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1. Resumen

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es un bacilo Gram-negativo que se
caracteriza por causar dafio a las células epiteliales intestinales sin secretar
ningun tipo de toxina. Es una de las causas principales de diarrea en nifios
menores de seis meses de edad en paises en vias de desarrollo. EPEC cuenta
con dos elementos genéticos involucrados en la patogenicidad. Uno de ellos
es el plasmido EAF (EPEC adherence factor), en donde se encuentran
codificados los operones bfp, que contiene los genes involucrados en la
biogénesis de la fimbria BFP (Bundle-forming pilus) y per, que codifica para tres
reguladores transcripcionales PerA, PerB y PerC. El segundo elemento es la isla
de patogenicidad LEE (Locus of enterocyte effacement), que codifica para un
sistema de secrecion tipo lll y para proteinas efectoras, translocadoras y
chaperonas, asi como para los reguladores transcripcionales positivos GrlA y
Ler y el regulador negativo GrIR. Los primeros estudios realizados con GrlA en
Citrobacter rodentium han demostrado que participa en la expresion de ler a
través de un circuito de regulacién positiva donde, a su vez, Ler regula la
expresion del operdén griRA. PerC, por su parte, tiene homodlogos en E. coli
enterohemorragica (EHEC). Trabajos realizados por otros grupos y el nuestro
sugieren que PerC podria participar en la regulacién de ler.

Este trabajo tuvo como finalidad estudiar los mecanismos mediante los
cuales GrlA y PerC regulan la transcripciéon de ler. Para abordar dicho objetivo
se construyeron mutantes isogénicas de la cepa silvestre de EPEC (E2348/69)
en el operdn pery en grlA. En dichas mutantes se observé que GrlA y PerC
regulan positivamente la activacion de ler, pero en diferentes condiciones de
crecimiento. Estos resultados fueron confirmados mediante el andlisis de los
perfiles de secrecién de proteinas de cada cepa, asi como por el andlisis de la
expresion de proteinas codificadas en el LEE por inmunodeteccion. Por medio
de fusiones transcripcionales que comprenden la region reguladora de ler se
identificaron los elementos en cis que intervienen en la regulacién negativa y
positiva de la expresion de ler incluyendo las regiones en las cuales PerC y GrlA
podrian estar actuando. Estas se encuentran localizadas entre las posiciones
de -54 a +217 con respecto a su inicio de transcripcion. Tanto GrlA como PerC

requieren de IHF para llevar a cabo la expresion de ler.



2. INTRODUCCION

2.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo que pertenece a la familia
de las enterobacterias. Es el microorganismo anaerobio facultativo mas
predominante de la flora colénica humana. Coloniza el tracto gastrointestinal
de infantes después de algunas horas del nacimiento® . Este microorganismo
fue descrito en un inicio por el pediatra Theobald Escherich en 1885
nombrandolo “Bacterium coli commune”. Durante varias décadas, E. coli ha
sido uno de los organismos mas estudiados desde el punto de vista genético y
bioquimico, y es utilizado también en la produccién a gran escala de proteinas
recombinantes. Fue en este microorganismo donde se comenz6 a estudiar la
magquinaria molecular que comprende a los seres vivos. SuU cromosoma esta
formado por 4 639 221 nucleétidos, de los cuales el 90% codifica para proteinas
y el 10% restante esta relacionado con mecanismos de regulacion. Hasta el
momento se conoce aproximadamente la mitad de las funciones de su
genoma,; la otra mitad esta en proceso de conocerse ya que por medio de
métodos experimentales y bioinformaticos se pueden predecir algunas de las

funciones que aun no han sido descritas'?.

El habitat natural de E. coli es el tracto gastrointestinal de animales de
sangre caliente y humanos?® 18, Es considerado como un agente comensal de
la microflora intestinal. Por medio de transferencia horizontal algunas cepas de
E. coli han adquirido una serie de genes de virulencia que le han
proporcionado caracteristicas de patogenicidad. Estos factores de virulencia
pueden estar codificados en plasmidos, bacteri6éfagos o en islas de
patogenicidad. Las islas son especificas de cepas patdégenas, se encuentran
insertadas en genes que codifican para tRNA, presentan un contenido de G+C
diferente al del DNA hospedero y contienen genes que codifican para
integrasas y transposasas que principalmente estan asociadas a elementos

movilesls,



2.2 Cepas de E. coli patégenas de humanos

De acuerdo con las investigaciones realizadas por la Organizacion
Mundial de la Salud la diarrea es uno de los principales problemas de salud
publica a nivel mundial, ya que se registran cerca de dos millones de muertes
cada afio por esta causa, principalmente en la poblacién infantil menor de 5
afos. Las infecciones causadas por las cepas patdégenas de E. coli pueden
limitarse a la superficie de la mucosa o pueden llegar a diseminarse por el
cuerpo causando tres tipos de enfermedades: infeccidon del tracto urinario
(UTIS), enfermedades entéricas (diarrea) y sepsis/meningitis. Las cepas de E.
coli que causan enfermedades gastrointestinales en el humano se han
clasificado en las siguientes categorias: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteropatégena (EPEC) y E. coli
difusoadherente (DAEC). Sin embargo, se conocen también patdégenos
extraintestinales de E. coli como es E. coli uropatégena (UPEC), que causa
dafo en las vias urinarias y E. coli asociada a meningitis y sepsis (MNEC) (Tabla
1). Estas cepas se han clasificado de acuerdo a su mecanismo de
patogenicidad, fenotipo de adhesidn sobre células epiteliales, produccién de
toxinas e invasividad®3"%2, A continuaciéon se describirAn algunas de las

caracteristicas de cada una de estas categorias.

Tabla 1. Cepas patdgenas de E. coli

Humanos Animales
Intestinales Extraintestinales Intestinales
E. coli enterotoxigénica (ETEC) E. coli uropatégena (UPEC) REPEC
E. coli enteroinvasiva (EIEC) E. coli asociada a meningitis y | REDEC-1x
E. coli enterohemorragica | sepsis (MNEC) PEPEC+*
(EHEC)« DEPEC:
E. coli enteropatogena (EPEC)+ Citrobacter rodentiums
E. coli difusoadherente (DAEC)
E. coli enteroagregativa (EAEC)

* Patdgenos A/E estos patdgenos desarrollan un fenotipo caracteristico conocido como adhesion y
eliminacion de microvellosidades del intestino (A/E), lo cual sucede cuando la bacteria se adhiere a la
superficie de la célula hospedera. Los patégenos A/E inducen la acumulacién de actina y reorganizacion
de proteinas asociadas al citoesqueleto permitiendo la formacién de un seudépodo extendido o pedestal
sobre el cual la bacteria se adhiere estrechamente? 1837,



E. coli enterotoxigénica (ETEC). Provoca diarrea acuosa, coloniza la parte

proximal del intestino delgado. La colonizacion esta mediada por varias
fimbrias o por factores de colonizacion fibrilar (CFs). Durante el proceso de
adhesion no causa cambios morfolégicos en las células epiteliales del
hospedero. Produce dos enterotoxinas: una termolabil (LT) y una termoestable
(ST). Es la causa mayor de diarrea del viajero en adultos de paises
industrializados y en nifios de paises en vias de desarrollo. Fue en esta cepa en

la cual se describieron los primeros factores de virulencia®? 64,

E. coli enteroinvasiva (EIEC). Causa diarrea acuosa que puede ir

acompafada de sangre y moco, en humanos causa también disenteria. La
diarrea acuosa que produce en ocasiones puede ser confundida con la
diarrea ocasionada por otras cepas patdégenas de E. coli. Desde el punto de
vista bioquimico, genético y patolégico se encuentra relacionada con Shigella
spp. Se multiplica intracelularmente para pasar posteriormente a otra célula

del epitelio. No produce toxinas®? 64,

E. coli enteropatogena (EPEC). Produce diarrea severa en nifios menores de

seis meses de edad, puede ser mortal y va acompafada de voémito y fiebre.
Se adhiere a las células del intestino delgado, y forma parte de la familia de
patégenos A/E (del inglés attaching and effacing), los cuales causan la
destruccion de las microvellosidades intestinales. EPEC fue el primer organismo
donde se caracteriz6 que bacterias pertenecientes a esta familia poseen un
gen que codifica para su propio receptor, mediante el cual se adhieren a la

célula que infectan®2.

E. coli enterohemorragica (EHEC). Causa diarrea con sangre (colitis

hemorragica), asi como el sindrome urémico hemolitico (HUS). Coloniza el
intestino grueso. El reservorio principal de EHEC es el tracto intestinal bovino,
por lo que el consumo de carne contaminada es el medio mas comun para la
transmisiébn de la infeccién con esta bacteria. Produce una toxina similar a la
shiga de Shigella (Stx). Se conocen dos tipos principales de Stx: Stxltiene mayor
similitud con la de Shigella y Stx2 que presenta mayor asociacion con cepas de

EHEC que causan sindrome urémico hemolitico. EHEC pertenece a la familia



de patégenos A/E. La secuencia gendmica de dos cepas del serotipo
O157:H7, que es el méas frecuente en brotes epidémicos en paises
desarrollados y el de mayor indice de mortalidad, muestra la presencia de
varias inserciones cromosomales de grupos de genes que no estan presentes
en E. coli K12 (conocidas como islas O) que codifican para factores de

virulencia®.

E. coli enteroagregativa (EAEC). Causa diarrea persistente en nifios menores

de seis meses. Se adhiere a la mucosa del intestino delgado y grueso, en un
patrédn conocido como adherencia agregativa (AA). No causa cambios
histolégicos en las células. Secreta enterotoxinas que dafian la mucosa como

son Pet, Pic y la enterotoxina estable al calor 1 (EAST1)5264,

E. coli difusoadherente (DAEC). No presenta una relacidon estrecha con la

produccién de diarrea como en el caso de las otras categorias patdégenas de
E. coli. Afecta principalmente a nifios menores de 12 meses. En cultivos de
células epiteliales se ha observado el patrén de adherencia difusa, el cual esta

dado por las adhesinas F1845 y AIDA-I54,

E. coli uropatogena (UPEC). Coloniza principalmente el tracto urinario,
presenta también varios tipos de pilus, los cuales le permiten adherirse de
manera especifica, ademas de brindarle la capacidad de colonizar varios
sitios a lo largo del tracto urinario y otros ambientes. Algunas cepas de UPEC

producen una capsula de polisacarido acida que le sirve de protecciéon?.

E. coli asociada a meningitis y sepsis (MNEC). Es la causa comun de
meningitis por bacterias Gram-negativas, puede ser mortal y causar dafios
neuroldgicos en los sobrevivientes. Esta bacteria viaja por el torrente sanguineo
y atraviesa la barrera entre la sangre y el cerebro, de esta manera afecta el

sistema nervioso central?’.



2.3 E. coli enteropatdégena (EPEC)

EPEC fue la primer clase de E. coli relacionada con brotes de diarrea
infantil en los afios 1940 y 1950. En 1955 Neter y colaboradores introdujeron el
término E. coli enteropatégena (EPEC), para describir aquellas cepas
patégenas de E. coli que raras veces se encontraban en las heces fecales de
individuos sanos y estaban presentes en muestras de individuos que
presentaban diarrea®. EPEC es uno de los causantes de diarrea infantil,
provoca diarrea acuosa crénica acompafada de fiebre y vomito, coloniza el
intestino delgado y no invade?®. EPEC se transmite via fecal-oral, ya sea por
manos o comida contaminada. En adultos la infeccibn mas comun es por
medio de los alimentos, el proceso de infeccidn puede ser asintomatico,
mientras que en los nifios la infeccidn sucede por estar en contacto con otros
nifios enfermos. El periodo de incubaciéon es de 1 a 3 dias. Por medio de
estudios seroldgicos realizados con cepas aisladas de nifios enfermos de

diarrea y nifios saludables se pudo reconocer a EPEC como cepa patégena“*:

52

Como se menciond anteriormente EPEC es miembro de la familia de
patdégenos A/E, algunos son patdégenos de humanos, otros son patégenos de
animales como son REPEC y REDEC-1 que infectan conejos, en cerdos se ha
identificado PEPEC, en perros DEPEC y en ratdn a Citrobacter rodentium (Tabla
1). Todas estas bacterias producen su propio receptor, inducen la

polimerizacién de actina en el sitio de adhesiéon y la formacion del pedestal®.

2.4 Mecanismo de infeccién

El proceso de infeccién de EPEC inicia con la formacién de agregados
bacterianos (microcolonias) sobre la célula hospedera. Este fenotipo se
conoce como adherencia localizada®? y esta mediado por la fimbria BFP
(Bundle-forming pilus), la cual mantiene las interacciones entre las bacterias
asociadas a la microcolonia y, probablemente, al menos en parte, su

asociacion a la célula (Fig. 1A)%. Los genes que se requieren para la formacion
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Figura 1. Mecanismo de patogenicidad de EPEC. A)
Adherencia Locdlizada, primera etapa del proceso de
infeccion, se lleva a cabo el contacto de EPEC con la
célula epitelial a fravés del BFP. B) Adhesion vy
destruccion de microvellosidades, esta se considera la
segunda etapa, por medio de un sistema de secrecion
tipo Il se comienzan a franslocar proteinas hacia la
célula epitelial, las cuales se van a encargar de liberar
senales de transduccidon, C) Se muestra el pedestal de
actina, el cual es caracteristico de la dltima etapa, en
esta etagpa existe un contacto mas directo entre la
célula y EPEC. D) Representacion esquemdtica del
mecanismo de patogenicidad y las diferentes senhales
de transduccion que se liberan (Tomado de 30, 37.



de esta fimbria se encuentran en el operén bfp que esta localizado en un
plasmido de alto peso molecular llamado EAF (EPEC adherence factor) que es
caracteristico de las cepas de EPEC (Fig. 2)?%63, En la etapa inicial de la
infeccion participan otras proteinas que pueden estar cumpliendo un papel

de adhesinas como es el caso de EspA, LifA/Efal (Figura 1)%.

Una vez que se ha establecido la microcolonia se desarrolla el segundo
fenotipo caracteristico conocido como adhesién y eliminacién de
microvellosidades (A/E) (Fig. 1B). Los genes que se requieren para este
fenotipo se encuentran codificados en la isla de patogenicidad LEE (Locus of
enterocyte effacement) (Fig. 2) ° 52. Durante esta etapa hay un contacto
directo entre EPEC y la célula epitelial, esto tiene como consecuencia la
eliminaciéon de las microvellosidades, lo cual sucede de forma particular en el
sitio de adhesion bacteriana y no afecta grandes areas del intestino®°. Para
esto, EPEC secreta e inyecta a la célula epitelial una serie de proteinas a través
de un sistema de secrecidon tipo Il (SSTT) codificado en la isla de
patogenicidad LEE, el cual es esencial para formar la lesibn A/E. Este sistema
funciona como una jeringa molecular que permite translocar desde el
citoplasma bacteriano proteinas efectoras hacia el citoplasma de la célula
hospedera’®>. En EPEC el SSTT estd formado por los productos de
aproximadamente 20 genes. Las proteinas que son secretadas por medio de
este sistema se dividen en dos grupos: a) proteinas efectoras, las cuales son
translocadas a la célula hospedera donde subvierten o modifican funciones
celulares a favor de la bacteria; b) proteinas que conforman el translocén, las
cuales son necesarias para que las proteinas efectoras puedan ser
translocadas a la célula hospedera. La proteina EspA se encarga de formar el
conducto por el cual van a viajar las proteinas efectoras. Dicho filamento
presenta una longitud de 0.7 um; EspB y EspD forman el poro del translocén es
decir, son las proteinas que van a formar la entrada hacia el interior de la
célula® %, Las proteinas efectoras que se translocan por este sistema son las
proteinas de secrecidn Esp (EPEC secreted proteins), EspB, EspF, EspG, EspH,
EspZ, Map (mitochondrion-associated protein)y Tir ( Translocated intimin
receptor)3652, Recientemente, se describié la presencia de proteinas efectoras

que estan codificadas fuera del LEE en diferentes organismos A/E, como son



EspFu, EspJ, Cif y Nle's, aunque aun se sabe poco de cémo actuan estas
proteinas; sin embargo, su translocacion depende del SSTT. La secuencia de
varios patégenos A/E ha revelado la presencia de muchas islas de
patogenicidad en donde se encuentran codificados otros factores de

virulencia que pueden ser translocados por el SSTT15,

Tir es una proteina de 72-78 kDa, la cual es translocada por el SSTT a la
célula hospedera en donde es fosforilada. Una vez que se fosforila se integra a
la membrana de la célula hospedera adoptando una estructura tipo horquilla,
cuyos extremos amino y carboxilo tienen dominios transmembranales y la parte
central de la proteina forma un dominio extracitoplasmico que contiene la
region de reconocimiento para intimina®. El contacto directo entre EPEC y la
célula hospedera se establece por medio de la proteina intimina, ubicada en
la membrana externa de EPEC cuya funcién es reconocer a Tir que se inserta
en la membrana externa de la célula hospedera; a este proceso se le conoce
como adherencia intima (Fig. 1C)%?, Tir e intimina son esenciales para formar la
lesion A/E. Intimina no so6lo se requiere para mediar la adherencia intima, sino
gue también participa en la induccién de la respuesta celular del hospedero
tanto de manera dependiente como independiente de Tir’>. Los dominios
intracelulares de Tir interactian con proteinas del citoesqueleto como son la
actina, N-WASP, VASP, Nck, talina, erzina y el complejo Arp2/3273, En conjunto,
estas interacciones promueven la polimerizaciobn de actina, que
posteriormente da lugar a la formacién del pedestal de actina debajo del sitio
de contacto. Con base a esto Tir es uno de los responsables del anclaje de
EPEC sobre la membrana plasméatica de la célula hospedera. Este fenotipo ha

sido caracterizado in vitro utilizando lineas celulares 27:30,

La formacion del pedestal correlaciona con la habilidad de los
organismos A/E para colonizar el intestino y causar enfermedad en el humano
y otros hospederos®. Los pedestales que forma EPEC miden alrededor de
10um; estas estructuras no son estaticas. La movilidad del pedestal formado
por EPEC estd dada por la continua actividad de polimerizacion y

despolimerizacion de actina°.



Otros eventos importantes que se observan una vez que EPEC ha
translocado las proteinas efectoras son: el cambio en el estado de fosforilacion
de varias proteinas de la célula hospedera, como es el caso de la cadena
ligera de miosina (MLC) que fosforilada puede alterar la permeabilidad de las
uniones estrechas contribuyendo asi a la producciéon de diarrea; la inhibicién
del cambio de fase de G2/M durante el ciclo celular; la muerte celular por
apoptosis. Dentro de los cambios fisiolégicos que suceden durante el proceso
de infeccidn es la produccion de interleucina 8 y la migracién de leucocitos

polimorfonucleares en el sitio de infeccidén?”- %,

2.5 Regulacion transcripcional de los genes de virulencia de EPEC

Los genes de virulencia se encuentran codificados en islas de
patogenicidad, y su expresidbn se encuentra regulada frecuentemente por
reguladores transcripcionales que estan codificados en la isla o en plasmidos.
En este proceso pueden participar también reguladores transcripcionales
globales que no son Unicos para las cepas patdégenas, sino que estan

conservados incluso en cepas no patégenas, como E. coli K12%7.

EPEC cuenta con dos elementos genéticos en donde se encuentran
codificados importantes factores de virulencia: uno de ellos es el plasmido EAF
(PEAF) de 65 Kpb y el otro elemento es la isla de patogenicidad LEE de 35 Kpb
(Fig. 2). En el pEAF se encuentra codificado el operén bfp, constituido por 14
genes que codifican para las proteinas involucradas en la biogénesis del BFP.
Un segundo operdn, conocido como per (plasmid encoded regulator), esta
formado por tres genes perA, perB y perC, conocidos también como bfpTvwW
29,582,863 F| producto de perA es el encargado de activar la expresion del operén
bfp, ademas de regular su propia expresion3? 42 (Fig. 2). La expresion de bfpAy
perA varia dependiendo de las condiciones ambientales, considerandose
Optimas para su expresidon, en condiciones de laboratorio, el crecimiento a
37°C en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium); a
temperaturas menores de 37°C se reprime la expresibn de estos genes por
medio del regulador transcripcional H-NS®. La expresion de bfpA y perA

también se regula negativamente en presencia de sales de amonio*?. Se ha
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Figura 2. Esquema de regulacion de factores de virulencia. En el plasmido EAF se encuentra codificado el
operon bfp, el cual contiene los genes necesarios para la produccién de la fimbria. El gen bfpA es el primero
de este operdn y codifica para la subunidad estructural de la fimbria BFP, y su expresion se encuentra
controlada por la proteina PerA, codificada por el primer gen del operén perABC. Este, a su vez, se autoregula.
Se ha propuesto que PerC se encarga de regular la expresion de Ler en la isla de patogenicidad. Los operones
LEE], LEE2, LEE3, LEE4y LEES se encuentran reprimidos por el regulador global H-NS. Con excepciéon de LEE], los
operones de LEE2 a LEES y el operdn griRA son desrreprimidos por Ler. La expresion de los genes de la isla de
patogenicidad y del plasmido EAF esta regulada por las condiciones ambientales.



propuesto que estas condiciones ambientales determinan el sitio de
colonizacion de EPEC?'. GadX es un activador transcripcional de los genes que
codifican para la produccién de glutamato descarboxilasa; sin embargo, en
EPEC también regula negativamente la expresion de perA, y podria estar
involucrado en la expresibn de genes que se requieren para resistencia a
condiciones acidas o de otros genes de virulencia®. Las cepas de EPEC que
carecen del pEAF no sélo pierden la capacidad de adherirse a la célula
hospedera, sino también se vuelven menos virulentas de acuerdo con un

estudio realizado en voluntarios®.

Los genes necesarios para formar la lesion A/E se encuentran
codificados en el cromosoma en la isla de patogenicidad LEE?252. E| LEE
presenta 41 marcos de lectura abierta que estan dispuestos en cinco
operones; sin embargo también se han identificado otras unidades de
transcripcion independientes de estos operones, como es el caso del operon
grlRA%17. Al igual que bfpA y per se ha observado que la expresion 6ptima de

los genes del LEE es en DMEM a 37°CS 42,

Entre los patégenos A/E se encuentra altamente conservada la isla de
patogenicidad LEE (en términos de tamafo y organizacion de genes), lo cual
sugiere que la isla proviene de un ancestro comun?. Si se comparan a nivel
genético se encuentran mayormente conservadas las islas de EPEC y EHEC,
mientras que la isla de C. rodentium varia con respecto a las anteriores. Las
diferencias que existen entre las islas es la disposicidon de los genes rorfl y espG,
en EPEC y EHEC se encuentran localizados en el extremo 5 de la isla corriente
arriba de ler, mientras que en el LEE de C. rodentium se encuentran en el
extremo 3" corriente abajo de espF. Otra diferencia es el sitio en el cual se
encuentran insertadas las islas, el LEE de las cepas E2348/69 de EPEC y EDL933
de EHEC se encuentra insertado en el tRNA selC, mientras que el LEE de C.
rodentium se encuentra insertado cerca de un operén que codifica para un
sistema de transporte ABC. Tanto en EPEC, EHEC y C. rodentium se conservan
los factores de virulencia y los reguladores transcripcionales especificos del LEE,

esto habla de su importancia en el proceso de infeccién?é 28,
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El LEE codifica para una variedad de proteinas. En los operones LEE1,
LEE2 y LEE3 se encuentran codificadas proteinas que forman parte del SSTT, en
LEE4 estan los genes que codifican para las proteinas que forman el translocén
EspA, By D, en LEE5 los genes que codifican para las proteinas involucradas
con la adherencia intima como son Tir e intimina y dispersos en el LEE genes
que codifican para proteinas efectoras como EspH, EspF, EspZ, EspF y Map o
chaperonas como CesT y CesD; sin embargo, también se encuentran
codificados algunos reguladores transcripcionales como es el caso de Ler (LEE
encoded regulator), el operdn griRA, el cual esta formado por los genes que
codifican para proteinas reguladoras identificadas como GrIR (global regulator

of LEE represor) y GrlA (global regulator of LEE activator)&11.17.36,

Para que los genes de la isla de patogenicidad se expresen se requiere
de Ler, codificado en el operdn LEELl. Ler es una proteina de 15 KDa, que
actua como regulador especifico de genes asociados con virulencia. Presenta
un dominio de unién a DNA en el carboxilo terminal, el cual conserva 36% de
similitud y 15% de identidad con la familia de proteinas de pegado a DNA
H-NS/StpA32. Ler al igual que H-NS son proteinas citoplasmicas®?. H-NS es un
regulador global de genes housekeeping, se pega preferentemente a
regiones curvas del DNA (usualmente ricas en A y T) causando cambios en el
superenrollamiento y empaquetamiento, lo que a su vez influye en la expresion
genética**. H-NS reprime la expresion de los genes LEE, asi como de
diferentes genes de E. coli. El mecanismo de accion de Ler se estudidé en un
inicio en los operones divergentes LEE2 y LEE3, en donde se observé que H-NS
se pega a las secuencias silenciadoras 1 y 2 que flanquean a los promotores
de los operones LEE2 y LEE3, lo que permite que se forme un complejo represor
de moléculas de H-NS que han multimerizado. Para eliminar esta represion, Ler
se pega a la region silenciadora 1, de esta forma desestabiliza al complejo
represor y por lo tanto promueve la expresion de los operones LEE2 y LEE3, un
mecanismo similar se observé para el operdon LEE5%32. En una doble mutante
AlerAhns, los genes del LEE se expresan constitutivamente. Basandose en los
estudios anteriores se propuso que Ler actia como desrepresor, es decir,
quitando el efecto negativo ocasionado por H-NS. Ler regula también genes

de virulencia que se encuentran codificados en una segunda isla de
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patogenicidad identificada hasta el momento como isla de patogenicidad

espC3, 6,40.

La cascada de regulacion que se ha definido para la expresion de ler es
compleja, los diferentes reguladores han sido identificados y estudiados en
EPEC, EHEC y recientemente en C. rodentium. Los reguladores globales que
participan en la regulaciéon de ler son BipA, Fis, IHF y H-NS. BipA pertenece a la
superfamilia de GTPasas de pegado al ribosoma, controla la expresidn de los
genes del LEE de manera independiente de los reguladores del operdén per, o
de IHF y H-NS. Ademas, BipA regula de manera negativa los genes del flagelo
de EPECS3L. Fis (Factor for inversion stimulation) es una proteina asociada al
nucleoide, coordina la expresiobn de genes relacionados con virulencia,
movimiento y de genes metabdlicos que permiten la adaptaciéon del
patégeno al ambiente del intestino*4545%, |HF (Integration Host Factor) es una
proteina de pegado a DNA compuesta de dos subunidades, es considerada
una proteina tipo histona, reconoce un consenso especifico en el DNA en
donde forma un complejo nucleoproteico. En EPEC se pega corriente arriba
del promotor de ler y se requiere para su expresion?64455 Hha ha sido
clasificada dentro del grupo de proteinas asociadas al nucleoide, como YmoA
que regula la expresiéon de genes de virulencia, en EHEC Hha regula de forma
negativa la expresion de ler%5. Estudios recientes relacionados con los
reguladores especificos de los patégenos A/E, seflalan que Ler regula de
forma negativa su propia expresion“. Los genes que codifican para GrlR y GrlA,
el primero considerado como un regulador negativo y el segundo como
activador, forman un operdn en el LEE. Trabajos recientes proponen que GrIR
regula negativamente la funcion de GrlA, mientras que GrlA regula la
expresion de lerl’35, Como se menciond en parrafos anteriores PerC se
encuentra codificado en el plasmido EAF, diversos trabajos proponen que
PerC regula la expresidn de ler 5051 Sin embargo, se desconoce el mecanismo

y los factores involucrados para que PerC active a ler.
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3. ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El operdn bicistronico grlRA se encuentra localizado en la isla de
patogenicidad LEE entre los operones LEE1 y LEE2. La funcidn de los genes que
integran el operdon grlRA fue propuesta a partir de un estudio realizado en C.
rodentium, en donde se observé que mutaciones en orfl0 y orfll, incrementan
o reducen, respectivamente, la expresion de ler. Con base en estos resultados
al producto de orfl0 se le denominé GrIR (global regulator of LEE repressor) y al
de orfll, GrlA (global regulator of LEE activator). GrlA es una proteina de 16
KDa que presenta un dominio potencial de unién a DNA del tipo HTH (Helix-
Turn-Helix) y que comparte 37% de identidad con un presunto regulador
transcripcional de Salmonella enterica serovar Typhimurium y 23% con el
activador transcripcional CaiF involucrado en la sintesis de carnitina en
enterobacteriast’. A la fecha, la funcion de GrlA como regulador positivo en la
expresion de ler, no ha sido confirmada en EPEC o EHECS? 7. Por otro lado, GrIR
no presenta homologia con algun factor transcripcional descrito, pero es
considerado un regulador negativo dada la marcada represion que ejerce
sobre la expresion de los genes del LEE cuando esta presente en multicopia?’.
Probablemente GrIR regula la expresion de los genes del LEE a través de GrlA,

con quien podria establecer interaciones proteina-proteinall.

Los genes que comprenden el operdn per fueron estudiados
inicialmente por Gémez-Duarte y colaboradores. Identificaron el operén per
mediante la seleccién de genes que fueron capaces de activar una fusién
cromosomal al gen de intimina (eae). Tobe y colaboradores identificaron el
operdn per utilizando una biblioteca de DNA construida a partir de DNA total o
de DNA de plasmido EAF de EPEC, las cuales fueron utilizadas para buscar
genes cuyos productos fueran capaces de complementar la expresion de la
fusion bfpA-cat en una cepa de E. coli de laboratorio. En ambos estudios se
identificé un fragmento del plasmido EAF que contenia tres marcos de lectura
a los que se les denomind perA, perBy perC, también llamados bfpT, bfpV y
bfpW2. 63,

Estudios posteriores, demostraron que la presencia del operén perABC

incrementaba la secrecion de las proteinas EspA, EspB y Tir y favorecia la
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adhesidon de EPEC a células HEp-2 en cultivo?. Otros estudios han indicado que
una version multicopia del operén puede activar la expresion del gen ler en E.

coliK-12 o en una cepa curada del plasmido EAF*’.

Los productos del operdn per presentan las siguientes caracteristicas:

PerA es una proteina de 274 aminoacidos con un peso molecular de
aproximadamente 31 kDa, que presenta 32% de similitud en su extremo
carboxilo terminal con los reguladores de la familia AraC/XylS?°. PerA es el
activador de la expresion del operén bfp, asi como de su propia expresion*2.83,
Para activar estos genes PerA se une a una secuencia de aproximadamente

40 pbrica en Ay T, localizada corriente arriba de cada promotor.

PerB es una proteina de 130 aminoacidos, presenta un peso molecular
aproximado de 14.8 kDa y presenta baja similitud con proteinas de pegado a
DNA de organismos eucariontes?®. Hasta el momento la funciéon de PerB no ha
sido definida, pero es considerada como una proteina que modula

negativamente la expresion de perA 'y bfpA>’.

PerC esta constituida por 90 aminoacidos, con un peso molecular de 9.4
kDa??83. Se sabe que no se encuentra involucrada en la regulacion de bfpA'y
per ya que cuando éste se elimina, la expresion no se afecta*®. Estudios
realizados en el laboratorio mostraron que un plasmido que sélo contiene perC
puede activar la transcripcion de ler en E. coli K12, sugiriendo que PerC
participa en la cascada de regulacién sobre los operones del LEES. Sin
embargo, otros estudios contrastan con estas observaciones, ya que la
expresion de los genes del LEE no se afectaron significativamente en ausencia
del plasmido EAF84°. Recientemente, se describieron cinco homologos de PerC
en EHEC a los que se les denomind pch (perC homologue), siendo pchA, pchB
y pchC los que tienen un efecto en la expresién de los genes de la isla de
patogenicidad?®. Al hacer un alineamiento de PerC y las proteinas homologas
se identificO una region conservada en el extremo amino terminal que es
importante para su funcion. De acuerdo con estas caracteristicas se ha

propuesto que PerC y las proteinas Pch formaran la familia PerC-like (proteinas
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tipo PerC), siendo la proteina prototipo PerC de EPEC35%0, | 0s miembros de esta
familia son capaces de activar al promotor del operén LEE1 tanto de EPEC
como de EHEC.

Considerando que GrlA es indispensable para la activacion de ler en C.
rodentium, en este trabajo nos propusimos definir el papel que juegan PerC y
GrlA en EPEC donde ambos estan presentes y de esta manera aclarar la
polémica que se ha generado por varios afios alrededor de la funcién que

tiene PerC en la expresion de los genes de la isla de patogenicidad (LEE).

OBJETIVO:

Analizar el papel de PerC y GrlA en la expresion de ler en Escherichia coli

enteropatdégena (EPEC).

OBJETIVOS PARTICULARES:

- Analizar la expresion de ler mediante fusiones transcripcionales ler-cat
en una cepa de E. coli K-12, en presencia de diferentes componentes
del operdn per o de grlA.

- Analizar la expresion de ler y de otros factores de virulencia en EPEC y
en mutantes isogénicas en cada uno de los genes que integran el
operén per o en grlA crecidas en diferentes condiciones.

- Definir elementos reguladores en la regién reguladora de ler necesarios
para su activacion mediada por PerC o GrlA.

- Evaluar la participacion de H-NS e IHF en la regulacion de ler mediada
por PerC o GrlA.
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4. Materiales y métodos

Cepas y plasmidos

En la tabla siguiente se enlistan las cepas y plasmidos que se utilizaron en este

trabajo, asi como las caracteristicas de cada una de ellas.

Tabla 2. Cepas bacterianas

CEPA CARACTERISTICAS REFERENCIA
E. coli MC4100 F- araD139 A(argF-lac)U169 rpsL150 (Strr) relAl flbB5301 deoC1 New England
ptsf25 rbsk Biolabs
JPMC1 MC4100hns::Km Vazquez A.
Datos no
publicados.
JPMC2 MC4100himA::Km Vazquez A.
Datos no
publicados.
E. coli DH5a FhsdR17 thi-1 gyrA A(lacZYA-aragF) supE44 recAl New England
(680dAlacZM15) relA Biolabs
EPEC E2348/69 EAF*, eae*, LEE*, O127:H6 29

.JPEP1 E2348/69 perA::Km StpR. Este trabajo.

JPEP2 E2348/69 perB::Km StpR. Este trabajo.

JPEP3 E2348/69 perC::Km StpR. Vazquez A.
Datos no

publicados.

JPEP4 E2348/69 epcH::Km StpRr. Vazquez A.
Datos no

publicados.

JPEP5 E2348/69 ler::Km StpR. Vazquez A.
Datos no

publicados.

JPEP6 E2348/69 grlA::Km StpR. Vazquez A.
Datos no

publicados.

JPEP7 EAF-, eae*, LEE*, O127:H6 StpR Este trabajo.

Cepa curada del plasmido EAF, derivada de la cepa JPEP2

JPEP8 JPEP7 epcH::Km StmR. Vazquez A,
Datos no

publicados.

JPEP9 JPEP7 ler::Km StmR. Vazquez A.
Datos no

publicados.

JPEP10 JPEP7 grlA::Km StmR. Vazquez A.
Datos no

publicados.

Cepa prototipo silvestre de EPEC. StpR
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Tabla 3. Plasmidos utilizados

PLASMIDOS CARACTERISTICAS REFERENCIA
PMPM-K3 P15 ori, KmR. Vector para clonacion 43
pPMPM-T3 P15 ori TcR. Vector para clonacion 43
pKK232-8 Derivado del pBR322 que contiene el gen cat (cloranfenicol acetil Pharmacia

transferasa) sin promotor, utilizado para la construccion de fusiones Biotech
transcripcionales. ApR
pCS-ABC Derivado del pMPM-K3. Presenta clonado el operén per en los sitios 57
de restriccion BamHI-Sacl. KmR.
pCS-AB Derivado del pCS-ABC. Presenta una eliminacion en fase del gen 57
perC. KmR.
pCS-AC Derivado del pCS-ABC. Presenta una eliminacion en fase del gen 57
perB. KmR.
pCS-BC Derivado del pCS-ABC. Presenta una eliminacion en fase del gen 57
perA. KmR.
pCS-A Derivado del pCS-ABC. Presenta una eliminaciéon en fase de los 57
genes perBy perC. KmR.
pCs-C Derivado del pCS-ABC. Presenta una eliminaciéon en fase de los 57
genes perAy perB. KmR.
PTEP-GrlA1 Derivado del pMPM-T3. Presenta clonado el gen grlA de EPEC enlos  Este trabajo
sitios de restriccion Xhol-Hindlll. TcR.
pTEP-PerC1 Derivado del pMPM-T3. Presenta clonado el gen perC en los sitios  Este trabajo.
de restriccion BamHlI-Sacl, el inserto se tomd del plasmido pCS-C.
TcR.
pPTEP-Lerl Derivado del pMPM-T3. Presenta clonado el gen ler en los sitios de Tovar A. Datos
restricciéon BamHI-Sacl, TcR. no publicados.
pler-1179 Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de ler, a Bustamante et
partir de los nucleétidos -1179 a +217, respecto al inicio de la al.
transcripcion, fusionados al gen cat. Fusion transcripcional ler-cat. Datos no
ApR publicados
pler-779 Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de ler, a Bustamante et
partir de los nucledtidos -779 a +217 respecto al inicio de la al.
transcripcion. ApR Datos no
publicados
pler-260 Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de ler, a Bustamante et
partir de los nucled6tidos -260 a +217 respecto al inicio de la al.
transcripcion. ApR Datos no
publicados
pler-160 Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de ler, a Bustamante et
partir de los nucled6tidos -160 a +217 respecto al inicio de la al.
transcripcion. ApR Datos no
publicados
pler-98 Derivado del pKK232-8 que contiene la regiéon reguladora de ler, a Bustamante et
partir de los nucledétidos -98 a +217 respecto al inicio de la al.
transcripcion. ApR Datos no
publicados
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PLASMIDOS

CARACTERISTICAS

REFERENCIA

pler-54

pler-31

pCAT201

pTIR394

(pTir-cat)

PSEPZ-11

per-cat

griRA-cat

Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de ler, a
partir de los nucleétidos -54 a +217 respecto al inicio de la
transcripcion. ApR

Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de ler, a
partir de los nucleétidos -31 a +217 respecto al inicio de la
transcripcion. ApR

Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora de bfpA,
a partir de los nucledtidos -201 a +76 respecto al inicio de la
transcripcion. ApR

Derivado del pKK232-8 que contiene la regidon reguladora de tir, a
partir de los nucledtidos 394 a +1 respecto al inicio de la
transcripcion

Derivado del pKK232-8 que contiene la fusidon transcripcional de la
region intergénica entre los operones LEE2 y LEE3, a partir de la
posicién -469 a +121 respecto al inicio de la transcripcion del primer
gen del operén LEE2. ApR

Derivado del pKK232-8 que contiene la regiéon reguladora de per, a
partir de los nucledétidos -166 a +69 respecto al inicio de la
transcripcion

Derivado del pKK232-8 que contiene la region reguladora del
operéon grlRA de EPEC, a partir de los nucledtidos -366 a +143
respecto al inicio de la transcripcion.

Bustamante et
al.
Datos no
publicados

Bustamante et
al.
Datos no
publicados

6

56

42

Barba J. Datos
no publicados

Oligonucledétidos

Para la amplificacion de los genes y secuenciacion de las construcciones

elaboradas se utilizaron los oligonucleoétidos enlistados en la siguiente tabla.

Tabla 4. Oligonucledétidos

NOMBRE SECUENCIA 5" — 37 SITIO(S) DE ORIGEN
RESTRICCION

_BfpT/H1-P1 acg cgc atg aag gtg gtt aat gct tac atc taa aaa Ninguno Vézquez A. Datos
aga aat gca gtg tag gct gga gct get tcg no publicados

_BfpT/H2-P2 atc tct aac aaa aac tta tgg caa tgt tcc ttg tgt Ninguno Véazquez A. Datos
aat agt tca tat gaa tat cct cct tag no publicados

_BfpV/H1-P1 tat ttg caa tga gca ctc gaa atg aag aac aat ttg Ninguno Véazquez A. Datos
aga gaa gag atg tag gct gga gct gct tcg no publicados

_BfpV/H2-P2 atc att ttt tta ctt gat aac cta tgg tgc tct ttt tga ttc Ninguno Vazquez A. Datos
aga aca tat gaa tat cct cct tag no publicados

_BfpW/H1-P1 tac tat aaa caa agg taa tta tgg aaa taa gag ata Ninguno Vazquez A. Datos

aaa agg cga atg tag gct gga gct get tcg

no publicados
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NOMBRE SECUENCIAS5 — 37 SITIO(S) DE ORIGEN

RESTRICCION
_BfpW/H2-P2 tag act caa tct acg tta taa ttt aat ttt cct tgt agt Ninguno Vazquez A. Datos
ttc taa aca tat gaa tat cct cct tag no publicados
_perCC/H1-P1 gat cag gca ctg gga aaa atg gtc agg atg gta Ninguno Este trabajo.
ctt att cct tgt agg ctg gag ctg ctt cg
_perCC/H2-P2 ata ttg tcg tga gga tta gtc ata cac cac ccc gcg Ninguno Este trabajo.
aca tcc gat cat atg aat atc ctc ctt ag
_bfpW-A tat tta ctg cgG AGC tca atg aaa tg Sacl Vazquez A. Datos
no publicados
_bfpw-B gaa ctG TCG ACa aac ctc aaa acc Sall Vazquez A. Datos
no publicados
k1 cag tca tag ccg aat agc ct Ninguno 10
k2 cgg tgc cct gaa tga act gc Ninguno 10
_kt Cgg cca cag tcg atg aat cc Ninguno 10
_perCCP1-R gtt CTG CAG ctc agc aat gcg Pstl Este trabajo
_perCCH3-F gat aAA GCTtgt gca tgg aat gct g Hindlll Este trabajo
EPGA-XI gcc aaa ttt cTC GAG cca tta att at Xhol Este trabajo
EpCiorfl1R tac taa gaA AGC Ttc gtc taa ctc tcc Hindlll Este trabajo

Las bases modificadas para generar el sitio de restriccion se indican en mayusculas
_ Oligos utilizados para hacer el PCR mutagénico
_ Oligos utilizados para verificar la mutacion

Medios de cultivo

Para el crecimiento de las cepas bacterianas en tubo, matraz o placa, se
utilizé medio de cultivo LB liquido y LB agar (Luria-Bertani). A cada uno de los
medios se les adicioné antibidtico para la seleccién de clonas. Las

concentraciones usadas para cada antibiético se indican en la tabla 5.

DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”, GIBCO BRL), se utilizé para
realizar ensayos de actividad del gen reportero CAT (cloranfenicol acetil
transferasa) y perfil de secrecion de proteinas. La preparacion de cada uno de los

medios puede consultarse en el apéndice.
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Tabla 5. Antibiéticos

Antibiético Abreviatura Concentracion del Concentraciéon usada
“stock”
Ampicilina Ap. 100 mg/ml 100 pg/ml
Estreptomicina Stp. 100 mg/ml 100 pg/ml
Kanamicina Km. 25 mg/ml 40 pg/mi
Tetraciclina Tc. 12 mg/ml 12 pg/mi

Amplificacion de genes por PCR

Para llevar a cabo la amplificacion de genes se utilizé la técnica de PCR
(reaccidn en cadena de la polimerasa). Las condiciones de alineamiento
variaron en cada reaccion dependiendo de la Tm de los oligos. El tiempo de
amplificacion y el nimero de ciclos dependieron del tamafio del gen. Para la
reaccion se utilizé el termociclador Perkin—-Elmer modelo 480. A continuacién se
describe un ejemplo de cémo se realiz6 la mezcla de reaccion.

Mezcla de reaccion:

Amortiguador para PCR 10X 10 pL * Deoxinucleo6tidos dTTP, dATP, dGTP,

MgClz2 25 mM 10 pL dCTP (New England Biolabs)
Oligo 1 (25 puM) 2 L

Oligo 2 (25 uM) 2 pL

* dNTP’s (1.25mM) 14 pL

Enzima Taq polimerasa (5 U/uL) 0.5 pL

DNA ~ 100 ng

Agua Cc.b.p.100 pL

Enzimas de restriccion

Las enzimas usadas en este trabajo se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla 6. Endonucleasas de restriccion.

ENDONUCLEASA COMPANIA
BamH]I Boehringer Manheim
Hindlll New England Biolabs

Xhol Boehringer Manheim
Sacl New England Biolabs
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Digestiones con enzimas de restriccion

Para cada digestion se utilizaron las condiciones recomendadas por cada
compaiiia. El volumen en el que se llevo a cabo cada reaccion fue variable, asi
como la cantidad de enzima y de DNA que se deseaba digerir. El siguiente es un

ejemplo de una digestion:

DNA a digerir (~40 ng) 15 pL
Amortiguador 10X 5puL
Enzima (=5 U) 3 uL
Agua 27 pL
Volumen total de la reaccion: 50 pL

En el caso de digestiones dobles, se utilizé un amortiguador que fuera
compatible de acuerdo a la tabla de compatibilidad de los proveedores. Para los
casos en que no hubo compatibilidad, primero se digiri6 con una enzima,

después se precipitd el DNA y, posteriormente, se hizo la siguiente digestion.

Precipitacion de las digestiones
Como se menciond en el parrafo anterior, en algunos casos fue necesario
precipitar las digestiones, esto se llevé a cabo de la siguiente manera:
1. Alareaccion de digestion se le agregaron 350 L de butanol al 100%.
2. Durante 30 segundos se mezclé con el "vortex".
3. Posteriormente se centrifugdé a 12,000 r.p.m. durante 5 minutos a
temperatura ambiente.
4. Se elimindé el sobrenadante y se agregaron 500 puL de etanol al 70%,
nuevamente se centrifugdé como en el paso anterior.
5. Se elimind el sobrenadante y el DNA se secé al vacio por 10 minutos y se
resuspendio en agua estéril en el volumen deseado.

Este mismo protocolo de precipitacién se utilizé para las ligaciones.

Reaccion de ligacion
Para las reacciones de ligacidn se usé la proporciéon de 3:1 de inserto-

vector. La cantidad en microlitros que se agrega a la reaccion depende de la
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concentracion de vector e inserto. La mezcla de reaccion se incubdé a 16°C

durante toda la noche, posteriormente, se precipitd y transformé en células

competentes por cloruro de calcio o por electroporacion.

A continuacioén se describe un ejemplo de las reacciones de ligacion:

DNA inserto (~10 nQ) 10 pL
DNA vector (-3 ng) 3L
Amortiguador 10X 3 pL
*T4 DNA ligasa (3U/pL) 0.5 pL
Agua 13.5 L

* Se usé la enzima de la marca Promega

Preparacion de células electrocompetentes

Para poder llevar a cabo la transformacién de ligaciones y plasmidos fue

necesario preparar células electrocompetentes. La metodologia fue la siguiente:

1.

La cepa se crecié con su antibiético correspondiente toda la noche en 5
mL de medio SOB.

Se inoculé 1 mL del cultivo anterior en un matraz con 100 mL de medio SOB
o0 LB mas antibidtico, se dejé creciendo a 37 °C hasta llegar a una D.Oeoo
=0.6

El cultivo se dej6é en hielo por 10 minutos y, posteriormente, se centrifugé a
5000 r.p.m. por 10 minutos a 4 °C.

Las células se resuspendieron en 20 mL de agua Milli-Q estéril fria se
centrifugaron como en el paso anterior. Este paso se repitié 2 veces.

Las células se resuspendieron en 10 mL de glicerol al 10 % (v/v) frio y se
centrifugd en las condiciones ya mencionadas.

Las células se resuspendieron en 300 pL de glicerol al 10% frio y se hicieron

alicuotas de 50 uL en tubos previamente frios.

Una vez que se prepararon las células se llevd a cabo la transformacién como

sigue:

1.

Las celdas de electroporacion (BioRad) se enfriaron en hielo por

aproximadamente 10 minutos.
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En un tubo Eppendorf estéril se colocaron 5 pL de la reacciéon de ligacion,
(precipitada previamente) o del plasmido, y se agregaron las células.

La mezcla de células y DNA se colocaron en el fondo de la celda de
electroporacion.

Se dio un pulso de 2.5 kV, durante 5 milisegundos, de acuerdo a
parametros programados en el electroporador.

Después se agregdé 1 mL de medio SOC a la celda y se mezclé por
inversion, el contenido se colocd en un tubo de ensaye y se incubé a 37 °C
por 1 hora.

Después, las transformantes se platearon en cajas de LB agar con el
antibiético de seleccion y se incubaron a 37 °C toda la noche. Con este
procedimiento se generan de 10° a 10° transformantes por pg de DNA

plasmidico super enrollado.

Purificacion de plasmidos (MINIPREP)

La extraccion de plasmidos se llevé a cabo para verificar que se obtuvieron

las construcciones necesarias. La técnica se describe a continuacion:

1.

La cepa se cultivd en 5 mL de medio LB toda la noche con el antibiético
correspondiente.

Se centrifugaron 1.5 mL del cultivo en un tubo Eppendorf durante 3 minutos
a 12 000 r.p.m. a temperatura ambiente.

El sobrenadante se desechd y la pastilla se resuspendié en 200 pL de
solucion 1.

Se adicionaron 150 pL de solucién 2 y se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente.

Posteriormente, se adicionaron 200 pL de solucion 3 fria, dejando reposar
en hielo por 10 minutos.

Se centrifugd 10 minutos a 12 000 r.p.m., se tomo el sobrenadante y se pasé

a un tubo limpio.
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El DNA se precipitd con 1 mL de etanol absoluto a -70°C durante 10
minutos. Posteriormente, se centrifugd 30 minutos a 12 000 r.p.m a 4°C.

El sobrenadante se elimind, se agregd 1 mL de etanol al 70% y se mezcld
por inversion.

Se centrifugé 8 minutos a 4°C y se dejd secar al vacio por 10 minutos para

después resuspender en agua Milli-Q estéril.

La preparacion de las soluciones 1, 2 y 3 para esta metodologia puede

consultarse en el apéndice.

Extraccion de plasmido EAF

Para evaluar la presencia de este plasmido de alto peso molecular en la

cepa silvestre de EPEC y en sus distintas mutantes se utilizo el siguiente protocolo:

1.

La cepa se cultivd en 5 mL de LB toda la noche con el antibiético
correspondiente.

Se centrifugaron 3 mL de cultivo durante 3 minutos a 12,000 r.p.m.

Se elimind el sobrenadante y se resuspendié en 150 pL de solucién 1 (ver
apéndice). Se adicionaron 15 pL de RNasa y se dejé incubando a
temperatura ambiente por 5 minutos.

Se agregaron 300 pL de solucién 2 (ver apéndice), se mezcld por inversion y
posteriormente se dejoé incubando en hielo por 10 minutos.

A la mezcla anterior se adicionaron 225 puL de acetato de potasio y
nuevamente se incubd en hielo por 10 minutos.

Posteriormente se centrifugdé a temperatura ambiente a 12,000 r.p.m.
durante 10 minutos.

El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo y se le adicion6 1 mL de
etanol absoluto y se dejé incubando a -70°C por 10 minutos. Posteriormente
se centrifugd como en el paso 6.

Se elimind el sobrenadante y el DNA se lavé con 1 mL de etanol al 70% y se
centrifugd como en el paso anterior.

Se elimind el sobrenadante y la pastilla formada se sec6 al vacio por 10

minutos. El DNA se resuspendidé en 30 pL de agua Milli Q estéril.

26



10. Se corrieron 10 pL de cada muestra en un gel de agarosa al 1%.

Ensayo de CAT (Cloranfenicol Acetil Transferasa)

1. En matraces con 50 mL de medio LB y el antibiético correspondiente se
sembraron las cepas de interés y se dejaron crecer toda la noche a 37°C a
110 r.p.m. Posteriormente, se midi6 la DOsoo de cada cultivo.

2. Se tomaron 10 mL de cultivo y se centrifugaron a 10,000 r.p.m. durante 5
minutos, se tiré el sobrenadante y se adicionaron 5 mL de PBS 1X, las
pastillas se resuspendieron y se centrifugaron nuevamente.

3. Se elimind el sobrenadante y se adicion6é PBS 1X para ajustar a una D.O.
600nm=0.9 6 1.0.

4. Matraces con 50 mL de DMEM, suplementado con 500 pL de LB y el

antibidtico correspondiente, se inocularon con 1 mL del cultivo ajustado.

La actividad de la cloranfenicol acetil transferasa se determin6 de la siguiente
manera:

1. Se tomaron 1.5 mL de cada uno de los cultivos una vez que alcanzaron la
DOs00=0.8. Para la DOs0o=1.2 se tomaron 800 L de cultivo.

2. Las muestras se centrifugaron a 12,000 r.p.m durante 2 minutos, se retir6 el
sobrenadante y las muestras se resuspendieron en 1 mL de solucién de
lavado TDTT (ver apéndice) y nuevamente se centrifugaron como en el
paso anterior. Las pastillas se congelaron a —70°C.

3. Una vez que las muestras estuvieron descongeladas se resuspendieron en
una solucion de lavado. Las muestras tomadas a una DOeww=1.2 se
resuspendieron en 850 pL y las muestras tomadas a una DOe00=0.8 se
resuspendieron en 700 pL. Las muestras se incubaron en agitacién por 30
minutos a 37 °C y se sonicaron con un sonicador SONIPREP utilizando pulsos
de 9.9 segundos durantes tres minutos.

4. Las muestras se centrifugaron a 12,000 r.p.m a temperatura ambiente por
20 minutos. El sobrenadante (extracto crudo) se transfiri6 enseguida a un

tubo limpio.
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5.

Para determinar la concentracion de proteina se utilizé el estuche
comercial BCA (Pierce). Se colocaron 10 pyL de cada muestra por
duplicado en una placa de 96 pozos. Se agregaron 200 pL de la mezcla de
reaccion (25 mL de la solucién A + 500 pL de la solucién B). Posteriormente,
se incub6 a 37°C por 30 minutos. La lectura de absorbancia se lleva a cabo
a una longitud de onda de 562 nm en el lector automatizado de placas
CERES 900C con el paquete computacional KC3 |r.

Para determinar la actividad de CAT se colocaron 5 uL de cada muestra
por duplicado en una placa de 96 pozos. Posteriormente, se agregaron 200
pL de la mezcla de reaccion (Tris-HCI 0.1M pH 7.8, DNTB (5,5’-ditio-bis (2-
acido nitrobenzoico) 1 mM, acetil coenzima A 0.1 mM, cloranfenicol 0.1
mM).

La cinética de actividad se determiné a una absorbancia de 410 nm con
lecturas cada 5 segundos, durante 5 minutos utilizando el paquete
computacional KC3 jr en el CERES 900C.

La actividad especifica de cada muestra se determiné dividiendo la

actividad especifica de CAT obtenida para la muestra entre la concentracion de

proteina.

Generacion de mutantes en un solo paso

Las mutaciones en cada uno de los genes que integran el operén per se

hicieron por medio de la técnica de mutagénesis por PCR en un solo paso

desarrollada por Datsenko y Wanner!4. Esta técnica consiste en reemplazar la

secuencia de interés por un casete de resistencia a Kanamicina o Cloranfenicol

utilizando un fragmento de PCR que contiene el gen de la resistencia flanqueado

por secuencias homdélogas (alrededor de 50 pb) al gen que se pretende

interrumpir.

1.

Para cada gen que se mutagenizd se obtuvo el fragmento de PCR
correspondiente, utilizando como molde el plasmido pKD4 vy
oligonucledtidos identificados como H1P1 y H2P2. La secuencia 3'de estos

oligos (aproximadamente 20 nucledtidos) es homodloga a la secuencias
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que flanquean el gen de Kanamicina en el pKD4, mientras que la
secuencia 5" (entre 40 y 50 nucledtido) es homdloga del gen que se va a
interrumpir. Todos los productos de PCR obtenidos por esta estrategia
contienen, hacia el extremo 3" del casete de Kanamicina, una secuencia
correspondiente a un sitio de union a ribosoma, acompafada corriente
abajo de un coddn de inicio de traduccion (ATG), lo que permite construir
mutaciones no polares en operones.

2. La cepa silvestre que se va a mutagenizar se debe transformar con el
plasmido pKD46 el cual lleva clonado el gen para la recombinasa
Ared bajo un promotor inducible por arabinosa. La selecciéon se hizo en
cajas de LB con Ampicilina a 30°C. Posteriormente, se prepararon células
electrocompetentes de la cepa transformada, se crecieron en medio de
cultivo SOB suplementado con 10 mL de arabinosa 1M y con Ampicilina 100
pL/mL, se crecieron a 30°C hasta llegar a una DOe00=0.5.

3. Las células se electroporaron con el producto de PCR obtenido y la
selecciéon de las posibles mutantes se hizo en cajas de LB agar con el
antibiético correspondiente a 42°C, a esta temperatura a la cual se elimina
el plasmido pKD46 ya que es termosensible.

4. La pérdida de resistencia a ampicilina de las colonias obtenidas se
determind por sensibilidad a este antibi6tico. De las candidatas se extrajo
el DNA cromosomal para determinar por PCR que se sustituyd el gen de

interés.

Inmuno deteccién (Western blot)

1. Las cepas se cultivaron en medio LB con el antibidtico correspondiente
durante toda la noche a 37°C en agitacidn. Posteriormente las cepas se
subcultivaron en un matraz que contiene 50 mL de DMEM vy el antibidtico
correspondiente.

2. Se tomaron 1.5 mL de cada cultivo a una DOsn=1. Cada muestra se

centrifugo a 12 000 r.p.m. durante 2 minutos y se eliminé el sobrenadante.
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Las muestras se resuspendieron en 500 pL de amortiguador de carga,
posteriormente se hirvieron durante 5 minutos.

3. Las muestras se sometieron a una electroforesis en gel de poliacrilamida al
12% en condiciones desnaturalizantes, a 30 mA por cada gel.

4. Para la transferencia de proteinas se utiliz6 una camara de transferencia
semiseca (BIORAD) y una membrana de nitrocelulosa de 0.22 pm de poro
(Amersham). Ya que se ha corrido el gel, éste se equilibr6 en el
amortiguador de transferencia (consultar apéndice) por 15 minutos al igual
gue el papelfiltro y la membrana.

5. Una vez que se equilibré el gel se colocé en la camara de transferencia. Se
requiri6 de un voltaje de 15V por 45 minutos para llevar a cabo la
transferencia.

6. Posteriormente, la membrana se bloqued con leche descremada
Carnation Clavel al 5% en TBS-Tween (consultar apéndice) por 1 hora.
Después de este tiempo, se agrego el anticuerpo diluido en TBS-Tween y se
dej6 toda la noche en agitacion. La membrana se lavo 3 veces con TBS-
Tween por 10 minutos cada vez. Se agregd el segundo anticuerpo
(conjugado a peroxidasa, Biomeda) diluido en TBS-Tween y se incubd 1
hora en agitacion. Posteriormente, se lavd la membrana como ya se
menciono.

7. Para el revelado se utilizé el reactivo Chemi Glow (Alpha Innotech). Este se
agrego a la membrana y se dejé incubar a temperatura ambiente por 5
minutos en agitacion. La membrana se expuso a una pelicula fotografica,

a distintos tiempos de exposicion.

Perfil de secrecidn

Para realizar los ensayos en la condicion de estatico el medio de cultivo se
preincubé durante toda la noche en la estufa de CO: al 5%.
1. Las cepas se cultivaron en medio LB con el antibidtico correspondiente

durante toda la noche a 37°C en agitacidn. Posteriormente las cepas se
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subcultivaron en un matraz que contiene 50 mL de DMEM vy el antibi6tico
correspondiente.

Para la condicién de agitacidon se tomaron muestras de cultivo a una
DOs00=0.8. En la condicién de estatico los matraces se dejaron incubando
alrededor de 9 horas, en ambos casos se tomaron 4 alicuotas de 1.5 mL de
cultivo. Las muestras se centrifugaron a 14, 000 r.p.m. durante 5 minutos.

Se transfirieron 1.3 mL del sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio,
posteriormente se les agregd 145 pL de TCA (acido tricloro acético) al
100%. Los tubos se dejaron incubando toda la noche a 4°C.

Las muestras se centrifugaron a 14,000 r.p.m durante 30 minutos,
posteriormente se tiré el sobrenadante y se dejé secar la pastilla.

Por ultimo, las pastillas obtenidas se resuspendieron en 251y de
amortiguador de carga 2X, suplementado con 1 |L de Tris saturado para
neutralizar el TCA. Las muestras se calentaron por 5 minutos y se sometieron
a una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones

desnaturalizantes, a 30 mA por cada gel.
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5. RESULTADOS

5.1 PerC activa la expresion de ler en E. coli MC4100

Para determinar cual de los componentes del operdn per, formado por los
genes perA, perBy perC, participa en la regulacion de ler, se analizé la expresion
de la fusidon transcripcional ler-cat (pler-1179) (Tabla 3) en una cepa no patégena
derivada de E. coli MC4100, en presencia de plasmidos que llevan uno o mas de
los genes per. La fusion pler-1179 contiene todos los elementos involucrados en la
expresion y regulacion de ler fusionados al gen reportero cat, el cual codifica
para la cloranfenicol acetil transferasa (Fig. 3B). Los plasmidos que llevan los genes
per (Fig. 3A) fueron previamente generados mediante la remocion en fase de

alguno de los genes a partir del plasmido pCS-ABC>".

A) B)
pCS-ABC— (] + '_> e
perA perB perC espG IHF -35 -10 ler
PESAB 4 2 2 [ s pler-1179
perA  perB espG IHF -35 -10 ler cat
> B pler-260
PCS-AC  m— 1 +
perA perC g . Pler-160
PCS-BC  m—s — J B pler-98
per® perc J r—][-Tc 1Y
pCS-C # r — pler-54
perC
i_ pler-31

pCS-A .
perA

Figura 3. Representacién esquematica de las construcciones del operén per y de la
fusiones transcripcionales ler-cat. A) Pldsmidos que contienen los genes del operdn per. La
remocion en fase de alguno de los genes se representa como linea continua. B) Esquema
de la regién intergénica contenida entre los genes espG vy ler y de las diferentes fusiones
ler-cat. El nombre de cada fusion va de acuerdo a la posicion del extremo 5 de la regién
reguladora contenida en la fusidn respecto al inicio de la transcripcion de ler. En todas las
fusiones el extremo 3" corresponde a la posicion +216. Las cajas -35 y -10 del promotor y la
secuencia de pegado a IHF estan representadas. Estos esquemas no estan a escala.
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La actividad especifica de CAT se determiné a partir de muestras
obtenidas de cultivos de las diferentes cepas crecidas en DMEM a 37°C en
agitacion, ya que éstas son las condiciones 6ptimas en las cuales se expresan los

genes de virulencia de EPEC#? 53,

Como se puede observar en la figura 4A, en presencia del operdn
completo (pCS-ABC) la fusibn de ler es tres veces mas activa que en presencia
Unicamente del vector (pMPM-K3). Este incremento de actividad es similar al
observado en las cepas que llevan a perC junto con perA o perB (pCS-AC o pCs-
BC). Cuando la fusibn de ler va acompafiada sélo de perC los niveles de
actividad aumentan hasta diez veces con respecto al control. En contraste, en
presencia sb6lo de perA y perB (pCS-AB o pCS-A), los niveles de CAT fueron
similares a los de la cepa control que contiene a la fusion mas el vector (pMPM-
K3). Estos resultados indican que PerC es responsable de la activacién de ler

observada en E. coli MC4100.

Como control del experimento se determiné la expresion de la fusion bfpA-
cat, la cual es activada por PerA (pCS-A) y no por PerC (pCS-C), lo cual coincide
con lo reportado en estudios anteriores*?2. Con estas observaciones podemos
plantear que el operdn per codifica para al menos dos activadores
transcripcionales: PerA, el activador de los operones bfp y per localizados en el
plasmido EAF, y PerC, que codifica para un activador del gen ler y, por lo tanto,

de los genes de la isla de patogenicidad LEE.

5.2 PerC y GrlA regulan positivamente la expresion de los genes del LEE en

diferentes condiciones de crecimiento

Es claro que en E. coli MC4100 la presencia de PerC induce la expresion de
la fusidon pler-1179; sin embargo, en una cepa curada del plasmido EAF, y por lo
tanto carente del operdn per, la expresion de los genes del LEE no se afecta en

condiciones de crecimiento consideradas optimas para la expresion de los genes
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de esta isla & 49, Esto podria deberse a que en el genoma de EPEC se encuentran
codificados otros reguladores transcripcionales que podrian estar involucrados en

la regulacién positiva de los genes de la isla.

Para definir mejor el papel de PerC, se construyeron cepas mutantes
mediante la remocién en fase de los genes que integran el operdn per, a partir de
la cepa prototipo de EPEC E2348/69. Ademas se generd una cepa que no
contiene el plasmido EAF y, por lo tanto, no contiene el locus per (JPEP7, Tabla 2).
Una vez obtenidas las mutantes se analizd la expresidon de algunos de los genes
del LEE mediante experimentos tipo western blot, tal es el caso de tir cuya
expresion es dependiente de Ler® %6, La figura 6A muestra la inmunodeteccion de
la expresion de Tir a partir de muestras de cultivos crecidos en DMEM a 37°C en
agitacion (pagina 40). En estas condiciones se observd que la expresion de Tir no
se afecta en ninguna de las mutantes del operdn per, ni en la cepa curada del
plasmido EAF, lo cual concuerda con lo reportado en trabajos previos. En
contraste, la mutante en ler, como se esperaba, no produce Tir (Fig. 6A).
Recientemente se identificaron 5 genes homdlogos de PerC en el genoma de E.
coli enterohemorragica (EHEC), los cuales se encuentran codificados en el
cromosoma?®. Este estudio revelé que los genes pchA, pchB y pchC (perC
homologues) codifican para proteinas de 104 aminoacidos que cuando se
expresan en multicopia individualmente aumentan la expresion de los genes del
LEE, al igual que la secrecidon de sus productos. La eliminacién de pchA o pchB,
pero no de pchC, disminuye la secrecion de proteinas Esp y afecta la adhesion
de EHEC a células HEp-2 en cultivo. Los efectos mas drasticos se observan cuando
se hacen dobles mutantes en pchA y pchB o pchA y pchC. Los otros dos genes
identificados como pchD y pchE codifican para proteinas de 89 aminoacidos,
qgue cuando se mutan no provocan cambios significativos en la secrecién y
expresion de los genes del LEE. Con los resultados anteriores se propuso que pchA,

pchBy pchC se requieren para la expresidon de los genes del LEE en EHEC?.
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Figura 4. PerC se requiere para la expresion de ler en E. coli MC4100. A) Expresidon de la
fusion transcripcional pler-1179 en presencia de los plasmidos que contienen diferentes
componentes del operén per. B) Expresién de la fusidn transcripcional bfpA-cat la cuél fue
utiizada como control. Los plasmidos del operén per y las fusiones transcripcionles de la
region reguladora de ler y bfpA se transformaron en la cepa de E. coli MC4100. La
actividad especifica de cat se determind a partir de muestras de cultivos a una D.O.s00=1
en DMEM a 37°C en agitacion.
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PerC ----MEIRDKKAKY-LEEKGFYRRAADRWAEIMVLLS-—-—-——- SDAERKLAAQKRAFC 47
EpcH MVRMVLIPDRRFRLAVSAGGNFQRRLDPMSKLTRLEKYHLNYVSQRQASKVVAVTPAAIE 60

-k k- - * -k * --- * -k - * * -

PerC  INKSLRNNLQADNY--—-—-————-— SDIKQGVYKAYKKMGLVNEK IFRN---YKEN—----— 89

EpcH VEKRAVERESKGQYRIAARLWLLCMDVAVGEVER-ARIAIRRDQCISKGNGLRRGEYAGI 119
- -k - -% * - * - -- - -- = - -

PerC - ——————-

EpcH GCRGVVYDZ 128

Figura 5. Alineamiento entre la secuencia de aminoacidos de PerC y EpcH. Comparten
una identidad del 20% (*) y una similitud del 38% (* + :).

Tomando en consideracidn estos antecedentes cabe la posibilidad de que
la mutacién en perC no tuviera efecto sobre la expresidn de ler porque existen
uno o mas homadlogos de PerC en EPEC que estarian reemplazando su funcion.
Por lo anterior, se hizo la blisqueda de genes homdlogos a perC en el genoma de
EPEC. La blsqueda se hizo a partir de la secuencia preensamblada del genoma
de la cepa de EPEC E2348/69, depositada en la base de datos del Centro Sanger
(http://lwww.sanger.ac.uk/Projects/Escherichia_Shigella). A partir de esta busqueda
se encontré un ORF que codifica para una proteina de 127 aminoacidos, que
comparte una identidad del 20% y una similitud del 38% con PerC (Fig. 5), el cual
se denomind EpcH (EPEC perC homologue). La secuencia nucleotidica de este
gen se encuentra flanqueada por genes que presentan similitud con el fago
Epsilon 15 y el fago Sf6 (datos no mostrados). Al parecer la secuencia del gen
homologo (epcH) y los genes que lo flanquean se encuentran codificados en
algo que pudiera ser una isla de aproximadamente 15 Kb. Cabe sefialar que
homologos equivalentes a los genes pch identificados en EHEC no estan

presentes en EPEC.

Basandonos en la informaciéon anterior se generd la mutacion de epcH
tanto en la cepa silvestre, como en la cepa curada del plasmido EAF (JPEP7)
dando lugar a las cepas AepcH (JPEP4) y EAF-AepcH (JPEP8) en donde se evalud

la expresion de Tir en las condiciones de crecimiento ya mencionadas. En la cepa
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JPEP4 (epcH) la expresidn de Tir es similar a la de la cepa silvestre (Fig. 6A), al igual
gue en la cepa JPEP7 (EAF-) donde esta presente epcH, pero no PerC y que en la
cepa JPEP8 (EAF-AepcH) que carece tanto de perC como de epcH. Estos
resultados en conjunto nos indican que la proteina EpcH no cumple algun papel
en la regulacion de ler, por lo menos en las condiciones evaluadas en este

proyecto.

En C. rodentium se describié que el regulador transcripcional GrlA, el cual
se encuentra codificado en la isla de patogenicidad LEE como parte del operén
griRA, participa en la regulacion de lerl’”. Como se mencion6 anteriormente, EPEC
y C. rodentium pertenecen a la familia de patégenos A/E, los cuales comparten al
LEE. Sin embargo, C. rodentium no cuenta con un plasmido EAF, por lo tanto PerC
no esta presente y tampoco se encuentran genes cromosomales homoélogos a los
genes pch descritos en EHEC?®. Considerando lo anterior, es posible que en EPEC

PerC y GrlA sean funcionalmente redundantes.

Para evaluar esta posibilidad, se generaron mutantes en grlA en la cepa
silvestre de EPEC y en la cepa JPEP7 (EAF-). La expresidn de Tir fue analizada a
partir de muestras de cultivos de las cepas AgrlA (JPEP6) y pEAF-AgriA (JPEP10) en
DMEM a 37°C en agitacion. Como se puede observar en la figura 6A la expresion
de Tir se ve significativamente disminuida en ausencia de GrlA. Estos resultados
indicaron que bajo esta condicidon de crecimiento GrlA, pero no PerC, es
requerido para la expresidon 6ptima de ler y por tanto del resto de los genes del
LEE.

Al contrario de EPEC, en C. rodentium la expresidon éptima de los genes del
LEE se da en DMEM a 37°C pero sin agitacion (cultivo estatico)3. Para explorar la
posibilidad de que PerC pudiera regular la expresion de los genes del LEE de EPEC
en una condicién de crecimiento diferente a la de agitaciéon (donde la expresion
de ler depende de GrlA), se analizo la expresion de Tir por inmunodeteccion a
partir de muestras obtenidas de cultivos de las cepas mutantes de EPEC crecidas

en DMEM sin agitacién (cultivo estatico).
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De manera interesante, en cultivos estaticos la mutacién en perC, y no la
de grlA, reduce significativamente la expresidon de Tir, lo cual sugiere que PerC se
requiere para la transcripcion de los genes de la isla en esta condicién de
crecimiento (Fig. 6A). Al igual que en cultivos agitados, las mutantes en perA, perB
y epcH (JPEP1, JPEP2 y JPEP3) no muestran cambios significativos en la expresion
de Tir, confirmando que no participan en la regulacién de ler. Consistentemente
con el resultado obtenido para la cepa mutante en perC (JPEP3), la cepa curada
(JPEP7) y sus respectivas mutantes en epcH y grlA (JPEP8 y JPEP10), se ven
afectadas en la expresion de Tir debido a la ausencia del plasmido EAF y por

tanto de perC.

Para los experimentos tipo western blot la inmunodeteccién de DnakK se
utilizdé como control de concentracion de proteinas, que ademas sirvid como
referencia de que el efecto de las condiciones de crecimiento y de las
mutaciones es especifico sobre los genes de la isla de patogenicidad. Lo anterior
se hizo para cada una de las mutantes evaluadas en las dos condiciones,
mostrando que cada carril contiene una concentracion similar de proteinas

totales.

Los resultados mencionados anteriormente se corroboraron analizando el
perfil de secrecidén de proteinas de cada una de las mutantes de EPEC crecidas
en cultivos con agitacién y estaticos (Fig. 6B). En los perfiles de secrecion se
detectan proteinas que forman parte del translocdn del SSTT como son EspA, EspB
y EspD, asi como proteinas efectoras codificadas en el LEE, cuya expresion
también depende de Ler. Consistentemente con lo que se observdé para la
expresion de Tir en la condicién de agitacion (Fig. 6A), las cepas carentes de PerC
(JPEP3 y JPEP7) presentan un perfil de secrecidon de proteinas similar al de la cepa
silvestre (Fig. 6B), mientras que las mutantes en grlA (JPEP6 y JPEP10) se encuentran
afectadas en su secrecion. Por el contrario, en la condicion de crecimiento
estatico podemos ver que la secrecion para la mutante en perC disminuye al
igual que para la cepa curada y sus respectivas mutantes mientras que la

secrecion de la mutante en grlAy epcH no se afecta. Confirmando el papel
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central de Ler en la regulacién de los genes del LEE, en condiciones de
crecimiento en agitacién o estatico la mutante en ler no expresa ni secreta
proteinas codificadas por el LEE (Fig. 6). En su conjunto, estos resultados indican
que PerC y GrlA regulan de manera independiente, pero en respuesta a
diferentes estimulos ambientales (simulados aqui con condiciones de crecimiento
estatico o con agitacién, respectivamente), la expresibn de genes regulados por

Ler.

Con el propésito de determinar si la regulacion de los genes del LEE es
mediada por PerC y GrlA a nivel transcripcional, se hizo un estudio con diferentes
fusiones transcripcionales al gen reportero cat. De la isla de patogenicidad LEE se
estudié la expresion de los operones LEE2 y LEES con las fusiones transcripcionales
pTIR394 (ptir-cat) y pSEPZ-11 (pLEE2-cat) (Tabla 2). Como control se incluyo
también la fusién transcripcional bfpA-cat (Tabla 2), cuya expresion depende
exclusivamente de PerA*. Cada cepa mutante de EPEC se transformd con las
fusiones transcripcionales ya mencionadas. Las cepas resultantes se crecieron en
las mismas condiciones que se utilizaron para realizar la inmunodeteccién y el

perfil de secrecion de proteinas (Fig. 6).

En la figura 7 se muestran los datos correspondientes a los ensayos
realizados con las fusiones transcripcionales pTIR394 y pSEPZ-11. Para ambas
fusiones se observé un comportamiento similar al ilustrado en la figura 6
relacionado con la funcién de PerC y GrlA. En la condicion de agitaciéon las
fusiones ptir-cat y pLEE2-cat disminuyeron su expresion aproximadamente 4 veces
en la mutante de grlA de EPEC, comparada con la cepa silvestre, pero no se
afecta en la mutante en perC o en la cepa curada. Sin embargo, en la condicién
de crecimiento estatico la actividad de las fusiones ptir-cat y pLEE2-cat en la
mutante de perC de EPEC o en las cepas curadas disminuyé al menos 5 veces,
pero no asi en la mutante en grlA. Esto significa que PerC y GrlA regulan la

expresion de ler en diferentes condiciones de crecimiento.
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Figura 6. PerC y GrlA regulan la expresion de los genes del LEE en diferentes condiciones de
crecimiento. A) Inmunodeteccién de Tir y DnaK en proteinas totales de las cepas
analizadas. Las muestras fueron colectadas de cultivos agitados o estaticos. La deteccién
de Tir se realizé utilizando el anticuerpo monoclonal anti-Tir a una dilucién de 1:10 000.
Como control de carga e integridad de las proteinas por cepa, se detectd DnaK utilizando
el anticuerpo monoclonal anti-DnaK a una dilucién de 1:50 000. B) Perfiles de secrecién de
proteinas. Los sobrenadantes de los mismos cultivos de donde se obtuvieron las proteinas
totales fueron colectados para recuperar las proteinas secretadas mediante precipitaciéon
con TCA. Para A y B las muestras se tomaron a una D.O.s00=0.8 de cultivos crecidos en
DMEM a 37°C en agitacion, o de cultivos estaticos en una incubadora con una atmadsfera
de CO: al 5%. 40



Para corroborar que el efecto de PerC y GrlA en la expresion de los genes
del LEE se debe al efecto directo sobre la regulacion de ler, se evalud la expresion
de la fusion pler-1179 (Tabla 2) en las diferentes cepas. La figura 8A muestra que
los niveles de actividad en la mutante en perC y en la cepa curada del plasmido
EAF (JPEP3 y JPEP7) en condiciones de agitacion son similares a los de la cepa
silvestre, es decir no se afectan. Solamente en la condiciébn de crecimiento
estatico se observa el efecto de la mutacion de perC sobre la expresion de la
fusidn pler-1179, ya que los niveles de actividad disminuyen alrededor de 3 veces
respecto a la silvestre. Al igual que para las otras fusiones, en la cepa EAFAgriA
(JPEP7) se observa un efecto drastico sobre la expresion de ler en ambas
condiciones de crecimiento ya que la actividad de la fusién pler-1179 disminuye
casi completamente, mientras que en presencia de uno de los dos reguladores la
actividad de la fusibn no se abate por completo. Esto sugiere que ambas
proteinas pueden promover niveles basales de expresion de ler aun en
condiciones que no son 6ptimas (por ejemplo, agitacion para PerC o estatico
para GrlA); sin embargo, como lo muestran los resultados de la figura 6, dichos
niveles no son suficientes para promover niveles de expresion detectables de las
proteinas codificadas por el LEE. A diferencia de las fusiones ptir-cat y pLEE2-cat,

la fusidn pler-1179 no se afecta en la mutante en ler ya que no se autorregulas 4.

En el caso de la fusion bfpA-cat se observa que los niveles de actividad no
dependen de la condicién de crecimiento, ya que en agitacion y estatico los
niveles de actividad son similares. Las cepas AperC y AgrlA presentan niveles de
actividad especifica similares a los de la cepa silvestre, indicando que los genes
mencionados no participan en la regulacién de bfpA. En la cepa curada del
plasmido EAF y en la cepa EAF-AgrlA la fusidon bfpA-cat no fue activa, ya que en
el plasmido EAF se encuentra codificada PerA, el activador transcripcional de
bfpA (Fig. 8B).
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Figura 7. Expresion de las fusiones transcripcionales pTir-cat y pLEE2-cat en diferentes
condiciones de crecimiento. A) pTir-cat (pTIR394) y B) pLEE2-cat (pSEPZ-11). Las fusiones
transcripcionales se transformaron en la cepa silvestre de EPEC (E2348/69), las diferentes
cepas mutantes de EPEC y en la cepa curada del plasmido EAF (EPEC pEAF-). Las muestras
para determinar la actividad especifica de cat se tomaron a partir de cultivos en DMEM,
en agitaciéon D.O.s00=1 0 en estatico a una D.0O.600=0.8.

42



A) ler-cat (pler-1179)
1000 -

900 +
800 H
700 +
600 -
500 A
400 -
300 A
200 +
100 -

W Agitacion
OEstatico

Actividad especifica de CAT (umol/mg/min)

(@)
I

EPEC
AperC
Aler
AgrlA

EAF-
AgrlA

EPEC EPEC pEAF-

B) bfpA-cat
2% W Agitacién
5000 OEstatico

4000 -
3000 -
2000 -

1000 +

Actividad especifica de CAT (umol/mg/min)

EPEC
AperC
Aler
AgriA

EAF-
AgrlA

EPEC EPEC pEAF-

Figura 8. La expresion de ler en EPEC depende de PerC y GrlA en diferentes condiciones
de crecimiento. A) pler-1179 y B) bfpA-cat utilizada como control del experimento. La
actividad especifica de cat se determiné a partir de cultivos en DMEM, en agitacion
D.O.s00=1, en estatico a una D.O.600=0.8.
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En conjunto, los resultados obtenidos a través del perfil de secrecidon de
proteinas y con las fusiones transcripcionales coinciden con lo observado en la
inmunodeteccidn de Tir. De estos experimentos se puede concluir que GrlA y PerC
se requieren para la expresion de ler. Sin embargo, cada uno de ellos activa
Optimamente la expresidn de ler en respuesta a una condicién de crecimiento
diferente; esto es, PerC favorece la expresién de ler y, por tanto, de los genes del
LEE bajo condiciones de crecimiento estatico, mientras que GrlA lo hace en

agitacion.

5.3 PerC y GrlA se expresan diferencialmente

Dos situaciones podrian explicar el papel diferencial de PerC y GrlA en la
expresidn de ler. La primera, se refiere a que probablemente cada regulador se
expresa s6lo en la condicién donde actla, ya sea en agitacion o en estatico. La
segunda es que GrlA y PerC estan presentes en ambas condiciones, pero su
actividad es modulada por sefiales ambientales que se generan dependiendo de

la condicién de crecimiento.

Para distinguir entre estas posibilidades se disefid un experimento que
asegurara la presencia de PerC o GrlA independientemente de la condicién de
crecimiento. Las mutantes de EPEC en perC, grlA, ler y la cepa EAF-AQrlA se
transformaron con los plasmidos pTEP-PerCl y pTEP-GrlA1 que expresan,
respectivamente, PerC y GrlA bajo el control del promotor lac. Las transformantes
se crecieron en condiciones de agitacidn y estatico de donde se tomaron
muestras para analizar la produccioén de Tir por medio de western blot. En la figura
9 se muestra la inmunodeteccidén de Tir en las diferentes cepas mutantes de EPEC
complementadas con GrlA y PerC. De acuerdo a los datos descritos
anteriormente (Fig. 6 y 7), en la condicibn de agitacion observamos que las
mutantes en grlA (JPEP6) y la mutante en grlA curada del plasmido EAF (JPEP10)

transformadas con el vector pMPM-T3, se encuentran afectadas en la expresion
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de Tir, mientras que la mutante en perC (JPEP3) y la cepa curada del plasmido
EAF (JPEP7) presentan una expresion de Tir en presencia del vector similar a la de
la cepa silvestre. Con excepcidn de la mutante en ler que en ningln caso expresa
Tir, en las mutantes en grlA y perC se restaura la expresion de Tir
independientemente de la condicién de crecimiento (agitacién o estatico),
cuando se transforma con las construcciones que expresan GrlA (pTEP-GrlAl) o
PerC (pTEP-PerC1) bajo el control de Plac. Como control de carga se utilizé a la
proteina DnaK, que como se puede observar esta aproximadamente en la misma
concentracidon en todas las muestras. La observacidn anterior muestra que PerC y
GrlA pueden sustituirse en forma reciproca, independientemente de la condiciéon
de crecimiento y que ésta (agitacidon o estatico) no modula la capacidad de
estas proteinas de activar a ler, sugiriendo que su expresion es regulada

probablemente a nivel transcripcional.
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Figura 9. PerC y GrlA activan la expresion de ler independientemente de la condiciéon de
crecimiento (agitacién o estatico). Las cepas mutantes AperC, AgrlA, Aler y pEAF-/AgriA
(JPEP3, 5, 6, y 7) fueron transformadas con los plasmidos que expresan PerC (pTEP-PerC1l) y
GrlA (pTEP-GrlAl1) o con el vector pMPM-T3. La inmunodeteccidn se realiz6 apartir de
proteinas totales de las cepas analizadas. La deteccién de Tir se realizé utilizando el
anticuerpo monoclonal anti-Tir a una dilucion de 1:10 000. Como control de carga e
integridad de las proteinas por cepa, se detecté DnakK utilizando el anticuerpo monoclonal
anti-DnaK a una dilucién de 1:50 000. Las muestras se tomaron a partir de cultivos en
DMEM a una D.0O.s00=0.8 a 37°C en agitacién o en agitacion.
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Los resultados anteriores indican que PerC y GrlA pueden actuar tanto en
agitacidon como en estatico, lo que hace posible que su actividad dependa de
cuanto se expresan en cada condicion de crecimiento. Para analizar la expresion
de perC y grlA en las dos condiciones de crecimiento, las fusiones
transcripcionales de los promotores del operén per (per-cat), que controla la
expresion de los genes perA, perB y perC, y del operén grlRA (griRA-cat) (Tabla 2),
se transformaron en la cepa silvestre de EPEC. Las transformantes resultantes se
crecieron en condiciones de agitacion y estatico, de donde se tomaron muestras
para determinar la actividad de las fusiones mediante ensayos de CAT. En estos
experimentos observamos que la fusidon per-cat se expresa mejor en condiciones
de crecimiento estatico, mientras que la expresidon de la fusion grlRA-cat se
favorece en agitacién, aunque en crecimiento estatico la expresion sigue siendo
significativa (Fig. 10). Estos resultados indican que perC y grlA se expresan
diferencialmente dependiendo de la condicién de crecimiento, sugiriendo que
de este control transcripcional depende la participacidn diferencial de PerC o
GrlA en la regulacion de ler.
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Figura 10. Los promotores que controlan la expresion de PerC y GrlA se expresan
diferencialmente en EPEC creciendo en cultivos agitados o estaticos. La actividad de
fusiones transcripcionales que contienen la regién reguladora del operén per (perA-cat) y
del operdn griRA (grlRA-cat) se monitored en EPEC silvestre (cepa E2348/69 SmR). La
actividad especifica se determiné a partir de cultivos en DMEM a 37°C en agitacion y

estatico a una D.0.s00=0.8
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5.4 Identificacion de dominios involucrados en la regulacién positiva y

negativa de ler, asi como en la activacion mediada por PerC y GrlA

Ler es el producto del primer gen del operdn LEEL, la regién intergénica
entre espG y ler contiene alrededor de 1000 pb. Un estudio previo realizado con
fusiones transcripcionales al gen reportero cat, las cuales abarcan diferentes
porciones de la regidn reguladora de ler, permitié identificar cuales son los
elementos de regulacidn requeridos para su expresion. Dicho andlisis, que se llevd
a cabo en la cepa silvestre de EPEC (E2348/69 SmR) crecida en condiciones
Optimas de expresion para los genes del LEE, revel6 que los elementos de
regulacidn de ler se encuentran a partir de la posicidbn -260 (Barba J, datos no
publicados). Tomando en cuenta este antecedente, se decidié evaluar

nuevamente las fusiones ler-cat pero en las condiciones de agitacion y estatico.

La actividad especifica de las diferentes fusiones ler-cat se muestra en la
figura 11. Las fusiones pler-1179, pler-260 y pler-160 presentan actividad similar.
Consistentemente con lo observado anteriormente, encontramos que entre las
posiciones de -160 a -98 existe una zona de regulacidon negativa, ya que la
actividad de la fusion pler-98 aumenta 3 veces en agitacién y 8 en estatico
respecto a la fusién pler-160, lo cual sugiere que esta regién puede contener un
probable sitio de unién para algun represor. Entre las posiciones -98 a -65 se
encuentra una zona de control positivo, ya que su remociéon afecta
dramaticamente la activaciéon del promotor (pler-98 versus pler-65). La fusion
transcripcional que abarca hasta la posicién -31 no contiene la caja -35, por esta
razon no es activa (Fig. 11). Tanto en agitacibn como en estatico no se observo
una diferencia en el comportamiento de las fusiones, sugiriendo que GrlA y PerC
regulan en forma similar la expresibn de ler en agitaciéon y estatico,

respectivamente.

Los resultados que se muestran en las figuras 6, 7 y 8 seflalan que PerC y
GrlA regulan la expresion de ler. Para delimitar cual seria el area probable sobre la

que PerC y GrlA podrian estar realizando su funcién, se analizé la expresion de las
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fusiones pler-260, pler-98, pler-65 y pler-54. De acuerdo con lo observado en la
figura 10, la fusion pler-260 presenta un comportamiento similar al de la fusion mas
larga (pler-1179), por lo que consideramos contiene todos los elementos
necesarios para su regulacion. La fusién pler-98 carece del sitio de unién para un
represor, pero contiene el sitio de union a IHF que ha sido reportado como
esencial en la activacion de ler?®, mientras que pler-65 y pler-54 carecen de esta
zona de regulacion positiva, lo cual se refleja en la disminucion dramatica de su

actividad.

Con el propdsito de delimitar los sitios de accién de PerC y GrlA, las fusiones
ler-cat descritas anteriormente, se transformaron en la cepa de E. coli MC4100 en
presencia de las construcciones pTEP-PerC1l y pTEP-GrlAl que expresan PerC y
GrlA, respectivamente. En presencia de sélo el vector, las fusiones de ler no son
activas en el fondo genético de E. coli MC4100, con excepcion de la fusion pler-
98, la cual presenta cierta actividad independiente de PerC o GrlA (Fig. 12). En
presencia de PerC (pTEP-PerC1l) todas las fusiones ler-cat son activas; la fusién
pler-98 es aproximadamente 2.5 veces mas activa respecto a la fusién pler-260,
mientras que las fusiones pler-65 y pler-54 son de 4 a 5 veces menos activas que
pler-98. Por su parte, todas las fusiones complementadas con GrlA (pTEP-GrlAl)
presentan niveles de actividad similares. Tomando en cuenta que la fusion pler-54
es activada tanto por PerC como GrlA consideramos que ambas proteinas
podrian estar actuando entre las posiciones -54 a +217 (Fig. 12). Sin embargo, es
evidente que la presencia del sitio de pegado a IHF es importante para la
activacion 6ptima de ler mediada por PerC, ya que en su ausencia hay una clara
disminucién de la actividad en comparacion con las fusiones que si lo contienen.
Por el contrario, GrlA induce niveles similares de activacion esté o no el sitio de IHF.
Cabe aclarar que IHF es indispensable para la activacion de ler en presencia del
sitio de regulacién negativa localizado corriente arriba de la posicion -98.
Tomando en cuenta que Ler, a su vez, regula la expresion del resto de los
promotores del LEES, como control también se introdujo el plasmido pTEP-Lerl
junto con las diferentes fusiones, incluyendo la fusion pSEPZ-11 (pLEE2-cat) que

contiene un promotor regulado por Ler. Como se esperaba, Ler no es capaz de
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activar la expresion de las fusiones de ler, pero si la expresidon de la fusion de sepZ,
la cual no puede ser activada por GrlA o PerC (Fig. 12). Estos resultados

confirman que GrlA y PerC regulan especificamente la expresion de ler, pero no la

de otros promotores contenidos en el LEE.
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Figura 11.Expresion de las fusiones transcripcionales de la regién reguladora de ler en
diferentes condiciones de crecimiento. Las fusiones se analizaron en el fondo silvestre de
EPEC (cepa E2348/69 SmR). La actividad especifica se determiné a partir de muestras de
cultivo en DMEM en agitacién y estatico a una D.0O.600=0.8
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5.5 Papel de H-NS en la regulacion de ler mediado por PerC y GrlA

Por estudios realizados en el laboratorio, y lo reportado por otros grupos, se
sabe que la proteina H-NS actia como represor en la regulaciéon transcripcional
de ler y del resto de los promotores contenidos en el LEE. Con base en estudios
realizados con la regién promotora de los operones LEE2 y LEE3 se ha propuesto
gue Ler desestabiliza un complejo nucleoproteico represor formado por H-NS y por
tanto que actua como desrepresors 32, Para definir si PerC y GrlA inducen la

expresidon de ler actuando como desrepresores que antagonizan a H-NS o si son
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esenciales para la activacion de ler aun en ausencia de este represor, se analizd
la expresion de las fusiones transcripcionales de la region reguladora de ler en la
cepa mutante de E. coli MC4100Ahns, conteniendo o no los plasmidos que

expresan PerC o GrlA (Fig. 13).
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Figura 12. Caracterizacidon de la regidn reguladora de ler necesaria para la activacion
mediada por PerC y GrlA. Las fusiones transcripcionales ler-cat se transformaron en la cepa
de E. coli MC4100 en presencia de los plasmidos que expresan PerC (pTEP-PerC1), GrlA
(PTEP-GrIAl) o Ler (pTEP-Lerl), asi como del vector pMPM-T3. En este fondo genético la
expresion de las fusiones fue similar tanto en agitacién como en estatico. La grafica
muestra los resultados obtenidos en la condicién de agitaciéon. La actividad especifica se
determiné a partir de muestras de cultivo en DMEM en agitacion a una D.O.600=0.8.

Los resultados de este analisis indican que las fusiones pler-260, pler-98, pler-
65 y pler-54 son activas en ausencia de H-NS, independientemente de PerC y
GrlA; lo cual confirma que H-NS reprime la expresion de ler, interactuando con
sitios localizados en la regibn comprendida entre -54 y +217, posiblemente sobre
el promotor. Cuando PerC o GrlA estan presentes la actividad de las fusiones
aumenta alrededor de 3 veces, lo cual sugiere que ambas, ademas de
contrarrestar la represion mediada por H-NS, favorecen también la transcripcion

del promotor probablemente facilitando el posicionamiento de la RNA polimerasa
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sobre la regidn promotora o, alternativamente, contrarrestando la accién de un

segundo represor.
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Figura 13. Activacion de ler en ausencia de H-NS. Las fusiones transcripcionales ler-cat se
transformaron en la cepa de E. coli MC4100Ahns en presencia de los plasmidos que
expresan PerC (pTEP-PerCl) o GrlA (pTEP-GrlAl), o del vector pMPM-T3. La actividad
especifica se determin6é a partir de muestras de cultivo en DMEM en agitacién a una
D.0O.600=0.8.

5.6 Papel de IHF en la regulacion de ler mediada por PerC y GrlA

El regulador global IHF se requiere para la expresidn de ler, uniéndose a la
secuencia localizada entre las posiciones -53 a —-86, con respecto al inicio de
transcripcién?. Debido a la importancia de IHF en la expresiobn de ler nos
preguntamos si PerC y GrlA pueden inducir su expresion en ausencia de este
activador. Para contestar esta pregunta analizamos la expresidon de las fusiones
transcripcionales ler-cat en la cepa E. coli MC4100AhimA en presencia de los

plasmidos que expresan PerCy GrlA.
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Figura 14. PerC y GrlA requieren de IHF a diferentes niveles para la expresion de ler. Las
fusiones transcripcionales ler-cat se transformaron en la cepa de E. coli MC4100AhimA en
presencia de los plasmidos que expresan PerC (pTEP-PerC1l), GrlA (pTEP-GrlIAl) y el vector
PMPM-T3. La actividad especifica se determind a partir de muestras de cultivo en DMEM
en agitacién a una D.O.00=0.8.

Como se observa en la figura 14, en presencia del vector las fusiones de ler

no presentan actividad en la mutante MC4100AhimA, ni aun la fusion pler-98 que

habia mostrado actividad en E. coli MC4100 silvestre en ausencia de PerC y GrlA

(ver Fig. 12). Mientras que PerC es capaz de inducir la expresidon de ler en E. coli

MC4100 silvestre, donde la fusibn mas activa fue pler-98, en la cepa

MC4100AhimA la actividad de esta misma fusion se reduce alrededor de 20

veces. Lo anterior confirma la importancia que tiene IHF en la expresion de ler

mediada por PerC y es consistente con los bajos niveles de activaciéon que

alcanzan las fusiones que carecen del sitio de pegado a IHF con PerC en la cepa

silvestre. Interesantemente, la fusién pler-260 no es activada por PerC en ausencia

de IHF. Por su parte, en presencia de GrlA la fusion pler-260 muestra niveles de

actividad muy por debajo de los observados en la cepa silvestre. Sin embargo las

fusiones pler-98, pler-65 y pler-54, que carecen del motivo de regulacién negativa

localizado corriente arriba de la posiciobn -98, aumentan su actividad
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dependiente de GrlA aproximadamente 12 veces respecto a pler-260 en
MC4100AhimA. En su conjunto, estos resultados indican que tanto PerC como GrlA
requieren de IHF para superar la represion que se ejerce en presencia del motivo
de regulaciéon negativa localizado corriente arriba de la posicion -98. Sin
embargo, PerC también la requiere para actuar adecuadamente como
activador ya que soélo GrlA es capaz de inducir adecuadamente la expresion de
las fusiones pler-98, pler-65 y pler-54 en ausencia de IHF. Asi, IHF podria estar
estructurando correctamente al DNA para dejar expuestos los sitios con los que

PerC interactua.
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Como parte de este trabajo se hizo un analisis detallado sobre el papel
de PerC en la expresion de ler, con el propésito de aportar evidencias que
ayudaran a aclarar la mencionada controversia y entender mejor la funcién
de esta proteina. Los primeros resultados nos indicaron que PerC no
participaba en la regulacién de los genes del LEE en condiciones de
crecimiento consideradas como Optimas para su expresion (medio de cultivo
DMEM a 37°C en agitacion)*?53, ya que el perfil de secrecidén de proteinas y la
expresion de las fusiones transcripcionales pLEE2-cat, ptir-cat y pler-1179, en la

cepa AperC no se alteran en comparacion con la cepa silvestre (Fig. 6, 7 y 8).

Para EPEC y EHEC a la fecha son pocas las condiciones de crecimiento
in vitro reportadas en la literatura que afectan la regulacién de la expresion de
sus factores de virulencia. Se propone que estas condiciones simulan las
encontradas por estas bacterias en el intestino durante la infeccidén. Dichos
estudios han evaluado cémo es la expresion de factores de virulencia en
respuesta al crecimiento en diferentes medios de cultivo (como el LB o el M9) o
a diferente temperatura, o en presencia de amonio, bicarbonato o
CO139425362 pgra C. rodentium las condiciones de crecimiento consideradas
como Optimas para la expresion de los genes del LEE son idénticas a las de
EPEC, pero en crecimiento estatico, ya que la agitacién inhibe la expresion317.
Con el propésito de definir si las condiciones de crecimiento influyen en la
posible funcién de PerC como regulador de ler, la mutante en perC y la cepa
curada del plasmido EAF, con y sin fusiones, fueron crecidas en cultivos
estaticos. El andlisis de la secrecion de proteinas, y de la expresidn de las
fusiones transcripcionales a partir de muestras de estos cultivos, mostré que
tanto la transcripcion, incluyendo la de ler, como la secrecién de proteinas se
abatian significativamente en estas cepas indicando que PerC regula
positivamente a ler (Fig. 6, 7 y 8). Por el contrario, en una mutante en grlA se
afecta la expresion de ler-cat y de tir-cat, asi como la secrecidn de proteinas
en cultivos crecidos en agitacién, pero no en estaticos. Cabe resaltar que, al
contrario de EPEC, el crecimiento estatico es el que permite evidenciar la

funcién de GrlA en C. rodentium donde no existe PerC? 17 (Fig. 6, 7 y 8). Con
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estos experimentos no sé6lo demostramos la importancia que tiene GrlA en
EPEC, sino que también identificamos las condiciones en las que se hace
evidente la funcién de PerC en la regulacion de ler. Cuando analizamos la
mutante en epcH, el homdélogo cromosomal de PerC en EPEC, no se afectd la
expresion de los genes del LEE (Fig. 6, 7 y 8). Esto contrasta con el fenotipo que
genera la mutacion de los genes pchA y pchB que codifican para homdélogos
de PerC en EHEC, en donde la secreci6on y expresion de fusiones
transcripcionales se afecta significativamente®. De esta manera deducimos
que EpcH no regula la expresion de ler en ninguna de las condiciones de

crecimiento utilizadas en este estudio.

En su conjunto estos resultados indican que PerC regula positivamente a
ler en la condicion de crecimiento estatico, mientras que GrlA lo hace en la
condicidén de agitacion. ¢De qué depende que estos dos reguladores actien
diferencialmente dependiendo de la condicion de crecimiento? Una
posibilidad es que PerC y GrlA estén siempre presentes, pero que respondan
de forma distinta a las condiciones de crecimiento de tal manera que PerC
sea activa en crecimiento estatico y GrlA lo sea en agitacion;
alternativamente, la expresion de perC y grlA podria estar regulada
reciprocamente por las condiciones de crecimiento. De acuerdo con el
experimento donde las mutantes en perC o grlA fueron transformadas con
plasmidos que expresan a PerC o GrlA bajo un promotor constitutivo (Fig. 10),
se observé que ambas proteinas son funcionales en las dos condiciones de
crecimiento. Por su parte, el andalisis de la expresidon de los promotores de los
operones pery grlRA, de los cuales depende la expresidon de los genes perC y
grlA, respectivamente, mostré6 que las condiciones de crecimiento regulan
reciprocamente la expresion de PerC y GrlA (Fig. 10), sugiriendo que el control
de la expresidon de ler depende de los niveles de expresion de cada proteina
bajo una condicién particular (estatico o agitado), los cuales se controlan a

nivel transcripcional.
Consideramos que las condiciones de crecimiento (agitacién y estatico)

utilizadas en el laboratorio podrian estar mimetizando condiciones ambientales

a las que se enfrenta EPEC durante su recorrido por el intestino y en diferentes
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etapas del proceso de infecciéon, las cuales determinan la actividad
diferencial de PerC y GrlA. Sin embargo, no es claro aun cual es la sefial y el
mecanismo que controlan los niveles de expresion de PerC o GrlA. En un
principio consideramos que el CO: podria estar involucrado; sin embargo,
cuando analizamos la expresion de fusiones ler-cat en condiciones de
crecimiento estatico en ausencia de CO:2 observamos que los niveles de
expresion son similares a cuando el CO: esta presente (dato no mostrado). Esto
nos indicé que la sefial no estd dada por el CO2. Otro elemento que
consideramos que podria estar involucrado es el oxigeno, ya que en la
condicién de crecimiento estatico es de esperar que la disponibilidad de
oxigeno en el cultivo sea reducida (microaerobiosis), en comparacién con el
crecimiento en agitacion donde éste no seria una limitante (aerobiosis). En
bacterias, el mecanismo que se ha descrito para la deteccién del oxigeno
involucra al sistema de dos componentes ArcB/ArcA”13, por lo que resultaria
interesante evaluar si esta involucrado en el control de la expresion de PerC y
GrlA. Una forma de responder esta pregunta es estudiando las fusiones
transcripcionales ler-cat, per-cat y griRA-cat en condiciones de bajo oxigeno.

Otra sefial ambiental que consideramos podria estar involucrada en la
regulaciéon es el pH, ya que Este cambia a lo largo del cultivo en ambas
condiciones de crecimiento. Los cultivos en agitacion tienen un pH inicial
de 7, pero al término del experimento su pH es de 6. En la condicion de
crecimiento estatico el pH inicial es de 7 (al igual que en agitacion), pero al
cabo de 9 horas, que es el tiempo al que se tomaron las muestras, el pH
disminuyé a 5. Para poder definir claramente el papel que juega
el pH en la expresion de perC y grlA, asi como de ler, ser& necesario
analizar la actividad de diferentes fusiones transcripcionales y los
perfiles de secrecidon de diferentes mutantes tanto en cultivos agitados
como estaticos bajo diferentes pHs. Para esto se mantendra estable un pH
determinado del medio de cultivo desde un inicio, utilizando algun

amortiguador como HEPES o MOPS.
En organismos patdgenos y no patdégenos se han descrito diferentes

mecanismos de regulacién en respuesta a sefiales ambientales, siendo uno de

los mas usuales la regulacion a nivel transcripcional que en la mayoria de los
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casos, involucra a méas de una proteina con propiedades de unién a
DNAS3841.4562 - A| estudiar las fusiones transcripcionales ler-cat en la cepa silvestre
de EPEC (E2348/69) (Fig. 11), encontramos que los elementos en cis
involucrados en la regulacion de ler estan localizados entre las posiciones —160
a +217 respecto al inicio de transcripcidn. Las fusiones pler-260, pler-98, pler-65
y pler-54 se expresaron en la cepa de EPEC silvestre, mientras que en E. coli
MC4100 solamente pler-98 mostré cierta expresion en ausencia de cualquier
regulador de EPEC (Fig. 12). Esto nos sugirié que corriente arriba de la posicién
-98 se encuentra un probable sitio de unién para algun represor. Todas las
fusiones ler-cat fueron activas en E. coli MC4100 en presencia de PerC o GrlA,

siendo la mas activa pler-98.

En estudios anteriores se ha reportado que H-NS reprime la expresion de
ler en EPECS. De igual manera parece suceder en E. coli MC4100 ya que las
fusiones ler-cat fueron activas por si mismas en ausencia de H-NS (MC4100Ahns)
(Fig. 12 y 13); sin embargo, la expresion de las fusiones no alcanza los niveles
observados en presencia de PerC o GrlA. Lo anterior podria deberse a que
otro represor sustituye a H-NS o actia junto con él para regular negativamente
la expresion de ler. Uno de los candidatos podria ser StpA, la cual es un
homologo de H-NS que también se ha involucrado en procesos de regulacion
negativa®’. Otro posible candidato podria seria Hha, una proteina asociada al
nucleoide que se ha reportado reprime la expresion de ler®®. Para evaluar
estas posibilidades se podria analizar la expresion de las fusiones ler-cat en una
doble mutante MC4100AhnsAstpA o MC4100AhnsAhhA en presencia y ausencia
de PerC y GrlA. Los resultados en MC4100Ahns indican que PerC y GrlA
actuan, al menos en parte, como desrepresores, ya que en ausencia de H-NS
el promotor de ler presenta niveles significativos de expresién constitutiva. De
acuerdo con lo observado en la cepa MC4100Ahns el represor H-NS actua
entre las posiciones de -54 a +217; lo anterior es consistente con lo observado
en geles de retardamiento en donde H-NS se pega preferencialmente en la

parte estructural de ler (Barba J, datos no publicados).

Las fusiones pler-260, pler-98 y pler-65 contienen el sitio de unién a IHF, el

cual es esencial para la expresidon de ler?s, aunque no suficiente ya que las
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fusiones de ler no son activas en ausencia de PerC o GrlA en E. coli MC4100
donde IHF esta presente (Fig. 12). Sin embargo, en una mutante E. coli
MC4100AhimA observamos que PerC y GrlA requieren de IHF para eliminar la
represion que se ejerce corriente arriba de la posicion -98. Esto se ve reflejado
en el nivel de expresion de la fusidn pler-260 en esta cepa, donde la presencia
de GrlA induce niveles muy pobres de expresion (Fig. 14). Al ir recortando la
region reguladora la expresion de las fusiones promovida por GrlA se recupera.
Para las fusiones pler-98, pler-65 y pler-54 la situacién es diferente cuando van
acompafiadas de PerC, ya que a pesar de que no contienen el elemento de
regulacion negativa los niveles de actividad resultan bajos, aun para la fusion
pler-98 que fue la mas activa en E. coli MC4100. Llama la atencién que la
fusion pler-54, que no contiene el sitio de unién a IHF, sea activa en presencia
de PerC o GrlA, lo cual sugiere que GrlA y PerC probablemente interactian
con una secuencia localizada entre las posiciones -54 a +217, la misma region

que también parece contener el sitio donde interactua H-NS (Figs. 12 y 13).

Los resultados obtenidos en las cepas MC4100, MC100 Ahnsy
MC4100AhimA nos dan la pauta para proponer un mecanismo que permite la
expresion de ler. Inicialmente, para la activacion de ler dependiente tanto de
PerC como de GrlA, se debe eliminar la represion mediada por el motivo de
regulacidn negativa localizado entre las posiciones —-160 a —-98 y por un represor
hasta ahora desconocido. Para esto es necesario IHF la cual en presencia de
PerC o GrlA permite, posiblemente, la estructuraciéon correcta del DNA para
eliminar la represién antes mencionada (Fig. 15A). Esto, a su vez, parece dejar
expuesto el sitio con el cual PerC interactia para eliminar la represibn que
ejerce H-NS sobre o cerca del promotor. Cuando la expresidon de ler es
activada por GrlA la presencia de IHF s6lo se requiere para eliminar la
represion que se ejerce corriente arriba de la posicibn -98, pero no para
contrarrestar la represion mediada por H-NS en la vecindad del promotor, ya
gue en ausencia de dicho motivo de regulaciéon negativa GrlA no requiere de
IHF para activar, como se observa en el caso de las fusiones mas cortas (Fig.
15B). En Vibrio cholerae, entre otros ejemplos, se describié que para la
expresion de los operones tcp y tox, ToxT desplaza a H-NS de la regién

promotora®’, lo cual asemeja lo observado para PerC y GrlA.
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Figura 15. Mecanismo de regulacion propuesto para PerC y GrlA en la expresion de ler. La regulacion negativa
mediada por H-NS se ubica entre los sitios -54 a +217 respecto al inicio de franscripcion. La region en la cual
actia el represor desconocido (R?) esta entre las posiciones -98 a -260, en verde se marca el sitio de unidn de
IHF, A). Una vez que IHF reconoce su sitio causa cambios en la estructuraciéon del ADN, ocasionando que la
represion causada corriente arriba de -98 se elimine, a su vez se deja expuesta la regién en la cual PerC
desplaza a H-NS (-98 a +217). GrlA por su parte induce la expresion de ler (desplazando a H-NS) aun cuando
esta presente la represion corriente arriba de -98, B). El mecanismo anferior ocurre en cada una de las
condiciones de crecimiento correspondientes para cada regulador, agitacion para GrlA y estatico para PerC,
Este esquema se propone de acuerdo con lo observado en las fusiones transcripcionales ler-cat en los
diferentes fondos genéticos



Independientemente de su posible papel como antirepresores, tanto
GrlA como PerC parecen facilitar la interaccion productiva de la RNA

polimerasa sobre la regibn promotora de ler.

Como mencionamos en la introduccién la isla LEE se encuentra
altamente conservada entre los patégenos A/E; sin embargo, pensamos que
la regulacién del LEE varia dependiendo del patdégeno, lo cual puede deberse
a la presencia de reguladores transcripcionales adicionales. En EPEC y EHEC
las proteinas tipo PerC se encuentran conservadas, ademas se ha demostrado
gue son capaces de inducir la expresion del LEE®®50, mientras que en C.
rodentium no se han identificado proteinas de este tipo; sin embargo, cuando
se complementa con PerC una mutante en grlA de C. rodentium se restaura la
secrecidon de proteinas en agitacion y estatico (Barba J, dato no mostrado),
indicando que los elementos en cis, involucrados en la regulacion de ler, estan
muy conservados entre los patégenos A/E. Es interesante que GrlA en C.
rodentium solamente actle en la condicién de crecimiento estatico, ya que
en agitacion la expresion de los genes del LEE se reprime, caso contrario a lo
gue observamos en EPEC en donde actia en agitacion®!’. Queda por saber

qué es lo que sucede en EHEC.

EPEC al infectar a un hospedero se enfrenta a condiciones ambientales
distintas a las que puede encontrar como organismo de vida libre. Durante su
transito por el hospedero, la bacteria se enfrenta a cambios ambientales
drasticos generados, por ejemplo, por la temperatura corporal, la acidez del
estbmago o las concentraciones cambiantes de ciertos compuestos como el
amonio o la fuente de carbono, entre otras moléculas que hay en el intestino.
Por lo anterior, la expresidn de sus genes tendra que ser regulada en diferentes
formas, en respuesta a las distintas sefiales3?456062, pensando en el recorrido
anterior, los factores de virulencia codificados fuera y dentro del LEE, al igual
que los codificados en el plasmido EAF, no podrian estarse expresando
siempre, por lo que su expresion tendria que ser temporal dependiendo de la
situaciéon y la condiciobn ambiental. Por ejemplo, GadX ayudaria a expresar
genes de resistencia acida que le permitan a EPEC sobrevivir en el trayecto del

tracto gastrointestinal donde las condiciones de acidez varian®. A su vez,
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estaria reprimiendo la expresion del operén per, por lo que no podria
expresarse la fimbria BFP y la expresidn del LEE por medio de PerC tampoco se
llevaria a cabo. Otros reguladores transcripcionales descritos podrian contribuir
en la adaptacion e identificacion de condiciones ambientales adecuadas
para la colonizacion. Cuando las condiciones son ideales para colonizar, los
operones pery bfp comenzarian a expresarse. Una vez que PerC ha sido
producido se comenzaria a inducir la expresidn de ler, cuyo producto (Ler), a
su vez, activaria la del resto de los genes de virulencia. Por otro lado, GrlA se
encargaria de mantener la expresidn de ler en las siguientes etapas del
proceso de infeccidn. La capacidad de responder a diferentes condiciones
ambientales para asegurar la expresion de los genes del LEE, mediante la
actividad de dos reguladores transcripcionales que funcionalmente son muy

parecidos, sin duda ha dado a EPEC una ventaja evolutiva.

Nuestro trabajo genera nuevas preguntas. (Qué mecanismo permite la
activacion diferencial de perC vy grlA, y, por tanto, la de ler en respuesta a las
diferentes condiciones de crecimiento? ¢(Como activan y/o desreprimen PerC
y GrlA la expresion de ler? (Qué otros represores estan involucrados en la
regulacién negativa de ler? ¢Cémo participa IHF para eliminar la represion
ejercida sobre el motivo localizado corriente arriba de la posicion -98? Entre

otras.

Para conocer con mas detalle el mecanismo que siguen PerC y GrlA en

la expresion de ler se han planteado las siguientes perspectivas:

« Etiquetar las proteinas PerC y GrlA para saber cual es la concentraciéon

de cada una de ellas en las diferentes condiciones de crecimiento.

» Estudiar en EPEC la expresion de los operones per, grlA yler en

condiciones de bajo oxigeno.

e Estudiar en EPEC y en las cepas mutantes de perC y grlA el efecto del

pH sobre la expresién de fusiones transcripcionales ler-cat.
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Construir las mutantes en hhA y stpA para saber si alguno de los dos

actua como represor corriente arriba de la posicion -98.

Construir la doble mutante hns/himA en E. coli MC4100 para saber si en
ausencia de estos dos reguladores PerC y GrlA son capaces de inducir

la expresion de las fusiones ler-cat.

Purificar las Proteinas PerC y GrlA fusionadas a histidinas o con alguna
otra etiqueta que facilite su purificaciéon. De esta manera se podrian
hacer ensayos de retardamiento o de proteccién a DNasa y saber si

PerC o GrlA se unen a DNA o si interactuan con la RNA polimerasa.

Definir el papel de PerB en la regulacién del operédn per y si esta

involucrado con la regulaciéon de genes de virulencia.
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8. Apéndice

Medios de cultivo

Luria Bertani (LB) *

Triptona 109
Extracto de levadura 549
NacCl 10g

Aforar a 1 L con agua bidestilada y ajustar pH 7.5

Agar LB *
A 250 mL de LB se le agregaron 3.75 g de agar (1.5% de agar, concentracion final)

Medio SOB *

Bacto triptona 10g
Extracto de levadura 259
NaCl 0.292 g
KCI 0.093 g

Aforar a 500 mL con agua bidestilada y ajustar el pH a 7.0

Medio SOC *

Bacto triptona 29
Extracto de levadura 259
NaCl5 M 0.2 mL
KCI1M 0.25 mL
MgSOs 1 M 1mL
MgCl 1mL
Glucosa 0.360 g

Aforar a 100 mL y ajustarel pHa 7.5

Medio DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle Médium) (Gibco BRL)*

Un sobre de medio DMEM se disuelve en 1 L de agua. Se agrega 3.7 g de
bicarbonato de sodio y 100 pL de fosfato de piridoxal (40 mg/mL). Dejar en
agitacidon hasta que esté bien disuelto.

Esterilizar por filtracion y guardar en frasco ambar estéril a 4 °C.




Soluciones

Soluciones para la extracciéon de plasmidos
Solucién 1 *

Glucosa 50 mM

EDTA 10 mM

Tris-HCI 25 mM pH 8.0

Solucién 2
Na OHO0.2 N
SDS 1%

Solucién 3 *
Acetato de potasio 5M pH 7.8

Soluciones para la extraccion de plasmido EAF
Solucién 1

Tris HCI 1M pH 7.8

EDTA 50mM

Glucosa 20%

Lisozima

Solucién 2
Na OHO0.2 N
SDS 1%

Solucion 3 *
Acetato de potasio 5M pH 7.8

Soluciones para ensayo de actividad de CAT
Solucion de lavado

Tris H-Cl pH 7.8 1M 25 mL

DTT (Ditrio Treitol) 1M 1.2 pL

Cantidad para 50 mL

Reqgulador Tris glicina 4X”

Glicina 5769

Trisma base 1209

Aforar a 1L con agua Milli-Q y filtrar, guardar en refrigeraciéon. Se diluye 1:4 y se le
adiciona SDS 1%




Reqgulador para transferencia

p/ 1L Concentracion final
Tris Base 5.82¢g 48 mM
Glicina 293¢ 39 mM
SDS 10% 3.75mL 0.375%
Metanol 200 mL 20%
TBS Tween

p/500 mL Concentracion final

TisHCIpH7.51 M 5mL 10 mM
NaCl5 M 15 mL 150 mM
Tween 20 (BioRad) 250 pL 0.05%

Reqgulador de fosfato (PBS) 10X *

NacCl 80g
NazHPO4 6.19
KH2PO4 209
KCI 209

Ajustar el pH a 7.4 y aforar a 1 L con agua Milli-Q.

* Medios y soluciones que se esterilizan en autoclave 15 minutos/ 121 °C
* Medios y soluciones que se esterilizan por filtraciéon
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