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RESUMEN

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es una bacteria patégena extracelular Gram negativa.
Es el agente etiologico predominante de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, afectando
principalmente a nifos menores de seis meses. A pesar de que aun no se conoce completamente
su mecanismo de patogenicidad, el desarrollo de la enfermedad esta muy relacionado a la
capacidad de la bacteria de unirse a la superficie de la célula hospedera e inyectarle directamente
factores de virulencia mediante un sistema de secrecion tipo lll. La interaccion de EPEC con la
célula hospedera provoca una histopatologia caracteristica conocida como lesion de adherencia y
destruccion (AE), la cual se caracteriza por la pérdida de las microvellosidades y la reorganizacion
del citoesqueleto de actina para formar una estructura parecida a un pedestal. Los genes
necesarios para generar esta lesion, estan codificados en una isla de patogenicidad denominada
LEE (“"Locus of Enterocyte Effacement”). Para la expresion de los genes del LEE se requiere del
activador Ler, codificado en la misma isla. EPEC secreta al menos seis proteinas al medio
extracelular; de éstas, solo EspC es secretada de manera independiente del sistema de secrecién
tipo Ill. EspC se encuentra codificada por el gen espC en una segunda isla de patogenicidad,
localizada en el cromosoma de EPEC y denominada isla espC. Se ha reportado anteriormente que
espC también es regulado de manera positiva por Ler, aunque el mecanismo no se ha
caracterizado en detalle.

Este trabajo tuvo como objetivo estudiar el mecanismo de regulacion a nivel transcripcional del
gen espC. Para cumplirlo, se construyeron una serie de fusiones transcripcionales entre el gen
reportero cat y recortes de diferentes tamarios de la regidon reguladora del gen. Estas fusiones se
utilizaron para hacer ensayos de actividad de CAT en distintas cepas de EPEC: silvestre, Aler y
Ahns, asi como en las cepas de E. coli MC4100 silvestre y Ahns. Estas fusiones sirvieron para
determinar la region reguladora minima, asi como el sitio de inicio de la transcripcion que permitid
definir al promotor de espC. Los resultados obtenidos con los ensayos de actividad de CAT se
corroboraron con un experimento tipo “western blot” para identificar a EspC. Para determinar si Ler
es el unico regulador positivo necesario para la expresion de espC, se hicieron ensayos de
complementacion con Ler clonada en un plasmido multicopia en la cepa de E. coli K12. Asi mismo,
se determinaron los posibles sitios de pegado de Ler y H-NS mediante ensayos de retardamiento
de banda, asi como por ensayos de proteccion a DNAsa | (“footprinting”) en el caso de Ler.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se determiné que la actividad transcripcional del

promotor de espC es reprimida por H-NS y que esta regulacion negativa es eliminada por Ler, de
forma similar a lo ocurrido para algunos promotores de la isla LEE.

vi



I.INTRODUCCION

.1 Escherichia coli

Escherichia coli es |la especie tipica del género Escherichia, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, en la cual se encuentran mayoritariamente bacilos Gram-negativos
moviles (Nataro y Kaper., 1998) de tamafno medio, con flagelos peritricos, que pueden
habitar en suelo, agua y vegetacion. E. coli mide de 2 a 3 um de longitud y 1 um de
ancho; es la bacteria anaerobia facultativa predominante de la microbiota intestinal de
varios mamiferos, incluyendo al humano. La interaccion de la bacteria con el humano
comienza cuando coloniza el tracto gastrointestinal de infantes a las pocas horas de haber
nacido, obteniendo ambos un beneficio mutuo (Nataro y Kaper., 1998). E. coli es el
microorganismo mas extensamente estudiado, pues ha sido el sistema modelo para el
estudio del metabolismo bacteriano, procesos de division celular, biosintesis de pared
celular, quimiotaxis y genética bacteriana (Puente y Finlay., 2001).

Los serotipos de E. coli se clasifican con base en los perfiles de sus antigenos de
superficie O (somatico), H (flagelar) y K (capsular). Se han reconocido un total de 170
antigenos O, cada uno definiendo un serogrupo, mientras que una combinacién especifica
de antigenos O y H define el serotipo. Las cepas de E. coli de serogrupos especificos
pueden asociarse reproduciblemente con ciertos sindromes clinicos (Nataro y Kaper.,
1998).

E. coli por lo regular reside inocuamente en el lumen intestinal. Sin embargo, en
hospederos debilitados o inmunosuprimidos incluso las cepas no patdgenas pueden
provocar una infeccién (Nataro y Kaper., 1998). En lo que se refiere a las cepas
patdégenas, se ha reportado una gran variedad de patotipos que causan diversas
enfermedades intestinales y extraintestinales. Las infecciones provocadas por estas
cepas patdgenas pueden estar limitadas a la superficie mucosa o pueden diseminarse por
todo el cuerpo, provocando asi tres tipos de enfermedades: i) infeccidn del tracto urinario
(UTI, “urinary tract infection”), ii) sepsis / meningitis, y iii) enfermedad entérica / diarrea
(Nataro y Kaper., 1998).



Los patotipos intestinales se clasifican en 6 categorias distintas de acuerdo a sus
esquemas de patogenicidad (Tabla 1). Estas cepas altamente adaptadas han desarrollado
la habilidad de provocar un amplio espectro de enfermedades en humanos vy, al igual que
muchos patogenos que actian sobre la mucosa, siguen una estrategia de infeccion, la
cual consta de cuatro etapas: i) colonizacién de la mucosa, ii) evasion de las defensas del

hospedero, iii) multiplicacion y iv) dafo al hospedero (Nataro y Kaper., 1998).

De estas cepas, EPEC es el organismo prototipo de un grupo de bacterias patégenas
que provocan lesiones intestinales de adherencia y destruccion (AE, “attaching and
effacing”), dentro del cual se encuentran: E. coli enterohemorragica (EHEC) (Tabla 1);
Hafnia alvei, que provoca diarrea en nifos; Citrobacter rodentium, que provoca hiperplasia
de colon transmisible en ratones; y E. coli enteropatdgena de conejos (REPEC), a los que
les provoca diarrea (Haack et al., 2003).

(8]



Tabla 1. Cepas de E. coli patdgenas para humanos.

(E. coli enterotoxigénica)

del viajero) generalmente
sin sangre, moco o pus, de
intensidad variable. Puede
haber fiebre y vomito.

adultos de paises donde la

enfermedad no es endémica.

CATEGORIA | SINTOMAS CLINICOS J HOSPEDEROS i FACTORES DE PATOGENICIDAD
INTESTINALES
ETEC Diarrea acuosa (diarrea Bebés recién destetados y Toxina termolabil (LT), toxina

termoestable (ST) y factores de
colonizacion (CFAs).

(E. coli enteroinvasiva)

veces cuadro disentérico
con sangre, mMoco Y pus,
junto con fiebre.

EPEC Diarrea aguda. Puede | Nifios menores de 6 meses. BFP, Intimina, Tir, Esps, sistema de
(E. coli enteropatogena) | haber vomito y fiebre. secrecion tipo Ill (Sep y Esc).
EHEC Diarrea acuosa con Adultos y nifios, Intimina, Tir, Esps, sistema de secrecion
sangre, sindrome urémico | principalmente en EEUU, tipo lll (Sep y Esc), toxina tipo Shiga
(E. coli hemolitico y colitis Argentina, Australia, Chile, (Stx), enterohemolisina.
enterohemorragica) hemorragica. Sudéfrica y Canada.
EAEC Diarrea acuosa Nifios. Adhesinas fimbriales AAF/I v AAF/II,
persistente, con moco, proteinas Pet y Pic, hemolisina y toxina
(E. coli enteroagregativa) | poca fiebre y poco o nulo termoestable EAST-1("enteroagregative
: vomito. heat-stable toxin-1").
EIEC Diarrea acuosa, algunas Adultos. Ipas (“invasion plasmid antigens”),

secrecion tipo Il (Mxi y Spa) y VirG/lcsA.

DAEC
(E. coli difusoadherente)

Diarrea acuosa
persistente.

Nifios de 2 a 5 anos.

Fimbria F1845 y adhesina no fimbrial de
membrana externa AIDA-1.

EXTRAINTESTINALES

UPEC

(E. coli uropatbgena)

Infeccion del tracto urinario
(uretritis, cistitis y
pielonefritis).

Principalmente mujeres.

Pili tipo |, pili P, adhesinas no fimbriales
(Afa-l y Afa-111), hemolisina y toxina CNF-
1 (“cytotoxic necrotizing factor 1").

NMEC Sepsis y meningitis Recién nacidos. Capsula, pili tipo |, adhesinas fimbriales
(E. coli asociada a sepsis | neonatal. S, IbeA e IbeB (proteinas de invasion).
y meningitis)

*Modificado de Puente y Finlay (2001).




1.2 Escherichia coli enteropatégena

Las cepas de EPEC se establecieron originalmente como aquellas que pertenecian a
ciertos serotipos (Tabla 2), asociados con epidemias y casos esporadicos de diarrea
infantil severa en paises desarrollados durante mediados del siglo XX (Nougayrede et al.,
2003). Estas cepas se caracterizan principalmente por no producir toxinas tipo Shiga (Stx)
y no ser invasivas (Clarke et al., 2003). Aunque las cepas de EPEC ya no son una causa
importante de diarrea en paises desarrollados, si son los agentes causales predominantes
de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo y pobres, afectando principalmente a
ninos menores de 6 meses donde colonizan la superficie del epitelio intestinal (Nataro y
Kaper., 1998).

Tabla 2. Serotipos caracteristicos de EPEC.

SEROGRUPO | ANTIGENO H ASOCIADO
055 H6, NM™

086 H34, NM

0111 H2, H12, NM

0119 H6, NM

0125ac H21

0126 H27, NM

0127 H6, NM

0128 H2, H12

0142 H6

*Tomado de Nataro y Kaper (1998).
**NM, no movil.

1.3 Mecanismo de diarrea

A pesar de todos los estudios realizados en los ultimos 25 afios, el mecanismo por el
cual EPEC produce diarrea es aun incierto. Se ha propuesto que una de las causas es la
mala absorcién provocada por la pérdida dramatica de las microvellosidades absorbentes
del epitelio intestinal como consecuencia del desarrollo de la lesién AE (Nataro y Kaper.,



1998). Sin embargo, la diarrea se da de manera muy rapida, lo cual sugiere que EPEC
activa un mecanismo de secrecién (Vallance y Finlay., 2000), lo que podria inducir una
gran variedad de mediadores intracelulares de transporte iénico intestinal como el calcio
intracelular, protein cinasa C (PKC), inositol fosfatos y tirosin-cinasas, cuyas funciones
son alteradas durante la infeccion (Nataro y Kaper., 1998). A su vez, la infeccién por
EPEC reduce la integridad de las uniones estrechas de las monocapas epiteliales
(Vallance y Finlay., 2000), o puede alterar activamente el transporte de iones, ya sea
provocando un flujo hacia adentro de iones positivos, o un flujo hacia afuera de iones
negativos (Donnenberg et al; 1997), causando un incremento rapido y transitorio en la
corriente de circuito corto (Isc) en monocapas epiteliales intestinales (Vallance y Finlay.,
2000) (Fig. 1).

Por otro lado, otros factores del hospedero podrian contribuir a la diarrea, esto es, se
ha visto que hay un reclutamiento sustancial de neutréfilos y otras células
polimorfonucleares (PMN) al sitio de la infeccion in vivo (Vallance y Finlay., 2000). Esta
inflamacién podria favorecer el dafio celular y, por lo tanto, |la diarrea.
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Cl O HOO3- atersds Diswven

(| o "
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Fig. 1. Modelo de los probables mecanismos de la diarrea producida por EPEC. (A) Se propone que ocurre un
aumento de la permeabilidad epitelial y alteraciones en la secrecién de iones CI” y HCO3". (B) Los cambios
estructurales incluyen la pérdida de superficies absorbentes, reducciéon de la integridad de las uniones
estrechas y dafio tisular. (C) También se propone que el reclutamiento de neutréfilos favoreceria la produccién

de diarrea. Modificado de Vallance y Finlay (2000).



.4 Modelo de patogénesis

La interaccion de EPEC con células epiteliales lleva a la produccién de una
histopatologia caracteristica conocida como lesion de adherencia y destruccion (AE), la
cual se caracteriza por la pérdida de microvellosidades en la superficie de los enterocitos
y la induccién de pedestales de actina polimerizada justo por debajo del sitio donde se
adhiere la bacteria (Vallance y Finlay., 2000). EI modelo de patogenicidad se ha dividido

en tres etapas para su mejor entendimiento (Fig. 2):

i) Adherencia localizada. La primera etapa involucra la adherencia inicial de la
bacteria al epitelio intestinal del hospedero. En esta etapa, EPEC forma microcolonias
densas que se adhieren a las células epiteliales en un patrén denominado adherencia
localizada (LA) (Vallance y Finlay., 2000). Baldini y colaboradores (1983), demostraron
gue la habilidad de EPEC de adherirse con este patrén, depende de la presencia del
plasmido EAF (“EPEC adherence factor”, descrito mas adelante). La identidad del factor
que media la LA fue reportada por Girén y colaboradores (1991), quienes describieron
una fimbria de 7 nm de diametro que tiende a agregarse y a formar haces, por lo que
sugirieron el nombre BFP (“bundle-forming pilus”).

i) Transduccion de senales. Después del primer contacto con la célula hospedera,
EPEC se une a la superficie de la célula y le inyecta directamente factores de virulencia a
través de un sistema de secrecion tipo lll. Este es una maquinaria molecular multimérica
especializada, compuesta de aproximadamente 20 proteinas, entre cuyos componentes
principales se encuentran las proteinas EspA, EspB y EspD que conforman el translocon
(Vallance y Finlay., 2000). EspA forma un filamento en la superficie bacteriana, mientras
que EspB y EspD forman un poro en la membrana celular de la célula hospedera. Estas
proteinas conforman una jeringa molecular a través de la cual son liberadas diversas
moléculas efectoras al citoplasma (Campellone y Leong., 2003), entre las cuales se
encuentran EspG (Elliott et al., 2001), EspF, EspH, Map (“mitochondria-associated
protein”) y Tir (Clarke et al., 2003). Estas moléculas efectoras activan vias de sefnalizacion
celulares causando alteraciones en la arquitectura del citoesqueleto, lo que resulta en la
pérdida de las microvellosidades y la despolimerizaciéon de actina.



Entre la variedad de vias que activa EPEC, ocurre un aumento en los niveles de Ca™
intracelular en cultivos de células epiteliales (Baldwin et al., 1991; Dytoc et al, 1994,
Philpott et al, 1996). Se ha hipotetizado que este incremento produce cambios en el
citoesqueleto mediante la activacion de una proteina separadora de actina dependiente
de Ca™ que induce la despolimerizacion de la actina que constituye a las

microvellosidades (Baldwin et al., 1991).

También se ha demostrado la activacién de al menos dos cinasas, protein cinasa C
(PKC) y la cinasa de la cadena ligera de miosina (MLCK) (Baldwin et al., 1990; Manjarrez-
Hernandez et al., 1996; Crane y Oh., 1997). La activacion de la PKC induce cambios
rapidos del contenido de agua intestinal y del equilibrio electrolitico in vivo e in vitro
(Nataro y Kaper., 1998), mientras que la fosforilacion de la cadena ligera de miosina
puede llevar a un incremento en la permeabilidad de las uniones estrechas (Nataro y
Kaper., 1998).

i) Adherencia intima. Una vez translocada, Tir es modificada por fosforilacion de
residuos de treonina y serina, pero principalmente es fosforilada en un residuo de tirosina,
Tyr474, localizado en la region C-terminal citoplasmatica (Campellone y Leong., 2003).
Posteriormente, Tir se inserta en la membrana de la célula hospedera donde adopta una
estructura tipo “pasador”, mostrando un dominio extracelular central que se une a una
proteina de membrana externa de la bacteria llamada intimina (Campellone y Leong.,
2003) que actua como adhesina. Los dominios amino y carboxilo de Tir residen en el
citoplasma de la célula hospedera, donde son capaces de interactuar con componentes
del citoesqueleto (Campellone y Leong., 2003). Recientemente se ha demostrado que
péptidos de Tir que contienen el residuo Tyr474 fosforilado se unen de manera directa a la
proteina adaptadora Nck in vitro (Campellone et al., 2002), pero no ocurre esta union
cuando el residuo de tirosina no esta fosforilado. Nck recluta al dominio amino terminal de
N-WASP (“neuronal Wiskott- Aldrich syndrome protein”) y al complejo de proteinas
relacionadas a actina 2/3 (Arp 2/3). El reclutamiento de Arp2/3 resulta en la nucleacion de
filamentos de actina y el inicio de la formacién del pedestal. Por lo tanto, se ha propuesto
que este residuo de tirosina fosforilado es critico para la sefalizacion de actina y la
formacion del pedestal (Kalman et al., 1999) (Fig. 3B).



A) Adherencia localizada B) Transduccién de sefiales C) Adherencia intima

Actina,
a-actinina, Talina,
Ezrina, VASP,

Arp2/3, MLC-P, Villina

Fig. 2. Modelo de patogénesis de EPEC. A) La adherencia localizada estd mediada por la produccion del pilus
BFP. Los genes necesarios para la produccion de este pilus estan codificados en el plasmido EAF (Sohel et
al., 1996; Stone et al.,, 1996). B) La transduccién de sefiales ocurre cuando EPEC le inyecta factores de
virulencia a la célula hospedera mediante el sistema de secrecion tipo Ill, las cuales activan vias de
sefializacion celulares causando alteraciones en la arquitectura del citoesqueleto, lo que resulta en la
despolimerizacion de actina y la perdida de las microvellosidades. C) La adherencia intima se da cuando Tir
es translocada a la célula hospedera donde es fosforilada. Posteriormente, Tir se inserta en la membrana de
la célula hospedera y funciona como receptor para la proteina de membrana externa intimina. La fosforilacion
de Tir también lleva al reclutamiento de proteinas de la célula hospedera para la formacién del pedestal de
actina. Modificado de Strynadka y Ness (2002).

1.5 Locus de eliminacién de enterocitos (LEE)

EPEC y otras E. coli patégenas parecen haber evolucionado de cepas no patégenas
mediante la adquisicién de factores de virulencia por transferencia horizontal de DNA. Se
propone que este DNA se organiza, por lo regular, en islas de patogenicidad en el
cromosoma o en plasmidos (Puente y Finlay., 2001). Una de las islas de patogenicidad de
EPEC es la denominada LEE (“Locus of Enterocyte Effacement”), la cual mide 35 kb y se
localiza en el cromosoma en el minuto 82 (Donnenberg et al., 1997). En esta region esta
codificado el sistema de secrecion tipo lll, el cual, como ya se mencioné, es utilizado por
EPEC para secretar a las proteinas efectoras fuera de la bacteria y/o translocarlas a la
célula hospedera (ver seccion anterior). Este sistema esta codificado por los genes esc
(“E. coli secretion”)y sep (“secretion of E. coli proteins”) que estan distribuidos en al
menos 3 operones (LEE1 a LEE3) de la isla (Elliott et al., 1998). Los genes necesarios

para la adherencia intima (tir, cesT y eae) estan codificados en el operéon LEES (Sanchez-



San Martin et al., 2001), mientras que las proteinas translocadoras y la mayoria de las
secretadas estan codificadas en el operén LEE4 (Mellies et al., 1999) (Fig. 3A).

A)
esc ' esp
RST U c J V N tir cesT eae ABD F
<
LEE1 LEE2 LEE3 LEES LEE4
Sistema de secrecion Adherencia Proteinas
ntima secretadas

Fig. 3. (A) Representacion esquematica de la isla de patogenicidad LEE de EPEC E2348/69 mostrando
algunos genes representativos. La isla LEE contiene 41 marcos de lectura abiertos (ORF’S), arreglados en al
menos cinco operones policistronicos denominados LEE1 hasta LEES. Los genes que codifican para la via de
secrecion tipo Il se encuentran en los operones LEET a LEE3 (Elliott et al., 1998); las proteinas efectoras, en
su mayoria, estan codificadas en el operén LEE4 (Mellies et al., 1999); y las proteinas necesarias para la
adherencia intima (AE) estan codificadas en el operén LEE5 (Sanchez-San Martin et al., 2001). (B)
Fotomicrografia del pedestal formado por EPEC. Tomado de Rosenshine et al (1996).

1.6 El plasmido EAF

El plasmido de virulencia de EPEC (EAF, “ EPEC adherence factor”) es un plasmido de
alto peso molecular (~92 kb 6 60 MDa) (Fig. 4) que codifica para el regulador PerA y para
las proteinas involucradas en la formacién del pilus BFP, ambos necesarios para la

virulencia en humanos (Bieber et al., 1998).



Los plasmidos EAF no presentan genes para la sintesis de - a-hemolisina, colicina y
aerobactina; y no poseen ningin marcador bioquimico o de resistencia a antibiético
reconocido (Nataro et al., 1987). Algunas cepas de EPEC no poseen el pEAF y, por lo
tanto, no expresan el BFP. Con base en esto, las cepas de EPEC se han clasificado en
clase | (si tienen pEAF) y clase Il (si carecen de él) (Nataro et al., 1985), aunque
comunmente se les llama tipicas y atipicas, respectivamente (Kaper., 1996; Trabulsi et al.,
2002).

A G 8 c u D ' F P HI JKL

Operdn bfp
Plasmido EAF

Operdon per
A B C

Fig. 4. Representacién esquematica del plasmido EAF. Este contiene al operén bfp, el cual estd compuesto de
14 genes y abarca 11.5 kb del plasmido, ademas contiene a los genes que codifican para las proteinas
requeridas para la biogénesis del BFP. El plasmido también contiene al operén perABC (bfpTVW) que
codifican para PerA, PerB y PerC. PerA es un regulador perteneciente a la familia de activadores
transcripcionales AraC/XylS (Gémez-Duarte y Kaper., 1995) que regula positivamente a su propio operén
(Martinez-Laguna et al., 1999) y al operén bfp (Bustamante et al., 1998); mientras que PerC modula la
activacion del operéon LEE1 que codifica para el reguladador Ler (Mellies et al.,, 1999; Bustamante et al.,
2001). Modificado de Bustamante et al (2001).

1.7 Mecanismo de regulacion

Una regulacién precisa de los genes de virulencia y su expresiéon adecuada en
respuesta a cambios en las condiciones ambientales, son los elementos clave en los
sistemas patégenos de muchas bacterias. La expresion inadecuada de los genes de
virulencia puede traer consecuencias desfavorables para la bacteria, ya que el
expresarlos requiere de un gasto metabdlico costoso y el expresarlas antes de establecer
la infecciéon puede alertar al sistema de defensa del hospedero sobre la presencia de la

bacteria antes de una colonizacién exitosa (Clarke et al., 2003).
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La expresion de los factores de virulencia de EPEC se presenta a niveles muy bajos
cuando se crece a la bacteria en un medio rico, como el LB (Puente et al., 1996; Kenny et
al., 1997). Sin embargo, cuando se crece en un medio minimo definido, como el DMEM,
se detecta la expresion del BFP y de las proteinas secretadas. La expresion 6ptima de los
genes de virulencia en EPEC se observa durante el crecimiento exponencial a 37°C, pH 7
y a una osmolaridad fisiolégica, en presencia de calcio y bicarbonato de sodio (Puente et
al., 1996). Por ofro lado, la presencia de sales de amonio reduce significativamente la
expresion de bfpA y el fenotipo LA in vitro (Puente et al., 1996). Se ha propuesto que este
efecto también ocurre in vivo, y se da cuando EPEC pasa del ambiente con poco amonio
del ileon, al ambiente con alto amonio del colon, donde EPEC no puede adherirse y, por
lo tanto, se requiere una regulaciéon negativa de los factores de virulencia (Puente ef al.,
1996).

La base genética de la regulacion de los genes de virulencia de EPEC se ha enfocado
en el papel del regulador Per (“plasmid-encoded regulator”) codificado en el plasmido
EAF. El operon per incluye a perA, perB y perC (Fig. 4). PerA es miembro de la familia
AraC/XylS de activadores transcripcionales (Gomez-Duarte y Kaper., 1995) y regula de
manera positiva la expresion de su propio promotor y la del operén bfp (Bustamante et al.,
1998; Martinez-Laguna et al., 1999). La transcripcion de per es reprimida parcialmente por
GadX, la cual regula también la sintesis de proteinas glutamato descarboxilasas que
forman parte del mecanismo de resistencia a acidos (Shin et al., 2001). Por otro lado,
PerC no muestra homologia a secuencias de proteinas en la base de datos (Gémez-
Duarte y Kaper., 1995; Tobe et al., 1996), pero regula de manera positiva la expresion de
los genes de LEE mediante la activacion del primer gen de LEET (ler) (Bustamante et al.,
2001).

La proteina Ler (“LEE-encoded regulator”), producto del gen ler, tiene similitud con la
familia de proteinas tipo H-NS. La similitud mas alta se encuentra en el dominio C-terminal
donde se conserva el motivo de unién a DNA (TWTGXGRXP). Ler tiene 23% de identidad
con StpA (48% de similitud sobre la region homoéloga y un 40% de similitud sobre la
secuencia completa), y 36% de identidad con H-NS (55% de similitud sobre la region
homologa y 20% de similitud sobre la secuencia completa) (Elliott et al., 2000). La
proteina H-NS (proteina funcionalmente parecida a histona) se une fuertemente al DNA
de forma no especifica, preferentemente en secuencias intrinsecamente curvas y ricas en
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residuos de A's y T's (Falconi et al., 1988), provocando cambios en el superenrrollamiento
y empaquetamiento e influyendo en la expresidbn genética. H-NS modula de forma
negativa la expresion de genes involucrados en muchos procesos celulares distintos,

incluyendo virulencia (Atlung e Ingmer., 1997).

La expresion de ler también depende de la funcion de otros factores, entre los cuales

se encuentran:

* [HF (“integration host factor”), la cual es una proteina que se une especificamente
al DNA en sitios consenso y lo dobla para formar complejos nucleoproteinicos. IHF
acta como regulador global y es esencial para la activacion de ler (Friedberg et
al., 1999).

* BipA, la cual es miembro de la superfamilia de GTPasas de unién a ribosomas y

regula de manera positiva la expresion de ler (Grant et al., 2003).

e GrlA, que tiene 23% de identidad con CaiF, un activador transcripcional comin de
las Enterobacteriaceae, y regula de manera positiva la expresion de ler (Deng et
al., 2004).

Bustamante y colaboradores (2001) reportaron que Ler actia como un antirepresor
para H-NS en la regulacién de los operones LEE2 y LEE3. Encontraron que dos regiones
denominadas SRS1 y SRS2 (“silencer regulatory sequence”), localizadas en el extremo 5’
de la secuencia estructural de orf12 y entre el sitio de inicio de la transcripcidon y el codén
de inicio de sepZ, respectivamente, son requeridas para la regulacion negativa de estos
operones en ausencia de Ler. Estas regiones reprimen la expresién de ambos operones
en presencia de H-NS y al eliminarlas la expresidon se hace independiente de Ler.
Concluyen que Ler podria estar compitiendo con H-NS por sus sitios de unién y/o
alterando la arquitectura local del DNA para evitar la unién de H-NS, interfiriendo con la
formaciéon de un complejo nucleoproteinico represor. Ler y H-NS también compiten para
activar la transcripcion de LEES (Haack et al., 2003). A través de ambos estudios, se ha
demostrado que Ler es necesaria para la transcripcion de los genes de LEE, compitiendo
por las secuencias de union al DNA con H-NS, la cual reprime su expresion en ausencia
de Ler.
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A su vez, se ha demostrado que Ler es requerida para la expresién de los operones
LEE2, LEE3, LEE4 y LEES, y espF, espG, y map (Friedberg et al., 1999; Mellies et al.,
1999; Elliott et al., 2000; Sperandio et al.,, 2000; Sanchez-San Martin et al., 2001).
Adicionalmente, Ler se requiere para la expresion del gen espC no codificado en LEE
(Elliott et al.,2000).

€) .,o"
-~ Plasmido EAF

" /
a Gt

N5

)n’
IHF (+)

4 - P
LEE1 LEE2 LEE3 LEES LEE4
Sistema de secrecioén tipo Il Adherencia Proteinas
intima secretadas

Isla de Patogenicidad LEE

Fig. 5. Regulacion de genes de virulencia en EPEC. En el plasmido EAF se encuentra el operén per, el cual
codifica para PerA, PerB y PerC. PerA regula de manera positiva la transcripcién de su promotor y la del
operon bfp. Por su parte, PerC junto con GrlA, IHF, y BipA, regulan de manera positiva la expresion del primer
gen del operon LEE1, ler. El producto de este gen elimina la represién ejercida por H-NS sobre los promotores
de LEE2, LEE3, LEE4 y LEES. Modificado de Bustamante et af (2001).

13



Il. ANTECEDENTES

La isla de patogenicidad espC es una segunda isla descrita en algunas cepas de
EPEC, localizada en el minuto 60 en el cromosoma (Fig. 6). Esta region de DNA no se
encuentra en cepas de E. coli comensales o de laboratorio, sino sélo en las que
pertenecen al grupo EPEC1: E2348/69, JPN15, #19, #15, 572-56, C54-58 y 5513-56. Se
le ha denominado isla de patogenicidad por las siguientes razones (Mellies et al., 2001):

e Contiene al menos dos loci probablemente asociados con virulencia: espC, cuyo
producto tiene similitud con la toxina Pet de EAEC, y orf3 que tiene similitud con el
gen virA de Shigella.

¢ Secuencias homoélogas a espC y orf3 estan presentes en cepas patégenas, pero no
en cepas no virulentas.

¢ El contenido de G+C de la regién es de 40.5%, menor que el del genoma de E. coli
K12 (50.8%), sugiriendo que la region se adquirié por transferencia horizontal.

e bl Jap e ) ¢ =i xk

Fig. 6. Mapa genético de la isla de patogenicidad espC. Los genes en negro se encuentran también en E. coli
K12 (cepa MG1655), los que no tienen similitud con secuencias conocidas estan en blanco, y los restantes

tienen similitud con secuencias conocidas. Modificado de Mellies et al (2001).

Dentro de esta isla se encuentra localizado el gen espC, el cual codifica para la
proteina precursora de EspC, que consiste de 1,306 aminoacidos. Los primeros 53
aminoacidos de la proteina precursora no estan presentes en la proteina madura
secretada de 110 kDa, y tienen varias caracteristicas encontradas en péptidos senal, los
cuales median la exportacién Sec-dependiente a través de la membrana citoplasmatica
(Mellies et al.,, 2001). Estos rasgos incluyen un tramo de aminoacidos cargados
positivamente (dominio N), seguido por una regién mas grande de aminoacidos
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hidrofébicos (dominio H) y, finalmente, una regién menos hidrofébica (dominio C) que
contiene un sitio de reconocimiento para la peptidasa sefial (Mellies et al., 2001).

EspC comparte homologia con miembros de la familia de autotransportadores, entre
los cuales se encuentra la proteasa de IgA de Neisseria gonorrhoeae, Hap de
Haemophilus influenzae, Tsh de APEC (“avian pathogenic E. coli”), SepA y ShMu de
Shigella flexneri, Pic y Pet de EAEC, y EspP de EHEC. Varios miembros de la familia de
autotransortadores, incluyendo a las proteinas ya mencionadas, tienen un motivo de
serin-proteasa conservado, sin embargo, ninguna es capaz de cortar IgA. A esta
subfamilia de autotransportadores se le ha denominado SPATE (“serin protease

autotransporters of Enterobacteriaceae”) (Mellies et al., 2001).

EspC tiene mayor similitud con la proteina Pet de EAEC, la cual tiene actividad
enterotoxica en el tejido intestinal (Mellies et al., 2001). Al respecto, se ha visto que EspC
tiene actividad enterotdxica, rompe las subunidades o y £ de la espectrina, a la pepsina, y
al factor de coagulacion V (Dutta et al., 2002). Interesantemente, no contribuye con la
formacion de la lesion AE, ni con la mediacion de la transduccion de sefales inducida por
EPEC y no juega un papel en la invasién o adherencia (Mellies et al., 2001). Sin embargo,
hay varios elementos que sugieren que EspC puediera jugar un papel en la patogénesis.
Uno es la presencia de homélogos de espC en las cepas patdgenas de E. coli RDEC-1,
C. freundii y H. alvei, pero no en cepas no patdégenas (Mellies et al., 2001). Otro es el
hecho de que EspC es una proteina altamente inmunogénica (Stein et al., 1996). Un
tercero es la identificacion de autotransportadores en al menos 30 patdégenos Gram-
negativos que causan diferentes enfermedades (Mellies et al, 2001). Ademas,
recientemente, Navarro-Garcia y colaboradores (2004) reportaron que EspC produce
efectos citopaticos en células epiteliales parecidos a los reportados para Pet.

Se ha visto que el extremo carboxilo terminal del dominio £ de los autotransportadores
muestra un alto grado de homologia a nivel de aminoacidos y parece que tienen una
funcion comun, mientras que los dominios pasajeros son mas divergentes. De hecho, se
les han atribuido distintas funciones, incluyendo adhesién, actividades de proteasa y
toxina, e invasién celular. Debido a esto y a la presencia de espC en un subgrupo de
patdgenos, se propone que juega un papel accesorio en la patogénesis, precisamente
como enterotoxina (Mellies et al., 2001).
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El mecanismo de autotransporte (Fig. 7) fue descrito por primera vez para la proteasa
de IgA de N. gonorrhoeae (Henderson et al., 2001). La proteina precursora se exporta a
través de la membrana citoplasmatica de una manera dependiente del sistema Sec,
acoplada al rompimiento del péptido sefal. La proteina madura posee un dominio C-
terminal que forma un barril B en la membrana externa y el dominio pasajero N-terminal es
exportado a través del barril, para, posteriormente, ser procesado autocataliticamente del

barril y liberado (Henderson et al., 2001).

Dominio pasajero
localizado externamente

Membrana externa

Intermediario periplasmico

Membrana interna

Aparato

Sec T

v
O N (GO O0n0aonaoa0a)

Secuencia pominio pasajero .
seral

dominio B

Fig. 7. Modelo del mecanismo de secrecién de autotransportadores (tipo V). Las proteinas exportadas por
este mecanismo poseen tres dominios (secuencia sefal, dominio pasajero y dominio ). La secuencia sefal
dirige a la proteina al periplasma a través del sistema Sec y es cortada en la membrana interna por una
peptidasa sefial, liberando la porcién restante en el periplasma. Aqui, el dominio # asume la estructura de un
barril # que se inserta en la membrana externa para formar un poro. El dominio pasajero es translocado a la
superficie celular bacteriana a través del poro y, posteriormente, es cortado y liberado. Modificado de
Henderson et al (2001).

En lo que se refiere a la regulacion, Elliott y colaboradores (2000) observaron en
preparaciones de proteinas secretadas de EPEC, una proteina de alto peso molecular
(~110 kDa) en sobrenadantes de cepas silvestres y cepas Aler complementadas, pero no
en sobrenadantes de mutantes en ler. Esta banda ya se habia identificado previamente
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como EspC (Stein et al., 1996), lo cual fue confirmado mediante una inmunodeteccion

con antisuero anti-EspC.

Para demostrar que Ler es capaz de activar a espC, construyeron una fusion al gen
reportero lacZ (conteniendo al probable promotor y al menos 200 pb flanqueandolo).
Posteriormente, midiendo la actividad de pg-galactosidasa de la cepa EPEC Aler
complementada con /er en un plasmido, encontraron que Ler activa fuertemente la
transcripcion del promotor e incrementa los niveles de EspC secretada, por lo que

propusieron que Ler activa de manera directa la transcripcion de espC.

Posteriormente, Grant y colaboradores (2003) reportaron que la GTPasa BipA controla
la expresion de Ler y, al analizar la secrecion de EspC en la mutante en BipA (la cual
presenta una disminucién en la expresion de /er), vieron que disminuye en comparacion

con la silvestre, concluyendo que BipA controla la expresion de espC a través de Ler.

ll. HIPOTESIS

Dado que la expresion de espC es dependiente de Ler, y de acuerdo a lo observado
en otros genes de EPEC, espC es regulado negativamente por H-NS y positivamente por
Ler.
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IV. OBJETIVOS

e Objetivo general

— Estudiar la regulacion transcripcional del gen espC de E. coli enteropatégena (EPEC).

o Obijetivos particulares

— Caracterizar el promotor del gen espC.
= Determinar la regién reguladora minima de espC.

— Determinar el papel de los reguladores Ler y H-NS en la regulacion de espC.

* Objetivos experimentales

= Construir fusiones transcripcionales al gen reportero cat con fragmentos de distintos
tamanios de la region reguladora del gen espC.

= Analizar la expresion de estas fusiones en distintos fondos genéticos: E2348/69
(silvestre), EPEC Aler, EPEC Ahns, MC4100 (silvestre), y MC4100 Ahns.

= Analizar la expresion de las fusiones en distintos medios de cultivo.

= Determinar el inicio de la transcripcion por “primer extension”.

= Inmunodetectar la proteina EspC en cepas con distintos fondos genéticos.

= Hacer ensayos de complementacion en la cepa de E. coli K12 con un plasmido que
contenga a ler.

= Hacer ensayos de retardamiento de banda para determinar la afinidad de las proteinas
H-NS y Ler por distintos fragmentos de la region reguladora de espC.

= Determinar el sitio de unién de Ler por ensayo de proteccion a DNAsa |.
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V. MATERIALES Y METODOS

» Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Las cepas y plasmidos utilizados en este estudio se enlistan en la Tabla 3. Se usaron

los medios LB (Luria-Bertani, contiene 10 g de triptona, 5 g de extracto de levaduray 10 g
de NaCl por litro, ajustado a pH 7.5 con NaOH) o DMEM (“Dulbeco’s Modified Eagle

Medium”, Gibco BRL Life Technologies, contiene alta glucosa, L-glutamina e hidrocloruro

de piridoxina), los cuales fueron suplementados con los siguientes antibidticos, segun fue

requerido: ampicilina (100 pg/ml), acido nalidixico (25 pg/ml), estreptomicina (100 pg/ml),

kanamicina (25 pg/ml), y tetraciclina (10 pg/ml).

Tabla 3. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

CEPAS DESCRIPCION REFERENCIA
E2348/69 EPEC silvestre O127:H6 Nal’ J. B. Kaper
Ner E2348/69 con una eliminacion en fase de ler Nal’ Laboratorio
Ahns::Km E2348/69 con una insercién hns::Km Nal’, Km' Laboratorio
MC4100 F' araD139 D(argF-lac) U169 rpsL150 relA1 fIb6301 deoC1 ptsF25| Casabadan et

thsR sm' al, 1976
MC4100 Ahns | MC4100 con una eliminacién en fase de hns Sm' Laboratorio
AescC E2348/69 con una eliminacion de escC Sm" | Gauthier et al,
2003
AespC E2348/69 con una eliminacién de espC Sm' Stein et al,
(MAS111) 1996
PLASMIDOS
pKK232-8 Derivado del pBR322 que contiene el gen cat (cloranfenicol acetil Pharmacia
transferasa) sin promotor, utilizado para la construccion de Biotech
fusiones transcripcionales.
pMPMT3 Derivado del p15A, vector de clonacion de bajo numero de copias Mayer,
(Tc') 1995
pMPMT3ler-4 | Derivado del pMPMT3 que contiene al gen ler de Citrobacter
rodentium bajo un promotor tac, utilizado en ensayos de| Laboratorio
complementacion.
pSEPZ-11 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional | Bustamante et
sepZ-cat de los nucleétidos —469 a +121. al, 2001
pESPC-401 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional | Este estudio

-401 a +141 con respecto al inicio de

espC-cat de la regién
transcripcion.
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pESPC-287 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional | Este estudio
espC-cat de la region -287 a +141 con respecto al inicio de
transcripcion.

pESPC-210 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusion transcripcional | Este estudio
espC-cat de la region -210 a +141 con respecto al inicio de
transcripcion.

pESPC-121 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusion transcripcional| Este estudio
espC-cat de la region -121 a +141 con respecto al inicio de
transcripcion.

pESPC-58 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusion transcripcional| Este estudio
espC-cat de la regibn -58 a +141 con respecto al inicio de
transcripcion.

pESPC-43 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusién transcripcional| Este estudio
espC-cat de la region -43 a +141 con respecto al inicio de
transcripcion.

pESPC-29 Derivado del pKK232-8 que contiene la fusion transcripcional | Este estudio
espC-cat de la region -29 a +141 con respecto al inicio de
transcripcion.

» Oligonucleétidos

Los oligonucleodtidos utilizados se solicitaron a la Unidad de Sintesis del Instituto de
Biotecnologia-UNAM y se muestran en la Tabla 4. Todos los oligonucleétidos se diluyeron

a una concentracion de 25 uM antes de utilizarlos.

Los oligonucledtidos pKK232-BHI-F, pKK232-H3-R y espC-crm, utilizados en la
secuenciacion de DNA y en el “primer extension”, se marcaron con [**P]- yYATP y con la

enzima T4 polinucledtido cinasa (Amersham) con la siguiente mezcla de reaccion:

Oligonuclettido (25 uM) 0.4 ul
Regulador de cinasa 10 x 1.0 pl
[*P]-yATP 0.4 pl
Enzima T,PNK (USB, 30 U/ul) 0.2 pl
Agua 8.0 ul

Esta mezcla se incubé a 37°C por media hora y la enzima se inactivé por calor a 75°C
por 5 min.
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Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo.

OLIGO. SECUENCIA 5 -3 CARACTERISTICAS uso FRAGMENTO
AMPLIFICADO
espC- ATG-AGA-TGG-ATC-CGT-CGC-AAC-G Genera un sitio de BamHI. Fwd. ® pESPC-401 570 pb
1N
espC-2 | CGC-GTG-ACA-AGC-TTT-TAA-TGC-G Genera un sitio de Hindlll. Rev.® Todas las R
fusiones
espC-3 | TTG-CTG-GGT-GGA-TCC-GGG-CTT-TTT | Genera un sitio de BamH|. Fwd. pESPC-29 200 pb
espC-4 | TTA-ATA-AGG-GGA-TCC-TGT-TTG-TTA | Genera un sitio de BamHI. Fwd. pESPC-58 230 pb
espC-5 | TTC-TTT-TTG-GGA-TCC-AGG-GTA-TTA | Genera un sitio de BamH|. Fwd. pESPC-121 300 pb
espC-6 | TTA-TTA-GAA-GGA-TCC-TAT-TGT-TAT | Genera un sitio de BamHI. Fwd. pESPC-210 370 pb
espC-7 | TGT-TTG-TTA-GGA-TCC-TGC-TGG-GTT | Genera un sitio de BamH|. Fwd. pESPC-43 210 pb
espC-8 | ACG-AAA-CTG-GGA-TCC-GGA-ATT-AAA | Genera un sitio de BamH|. Fwd. pESPC-287 440 pb
espC- TAT-CAC-CAG-ATC-TGA-AGT-CC No genera ningun sitio. Rev. “primer e
crm extension”
pKK232 | GGA-ATT-CTC-GGG-GAT Incluye parte del pKK y el sitio de | secuenciacion e
-BHI-F BamHI. Fwd. de fusiones
pKK232 | GTT-TTG-TCC-TAC-AGC Incluye parte del pKK y el sitio de | secuenciacion | — -----e -
-H3-R Hindlll. de fusiones
Rev.
ompA TTT-GCG-CCT-CGT-TAT-CAT-CCA-A Corresponde al gen structural ompA. | “primer e
Rev. extension”
a. Afavor.

b. Reverso.




» Construccion de las fusiones transcripcionales

Para la construccién de fusiones se utilizaron los oligonucleétidos espC1N a espC-8
(Tabla 4) con los cuales se realizaron las reacciones de PCR, utilizando como molde DNA
gendmico de la cepa EPEC E2348/69 y la enzima Taq polimerasa (Altaenzymes). Las
condiciones variaron de acuerdo a la Tm de los oligonucleétidos y a los tamarnos de los
fragmentos. Una vez obtenidos los productos de PCR, se precipitaron utilizando el método
de cloroformo:alcohol isoamilico y acetato de potasio como se describe a continuacion.

Se juntd el contenido de los tubos de cada PCR en un tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se le
agregaron 1/10 de volumen de acetato de potasio 3M pH 4.8, 0.5 volimenes de fenol y
0.5 volumenes de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se agitd el tubo por 10 min, luego
se centrifugd por 10 min a 12,000 rpm. Se recupero la fase acuosa en otro tubo y se le
adicion6 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico, después se agitdé por 10 min. Al
terminar se centrifugd por 8 min a 12,000 rpm. Se recuperoé la fase acuosa en un tubo
nuevo y se le adicionaron 2 volimenes de etanol absoluto. Se dej6 precipitar el DNA toda
la noche a —20°C. Al dia siguiente se centrifugd por 30 min a 12,000 rpm y se decantd. Se
lavé con 1 ml de etanol al 70% y se centrifugdé por 10 min a 12,000 rpm. Se decanté y se

secd por 10 min en el Savant. EI DNA se resuspendié en 30 ul de agua.

Después de resuspender los DNA's, se digirieron con las enzimas de restriccion
BamHI y Hindlll (Invitrogen) de la siguiente manera: a 30 ul de DNA se le adicionaron 5 pl
del regulador de Hindlll 10 x, 14 ul de agua y 1 pul de enzima, se incubd la reaccién a 37°C
por 3 hrs. Después se le agregd 1 ul de BamHI| y se incubd a 37°C por otras 3 hrs.
Posteriormente, se concentrd el DNA con una columna Microcon-100 (Amicon, Millipore),
de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En seguida, se realizaron las reacciones de
ligacion con los insertos y el vector pKK232-8 digerido también con BamHI y Hindlll, en
una relacién 3:1 respectivamente, utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Promega) como se

menciona a continuacion:
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Se prepararon las mezclas:

Vector 3
Inserto 1l
Agua 13 ul

Estas mezlas se incubaron 10 min a 65°C, luego 10 min a 4°C. Posteriormente se les
anadié 2 ul de regulador de ligasa 10 x y 1 ul de enzima T4 DNA ligasa. Se mezclaron, se

centrifugaron y finalmente se incubaron a 4°C toda la noche.

Se transformé la cepa de E. coli MC4100 (silvestre) con 10 ul de cada reaccion de
ligacion por electroporacién, se recuperaron en medio SOC (contiene bacto triptona 2 g,
extracto de levadura 0.5 g, NaClI 5 M 0.2 ml, KCI 1 M 0.25 ml, MgCI 1 M 1 ml, MgSO, 1 M
1 ml y glucosa 0.36 g aforado 100 ml) a 37°C por 2 horas, y se cultivaron en agar LB con
ampicilina 100 ug/ml para seleccionar aquellas que tuvieran el plasmido. Posteriormente,
se eligieron varias colonias y se les extrajo el plasmido por Miniprep como se describe a

continuacion.

Se centrifugaron 2.5 ml de cultivo por 3 min a 12,000 rpm. Se eliminé el sobrenadante.
Se le agregaron 200 pl de solucion GET a la pastilla (glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-
H-Cl 25 mM), se resuspendié y se incubd 5 min a temperetura ambiente. Después se le
agregaron 200 pl de solucién 2 (contiene 5 ml de SDS 20%, 2 ml de NaOH 10 N, aforado
a 100 ml), se mezclé por inversiébn y se incubé 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se agregaron 200 ul de acetato de potasio 3 M pH 4.8, se mezclé por
inversion y se incubd 10 min a 4°C. Se centrifugd por 10 min a 12,000 rpm y se recuperd
el sobrenadanteen un tubo nuevo. Se le agreg6 0.5 volimenes de fenol y 1/5 de volumen
de cloroformo:alcohol isoamilico, se mezclé por inversién y se incub6é 5 min a temperatura
ambiente. Se centrifugé por 8 min a 12,000 rpm y se recuperd la fase acuosa en otro tubo.
Se agregaron 2 volumenes de etanol absoluto y se mezcld por inversion. Se centrifugd
por 15 min a 12,000 rpm a 4°C. Se decantd, se agregd 1 ml de etanol al 70% y se mezcld
por inversion. Se centrifugd 10 min a 12,000 rpm a 4°C. Se decantd y se sec6 en un

Savant a temperatura media por 15 min. Se resuspendié el DNA en 35 pl de agua.
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Para corroborar las construcciones, se revisaron por digestion doble con BamHI y
Hindlll y se observaron en un gel de agarosa al 1%. Una vez que se revisé el plasmido, se
purificé con el estuche comercial High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche) de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Posteriormente, se transformé el resto de las cepas: EPEC
E2348/69 silvestre, EPEC Aler, EPEC Ahns y MC4100 Ahns con 4 ul del plasmido
purificado.

» Secuenciacion de fusiones

Para corroborar que las construcciones no tuvieran alguna mutacion que pudiera
alterar los resultados, éstas se secuenciaron utilizando los oligonucleétidos pKK8-BHI-F y
pKK8-H3-R, los cuales se marcaron radioactivamente como se menciond anteriormente.
En las reacciones de secuencia se utilizdé DNA de las fusiones y uno de los
oligonucledtidos marcados, la secuencia se hizo mediante el procedimiento de
terminacion de la cadena por dideoxinucleotidos (Sanger et al., 1977), usando el estuche
de secuenciacion ciclica ThermoSequenase (Amersham Life Science). Se preparé la

siguiente mezcla:

DNA 10.0 pl
Regulador de secuenasa 10 x 2.4l
Oligo y-ATP 1.0
Termosequenasa (USB, 4 U/ul) 0.6 pul
Agua 7.0 ul

Aparte, en tubos Eppendorf de 0.5 ml para PCR se ponen por separado 4 ul de cada
terminador ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP, ddCTP, New England Biolabs) y se reparten 4
ul de la mezcla anterior en cada tubo. Posteriormente se someten a los siguientes ciclos

en un termociclador:
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94°C 5 min 1 ciclo

94°C 30 seg
47°C 30 seg 50 ciclos
60°C 2 min

A las muestras se les adicion6 4 ul de regulador de formamida, fueron
desnaturalizadas calentandolas a 80°C por 3 minutos y se corrieron en un gel de
secuencia de poliacrilamida 8%/ urea 7 M/ TBE (Trisma base 130 mM, acido borico 40
mM, EDTA 2.799 mM). El gel se seco6 al vacio a 80°C y se expuso en una pantalla de
Phosphorimager (Molecular Dynamics).

» Ensayo de actividad de CAT

Cuando se tuvieron las fusiones secuenciadas, se hicieron ensayos de actividad de la
cloranfenicol acetil transferasa. La determinacion de la actividad de las fusiones
transcripcionales al gen cat se realizd como se describié anteriormente (Puente et al.,
1996). Brevemente, las cepas transformadas con las fusiones se cultivaron en 50 ml de
LB adicionado con Ap en un bafio con agitacion a 37°C toda la noche. Los cultivos se
ajustaron a una DOgq de 1.0 con regulador salino de fosfatos 1 x (PBS, contiene 80 g
NaCl, 6.1 g Na;HPO,, 2 g KH,PO,, 2 g KCI en un litro, pH 7.4), se tomé 1 ml para inocular
50 ml de medio (LB o DMEM segun el caso) suplementado con Ap y se incubaron en
agitacion. Se tom6 1 ml de muestra de cada cultivo a las DOgo de 0.4, 0.6, 0.8y 1.0 (1.2 y
1.4 para ensayos en LB). Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 5 min a 4°C y
las pastillas se lavaron con 800 ul de regulador TDTT (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, DTT 3uM)
y. posteriormente, se resuspendieron en 300 ul de TDTT. Para obtener los extractos
crudos las muestras se sonicaron con 3 pulsos de 1 minuto y se centrifugaron a 10,000
rpm por 25 min a 4°C.

La concentracion de proteinas se determind con el estuche comercial BCA (Pierce) y la

actividad de CAT se determind mediante una cinética de actividad enzimatica con acetil-
CoA, cloranfenicol y 5,5'-ditio-bis (2-acido nitrobenzdico) (DTNB, Research Organics) en
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un lector de microplacas computarizado tipo Ceres (Biotek) y el programa KC3. La
actividad especifica de CAT se determiné dividiendo la actividad obtenida entre la

concentracion de proteina de cada extracto.

Para la realizacién de las curvas de actividad, a lo largo de la curva de crecimiento, se
siguié basicamente el mismo procedimiento, con la diferencia de que los inéculos se
pusieron en 65 ml de medio DMEM. Ademas, para la obtencion de muestras se tomaron
15 ml a las 2 horas, 10 ml a las 3 horas, 5 ml a las 4 horas, 3 ml a las 5 horas, y de la

sexta a la doceava horas se tomd 1 ml.

» Determinacion del inicio de transcripcion por “primer extension”

Las bacterias se cultivaron como se menciond anteriormente. Los cultivos se ajustaron
a una DOgy de 1.0 con PBS 1x, se tomdé 1 ml para inocular 50 ml de DMEM y se
incubaron en agitacion a 37°C hasta que llegaran a una DOsoo de 1.0. De los cultivos se
tomaron 20 ml de muestra, se centrifugaron a 8,000 rpm a 4°C y las pastillas se guardaron
a -20°C. Posteriormente, se extrajo el RNA total con el estuche comercial RNeasy
(Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La concentracion y la calidad de
RNA se determinaron midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm (Azso Y Azso), Y corriendo 4
1l de muestra en un gel de agarosa al 2%. Para la cuantificacion se utilizé la formula:

[ng/ul] = A2s0 x 40 x factor de dilucion.

Las reacciones de primer extension se hicieron como se describid anteriormente
(Martinez-Laguna et al., 1999) con algunas modificaciones. Para la reaccion se utilizo el
oligonucleétido marcado con **P (pKK8-H3-R o espC-crm) y 4-10 ug de RNA en NaCl 5M,
Tris H-Cl 1M pH 8, agua DEPC calentando 3 minutos a 90°C y después enfriando
lentamente hasta 50°C. Las reacciones de transcripcion se hicieron a 37°C por una hora y
media con la enzima transcriptasa reversa MLV (Invitrogen) adicionando ademas DTT 100
mM y dNTP’s 10 mM, asi como inhibidor de RNAsa (Invitrogen, 40 U/ul). Los productos se
purificaron y concentraron usando una columna Microcon-30 (Amicon, Millipore), de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Al final, se adicionaron 4 pl de regulador de

formamida. Las muestras fueron desnaturalizadas calentandolas a 80°C por 3 minutos y
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se corrieron en un gel de poliacrilamida 8%/ urea 7 M/ TBE. El gel se secé al vacio a 80°C
y se expuso en una pantalla de Phosphorimager. Como control se utilizd el
oligonucledtido ompA y RNA tanto de la cepa silvestre como de la mutante en ler.

Para las reacciones de secuencia se utilizaron el oligonucle6tido pKK-8-H3R y DNA de
la fusion espC-401 (Fig. 8B), y el oligonucleétido espC-crm y DNA cromosomal de la cepa

EPEC silvestre (Fig. 8A). Las reacciones se hicieron como se mencion¢ anteriormente.

» “Western blot”

Este método consiste en transferir proteinas de un gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
una membrana de nitrocelulosa y, posteriormente, detectarlas con anticuerpos especificos
para las proteinas de interés. Para este experimento las bacterias se cultivaron en LB
suplementado con ac. nalidixico a 37°C por toda la noche. Los cultivos se ajustaron a una
DOgoo de 1.0 con PBS 1x, se tomé 1 ml para inocular 50 ml de DMEM y se incubaron en
agitacion a 37°C hasta que llegaron a una DOesoo de 1.0. De estos cultivos se tomaron 9
ml, se centrifugaron y las pastillas se resuspendieron en 300 pl de solucién de urea pH
8.0. Después, las muestras se sonicaron con 2 ciclos de 30 seg y se les afiadié regulador
de corrimiento para proteinas (contiene 5 ml glicerol 100%, 2 ml SDS 20%, 1 ml B-
mercaptoetanol, 2.5 ml Tris-H-Cl pH 6.8 y 0.2 g de azul de bromofenol). Las muestras se
hirvieron por 5§ minutos y se cargaron 20 pl de cada una en un gel de poliacrilamida al
10% (acrilamida 30%, bisacrilamida 0.8%) que se corri6 a 25 mA. Posteriormente, se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 um de poro (Amersham) en una
camara de transferencia himeda (BioRad) por 1 hora a 100 V. Al término, la membrana
se bloqued con leche descremada (Carnation) al 5% en regulador TBS-Tween (contiene
2.5 ml Tris-H-Cl 2 m pH 7.5, 15 ml NaCl 5 M y 250 ul Tween 20 en medio litro de agua)
por al menos 1 hora a temperatura ambiente en agitacion. Después, se incubé con el
anticuerpo primario a la dilucion recomendada (Tabla 5) durante toda la noche a
temperatura ambiente en agitacion. Al dia siguiente, la membrana se lavé 3 veces por 10
minutos con TBS-Tween y se incubd con el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa
(Tabla 5) por 1 hora en agitacién. Por ultimo, la membrana se volvid a lavar 3 veces con
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TBS-Tween y se reveld con el estuche comercial de quimioluminiscencia Chemi-Glow

(Alpha Innotech) y se observo en el Alpha Imager.

Tabla 5. Anticuerpos primarios ® y secundarios " utilizados en este trabajo.

ANTICUERPO DILUCION FUENTE
a-EspB monoclonal ® 1:5,000 De Vinney, R. et al. 2001. |
a-EspC policlonal ? 1:600 Navarro, F. et al. 2004.
a-Tir monoclonal ® 1:10,000 De Vinney, R. et al. 2001.
o-DnaK monoclonal ® 1:50,000 : Invitrogen
anti-conejo-HRP* ° 1:10,000 | Biomeda
anti-ratén-HRP* © 1:10,000 : Biomeda

*HRP - peroxidasa de rabano.

» Ensayo de retardamiento de banda (EMSA)

Los ensayos de retardamiento de banda, o ensayos de cambio en la movilidad
electroforética (“Electrophoretic Motility Shift Essay”) proveen un método simple, rapido y
extremadamente sensible para detectar la secuencia de DNA especifica de unién de una
proteina. Las proteinas que se unen especificamente a una secuencia de DNA retardan la
movilidad del fragmento durante la electroforesis, resultando en bandas discretas que
corresponden a los complejos DNA-proteina (Fried y Crothers., 1981). Para la realizacion
de estos ensayos se amplificaron los fragmentos de los plasmidos pESPC-401 y pESPC-
43, por PCR ,utilizando el oligonucleétido pKK232-H3-R marcado radioactivamente con
*P y el oligonucledtido pKK232-BHI-F frio. Posteriormente, se pusieron en contacto los
fragmentos con 3 concentraciones crecientes de Ler o H-NS (purificadas y dializadas) en
regulador de unién (HEPES 40 mM, MgCl, 8 mM, KCI 45 mM, DTT 1 mM, NP,O 0.05%,
BSA 0.1 mg/ml). La reaccién se incubd por 20 minutos a 4°C y, posteriormente, se
cargaron las muestras en un gel de acrilamida nativa al 5% (acrilamida 30%, bisacrilamida
0.4%) y se corrieron a 130 V a 4°C en regulador de corrida TBE (0.5x). Al término, los
geles se secaron al vacio a 80°C y se expusieron en una pantalla de Phosphorimager

para su analisis.
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» Ensayo de proteccion a DNasa |

Para este ensayo se utilizé el fragmento de DNA de la fusion espC-43 amplificado por
PCR utilizando el oligonucleétido pKK8-H3-R marcado radioactivamente con *P vy el
oligonucleétido pKK8-BHI-F frio. Se pusieron 4 pl del producto de PCR en contacto con
diferentes concentraciones de la proteina Ler y se incubaron a temperatura ambiente por
20 minutos en regulador de unién. Posteriormente, se adicionaron 40 ul de una dilucion
10 de DNAsa | (Roche, 10 U/ul) en regulador de unién 2X y se incubaron por 1.5 minutos
a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo anadiendo 400 ul de solucion de paro
(acetato de amonio 570 mM, etanol absoluto 80%, DNA de esperma de salmén 50 pg/ml)
y se agitd en Vortex por 20 segundos. La precipitacion se favorecié colocando las
reacciones en hielo seco e incubando después a -70°C por 30 minutos. Después, la
mezcla se centrifugé por 30 minutos a 12,000 rpm y la pastilla se lavé primero con 800 pl
de etanol absoluto y después con 800 ul de etanol al 70%. Las reacciones se secaron en
un Savant por 15 minutos a temperatura media y se resuspendieron en 5 pul de regulador
de formamida. Los 5 pl se cargaron en un gel de secuencia de poliacrilamida 8%- urea 7
M-TBE junto con una secuencia del fragmento de DNA usando el mismo oligonucleoétido
marcado. La electroforesis se llevo a cabo por 4 horas a 50 W. El gel se secé al vacio a
80°C y se expuso en una pantalla de Phosphorimager (Molecular Dynamics) y en una
pelicula fotografica tipo X-Omat (Kodak).
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VI. RESULTADOS

Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion

Para determinar la posicidn del promotor e iniciar el analisis detallado de la regién
reguladora de espC, primero definimos el inicio de transcripcion a partir de RNA total
obtenido de la cepa E2348/69 silvestre, crecida a 37°C en DMEM, condiciones que
favorecen la expresion de factores de virulencia en EPEC (Puente et al., 1996; Martinez-
Laguna et al., 1999). De acuerdo al resultado de “primer extension” mostrado en la Figura
8A, el sitio de inicio de la transcripcion corresponde a un residuo G localizado 118
nucleétidos corriente arriba del inicio de la traduccion (ATG). Con base en esto, se
localizaron las cajas -35 (TTGATT) y -10 (TATAAA), las cuales contienen 4 y 5
(subrayadas), respectivamente, de las 6 bases presentes en las secuencias -35 y -10
consenso para promotores dependientes de ¢’ en E. coli y que estan separadas por 17
pb.

En este experimento también se obtuvo RNA de la cepa E2348/69 Aler, para
determinar si el promotor se expresa en ausencia de este gen. Se observd que en esta
cepa la actividad del promotor de espC se reduce significativamente, lo que indica que
requiere de la proteina Ler y corrobora lo reportado anteriormente por Elliott y
colaboradores (2000). Ademas, se utilizd como control un oligonucleétido dirigido hacia el
transcrito del gen ompA, el cual posee un promotor constitutivo, para demostrar que se

utilizé una concentracion similar de RNA en ambas reacciones.
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Fig. 8. Experimento de “primer extension”. A) con RNA total de las cepas E2348/69 silvestre y Aler, utilizando
para ambas muestras los oligonucledtidos espC-crm y ompA para la reaccién de transcripcion reversa. B) con
RNA total de la cepa silvestre transformada con la fusion mas larga (espC-401). En este caso se utilizo el
oligonucleétido pKK-H3-R, el cual hibrida especificamente con la secuencia del mensajero producido por la
fusion. Las flechas indican el sitio de inicio de la transcripcion (subrayado) y la caja -10 propuesta se indica en
negritas.

Construccion de fusiones transcripcionales de la region reguladora de espC al gen

reportero cat

Con el fin de determinar la regiéon reguladora minima del gen espC, asi como la
presencia de elementos reguladores, se construyeron siete fusiones transcripcionales al
gen reportero cat en el vector pKK232-8. Todas las fusiones contienen 24 pb (primeros 8
codones) del extremo 5' del gen estructural (Fig. 9). Las fusiones, con remociones
unidireccionales fueron generadas como se describe en “Materiales y Métodos” y
comprenden, en orden descendente, hasta la posicion -401, -287, -210, -121, -58, -43 y -
29 con respecto al inicio de la transcripcion. En particular, las fusiones pESPC-58 vy
pESPC-43 contienen sélo 22 y 7 pb, respectivamente, corriente arriba del promotor
propuesto, mientras que la fusion pESPC-29 tiene la caja -10 intacta y dos cambios en la
segunda y sexta bases de la caja —35 hechos para generar el sitio de restriccion BamHl.
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Todas las fusiones se secuenciaron para verificar que la reaccion de PCR no introdujera

mutaciones que pudieran alterar los resultados.

A)

orf3 401 -287 -210 -121 -58-43-35-10+1

[ PR IR T || o —

espC

P 401 a +143
-287 a +143
-210 a +143
-121 a +143
-58 a+143
-43 a +143
-29 a+143

VVVVYYY

B)
[ espC-401

4741
4801

4861

4921
4981

5041

ACTGCACAAC
TACATCTCAG

ACTGACGTTC

GTACTCCCAT
ATTGTTATCT

GGGGTTTTTG

TATAGATACT
GTGTACAGAT

ATGCAGTAAA

ATAAAATATG
AATGTTTGGG ATGCAAAACG

GTTTTATTGC
ATTTTTTTGT

ATTGAGAGTG
TGTTTGTTAC

TGTATTCTTT TTGTTATGCA

TTTGAAATGA GATGTATTCG TCGCAACGAG
ACTGATACCG GCTCTTTTGG ACTCTCCGAT

spC-287
AAACTGTGCT CAGGAATTAA ATATTATAAT

espC-210 @
GTTTTTTTTG TTAATTATTA GAAGTATTTT

CATTAAAATA AAAATCACAA TCGAGGGGGG

espC-121
GGGTATTAAT TAATGAGTTA AATGAGATAA

espC-58

-35

@ espC-43
TAATAATTAA TAAGGGGTTA TTGTTTGTTA TTTGTTTGCT GGGTTGATTT

-10 +1 P

ATAAGATATA AACATTGATG AGTTGTTAGT TTGTGGCTCT TATGGTTGAG
TCAATACTGA AATTGTTTTT ATCTAATTGG TTTCATAATG GACTTCAGAT

5101 AATTATTTAC

 espC-29
GGGCTTTTTC

AGCTTTGTTA

5161
5221

espC-2
AAACATTATG TGAAAATCAT GAATAAAATA TACGCATTAA AATATTGTCA

espC-crm §
5281 CTGGTGATAA

5341 CGCGACAGGG GGGCTGATTG CTGTATCCGA ACTGGCCTCC AGAGTTATGA AGAAAGCCGC

Fig. 9. A) Esquema de las fusiones construidas entre la region reguladora de espC y el gen reportero cat. Se
muestra la posicion relativa del sitio de inicio de la transcripcién y de las cajas -10 y -35 del promotor. Se
indican también las coordenadas de los fragmentos clonados con respecto al sitio de inicio de la transcripcion.
B) Secuencia nucleotidica de la regién intergénica localizada entre los genes orf3 y espC. Estan subrayadas
las cajas -35, -10 y el inicio de la transcripcion, asi como el codén de inicio de la traduccion. Las flechas
indican los limites de las fusiones. En cursivas se indican los cambios para generar el sitio de restriccion.
espC-2: oligonucledtido (reverso) utilizado para generar todas las fusiones, el cual corresponde al extremo 3'
de cada fragmento amplificado. espC-crm: oligonucledétido utilizado para el “primer extension” que se muestra
en la Figura 8A.
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Posteriormente, para corroborar que el promotor activo en las fusiones es el mismo
que el promotor del gen cromosomal y para descartar que los resultados obtenidos sean
producto de una alteraciéon del promotor en la fusién, se hizo el experimento de “primer
extension” con RNA total de la cepa E2348/69 transformada con la fusién mas larga
(espC-401). El resultado mostrado en la Figura 8B comprueba que el inicio de la
transcripcion es el mismo tanto en la fusién como en el cromosoma, por lo que el

promotor es el mismo.

Curva de actividad

Con el fin de determinar la cinética de expresion de espC y determinar si su expresion
esta regulada por la fase de crecimiento, se hizo una curva de actividad a lo largo de 12
horas de cultivo de las cepas EPEC E2348/69 y E. coli MC4100, transformadas con la
fusion espC-401 (pESPC-401) y crecidas en medio de cultivo de células eucariontes
DMEM en agitacién a 37°C, condiciones previamente reportadas como 6ptimas para la
expresion de los factores de virulencia (Puente et al., 1996; Martinez-Laguna et al., 1999).
Se pudo observar que en la cepa MC4100 la fusion no se expresa (datos no mostrados),
lo cual nos confirma que requiere de un factor especifico de EPEC para activar su
expresion y corrobora lo visto con el “primer extension”. Por otro lado, en la cepa de

EPEC la fusion si se expresa y sus niveles de actividad se muestran en la Figura 10A.

La expresion 6ptima de espC ocurre en la fase logaritmica del crecimiento, alcanzando
el pico de actividad a las cuatro horas, la cual se mantiene durante el resto de la fase
exponencial. Hacia la fase estacionaria temprana (DOgy=0.8-1.0) dicha actividad empieza
a decaer, sugiriendo que el promotor en esta fase es inactivo.
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Fig. 10. Curva de actividad de la cepa EPEC E2348/69 transformada con la fusién espC-401(A) y espC-58
(B) a lo largo de 12 horas de crecimiento. Las muestras se tomaron cada hora a partir de las 2 horas. Estas
graficas son el resultado promedio de tres experimentos independientes con duplicado. Las barras
representan la actividad de CAT y con cada barra se sefiala la desviacion estandar obtenida. Los diamantes
representan la curva de crecimiento medida por densidad 6ptica a 600 nm.

De manera paralela, se determiné la actividad de la fusién espC-58 a lo largo de la
curva de crecimiento en la cepa EPEC E2348/69 (Fig. 10B). Durante las primeras 5 horas,
su actividad es parecida a la de la fusion pESPC-401. Sin embargo, y a diferencia de lo
que se ve con la primera, esta fusion presenta un incremento significativo de actividad

hacia la fase exponencial tardia y la estacionaria temprana. Dicha actividad se mantiene a
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lo largo de la fase estacionaria. Esto nos sugiere que esta fusion carece de un sitio de
regulacion negativa, lo que permite el aumento en su expresion a lo largo del tiempo. En
su conjunto, estos datos indican que la region reguladora de espC posee sitios corriente
arriba de la posicion -58 que controlan negativamente su expresion a la entrada de la fase

estacionaria (ver mas adelante).

Determinacion de la region minima reguladora

Para determinar la region reguladora minima del promotor de espC, se hicieron
ensayos de actividad de CAT de la cepa E2348/69 conteniendo todas las fusiones
representadas en la Figura 9; como control negativo se utilizé el vector pKK232-8. En la
Figura 11A se puede observar que las fusiones espC-401 y espC-287 se expresan de
manera similar, lo cual indica que los ~130 pb que hay entre ellas no intervienen en la
regulacion. Por otro lado, las fusiones espC-210 y espC-121, cuya expresion es similar, se
expresan aproximadamente 3 veces menos que las anteriores. Esta disminucion en la
actividad sugiere que en la regién comprendida entre las posiciones -287 a -210 hay un
sitio probable de regulacién positiva.
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Fig. 11. Actividades de las cepas: A) EPEC E2348/69 silvestre, B) EPEC Aler y C) EPEC Ahns transformadas
con todas las fusiones y cultivadas en DMEM a 37°C con agitacién. Las barras representan las actividades
obtenidas a partir de muestras tomadas a una DOeo de 1.0 y son el resultado promedio de tres ensayos
independientes con duplicado. Con cada barra se muestra la desviacién estandar obtenida.
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Por otro lado, la fusion espC-58 se expresa aproximadamente 3.5 veces mas que las
dos primeras fusiones y aproximadamente 11 veces mas que espC-210 y espC-121,
sugiriendo que en la regién comprendida entre las posiciones -121 a -58 existe una region
que juega un papel importante en la regulacién negativa del gen, que estaria mas
expuesta que en las fusiones mas largas. Por su parte, la fusién espC-43 se expresa
aproximadamente 2 veces mas que las fusiones mas largas (espC-401 y espC-287), 5
veces mas que las fusiones intermedias (espC-210 y espC-121) y 50% menos que la mas
activa (espC-58). La diferencia observada entre las fusiones espC-58 y espC-43 podria
deberse a que la fusién espC-58 tiene 22 pb corriente arriba del promotor, lo cual
permitiria un mejor pegado de la RNA polimerasa que en la fusion espC-43, que sélo tiene
7 pb corriente arriba. Finalmente, la fusion espC-29 no es activa, debido probablemente a
la eliminacion parcial de la caja -35 del promotor propuesto de acuerdo al inicio de

transcripcion.

Regiones de espC necesarias para la regulacion por Ler

Como ya se senalo, el regulador Ler es necesario para la expresion de espC (Elliott et
al.,, 2000 y Fig. 8A). Con el propésito de identificar las regiones necesarias para la
activacion de espC dependiente de Ler, fue analizada la actividad de CAT de la cepa
E2348/69 Aler conteniendo las distintas fusiones (Fig. 11B). Comparando las actividades
obtenidas en la mutante de /er con las obtenidas en la cepa silvestre (Tabla 6), tenemos
que para las fusiones espC-401 y espC-287 se disminuye drasticamente su actividad,
mostrando por abajo del 4% de la actividad alcanzada en la cepa silvestre. Por otro lado,
la fusién espC-210 se expresa en ausencia de Ler, aunque no alcanza el nivel que tiene
en la cepa silvestre, ya que su actividad se reduce a aproximadamente la mitad. Las
fusiones espC-121, espC-58 y espC-43 mantienen su actividad igual que en la cepa
silvestre, aunque para la fusién espC-58 se observa un ligero decremento del 27% con
respecto a la cepa silvestre, lo que nos indica que su expresiéon ya no es dependiente de
Ler.

Juntos, estos resultados nos sugieren que las fusiones espC-401, espC-287 y la fusion

espC-210, aunque en menor grado, contienen motivos que permiten la activacion
dependiente de Ler. Sin embargo, mantienen un sitio de regulacién negativa. De acuerdo
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a esto, es posible que Ler interactlie con una secuencia localizada arriba o alrededor de la
posicién —210 (Fig. 13).

Papel de H-NS en la regulacion de espC

Como ya se menciono, H-NS es una proteina que se une fuertemente al DNA de forma
no especifica (Atlung e Ingmer., 1997), preferentemente en secuencias intrinsecamente
curvas y ricas en residuos de A's y T's. Se ha visto que esta proteina regula de manera
negativa la expresion de genes de virulencia codificados en el LEE (Bustamante et al.,
2001; Haack et al.,, 2003). Para determinar si H-NS reprime la expresion de espC e
identificar la regién que intervendria en la regulacion ejercida por esta proteina, se analizd

la actividad de las fusiones en la cepa EPEC Ahns.

En la figura 11C se puede ver que, en general, todas las actividades generadas por la
cepa Ahns se incrementaron con respecto a las actividades producidas por la cepa
silvestre, alcanzando niveles similares en todos los casos, salvo la fusién espC-29 la cual,
como se esperaba, fue inactiva alin en ausencia de H-NS, corroborando que carece de un
promotor funcional. Comparando con la cepa silvestre (Fig. 11A y Tabla 6), tenemos que
la actividad de las fusiones espC-401 y espC-287 aumentd alrededor de 5 veces, de las
fusiones espC-210 y espC-121 alrededor de 13 veces, mientras que de las fusiones espC-
58 y espC-43 poco mas de dos veces. Este aumento de actividad nos indica que H-NS
esta actuando como represor y sugiere que interactia con dos sitios de pegado que
actuan en forma cooperativa, uno localizado alrededor de las posiciones -121 a -58 y otro
corriente debajo de la posicion -43, ya que incluso las fusiones mas cortas aumentaron

moderadamente su actividad.

Mecanismo de accion de Ler en la regulacion de espC

Los datos anteriores indicaron que en ausencia de posibles sitios de union para H-NS
la expresion de espC es Ler independiente, sugiriendo, a su vez, que Ler actia como un
desrepresor. Para corroborarlo, se cuantificd la actividad de CAT de las cepas E. coli
MC4100 silvestre y MC4100 Ahns transformadas con todas las fusiones. Si Ler es sélo



necesaria para eliminar la represion ejercida por H-NS, todas las fusiones deberian ser
activas en la cepa MC4100 Ahns, la cual también carece de Ler; por el contrario, si la
unién de Ler a la regidon reguladora de espC fuera un requisito para su activacion,
entonces las fusiones deberian ser inactivas aun en ausencia de H-NS.

Como se puede observar en la Figura 12B, en la cepa silvestre de E. coli MC4100 se
expresan las fusiones espC-121, espC-58 y espC-43, lo cual es consistente con la
existencia de un motivo de regulacién negativa alrededor de la posicion —121 y hacia
arriba de la —58. Este comportamiento es similar al que se observa en los ensayos en
EPEC Aler, con la diferencia de que en EPEC también se expresa un poco la fusion espC-
210. Ademas, los valores son menores comparados con los obtenidos en la mutante en
Ler. La fusion espC-43 presenta una actividad aproximadamente 3 veces menor, la fusion
espC-58 aproximadamente 2 veces, la fusion espC-121 aproximadamente 3 veces,
mientras que la espC-210 no se expresa. Esto sugiere que, ademas de Ler, posiblemente
también se necesite de otro factor presente sélo en EPEC para la 6ptima activacion de

espC (ver mas adelante).

Consistente con lo anterior, en la cepa MC4100 Ahns (Fig. 12C) todas las fusiones
generan niveles de actividad semejantes, al igual que en la cepa EPEC Ahns, aunque las
actividades son menores. Asi, la actividad de la fusiéon espC-401 disminuye
aproximadamente la mitad, la espC-287 aproximadamente 1 vez, la espC-210 y espC-121
mantienen sus niveles, la espC-58 disminuye aproximadamente 1 vez, y la espC-43
disminuye aproximadamente 2 veces.

En conjunto, estos resultados nos indican que H-NS esta actuando como un represor,
ya que al quitarlo la expresion es independiente de Ler. Ademas, nos sugieren que H-NS
podria pegarse en un sitio debajo de la posicidon —43, posiblemente sobre o adelante del
promotor, ya que, aun para las fusiones que muestran actividad independiente de Ler, al

quitar a H-NS la expresién aumenta significativamente.

Asi mismo, indican que la funcién de Ler en la regulacion de espC es parecida a la que
tiene en la regulacion de los operones LEE2, LEE3 y LEES5, es decir, eliminar la represion
ejercida por H-NS. Pero ademas, nos sugieren que se necesita de otro factor presente

so6lo en EPEC para optimizar la expresién de espC.
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Fig. 12. Actividad de las cepas E. coli MC4100 (B) y E. coli MC4100 Ahns (C) transformadas con todas las
fusiones y cultivadas en DMEM a 37°C con agitacién. Se utilizo la cepa EPEC silvestre (A) como control. Las
barras representan las actividades obtenidas de muestras tomadas a una DOsqo de 1.0 y son el resultado
promedio de tres ensayos independientes con duplicado. Con cada barra se muestra |la desviacion estandar
obtenida.
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Tabla 6. Actividades de las fusiones de espC en las distintas cepas.

CEPAS
EPEC EPEC EPEC MC4100 MC4100
silvestre Aler Ahns silvestre Ahns
FUSIONES
espC-401 566.57 + 89.51° 2056 £7.17 2662.03 + 134.43 0x0 1260.35 99.21
espC-287 577.64 + 88.12 23.52 +3.14 3038.00 + 60.27 0+0 2304.74 + 136.23
espC-210 236.10 + 83.51 112.87 + 8.88 2979.86 + 81.83 0+0 2562.19 + 179.66
espC-121 228.61 + 59.82 24288 + 24.35 3107.88 £ 89.32 58.88+ 6.86 | 2745.19 £ 238.36
espC-58 1991.04 + 194.01 1455.13 + 140.62 4134.31 + 234.61 62598 +86.52 | 295170+ 174.78
espC-43 1083.77 £ 72.79 1092.79 + 81.91 2630.61 + 224.48 419.97 + 68.77 1560.01 + 144 .48
espC-29 0x0 0+0 26.47 + 10.09 0+0 35.25+ 1451

a. Desviacion estandar.




Hasta aqui, estos resultados nos permiten proponer un esquema de las regiones
necesarias para la regulacion (Fig. 13). Asi tenemos que hasta la posiciéon -287 se tienen
todos los elementos requeridos para la regulacién, tanto positiva como negativa, de espC
y la actividad basal en condiciones de represion, es decir, en ausencia de Ler en EPEC.
Los elementos presentes hasta la posicion -58 permiten la maxima actividad del promotor
en cualquier condicién, probablemente favoreciendo el 6ptimo reconocimiento y
posicionamiento de la RNA polimerasa en el promotor. De acuerdo con los resultados se
puede proponer que al menos un sitio de pegado de Ler se encuentra en la region
comprendida entre las posiciones -287 y -210. También es posible que en la regién
comprendida entre las posiciones -210 y -58 haya un sitio de pegado de un regulador

negativo que, de acuerdo con nuestros datos, es H-NS.

—pActividad basal en condiciones de represion.

Actividad maxima en cualquier condicién.
Optimo para el posicionamiento
de la RNA polimerasa.

iLer? (H-NS? -35 -10 [P+1
| | I
-401 -287 -210 -121 58 -43

[ |
Regioén de actividad maxima

| J

Regién reguladora minima

Probable region de unién de un regulador negativo

Fig. 13. Representacion esquematica de las regiones necesarias para la regulaciéon de espC.
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Regulaciéon por medio de cultivo

Con el fin de determinar si, al igual que para otros genes de virulencia de EPEC, el
crecimiento en LB, el cual es un medio rico, ejerce un efecto negativo para la expresion de
espC, se llevo a cabo un ensayo utilizando las cepas silvestre, Aler y Ahns de EPEC y
silvestre y Ahns de E. coli MC4100 transformadas solo con las fusiones espC-401, espC-
121, espC-58 y espC-29. La grafica correspondiente se muestra en la Figura 14. Se
puede observar que en la cepa EPEC silvestre solo se expresan las fusiones espC-401 y
espC-58, aunque la actividad de ambas es menor que la que presentan en medio DMEM
(Fig. 11A), indicando que existe represion por medio rico. En particular, para la fusién
espC-58 la represion es de aproximadamente 10 veces. La fusién espC-121 no presenta
actividad, aunque esto puede deberse a que hay represion por el medio, ya que en
DMEM, aunque baja (aproximadamente 200 unidades) si tiene expresion.

En la mutante en Jer sélo se expresa la fusion espC-58, al mismo nivel que en la cepa
silvestre, lo cual corrobora que esta actividad no depende de Ler; mientras que la fusion
espC-401, como se esperaba, no se expresa en ausencia de Ler. La falta de actividad de
la fusion espC-121 se atribuye a la represion por el medio que también se observa en la

cepa silvestre.

En la cepa EPEC Ahns se observa la expresion de todas las fusiones, pero no a los
mismos niveles que en DMEM, lo cual indica que la represiéon en LB se lleva a cabo alin
en ausencia de H-NS.

En la cepa MC4100, como ya se habia mencionado, no se expresa la fusién espC-401
ni la fusién espC-121. La fusion espC-58 se expresa a niveles bajos, lo cual ya se habia
visto también en medio DMEM. Como se esperaba, en la cepa MC4100 Ahns todas las
fusiones se expresan y presentan un patrén similar al que tienen en DMEM, la actividad
de la fusion espC-401 y de la fusion espC-121 es menor que la que tienen en EPEC
(aproximadamente 33 y 55%, respectivamente), pero la fusiéon espC-58 muestra una
actividad un poco mayor en la cepa MC4100 que la que presenta en EPEC
(aproximadamente 13 %). La menor actividad en las dos cepas de E. coli podria deberse
a que la represion en LB no es un fenémeno exclusivo en EPEC, sino que también se

lleva a cabo en E. coli MC4100 y no esta, aparentemente, relacionada con H-NS.
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Fig. 14. Actividad de las cepas EPEC silvestre, Aler, Ahns, MC4100 silvestre y Ahns transformadas con
algunas fusiones de espC en medio de cultivo LB: espC-401, espC-121, espC-58 y espC-29 y cultivadas a
37°C con agitacion. Se muestran las actividades obtenidas de muestras tomadas a una DOsgo =1.0 y son el
resultado promedio de tres ensayos independientes por duplicado. Con cada barra se muestra la desviacion
estandar obtenida.

Inmunodeteccion de EspC

Para corroborar los resultados obtenidos con los ensayos de las fusiones, es decir, que
en ausencia de Ler no se detecta actividad de la fusién espC-401 y en ausencia de H-NS
si, se realizé un experimento de inmunodeteccion tipo “western blot”. Se utilizaron
muestras de extractos totales de EPEC silvestre, EPEC Aler, EPEC AescC (la cual tiene
afectada la via de secrecion tipo IIl), EPEC AespC y EPEC Ahns.

En la figura 15 se muestra el resultado de la inmunodeteccion en la que se reveld la
membrana contra la proteina EspC, la cual se detectd en los extractos de las cepas
silvestre, mutante en escC y mutante en hns. La ausencia de EspC en la cepa mutante en
ler nos corrobora que éste es necesario para su expresion. Como controles se detectaron

las proteinas Tir, EspB y DNAK. En las membranas reveladas con a-Tir y «-EspB se
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detectaron las proteinas en todas las cepas, excepto en la mutante en Jer. La ausencia de
Tir y EspB en la Aler es esperada, ya que ambas proteinas son reguladas por Ler. El
control con a-DNAK demuestra que en todos los carriles se cargaron cantidades similares
de proteina. La cepa de EPEC mutante en escC se utilizdé como control de otra mutante al

azar en un gen que no codifica para un regulador.

wi Aler AescC AespC Ahns

R

Fig. 15. “Western blot” para detectar EspC. Se utilizaron proteinas de extractos totales de bacterias cultivadas
en DMEM. Las cepas utilizadas fueron: 1) E2348/69 silvestre (wt), 2) E2348/69 Aler, 3) E2348/69 AescC, 4)
E2348/69 AespC, 5) E2348/69 Ahns.

Ensayos de complementacion

Para determinar si Ler es el Unico regulador positivo necesario para la expresion de
espC, se complemento la cepa E. coli MC4100 transformada con todas fusiones, excepto
la fusion espC-29, con el plasmido pMPMT3ler-4, el cual tiene clonado al gen ler bajo el
control del promotor /ac. Con estas cepas se hicieron ensayos de actividad de CAT (Fig.
16).
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Fig. 16. Ensayo de complementacion en E. coli MC4100. El plasmido pMPMT3-ler4 fue introducido en la
cepa MC4100 conteniendo las fusiones espC-401, espC-287, espC-210, espC-121, espC-58, y espC-43.
Como control se incluyeron las mismas cepas sin complementar, asi como la fusion pSEPZ-11 (Bustamante et
al., 2001). Las barras representan las actividades obtenidas de muestras tomadas a una DOsgo de 1.0 y son el
resultado promedio de tres experimentos independientes con duplicado. Con cada barra se muestra la
desviacion estandar obtenida.

En esta gréafica se observa que la produccion de Ler a partir del plasmido pMPMT3-ler4
complementa la expresion de las fusiones espC-401, espC-287 y espC-210, aunque no
alcanzan los niveles que tienen en la cepa silvestre de EPEC. Esto puede deberse a que,
como se propuso anteriormente, ademas de Ler, la expresion de espC requiere de otro
factor que se encuentra sélo en EPEC, o a que, alternativamente, en general, la eficiencia
de expresion en la cepa de E. coli K-12 MC4100 es menor que en EPEC.
Inesperadamente, la expresion de las fusiones espC-121, espC-58 y espC-43 disminuyo a
aproximadamente la mitad de la expresion obtenida a partir de la cepa sin complementar,
lo cual podria deberse a que la sobreexpresion de Ler tenga un efecto negativo en la
~expresion de fusiones cuya expresion es independiente de Ler. Como control se utilizo la
fusion pSEPZ-11 (de LEE2), que previamente se habia demostrado ser dependiente de
Ler (Bustamante et al., 2001).
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Interaccion de Ler y H-NS con la region reguladora de espC

Para determinar si Ler y H-NS se estan uniendo a la regioén reguladora de espC se
realizaron ensayos de retardamiento de banda (EMSA) utilizando fragmentos de las
fusiones espC-401 y espC-43 amplificados por PCR y marcados radiactivamente. Se
utilizaron concentraciones crecientes de las proteinas H-NS-His6X y Ler-His6X purificadas

por afinidad a niquel. Las concentraciones utilizadas fueron 0.2 uM, 1.2 uM y 3 uM.

En la figura 17 se muestra el retardo con la proteina H-NS. Como se puede ver, el
fragmento espC -43 se retarda a una concentracion de 1.2 uM, mientras que el fragmento
espC-401 se retarda con 0.2 uM, en ambos casos formando un solo complejo con H-NS.
Estos datos van de acuerdo con la observacion del papel que juega como represor de la
transcripcion de espC (Fig. 13) e indica que la represion es directa. A su vez, sugieren
que la mayor afinidad relativa de H-NS por el fragmento largo, en comparacion a la
mostrada por el corto, podria deberse a la presencia de al menos dos sitios de interaccion
en el fragmento largo, estando uno de ellos localizado corriente debajo de la posicion -43.
Lo anterior también lo indica el resultado obtenido con la fusién espC-43, la cual sigue

siendo reprimida parcialmente por H-NS.

A) B)

Complejo DNA/ H-NS

r 3
A 4

-

‘ DNA libre

espC- 43 espC- 401

Fig. 17. Ensayo de retardamiento en gel (EMSA) de la region reguladora de espC con H-NS. Este ensayo se
hizo con los fragmentos espC-43 (A) y espC-401 (B) colocando las siguientes concentraciones de H-NS:

carril 1,0 uM, 2, 0.2 UM, 3, 1.2 UM, y 4, 3 uM.
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La figura 18 corresponde a los retardos hechos con Ler. En esta figura se puede
observar que, a diferencia de lo que ocurre con H-NS, la concentracion de Ler necesaria
para que los fragmentos retarden es mayor, ya que a una concentracién de 1.2 uM
ninguno de los fragmentos se ha retardado completamente. El retardo del fragmento
espC-401 era esperado, ya que de acuerdo con los ensayos de actividad transcripcional
se propone que habria un sitio de pegado de Ler entre las posiciones -287 y -210 (Fig.13).
Sin embargo, el hecho de que el fragmento espC-43 se retarde, nos indica que también
tiene un sitio de pegado para Ler, el cual puede estar localizado corriente abajo del
promotor. El hecho de que el fragmento largo no haya sido retardado completamente auln
con una concentraciéon de 3 uM de Ler, puede deberse a que, al ser mas grande, adquiera
una conformacion que desestabiliza los complejos Ler-DNA, o a que, probablemente el
otro factor especifico de EPEC, necesario para la eficiente expresion de espC, también se

requiera in vitro para hacer el pegado mas eficiente.

Comparando ambos experimentos, podemos ver que la afinidad de H-NS por los
fragmentos es mayor que la de Ler, ya que se retardan con una concentracion de 0.2 uM,
mientras que de Ler se requiere una concentraciéon de 3 uM para obtener el mismo nivel
de retardo que H-NS. Juntos, estos experimentos corroboran que hay sitios de pegado
para ambas proteinas corriente arriba del promotor, pero también indican que hay sitios
de union para ambas proteinas corriente abajo de éste.

i Complejo DNA/ Ler
e ..

A J

DNA libre

espC- 43 espC- 401

Fig. 18. Ensayo de retardamiento en gel (EMSA) de la regién reguladora de espC con Ler. Este ensayo se
hizo con los fragmentos espC-43 (A) y espC-401 (B) colocando las siguientes concentraciones de Ler: carril

1,0 UM, 2, 0.2 uM, 3, 1.2 UM, y 4, 3 UM,
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Ensayo de proteccion a DNAsa | con Ler

Con los ensayos de retardamiento de banda (EMSA) se observé que incluso el
fragmento mas pequefio, que sélo contiene el promotor y 7 pb corriente arriba, es
retardado en presencia de Ler. Con el fin de corroborar que Ler se esta uniendo a esta
region, se hizo un ensayo de proteccion a DNAsa | (“footprinting”), para el cual se utilizd
el fragmento espC-43 y concentraciones crecientes de Ler (330.6 nM, 661.2 nM, 1305 nM,
2610 nM, 3480 nM, 4350 nM y 5220 nM).

Como se ve en la figura 19, hay una zona de proteccion hacia la parte inferior, la cual
comprende desde la posicion +83 hasta la +121. En este experimento no se pudo
determinar hasta donde llega la proteccion, ya que el fragmento utilizado sélo abarca
hasta la posicién +141, Unicamente 20 pb mas. Sin embargo, nos sirvié para demostrar
que un posible sitio de pegado de Ler se encuentra hacia abajo del promotor, abarcando
una porcion del gen estructural.

Sperandio y colaboradores (2000) reportaron que en la regién reguladora de LEE2, Ler
protege una region de 121 pb. Considerando que Ler abarque regiones de este tamario,
en el caso de espC, y dado los resultados de este estudio, es posible que el sitio de
pegado de Ler se extienda hasta la posicion +200.
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Fig. 19. Ensayo de proteccion a DNAsa | de la regiéon reqguladora de espC. Se utilizaron las siguientes
concentraciones de Ler: carril 1, 330.6 nM, 2, 661.2 nM, 3, 1,305 nM, 4, 2,610 nM, 5, 3,480 nM, 6, 4,350 nM y
7, 5,220 nM. En el margen izquierdo se indican las posiciones con respecto al inicio de la transcripcion. La
caja negra indica la region de protegida por Ler.
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VII. DISCUSION

EPEC es una categoria de E. coli diarrogénica que provoca diarrea infantil en paises
en vias de desarrollo. Coloniza el epitelio intestinal, donde produce la lesién de
adherencia y eliminacién de microvellosidades (AE). Esta lesion esta mediada por un
sistema de secrecion tipo lll, a través del cual se secretan al medio extracelular varias
proteinas efectoras. EPEC secreta al menos seis proteinas, de las cuales sdlo EspC es
secretada de manera independiente del sistema de secrecion tipo Ill. A pesar de que no
se ha demostrado que EspC tenga un papel en la formacién de la lesién AE o en la
transduccion de sefales mediada por EPEC (Mellies et al., 2001). Se ha visto que tiene
actividad enterotéxica en células en cultivo similar a la producida por la toxina Pet de
EAEC (Navarro-Garcia et al., 2004), por lo que no se descarta que tenga algun papel en
la virulencia de EPEC.

La regulacion de los genes de virulencia es un mecanismo que evita la expresion
inadecuada de los factores de virulencia, mientras que asegura su rapida expresion
cuando son requeridos (Dorman y Smith, 2001). En el caso de la regulacion de espC, se
ha reportado que la proteina Ler es necesaria para su expresion y se propuso que activa
al promotor de manera directa (Elliott et al., 2000). Sin embargo, para los genes
codificados en la isla de patogenicidad LEE, se ha visto que Ler no actia como activador,
sino como desrrepresor, al eliminar la represion ejercida por la proteina H-NS
(Bustamante et al., 2001; Haack et al., 2003). Con base en esto, se plante6 como objetivo

de este trabajo estudiar la regulacién transcripcional de espC.

Para estudiar la regulacion de espC, se determind el sitio de inicio de la transcripcién,
el cual correspondié a un residuo G localizado a 118 nucleotidos corriente arriba del
coddn de inicio de la traduccién (Stein et al., 1996). Con base en esto se caracteriz6 el
promotor, el cual tiene la secuencia consenso para promotores dependientes de ¢’°. Para
el reconocimiento por o’®, las secuencias ideales para las cajas -10 y -35 son TATAAT y

TTGACA, respectivamente, y el espacio ideal entre ellas es de 17 pb (Dorman y Smith,
2001).
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Posteriormente, se determiné que la expresién de espC ocurre desde la fase
logaritmica temprana de crecimiento, alcanzando el pico de actividad a una densidad
optica de aproximadamente 0.3. Dicha actividad disminuye hacia la fase estacionaria,
indicando que espC es un gen regulado fuertemente por la fase de crecimiento y que la
regidn necesaria para esta regulaciéon se encuentra corriente arriba de la posicion -58, ya
que la fusion pESPC-58 no es regulada por la fase de crecimiento. Este resultado plantea
la posibilidad de que EspC sea importante durante las etapas tempranas de la infeccién
por EPEC, esto queda por definirse. Experimentos realizados con la mutante espC en
células en cultivo no muestran ningun fenotipo en comparaciéon con la cepa silvestre

(Mellies et al., 2001), aunque esto no descarta alguna funcién in vivo.

De acuerdo a lo observado con las fusiones transcripcionales que contienen distintos
recortes de la region reguladora de espC, se puede ver que aquellas que contienen la
region del promotor y unas bases mas arriba (espC-43 y espC-58), se expresan
independientemente de Ler, tanto en un fondo de EPEC como en un fondo de E. coli K12.
Esto significa que espC posee un promotor que, en ausencia de secuencias reguladoras
localizadas corriente arriba de la posicion -58, puede reclutar a la RNA polimerasa
eficientemente para dar lugar a la formacién de complejos transcripcionales productivos.
En particular, en esta fusion (espC-58)se eliminé la regién corriente arriba del promotor,
se removieron sitios de pegado de algun regulador negativo, dejando sélo la regién
necesaria para el pegado 6ptimo de la RNA polimerasa. En esta fusion el promotor puede
expresarse sin ningun problema, alcanzando la maxima actividad en cualquier condicién.
También nos sugiere que el sitio de pegado de Ler corriente abajo del promotor ya no es

necesario para la expresion.

La falta de actividad de la fusion espC-29 apoya la localizacién del promotor, ya que,
el limite de esta fusién esta justo sobre la secuencia de la caja -35 propuesta, generando
dos cambios y modificando por completo la secuencia inmediatamente antes de esta

region.

Como se resume en la Figura 13, los resultados obtenidos con las fusiones
transcripcionales permitieron proponer que entre las posiciones -287 y -210 existe un sitio
de pegado de Ler. Esto porque las fusiones espC-287 y espC-401 no se expresan en
ausencia de Ler, mientras que las fusiones espC-121 y espC-210 muestran un nivel de
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activacién menor pero Ler independiente. Sin embargo, la fusién espC-210 podria aln
tener parte del sitio de Ler, ya que su expresién se ve parcialmente afectada en ausencia
de éste. A su vez, el claro incremento en la activaciéon de las fusiones espC-58 y espC-
43, indica que entre las posiciones -58 y —121 se encuentra probablemente el sitio de

unién para un regulador negativo.

Las graficas de las cepas EPEC y MC4100 mutantes en hns demuestran que H-NS
esta actuando como un regulador negativo para la expresion de espC. También nos
sugieren que, aunque las fusiones no necesitan de Ler para activarse en ausencia de H-
NS, probablemente requieran de Ler para aumentar su expresion, ya que la actividad en
EPEC es mayor que en MC4100. Para determinar si Ler por si sola es capaz de aumentar
la expresion de las fusiones en un fondo de E. coli K12 silvestfe, se hizo el ensayo de
complementacion (Fig. 16). Con este ensayo se pudo ver que, aunque si aumenta la
actividad de las fusiones espC-401, espC-287 y espC-210, no alcanzan los niveles que
tienen en un fondo genético de EPEC, lo cual nos sugiere que se requiere de otro factor
diferente de Ler y presente sélo en EPEC para aumentar los niveles de expresion. Las
graficas de las cepas EPEC Aler y MC4100 silvestre apoyan esta idea. Por otro lado, la
actividad de las fusiones espC-121, espC-58 y espC-43 disminuye a aproximadamente la
mitad, lo cual podria deberse a que la sobre produccién de Ler tenga un efecto represor
en estas fusiones.

El regulador positivo que, se propone, actua junto con Ler para lograr la expresion
optima de espC, podria encontrarse en cualquier parte del genoma de EPEC, incluyendo
el plasmido EAF, o la propia isla espC. Para determinar la identidad de este factor seria
necesario hacer ensayos con la cepa JPN15, la cual es una derivada de la cepa E2348/69
que esta curada del pEAF. O bien, se podria eliminar la isla espC y hacer ensayos de
actividad. También se podria llevar a cabo una mutagénesis al azar para seleccionar
colonias que muestren una disminucién en la actividad transcripcional de espC. Sin
embargo, es probable que el factor que ayuda a Ler a aumentar la expresiéon de espC
esté codificado en el locus per, ya que Kenny y colaboradores (1995, 1997) mencionan
que al complementar a la cepa JPN15 o la cepa silvestre con un plasmido que porta dicho
operon, se aumenta la secrecion de EspC. En nuestro laboratorio hemos demostrado que

la expresién optima de los genes de la isla LEE ocurre en presencia de PerC, el cual esta
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codificado en el plasmido EAF (Bustamante et al., 2001). Es posible que PerC actle para

elevar los niveles de expresion de espC, aunque esto tendria que ser probado.

Anteriormente se habia reportado que en ausencia de Ler no se detectaba EspC

(Elliott et al., 2000) y que al complementar la cepa EPEC Aler se volvia a detectar, por lo
que se habia propuesto que Ler regula la expresion de espC de manera directa. La
importancia de Ler en la expresion de espC fue corroborada y ampliamente documentada
con el “primer extension” (Fig. 8A), con el ensayo de actividad en EPEC Aler (Fig. 11B),
con el ensayo de actividad en E. coli MC4100 (Fig. 12B) y con el “western blot” (Fig. 15).
Sin embargo, de acuerdo a lo que se vio en este estudio con la cepa MC4100 Ahns (la
cual proporciona un fondo genético similar al de una cepa EPEC Aler Ahns), todas las
fusiones presentan actividades con un patrén similar al observado en la cepa EPEC Ahns.
Por lo anterior, se propone que Ler es necesaria solo para eliminar la represién ejercida
por H-NS.

Los ensayos de retardamiento de DNA con H-NS y Ler (Figs. 17 y 18, respectivamente)
nos confirman que ambas proteinas estan interactuando con la regién reguladora de
espC. Sin embargo, para corroborar que estan uniéndose a las regiones propuestas, es
necesario hacer ensayos de protecciéon a DNAsa | con ambas proteinas en las regiones
de pegado propuestas; o bien, hacer ensayos de retardamiento de DNA con diferentes

fragmentos de la region reguladora de espC.

Observamos que Ler se une al f ragmento de la fusién espC-43, por lo que se decidi6
hacer un ensayo de proteccion a DNAsa | en esta regién. En la figura 19 se puede
apreciar que efectivamente Ler se pega a esta regién y que protege una regién que se
encuentra hacia el gen estructural. Ler protege una regién de aproximadamente 40 pb,
aunque podria ser mayor. Sperandio y colaboradores (2000) reportaron que, en el operén
LEE2, Ler protege una regién de 121 pb (posiciones -221 a -100). Por su parte, Haack y
colaboradores (2003) reportaron que en LEES, Ler protege 117 pb, que corresponden a
las posiciones -190 a -73. Para determinar si en el caso de espC Ler protege una region
de igual tamano, habria que generar un fragmento que abarque hasta la posicion +140 y
repetir el ensayo de proteccién a DNAsa |. Ademas, seria interesante eliminar esta regién
de pegado en las fusiones transcripcionales para ver si es o no necesaria para la

activacion de las fusiones transcripcionales.

54



Los ensayos de retardamiento de banda nos permiten proponer que corriente abajo del
promotor de espC hay un sitio de unién para Ler y H-NS, ademas de los sitios propuestos
corriente arriba (Fig.13). De acuerdo a esto, es probable que cada proteina se una a su
sitio de pegado corriente arriba del promotor, pero estarian compitiendo por el sitio de

unién corriente abajo del promotor.

Por ultimo, también se pudo apreciar que, al igual que otros genes de virulencia, espC
presenta represion por el medio de cultivo, ya que la expresion de las fusiones probadas
en LB es menor que la que presentan en DMEM. Probablemente, la regién que esté
interviniendo en la regulaciéon por medio de cultivo se encuentre sobre el promotor o

corriente abajo de éste, ya que la fusion espC-58 también tiene disminuida su actividad.
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VIIl. CONCLUSIONES

El sitio de inicio de la transcripcion se localiza 118 pb corriente arriba del sitio de inicio
de la traduccién y la secuencia del promotor corresponde a la secuencia consenso para
promotores dependientes de ¢’°. Es un promotor constitutivo que no necesita de un
activador para expresarse; sin embargo, corriente arriba contiene sitios que intervienen
en la regulacion por la fase de crecimiento y corriente abajo contiene sitios que
intervienen en la regulacién por el medio de cultivo. Esta regulaciéon es independiente de
H-NS. También se concluye que H-NS actua como represor al ejercer un efecto negativo
sobre la expresion de espC y que Ler actia como desrrepresor, ya que se requiere para
eliminar la represion. A diferencia de lo que se ha reportado para LEE2 y LEE3, Ler sola
no es capaz de llevar a cabo este efecto, sino que requiere de otro factor presente sélo en
EPEC. A su vez, se proponen posibles sitios corriente arriba del promotor donde pueden

estarse pegando Ler y H-NS, asi como un sitio corriente abajo.
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IX. PERSPECTIVAS

Determinar la afinidad de Ler y H-NS por sus sitios de pegado mediante ensayos
de retardamiento de banda. Hacer experimentos de proteccion a DNAsa |
(*footprinting”) con Ler y H-NS para determinar exactamente la secuencia en la
que se unen en espC. En el caso de Ler utilizando un fragmento que abarque una
mayor regiéon hacia adentro del gen estructural para determinar el limite de la
unién, asi como para identificar el segundo sitio.

Hacer ensayos de actividad con la cepa curada del pEAF para ver si se requiere
de algun regulador codificado en el plasmido.

Eliminar la isla espC y hacer ensayos de actividad para determinar si se requiere
de alguno de sus genes para aumentar la actividad de espC. Construir fusiones
de la region reguladora de otros genes de la isla espC y probarlas en las cepas
Aler y Ahns de EPEC para determinar si se co-regulan con espC mediante un

mecanismo similar
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