {Fig. 1 B). Tucse antibodics only rccognizcd the uppcr 
n.a~ive polyacrytamide gel and run. a1 roan lempcr~ture with TGE bufcr (SO mM band, indicnting that thc cntire PcrA scqucnce is cxprcsscd at 
1n .. 11a lpll 8.5J, 384 nM ¡¡lycine, 2 mM EDlA) ll 3()() V (37). Gel• were thc e terminus of thc MBP. In contras!, the short band corrc-
vacuum dncd and exposcd m a PhOl!lphorunager and/or eiposed to X·ray filma. d d d . f h f · h' h 

DNHe 1 proCedlon .... 1• DNaae 1 proeection aasaya W'efe done u dC*:ribed spo~ e to a trunca.te vcrsm~ o _t e us1on, w te was ~ rc~-
in rclerencea 26 and 32. PCR lragmenll a1nying reoidue1 -201 to + 26 ol bfpA ogmzed only by ant1-MBP anttbodtcs (data not shown). ThL• 
and -155 to -+ 81 oí ptrA were up labeled nn the 5' end or 1he boctom ltrand. product was also gencratcd in othcr E. coli strains, including 
~bout .100,000 cpm º.r the probca ,waa pr~incuba1cd at r~ tempcra1ure with EPEC and E. coli strains canying mutations in majar protcases 
mcrc.asmg concentra~ions oí h-ffil -PerA in the aame. b1~din_g butrer uaed íor such as Lon and OpP (5 ¡ ). and in thc prcscncc of thrcc 
EMSAa. Afler 20 min, DNaae 1 (0.003 U) (Roche) tn d1lu11on buffer (8 mM . . , , , . . 
Tria·llC.1 [pl t 7.91, 40 mM MgSO., 4 mM e.a~ 40 mM Ka, 2 mM Em·A [pl 1 protem tnl11b1tor.; d~nng lhc. pu~1fica11on. proccss (data n?t 
8.o¡. 24% glyccrnl) waa added 10 1he mixture, which waa incuba1ed al room shown). Whether thLo; proccssmg IS an arttfact duc to protcm 
tempcrature for 2 min. 1ñe reaction wu quenched by adding 300 µJ or stop ovcrexprcssion or to posttranscriptional cvcnts that control 
1nfutinn (570 mM ammn?i~m acetar.e, 8cn'c ('lhannl, 50 ~8 o( carrier tRNA ~er PcrA lcvcls in thc cell is undcr invcstigation. 
mi). llte DNA -~~· preopilaled, dncd, and ~apcndcd 1n 8 µJ º~ stop/1onding Clcavagc with protcao;c factor Xa generatcd two bando;: onc 
buffer (45 mM 1 na-horate lpll 8.0J, 1 mM EDTA, 80% fonnam1de). Samplea . 

1 
• 

were dcnalurcd at 85·C for 5 min 11nd reaolvcd hy elec1ropboresi1 through an H% corrcspondtng to MBI and thc othcr corrcspondtng to PcrA, 
polyacrylamide acquencing gel. Gel1 were vacuwn dried and elf'oacd lo X-ray ao; testcd by Western blotting with anti-MBP and anti·PcrA 
filma or virualir.cd wi1h a Phophorlrnager (Molecular Dynamica). Scquencing antibodies (data not shown). 1 [owevcr, thc band corresponding 
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A kDa D E2348/69 

110· 
71· MBP-PerA 
43· * 
27· 

18· 

15· 

B 1 2 3 :~ 
-1.-MBP·PerA >'!"' ·:~ 

~ .•. e . . ' +-
1 2 3 "' ,.. ~~BfpA E2348169 pBrA::km E2348/69 perA::km I 

pMALT2 
FJG. l. Purificnlion and chnraclerizalion of lhe MBP-PerA fusioo. (A) PAGE of samples corresponding Jo dilferent s1eps of lhc purillcation 

process. Lanes: l. IPTG-induced cells; 2. crude extmct alter sonication and centrifugation: end 3, amyl06C column·purified protcin. (B) Detection 
of MBP-PerA fusion by Weslern blolling with anti·PerA polycloMI anlibodies. Lenes: I, ooninduced cells: 2, crude extrae! of IPTG-induced cells 
alter sonicalion and centrifugution; J, omylose column-purillcd prOICW. (C) Complementation of an EPEC E2348/69 p<rA::Km mutan! wilh 
plosmid pMALT2 encoding MBP-PerA Showo are Westcnl blotting rcsults witb &nti.BfpA anJibodies. Lenes: 1, EPEC E2348/69; 2, JPNl5; J, 
p<rA::Km: 4,p<rA::Km/pMALT2. (D) LA nssoy on lleLa C!'Us:·· 

10 PerA was highly insoluble and unstable upen p~il¿ii~· , : Míi~~ing of PerA blndlng siles. In arder 10 delimil !he PerA 
Previous auemp!S lo purify PerA by olher s1ra1egie~ i.~~fyn-::~~~ bffii:14ig: molif on !he bfpA regulaiory region, EMSAs were 
successful, mainly due 10 its high insolubilily, a cha:í:~eÍ'islic · .. : pcriomicd wilh overlapping 200-bp-long PCR fragmen!S thal 
sharcd by 01her AraC-like prolcins (13). lbe purified.MBP· spaa llp61ream and downsiream bfpA sequcncc from posilions 
PerA prolein was soluble and slablc upen siorage al ·~20ºC. -374. to +262 wilh respccl lo !he 1ranscriplion slart poinl (Fig. 

l11e abilily of !he recombinan! MnP-PerA proi«i#í;íó !\<ir· 
recily aclivale bfpA exprcssion was 1es1cd in EPE(;~i;t~ '" .:·. 
E2348/69 perA::Km, a slrain lacking a funclional ~11,SC!l.e . . A 
(Table 1 ). Firsl, !he expression of nfpA, 1he siructur~t!X)mpo' · --~x-.· 
nen! of BFI'. was 1es1ed by Wesiem blolling wilh extracls of 
EPEC slrains E2348/69 w1, E2348/69 perA::Km, JPNl5 (a 
slrain lacking the EAF plasmid), and E2348/69 perA::Km/ 
pMAl.r T2. As shown in Fig. 1 C, plasmid pMAlf T2 was ablc 10 
complemenl !he perA mulanl for cxpression of BfpA. More
ovcr, an adhercnce assay on 1 lep-2 ce lis demonslraled !ha! 
MBP-J>erA was also able 10 reslorc !he l.A phenoiype in !he 
perA mulanl slrain (Fig. ID). 

Furtherrnore, !he DNA binding ac1ivi1y of !he purilied MBP
PerA was evalua1ed by EMSA (Fig. 2) wilh PCR producis 
containing lhe bfpA (posilions -214 lo -15) and perA (posi-
lions -155 lo +21) upslrearn rcgions 1ha1 wcre previously 
shown lo be esscnlial for !he PerA-dependenl activalion of 
bolh genes (5, 23). In bolh cases, DNA-prolein cornplexes 
wcre forrned al MBP-PcrA concentralions of 4.3 µg (3 µM), 
indicaling 1ha1 !he purilied prolein also mainiained i!S DNA 
binding ac1ivi1y in vilro (Fig. 2). In addi1ion, Weslem blol 
analysis of 1he shifled product• wi1h anii-J>erA an1ibodies dem
onslralcd lhal MBP-J>erA was bound lo !he fragmcnl. ·1nesc 
complcxes werc further shiflcd when anli-J>erA anlibodies 
wcrc includcd in !he binding reaciion (dala nol shown). ·1besc 
rcsulis demonslraled !ha! MBP-PerA is funciional and is ap
proprialc for furihcr in vilro siudics. 

..-........... MBP-f'MA 
2 3 4 5 6 7 

· · --· .+MBP.PerA/bfpA 

~~C:·----- DNAcomplex 

B 
---·····MBP·PerA 
2 3 4 5 6 7 

... +MBP-PerA/perA 
DNAcomplox 

~:·-----· 
FlG. 2. Binding of MBP-PcrA lo bfpA and p<rA. EMSAs with a 

bfpA frogmenl from positions -214 Jo -15 (A) und a p<rA frugmenl 
from posilions -155 to + 21 (B) were cnrried out wi1h O, 0.11, 0.21, 
0.43, 0.87, 2.16, nnd 43 µg (O, 74 nM, 148 nM, 298 nM, 596 nM. 1.5 
µM, und 3 µM, respectively) of purilied MBP·PerA (lunes 1 10 7). 
Sumplcs were resotved in 2.5% agar<lSe gels, stained with ethidium 
hromide, und photogmphed with on Alpha lmoger. 

··--· ·---·-·-·--------, 
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......... __ _ --·-· 
B 74 -3 -200 

2 n••·•N +ee**'S ••• -33'1 

3 E!! f &ti 

4 
5 

6 

-
... 

+100 

btpA 

PerA BINDING SITES 

+200 

NA-proteln 
complexes 

+620 

711111••··---·-··-414 lo •106 
8 -::::::t::::::~-14 to +149 9 . -34 lo +11111 

1111iimmllllll•!mlmB<m:¡¡¡¡;;:=¡¡¡ +1 to +201 

12 S! Pír·•iM'S'N*G*PQWDi +C1 to +252 

FIG. J. Mapping of lhc PcrA binding sile on the bfpA reihlJltocy. reg!Ó'n ~ EMSA (A) Overlupping 200.br-long PCR fragmenls lhal span the 
bfpA upslreom and downstream promotor region from posi!)oril i~7:f.&o.'.'{'26;~re'Íncubated wilh ( +) or without ( - ) 2.16 µg ( 1.5 µ.M) oí purilled 
MBP-PerA. Samples were resolved in 6% nntive pnlyacrylamidé$ela ud 'risuatíti:d.11)' ethidium bromide stnining. The asterisk denotes the second 
complex formed wilh frogmcnl 7. (B) Schematic representall<iíi of lhc l'CR fR¡inCnts spanning lhe bfpA regulotory ond slructural regions. The 
frogmenl number is indicoted to the lefl, nnd the sequence·nngc 'Cavcred lor e.acll fragmenl is indicuted to the right. The npproximole localions 
oí lhe putativo PerA binding siles, upstrcnm nnd downstrcam of.the bfpA promoler, ere indicntcd by black and grey boxes, respectively. PBS, 
previously proposed PerA hinding sequcnce -·~··;:';:...• ~.:...... · ;·.:. 

~~:'.'.:':·':.' . ~ .. 

3). About 2.2 µg of purified MBP-PerA was mixcd witb. ap:·. 
proximately 50 ng of cach PCR product, and the reaction 
mixtures werc subjccted to elcctrophorcsis in 6% native poly
acrylamidc gcls. In these experiments, fragments 4 to 11 
formed one major shiftcd DNA-protcin complcx, with the in
tercsting exccption of fragment 7 (positions -94 to + 106), 
which formed two complexes showing a distinctive mobility 
pattem (Fig. 3). Fragmcnts 4 to 7 contained the previously 
proposed PerA bindiog sequencc (5) and thus werc expected 
to be shiftcd by PcrA. 1 lowcvcr, fragmenls 8 to 11 were unex
pectedly shiftcd, producing a complex similar to that observed 
for fragments containing thc PerA binding sequence (Fig. 3A) 
(sec bclow). ·n1e panern obscrvcd for fragment 7 and the 
complex formcd by MBP-PerA with fragments B to 11, sug
gcsted thal a sccond binding silc was prcsent bctween the 
transcriptional start point and posilion + 106 (Fig. 3B). In 
contrast, fragmenls 1 lo 3 and 12, which do not conlain a 
pulativc or full-length PerA-binding scqucncc, werc not bound 
by MllP-PcrA, a result that also supported the specificity oí 
MBl'-l'crA binding to fragmcnts containing a binding sitc. 

Similar cxpcrimcnts with fragmems spanning thc perA sc
qucncc from positions -161 to +425 allowcd us lo dclimit thc 
putativc l'crA binding sequcncc within thc rcgion prcvioll<ly 

· pr~p~i;.;d to contain this sequencc motií (23) and to suggest 
the prcscncc oí a sccond l'erA binding site located in the perA 
structural scquencc downstream of position + 180 (data not 
shown). 

Analysls or PcrA blndlng to mutant bfpA ngulatol)' sc
qucnccs. Wc havc prcviously reported that a single nucleotide 
dcletion or inscrtion at different positions upstream from the 
promoter, but within the region needed for PcrA-dcpendent 
activation, decrcased bfpA exprcssion to lcss Iban 2% (5). In 
order to define whether these mutations affected PerA aflinity 
for its binding site, EMSAs wcrc pcrformcd with 200-bp PCR 
fragments carrying eithcr a single deletion or insertion at thc 
to-A tract bctwecn positions -65 and -74. Retardation of 
thesc fragments was cquivalent to thal obscrved for the wild-

. type scquencc (data not shown), supporting thc hypothesL< that 
single inscrtions or delctions do not alfcct binding, but rather 
dL<rupt the corrcct orientation and alignment bctween thc 
PerA binding site and thc promoter, probably affccting PcrA· 
RNA polymerasc intcractions (5). 

UN ase 1 íootprlntlng analysis. To determine more prcciscly 
thc scqucnce recognized by PerA on bolh promotcrs, DNasc 1 
protcction assays (Fig. 4) were pcrformcd with radiolabeled F4 

fragmenL< that includcd the putativc PerA binding sequcnccs 

·---·----------· .. --
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-64-
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·350 ~ ! • 
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B --::.J!-Z!llli!llf!ll~M;:B:;_P·ParA 

i 11; 1 
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-85-
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-70-. ....... 
·54-:r. "' .. ~ ., 

1 ¡, if ~ = 1 !' 
-40-j -- - '! 

·350~ 
-· i . .. 

: • ~ ~ t . . ., . 
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perA 

FIG. 4. DNosc 1 protection of the bfpA (A) andperA (BJr~·ulatoiy iegioos by MBP-PeiA. lncreasing amounts of MBP-PerAwere mixed with 
100,000 cpm of a"P-end.Jobeled DNA fragment correspo~g to positions -201 to +26 o[ bfpA and -155 to +81 of P'rA and treated with 0.003 
U of DNosc l. Samples were subjected to elcctrophorcsili'Oti'iÍll l!% polyaaylamfde sequencing gel. The -35 promotcr sequence and other 
upstrcam positions are indicaled on the Jeft; th9)'1Jere deté'ñii&íett by runnlng In piirallel sequcncing renctions with the sume fragmcnts (data not 
shown). The protected regions are indicated by vertical block brus. The block triangles obovc the gels represent increasing omounts of MBP-PerA. 
(A) Lanes: l, DNA alone; 2 to 6, 159 nM, 316 nM, 634 nM, 1.26 µM, and 2.2 µM, respectively. (B) 1.nncs: 1, DNA alone; 2 to 7, 37 nM, 74 nM, 
148 nM, 295 nM, 753 nM, and 1.5 µM, respcctively. 

dcscribcd abovc and incrcasing amounts of MBP-PcrA, in the 
range of 37 nM to L5 µM far perA and 158 nM to 2.2 µ.M far 
bfpA. MBP-PcrA protccted the scqucncc located bctwccn po
sitions -83 ami -56 in bfpA (Fig. 4A), which is consistcnt with 
the results dcscribcd above and thosc described prcviously (5). 
Far perA, lhc protccted rcgion, locatcd approximatcly bctwecn 
positions -81 and -47 (Fig. 4B), included a sequcnce motif 
that was prcviously shown to be importan! far thc PcrA-<le
pcndent activation of perA (23). Part of thls motif is located 
upstrcam from thc homology rcgion prcviously suggcstcd to 
constitutc thc PcrA binding sitc (5). 

PcrA hinds lo doublc-strandcd ollgonucleolidcs contalnlng 
thc putalivc PcrA hindlng sltu. To furthcr characterizc thc 
PerA binding motifs, EMSA• wcre performcd with doublc
strandc<l oligonucleotidcs of diffcrcnt lengths, which wcrc dc
signcd according to thc results dcscribcd abovc (Fig. 5 and 
Tables 2 and 3 ). 

MBP-PcrA binding to a 45-bp DNA probe (PBSA45) (po-

sitions -90 to -46) (Fig. 5A) that containcd thc DNasc 1-pro
tectcd regían of thc bfpA promotcr rcsultcd in thc formation of 
a majar rctarded band. Most of the probc was retardcd at an 
MBP-PerA conccntration of 1.06 µ.M. 'Ibis binding was spc
cifically competed by an cxccss of cold probc (not shown). In 
addition, a nonspecific probc was not shiftcd by thc highcst 
concentration of protein uscd in thesc cxpcrimcnts (Fig. 5A). 
An 11-bp extcnsion, addcd to thc 3' cnd to crcatc thc oligo
nudcotidc PBSA56 (positions -90 to -35) (Table 2), did not 
significantly incrcasc PcrA binding far this sitc (Fig. 5A). In 
contrast, climination o[ 10 bp at the 3' cnd of PBSA45 to 
crcatc PBSA35 (positions -90 to -56) rcduccd PcrA binding 
by about 81 %, and a further 10-bp rcduction al the 3' cnd to 
crcatc PBSA25 (positions -90 to -66) abolishcd PcrA binding 
(Table 2 and Fig. 5A). Similarly, a 27-bp probc, PBSA2/2 
(positions -65 to -39), which contains 20 bp of thc 3' cnd of 
thc original PBSA45 plus an extcnsion of 7 bp, did not show 
any binding (Table 2) (data not shown). 
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11 
FIG. S. PerA binds 10 double-slronded oligonucleolidef.~üinJíi,i:U.e :puial~ PerA binding sile. EMSAs were peñormed by incubaling 

"P-labeled double-stranded oligonucleotidcs of differenl l!e+ <XiitqdQin91>1ii<4·.(A) or paA (B) sequences (as described in Tables 2 and 3, 
respectively), wilh 1.06 nnd 2.1 µM MBP-PerA. Control reiiétloaá"'1iliONA íiloacwcrc included as conlrols. A nonspecillc 47-mer oligonucleotide 
containing an unrelatcd scqucncc wus included as a negatíve~~~O[ln lidditioa;con1rol reactions with 50- and 100-fold molar cxcesscs of the 
unlabeled 45-mer (PBSA45) were includcd 10 dcmonsuaiO'lhe lpcclflcitY .cl·the internction (dota not shown). Samplcs werc subjccted to 
clcctrophorcsis on a 6% notivc polyacrylamidc gel. ~.~ ~~~;- .. '· . . : .' · 

~?f%~1~Jl~:·: ';·. .<. 

Elimination of 5' bases with rcspect to PBSA45 down to ~Ó.~hified band was observed (Table 2 and Fig. 5A) (data not 
position -84 (probe PBSA39) did not affect binding signili- shown). 
cantly; however, a further 5' dcletion down to position -80 Changes at the 5' end of the sequcncc (5' Mut, Mutl, and 
(probe PBSA35-2) reduced binding by about 53% (Table 2 and Mut2) only caused a moderate reduction in binding (Fig. 5A 
Fig. 5A). ll!ese data suggcsted that PerA binds efficiently to a and Table 2), suggesting that these motifs are not esscntial but 
sequence localed between positions -84 and -45 in the bfpA may contribute to create the appropriate structurc for the 
promotcr and that around 39 to 45 bp is required Cor cfficient efficicnt interaction bctween PerA and the DNA. Howevcr, the 
binding in vitro. combination of thesc changcs had a more dramatic cffect on 

We then tested the role in PerA binding of particular nu- binding, cspecially when combined with the changes in the 
cleotide positions, by dcsigning probcs carrying different mod- scquencc motif modified in Mul3, which scems to play a more 
ifications within the region that constitutes the binding site. relevan! role in PerA binding (Table 2). In this regard, we have 
Based on thc scqucncc of PBSA45, positions -90 to -85, -84 previously shown that the elimination of the scqucnce motif 
to -79, -76 lo -71, and -60 to -56 wcrc substitutcd Cor with modified in Mutl, in the contcxl of a bfpA-cat transcriptional 
random sequcnces to creatc probcs 5' Mul, Mutl, Mut2, aod fusion (pCA'177), caused an 84% reduction in CAT activity 
Mut3, rcspectively (Table 2). ll!csc changes reduced PerA with respect to a bfpA-cat fusion canying a fragment up to 
binding by 25, 30, 18, and 57%, respcctively (Table 2 and Fig. position -85 (5). Ukewise, single insertions or dclctions that 
5A). For probes in which changes in Mutl and -2 (Mutl-2) or disrupl thc .appropriate orientation of thesc molifs bctwcen 
Mutl, -2, and -3 (Mull-2-3) werc combined, binding was re- cach olher ar bctwecn them and the promoter had dramatic 
duced by about 79% or almos! abolished (Table 2 and Fig. 5A), effccts by almos! abolishing bfpA exprcssion (5). Overall, thcse 
while a single point mutalion at position -84 (l'BSAmG84) or results indicale that l'erA binds lo a scquencc located bctween 
-64 (l'BSAmG64) did not affect l'crA binding (Table 2) (data positions -83 and -49 (Table 2). which shows sorne llexibility 
nol shown). 'J\vo unspecific probes (NE:H and NE47) werc Cor in vitro binding. lfowever, they also support the notion that 
uscd as ncgative controls Cor these assays, and Cor both cases, lhe appropriate distribu1ion oí particular motifs allows the 
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TABLE 2 Binding 10 doublc·strandcd oligonucleotidcs corresponding lo the bfpA rcgulatory region• 

~..qucnce relativc lo bfpA promolcr rcgion 

Probc -ys -910 -BIS -v -~ -s,4 -4(> -4(1 -35 

PBSAS6 
PBSA4S 
PBSAJS 
PBSA2S 
PBSAV2 
PBSA39 
PBSA3S·2 
Mutl 
Mut2 
MutJ 
Mutl-2 
Mutl·2·3 
S'Mut 
PBSAmG64 
PBSAmG84 
PBSA2.S6' 
NE34' 
NE47' 

GTACT=CCGAAATATATAAAAAAAMAGAAAAAAAGATTAI l l l l l l"l'CT rGCTCC:CTQmrGTCTT 

Gcxx:ACOCAAATATATªª''''•AAAQA 11111 AQATTATTTTTT'I7CTI'GGTGCT 
COCGACOCAAA.TATATAA••••••••aa••••••QATTATTTTTT 
COOGACQOAAATATATA'AIAAAAAAQAAAAAAAQ 

A011111110ATTA'l"TTTTTTTCTI'GC 
OOAAATATATAAIA 11AA 1 AQA 11111 '0ATTATTTTTT 

ATATATl11111111AQAAAAAAAQATTATTTTTT 
CCCGACAACCCQATATA 111 11 1 1 1 AQAA.AAAAAQATTATTTTTT 
CCCCACOllAAA.TAT~AAAAAAQA11111 "-DATTATTTTTT 

CCCGACOQ.AAATATATA111111111QAA.AQ~TTATTTTTT 

CCCGAC~TCQCCcg111111QAAAAAAAQATTA'l"TTTTT 

r.GOGAC~AT~AAAAIA~TTATTTTTT 
TC17C'TQOAAA.TA~ATAllAllA11AQ•••••••oATTA'l"TTTTT 

COOGACCCJ\AATATATAAAAAAAAAA/;AAAAAMGATTATTTTTT 
COOGAC[iGMATATATAAAAAAAAMGMAMMGATTATTTTTT 
T'rATGCTTT'CTAMATCATGMTMGAAATACGMAAAGGTCTGTCTTTGATTGM 
TCGAGCTCTCTTCTGTTCTGCTTGACT'J'CCTAGC 
GATCAGTCCTTGMTGCTGTGMGTAAAAGTGCCTTCAAACMTCCC 

• Modificd acqucncu are undcriincd. The bnldíacc lcuer1 indicatc lhe location ar lhc minimal acqucncc reqWrcd for PcrA binding. 
• Eslimaled by EMSA rclativc 10 PDSA45. 

~ ~ei~~~~e1~º~~~~~ng lo poaition• +38 to +93 ar bfpA. 

• Random aequencea. 

if~;~~~~~.~:. · .. ' ' . 

J. BACTERIOL. 

Rclativc ahUI 
(%)" 

100 
100 

19 
<1 
o 

100 
47 
70 
82 
43 
21 

<1 
7S 

100 
100 
S3' 
<1 

4 

cs1ablishmcn1 of funclional prolcin-DNA inlcraclionUhatpcr·. 50% (Table 3 and Fig. 5B). Finally, a 35-bp probc (PBST35-3) 
mil lhc lranscriplional ac1iva1ion of lhis promolcr. ,,,.,.,.,_ ·· ';~{,_ oootainlng sligh1ly more than the 3' half of the site (posilions 

Similar experimcnts werc pcrformcd wilh doubl . '~/;;. -!iS4'.tor30) was nol bound by lhe prolein (Table 3 and Fig. 
oligonucleolides conlaining lhe pulalive PerA biá·_.. '(:•ite//' 5B)•'Üi~se resullS dcmonslrated thc rclcvancc of the sequcnce 

TI ideniilied .r~r perA. A 45-bp probc (Pl1ST45) (Tabl•{ª)'th~t.\.: lo_ca!edbctwccn posilions -75 and -40 far PcrA binding and 
spans pos1~1ons -84 to -40 "'.ª-' rclard~d al an ~l;':P~ ·.·. a.rc·a!MJ in agreement wilh a deletion analysis showing lhat a 
conccntra11on of 2.64 µM, wh1ch was shghlly mo'!~~,(Jt;-\' : d_cl_ciwo down to posilion -66 almos! abolished the exprcssion 
lhan lhe re1arda1ion shown at 1he san_ic .con~nlJ!~!>n~~r-' ''· of_"iip;ifA-cat fusion (23). 
Pl1SA45 (dala not shown). As for lhc btndtng sile ii(bjp~,-,a,.,.,,;,_,_:.AB.(or olher AraC-like proleins herc we have shown lhal in 
perA probc wilh a 3' extension down lo posilion -30~Pffi'J,56) k''· . . . ' . . . ' 
(Table 3¡, did 001 signiticanily incrcasc PerA bind~:cíb'lí•':i>~!º~f,1() acttvate lranscnplton, Per~ .bmds lo AT-nch rcgmns 
lrasl, binding af 8 35.bp probc (PBST35), lacking 10 bp al lhe of abOut 40 bp located belwecn pos111ons -84 and -46 al the 
3' end wilh respect lo the sequcnce of Pl1ST45 (posilions -84 bfpA promoler and. bctween -75 and -~O al the perA pro-
lo -SO), was severely rcduccd (Table 3 and Fig. 58¡. Furlher- moler. 1be compar1S0n of lhes~ ~o moltfs allows us lo ~ro-
more 40-bp-long probcs canying posilions _ 79 10 _ 40 pose a conscnsus PerA DNA btndtng sequence and a rev1sed 
(PBSi'40-1) and -75 to -36 (PBST40-2),wbich still included scq~ence :11ignment bctween lhe bfpA and !"''A rcgul~~ory 
lhe DNasc 1-prolecled regían, werc efficienlly rclardcd by rcgions (Ftg. 6). Ahhough lhcy s~arc an AT-nch compostlton, F6 
PerA (Table 3 and Fig. 5B), while binding lo a 35-bp probc lhe consens~ PcrA DNA btndtng sequencc does nol have 
(PBST.35-2) lacking S' posilions -84 lo -75 was rcduced by homology w1th lhe consensus sequcnces proposed for Olhcr 

Probc 

PBSTS6 
PllST4S 
PllST3S 
PllST40-l 
PUST35·2 
Pll~l40·2 
PllSTJS-3 

TABLE 3. Relativc binding to double-strandcd oligonuclcotides corrcsponding to the puA regulutory region• 

Sequcncc rdativc lo perA promOler region 

-~I -p -t¡6 -~ -10 -JS 
CAACACCT'l'GMAMTATCAGTAAA1'TTTTAMAMAAAGCATAAMGTAm:r:rt;'l'l'TACAGAG 

CAACACC1·rCAAAAA.TA.TCA.QTAA.A.TTTTTA•••••••AQCATAAA.AGTAT1'CA'rr 
CAACACCT"J'QA.A.A.A.A.TA.TCA.QTA.A.A.TTTTTA•••••••AQCATA.A. 
CAACACCT'raJUl.AAATATCAQTAAATTTTTAAAAA 

CCTTa.AAAllTA.TCA.QT:AA.A~A11111 ••ACCATAA 

AAAAATATCA.QTAA.ATTTTTAªª''ªªªAQCATAA. 
CA.AAAA TATCA.QTA.A.A.TTTTT A•••• a a a AOCA TAAAAGT 

QTAAATTTTTA.AAAJlAAAAQCATAAAAal'A1TGAT 

• Modified aequcncea are undcrlined. Thc bold(acc lcttera indicate the local ion oí 1he mini.mal acquencc rcqWrcd Cor PcrA binding. 
• Estimated by CMSA rclativc to PUS'f4S. 

Rclalivc ahirt 
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100 
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FJG. 6. PerA binding consensus scquence. (A) Nucleotide se
quence alignmenl of lhe bfpA (uppcr line) and pcrA (lower line) 
regulatory regions. The boxed sequence denotes the 29-bp-long region 
that shnres 66% identity between bfpA andptrA, is required for PerA 
binding (Ibis sludy), and has been previously shown to be required for 
the PerA·dependent octivotion of both promolers (5, 23). The pro
posed consensos PerA binding sequencc is shown bclO'VV thc alignment. 
The -35 promoter sequcnce of bolh bfpA ondperA is uoderlined. (B). 
Compnrison of the serond PerA binding sequencc idcntified al the 
bfpA structural gene. Positions relutive to the trunscriptionnl sturt sitc 
are indicated to the lcft and right o( each sequence. 

PerA BINDING SITES 9 

scquences allowed tbe identification of a sccond PerA binding 
site at the 5' end of the bfpA coding sequeoce, approximaiely 
be1ween posilions +1 and +106 (Fig. 3). In arder 10 map Ibis 
sile, we performed foolprinling analysis of Ibis regían wilh 
puritied MBP-PerA. In agreemenl with !he EMSA shown in 
Fig. 3, residues beiwcen posilions +45 and +100 were pro-
1ec1ed from DNase 1 digeslion (Fig. 7A). To confirm Ibis F7 
linding, we perfarmed EMSAs wilh incrcasing amounis of 
MBP-PcrA and a 56-bp-long doublc-slranded oligonuclco
lide (PBSA2-56) (posilions +38 lo +94 of bfpA) 1ha1 encom
pa.•ses mosl of !he prolecled sequence (Table 2 and Fig. 7B). 
1bis rcgion comains a scqucnce molif belween posilions +49 
and + 77 1ha1sharcs59 and 41 % idcnlily wilh !he PerA binding 
sequences found in bfpA and perA, rcspeclively (Fig. 6B). For 
compa.rison, PBSA56 carrying !he PcrA binding sile idenlilicd 
upslream from !he bfpA promoicr (Table 2) was included in 
1hc same experimenl. PBSA2-56 was also shifled by MBP
l'crA. bu! less efficiemly !han !he re1arda1ion observed far 
PBSA56 (aboul 50%). In arder lo dclermine !he role of ibis 
second binding sile, we analylcd !he lranscriplional ac1ivi1y of 
a bfpA-cat fusion comaining a bfpA fragmenl from positions 
-201 to +27 (pCAT + 27), which !acles lhis sequcncc molif, 
and a fusion conlaining a fragmcnl from posiiions -201 lo 

AraC-like proieins 1ha1 are involved in virulcnce gene,~egu!a, . +76 (PCAT201), which parlially coniains Ibis molif. As shown 
1ion, such as Rns and ToxT (19, 26, 55). .;'.<)cC::c';.-:> : ·Jo l'.ig. ,7C, aclivalion of bo1h fusions was mainly PerA dcpen-

ldcntillcatlon or tite 1econd PerA blndlng 1llc In 4fié::¡.n¡c~(; ·d~t;J'!Ccausc lhcy werc highly aciivc in !he wild-lypc EPEC 
tural 1equence or bfpA. As dcscribed abovc, EMSAs ~~~.%?": s~,í:i;)fo1 no! in an EAF-ncgalivc slrain, indicating !ha! this 
ovcrlapping fragmcnls spanning bfpA rcgulatory ami;:~~;~<>: SC.C()pd,binding·sitc was not rcquircd far activation. 

i~~~{,;•:' ~ , .-·. \:: 

A ~.PorA B e -
¡; ...... , ______ .. 

~--l!<!!t~ oC.t.1'201 oCAit27 
E23411H JPNIS 

..-o- ·'' 
FIG. 7. Choraclerizotion of the second binding sile on bfpA. A) The DNosc 1 proleclion llSSIJ)' of u frugment containing the scquence from 

positions -54 to + 166 wus carried out as dcscribed in the legend to Fig. 3. The block triungle above the Iones indicates decrcusing umounts of 
Mlll'-l'erA (O, 2.6 µM, 1.7 µM, 880 nM, 528 nM, 176 nM, ond 88 nM). (ll) EMSA of o 56-mer double-slrunded oligonucleolide containing !he 
bfpA sequencc between posilions + 38 and + 93 (PBSA2-56) (Table 2). The lriongle abCl'le the Iones indicotes increosing amounts of MllP-PcrA 
(O, 133 nM, 238 nM, 475 nM, 958 nM, 1.85 µM, 5.04 µM, 6.6 µM, and 8.4 µM). Prohe PBSA56 wos included os o control in the ubsence or presencc 
of 1.85 µM MllP-PerA. (C) The second PerA binding sequence is not required for hfpA expression. EPEC stmins E2348/69 (wild type) und JPN15 
(pEAF cured) wcre tronsformed with eithcr pCAT201 or pCAT + 27. which curry trunscriptional fusions bctwecn the reponer cal gene and bfpA 
rcgulalory frugments from positions --201 10 t 76 nnd -201 to + 27. respcctrvety. The CAT specific nctivity was determined from samplt!s collccted 
rrom hacteriol cultures grown on DMEM 111 an 00600 or 1.0. Tbe results are lhe average oí three different cxperimenlS. 
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Although neither the role nor the mechanism for PerA bind-
ing al a second site was elucidated in this study, we cannot rule 
out the possibility that such a site has a function under spccific 
conditions. Additional binding siles, downstrcam of the tran
scriplional start site, have bcen dcscribcd for other AraC-like 
regulators involved in the rcgulation of virulcnce factors (25). 
For Rns, one of the additional siles located within the ms 
structural gene was esscntial for thc Rns-dcpcndcnt activation 
of its own promotcr (27). 

PcrA does nol fom1 dimcrs as a functlonal l..nA-PerA 1'11-
sion prolein. lt is nol known whcthcr thc active form of AraC 
family mcmbers that rcgulatc virulcncc factors is a dimcr ora 
monomcr. Dimcrization has bccn shown to be importan! Cor 
thc activity of AraC family mcmbcrs that rcguiatc transcription 
in response to a chcmicai signal such a• AraC, which is active 
in thc prcscncc of arabinosc (20, 43), or UrcR, which is active 
in thc prcscncc of urca (33). Dimcrization has aiso beco sug· 
gcstcd bascd on gcnctic cvidcncc Cor Rns·likc protcins such as 
Rns (26), VirF of Shi¡;ellaflexneri (34), and ToxTof V. cholerae 
( 19). '!be dimcrization capacity of AraC and UrcR corrclatcs 
with thc prcscncc of critica! icucincs that are part of prcdict
ablc coilcd-coil domains al thc amino-tcrminus domain. A 
coilcd-coil domain is a primary structural clemenl in protcins 

J. 8ACTERIOL. 

Lid. fUIAonl 
1 

-----' 
l'IG. 8. A LexA-PerA fusion docs not form dimers. The obiliiy of 

the full-length PerA protein fuscd 10 the Le<A DBD lo dimerize was 
evaluelcd by measuring the octivity of u sulA::JacZ fusion in E. coli 
SU!Ot. The ll-galactosidase activiiy was determined from samples 
obtained from bacterial cultures grown on LB medium supplemented 
wilh 1 mM IPTG et en 006()0 of 0.8. The LexA-AraC, LexA-H-NS, 
end LcxA·CA T fusions were used as positive controb. Thc results are 
the average of lhree different expecjments. 

that mediales horno- or hctcro-oligomcric iotcractions ..{21). . . . h 
1 · f h p · h d'f!: "'"""''tii'·''"'<~'~.anyrcprcssoract1v11y,stronglysuggcstmgt atPcrAdocs 

Ana ys1s o t e crA scqucncc w11 1 ercnt pro~~ .. at;::',>i-.¡¡0 ¡.dü:ilcrize (Fig B) 
ailow thc prcdiction of polcntial coilcd-coil domaiiis '.did:oot<'. ·.· ;•.:•" · · · · 
revea! thc prescnce of any prcdictablc dimcrization !f.<i.m'1!1~•t· .•. : '<·,. '' 
its N terminus (data not shown), suggcsting that Per¡.\.~!du,91;;;,:, ··/:}:.. DISCUSSION 
havc thc capacity lo fom1 dimers. The apparenl laClr,'.o(ll}ir:n- .<. ··I>CrAplays a critica! role in thc rcgulation ofvirulcncc gene 
metry of the scquencc motifs re~uired Cor PerA bi~ (Fig.: · cxpres,,lon in EPEC (l 4, 23, 24 , 49). lts esscntial role has bccn 
6) fun.hcr suggcstcd that PcrA bmds as a monomcr ~!.~.~.,Rf;'. · sÚpAAited by tbe obscrvation that a functional perA gene wa• 
as ª dimer. . . . "· :.,, ;. , · . •·· requíi:Cd for full virulencc in human volunteers (3) in addition 

In arder to asscss PerA d1mcnza~1on, a ~A-ba<~~.ge~t1e · tci, iiS:bigh dcgrce of conscrvation in diO'crcnt clinical isolatcs 
s~tcm was uscd to cvaluatc potcntial protc•.n,-protctn),l!IC:fB~:. . belolíB!ng 10 classical EPEC scrotypcs associated with human 
11ons b~twccn monomcrs of PcrA. As pos111ve co~rols. lhc infccilo.Ós (30). 
N-termmal D~D of Le~A was fusc.d to. th? full-!jiP¡~tJr,~· .. ; ,~ . ..;¡:.Diif¡iitc its proposed pleiotropic role in thc rcgulation of 
~ue~ces of v~nous protcms, whosc d1mcrizat1on or ollgomcr'' · ... virulcncc gene exprcssion in EPEC, thc transcriptional activa-
1zauon cap~c1.1y had bccn tcstcd "':far.e. 11-.NS and ~aC are tion of only two promotcr rcgions, bfpA and perA, has been 
two lr~nscnpt1onal regulatory protc1ns in ':"h~ch t.hc act1~c form shown to be completcly dependen! on PerA (5, 23, 35, 49). In 
that bmd• to DNA and regulates transcnptlOn is an ohgomer contras!, its role in thc activation of other virulcncc genes, such 
o.r a dimcr (22, 52), ·~~ CA T is a ~om~trimcric cnzyme pre- as fer or trc:A, sccms to be modulatory, because the absencc of 
v1ously uscd as a posmvc control m thL< assay (7). Thc fulJ. l'crA in an EPEC background has only a mild c[ect on thcir 
length PerA protcin was also fused in Crome to the distal pan exprcssion (6, 24, 50). 
of the LcxA DBD, creating plasmid pMl660PerA (Table 1). As for other AraC-likc protcins involved in thc regulation of 
'l11L• plasmi<l was first transformed imo an EPEC E2346/69 virulencc factors, the' biochemical charactcrization of PerA has 
perA-ncgativc strain to determine if thc LcxA-PerA hybrid bcen hampercd by difficulties in purifying a soluble protcin 
protcin still rctaincd the transcriptional activator propcnics of (13). In sorne cases, tbis obstacle has bccn overcome by puri-
wil<l-typc PerA. ll1e hybrid protein rcstored thc cxprcssion of fying a chimeric protein in which thc AraC homologue is fuscd 
BfpA, 1L• observed by Western blotting an<l thc dcvclopmcnt of 10 a protein or peptidc that facilitates its purification and 
thc LA phenotypc (data not shown), indicating that PcrA was increascs its solubility and stability (26, 31, 55). In this study, 
still functional whcn fLL<ed to thc LexA DÍJD. we havc becn able to analyzc thc DNA binding propenics of 

ll1e 11-NS, CAT, and AraC control hybrid proteins, which PerA by using a purificd MBP-PerA fusion that retains thc 
werc cxpcctcd to form functional LexA <limers due to their transcriptional activator fcatures ofwild-type PcrA in vivo and 
capacity to oligomerize, rcpressed thc cxpression of a su/A:: shows DNA binding activity in vitro (Fig. 1 and 2). 
lacZ fLL•ion in the E. coli reponer strain SUIOI (Fig. 8). 1bc MBP-PerA shifted PCR fragmcnts containing the minimal 
reprcssor activity of thc LcxA-AraC ÍLL<ion protein demon- scquence prcviously shown to be rcquircd Cor thc PerA-dcpcn-
stratcd that thL• a<Say was LL<eful to a<sess the <limerization dcnt activation of bfpA, the gene encoding thc BFI' structural 
capabilities of protcins bclonging to this family of transcrip- subunit an<l thc first part of thc bfp operon, as wcll as that of 
tional activators. In contras!, thc LexA-l'erA hybrid did not iL< own gene, prcviously shown to be autorcgulated (5, 23). 
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PerA protecced siles becwecn posilions -83 and -56 in bfpA reporler Íl1Sion, scrongly suggcsiing !ha! PcrA does no! form 
and -81 and -47 in perA. Doublc-scrandcd oligonuclco1ides dimcrs. Furthcrmorc, cxprcssion of thc N-1crminal domain of 
of ditrcrcnl leoglhs, spanning !he pro1cc1ed scquenccs, wcrc PcrA from an induciblc promolcr did no! cxcrt a dominan!· 
used in EMSAs 10 dc!erminc che minimal scqucncc rcquircd ncgalivc ctrccl on che cxprcs.•ion of che bfpA-cat fusion or on 
by PcrA for cilicienl DNA binding in vicro. Fer bo!h promol- che cxpression of che BfpA subunit in wild-cypc EPEC, as 
crs, around 40 bp was rcquircd far cilicicnl shifling. Thc nu- cvaluaccd by CAT assays and Wcsicrn blolling (data no! 
cleolide alignmenl of !he dcfincd minimal scqucnccs allowcd shown). lbis obscrvalion supports che nolion chal PcrA docs 
che proposal of a conscnsus PcrA binding molif, which con- no! farm dimers to ac1iva1e lranscription. 
sisled of an AT-rich 29-bp-long scqucncc in which 19 posilions Bascd on 1hesc rcsul!S, il is likely 1ha1 PerA binds 10 i!S 
were idenlical be!Wccn !he IWo promoicrs (Fig. 6). AraC-like 1argc1 sequenccs upslrcam of che bfpA and perA promolers as 
proleins rccognizc scqucncc molifs 1ha1 rangc from 17 lo 60 a monomcr, probably fallowing che inlcraclion modcl based on 
bp. Mar A, Rob, and SoxS, 1hrcc AraC-likc prolcins involved in che cryscal slruclurc of Mar A bound lo ils !argel DNA (36), 
stress response, inlcracl a.• monomcrs wilh a 17· 10 19-bp-long which has beca also proposcd for Rns (26). In chis model, bolh 
mocif in IWo adjaccnl scgmcnls of !he major groove (16, 36). líll I molifs farm spccific in1erac1ions wilh cwo adjaccnl seg-
AraC binds !Wo 17-bp-long inverted rcpcals chal are separaced mcn!S of che majar groove along one face of !he DNA helix, via 
by 6 bp (17). Similarly, XylS, MelR, and RhaS have been nonidenlical nucleolide conlacls. Dimerizaiion of AraC-like 
shown 10 bind scquenccs becween 33 lo 56 bp chal gcnerally proleins involved in virulence gene concrol has becn proposed: 
include lwo binding siles separaled by a variable number of for example, for VirF and ToxT, bascd 00 dominan1-negalive 
bases (2, 4, 15, 46). The binding sile far Rns and relaced phenoiypes observed wilh mulanls chal cannol bind DNA (19, 
virulence gene rcgulalors, such as VirFst, CfaR, and AggR, is 34). Al this poinl, we cannol rule oul che possibilily chal PerA 
conlained in an AT-rich 30-bp-long scquencc (25, 26). Dcspile dimerizes upon binding 10 its cargel DNA sequencc, a mech-
the sequcnce similaricics al !he lffi 1 mmifs bccween PerA and anism !ha! has beco proposcd far Me IR (4). 
olhcr virulence rcgulalors, such as Rns, VirF, or ToxT, no ele ar Thc l 11H2 molif is che rcgion wilh che highcsl similarily 
sequcnce .si~ilari~y was fa~d belwccn che Pe~A binding silc belwecn !he AraC-like proleins and a conscnsus se uence 
and the bmdmg siles dcscnbed far lhesc pro!cms (19,:~ ·27, de . . . q . 
54, 55). This offcrs an cxplanalion for why PerA wail''OO't".~1L _. . ~ed from !he ah~men.1 of more !han 100 P':'lems, consll· 

bs · f R . h d .zi.~ >-n¡~<>'~ --'.. :tuung thc AraC fam1ly s1gnacurc (13). The h1gh degree of to su u tute or ns to act1vatc t e coo an ms pro.~ecu;":"··· , .: . .,,v .... :.,., • • • d 
why Rns could no! subsli!Ulc far PerA 10 ac1iva1~~.!f.;'.;.c~ ~!!~!Ion ~f 1h1s m~l1f ~as becn use as an argumcn1. 10 

( 25 ) :':<'·'···i~;J1.·. P.rüpO!IC lha1 1ts funcuon 1s common far ali che AraC-hkc 
pre;:;~~. che. PerA binding molif is locaccd aboutihi:6~t~.'., .. Próteins, whic~ is likely lo involvc inle.raelions wilh RNA poly
lurn upslream from che -35 promoler sequencc, whlle'fu;bfp,(.:;: '."e!~:· In 1h1s r~garcl, we _have prev10":5ly observed chal che 
il is localed abouc cwo hclix lums ups!rcam from che:p·romoiet··.·· 1~rt..!ºP or dclcllon of .ªsingle nu~lc~udc. bccwcc~ !he bfpA 
(Fig. 6). lbe funciional signiticancc of chis discribuci,o,iif(í'r jlici; :> .pr~~·9!~'. and lh_c pu1a11vc PerA bmdmg .s11c abo!1Shcd. bfpA 
aclivalion of bo!h promoicrs is bcing further anal~:Í~~~i"i:<.~r.11on._ Th1s suggcslcd 1ha1 changes m !he oncntal10n of 
con1cx1 of po1en1ial in1crac1ion• bccwccn PcrA and R!(.,. l"!IYk ··" 1~~~!¡11.~mg.s!le and ih_c promolcr affccl !he propcr prcscnla
mcrasc or addilional rcgulalory prolcins. In chis ~rcl, wc !fon ~f:!a. cnuc"! prolcm surf~cc lhat allows PcrA-RNA Pº!Y· 
havc rcccntly obscrvcd chal bfpA is no! cxprcsscd !!IJ~~~;;'.·'·:·.:~e.~im~cr8:"uons !ha! are i_mpo~anl !O prom~lc lra~scnp· 
scncc of 11 U' (Y. Marclncz-Laguna el al., unpublishcd obscr- Uonal ilc11va110~ (5). Thcsc 1nscrt1ons or dclcuo~. d1d no! 
valions), a global rcgulalory prolcin chal has aJso bcen in- red u~ lb~ ailimly of PerA for PCR fragmen!S co.ntammg th~sc 
volved in thc posilivc rcgulalion of /er cxp.rcssion (12). mod1fica11ons (da.la no! sbown), fu':'hcr supportmg !he nouon 

lbe lack of apparcnl symmciry in che scquencc molif bound 1bat thcy ralhcr d1Srupl !he appropnalc coniacts be!Ween PerA 
by PcrA and !he obscrvalion 1ha1 il forms onc major DNA- and RNA polymerase. . . 
prolein complex by EMSA suggcslcd chal il neis a.• a monomcr In !he case of AraC, bmdmg of a sugar cffcctor molcculc 
and no! as a dimcr, as has beco shown far olhcr AraC-likc (arabinosc) to !he N-lcrminus domain of !he prolein induces a 
prolcins (13). "Ibis possibility wa.• 1es1cd wilh a LcxA-bascd slruclural change !ha! produces !he activalor form of che AraC 
hybrid baccerial systcm 1ha1 allows che moniloring of procein- d'.mer (29, 40, 43). For 01hcr mcmbcrs of !he family, binding of 
prolcin interaccions (7, 8). In orcler 10 furlhcr corroboralc che d1ffcrcn1 moleculcs, such as rhamnose for RhaS, urca for 
func1ionali1y of che a..say, 1wo DNA binding prolcins, 11-NS UrcR, or alkylbenzoalcs for XylS, induces similar conforma-
ancl AraC, andan cnzyme, CAT, were uscd as posicivc concrols 1ional changcs 1ha1 allow lranscriplional accivalion of lheir 
beca use thcir dime rizal ion or mullimcrizaiion propcrtics havc iargel genes. lbus, !he prescncc of thesc molccules cons1i1u1es 
bccn well documcnlcd (7, 17, 52). In all thrcc cases, che hybrid che rcgulacory signals (13). lbe PerA-mcdialecl cxprcssion of 
prolcins allowcd che fomialion of funclional l.cxA dimers chal bfpA and perA in EPEC is negalivcly modulaccd by 1cmpera-
inhibi1ed che cxprcssion of che sulA::JacZ reportee fusion. In cures abovc or bclow 37"C, by !he prescnce of ammonium, and 
particular, che rcsult obcained wilh lhe l.cxA-AraC fusion by growch in rich mcdium (23, 35). Ocher AraC-like prolcins 
demonslra!cd !ha! lhe LcxA-bascd sysiem is useful lo cvalualc involved in lhc rcgulalion of virulcnce fac!ors havc also becn 
thc dimcrization or multimcrization propcrtics of othcr mcm· shown to rcspond to cnvironmcntal cucs, such as tcmpcraturc. 
bcrs of lhc AraC family of lranscriplional ac1iva1ors (Fig. 8). In 1 lowcvcr, no cffeclor molcculcs controlling !he accivily of che 
conlrasl, a 1.cxA-PcrA fusion !ha! slill conscrvcd !he abilily lo membcrs of chis subfamily of AraC-likc prolcins havc bcen 
ac1iva1e bfpA lranscriplion and BFP produccion in an EPEC idcnlificd. ll rcmains !O be dclcrmined whelher prolcin• such 
perA mulanl slrain (data no! shown) was unable lo rcprcss !he as PcrA also undcrgo confannational changcs in response !O 
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environmental or pbysicochemical signals lhat shift lhe prolein 
from a constitulively active 10 inactivc form. 
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