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RESUMEN 

 

LeuO es miembro de la familia de reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTR), 

involucrado en la expresión de genes que participan en una gran variedad de procesos 

biológicos en Escherichia coli, Salmonella Typhi y Salmonella Typhimurium. LeuO y 

otros LTTRs, tienen dominios funcionales: DBD (DNA-binding domain), de unión al 

ADN, localizado en el extremo amino, con un motivo hélice-vuelta hélice alado o winged 

Helix-turn-Helix (wHTH); una hélice larga o hélice enlazadora (LH, linker-helix), 

involucrada en la formación de dímeros; la LH conecta al DBD con el extremo carboxilo, 

denominado EBD (effector-binding domain) o RD (regulatory domain); dividido en 

subdominios RD-I y RD-II. Esta región, además de su función en la unión y respuesta al 

coinductor se ha involucrado en la formación de oligómeros. En este trabajo demostramos 

la formación de tetrámeros de LeuO en solución, este oligómero se une con mayor afinidad 

al ADN. Construimos una colección de mutantes puntuales en el DBD de LeuO, las cuales 

mostraron que esta región no solo está involucrada en la unión al ADN, también en la 

dimerización y en la función reguladora. Mutantes localizadas en RD-I, región central y C-

termina afectaron la regulación positiva, pero no la represión, ni su capacidad de 

dimerización. Las variantes de LeuO con remociones en C-terminal, abarcando los 

subdominios RD-II y RD-I fueron afectadas en la dimerización, la regulación 

transcripcional y la interacción con el ADN. Estos datos nos indican que además de la 

región C-terminal, el DBD de LeuO está involucrado en la dimerización y probablemente 

en la formación del tetrámero: por lo tanto, cada dominio actúa sinérgicamente para 

mantener la funcionalidad de LeuO de S. Typhi. 
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ABSTRACT 

 
LeuO is a LysR-type transcriptional regulator (LTTR), which has been described as 

a global regulator in Escherichia coli and Salmonella, since it positively and negatively 

regulates the expression of genes involved in multiple biological processes. LeuO as other 

LTTR members, have well-defined functional domains: an N-terminal DNA-binding 

domain (DBD) with a winged helix-turn-helix (wHTH) motif; a long linker-helix (LH) 

involved in dimerization that connects the DBD with the C-terminal “effector-binding” 

domain (EBD) or “regulatory domain” (RD, subdomains RD-I and RD-II), which has been 

involved mainly in oligomerization. In this study we show that the oligomeric structure of 

LeuO is as a tetramer that binds with high affinity to DNA. A collection of single amino 

acid substitutions in the LeuO DBD domain indicates that it is involved in dimerization, in 

both positive and negative regulation and DNA-binding. Point mutations in the central and 

C-terminal regions of RD-I affected transcriptional activation, while they were not affected 

in transcriptional repression and dimerization. Deletions of the RD-II and RD-I C-terminal 

subdomains affected dimerization, binding to DNA and positive and negative regulation. 

Together, this data show that the C-terminal and DBD domains of LeuO are involved in 

dimerization and likely in tetramer formation, therefore each LeuO domain seems to act 

synergistically to maintain its regulatory functions in S. Typhi. 
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1.  INTRODUCCIÓN 

 

1.1  Generalidades de Salmonella  

 

Salmonella, es un bacilo Gram-negativo móvil que pertenece a la familia 

Enterobacteraceae. El género Salmonella, consta de tres especies: S. entérica, S. bongori y 

S. subterranea; S. enterica se subdivide en 6 subespecies: I, S. enterica subsp. enterica; II, 

S. enterica subsp. salamae; IIIa, S. enterica subsp. arizonae; IIIb, S. enterica subsp. 

diarizonae; IV, S. enterica subsp. houtenae; VI, S. enterica subsp, indica. Las subespecies 

se divide en serotipos o serovares, clasificadas de acuerdo al esquema Kauffman-White, 

basado en los antígenos capsulares (Vi), flagelares (H) y al LPS (lipopolisacárido) (O). El 

nombre del serovar se escribe con la primer letra mayúscula, después de la subespecie, por 

ejemplo: S. enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium),  S. enterica serovar Typhi (S. 

Typhi), (Brenner et al., 2000). 

 

1.1.2  Epidemiología 

 

Las bacterias del género Salmonella son patógenos capaces infectar humanos y 

otros vertebrados como aves y reptiles (Coburn et al., 2007). Actualmente se reconocen 

para el género Salmonella 2463 serotipos, la mayoría de ellos (59%) pertenecen a S. 

enterica subsp. enterica, y aproximadamente el 99 % de las infecciones en humanos y otros 

animales son causadas por cepas pertenecientes a este serotipo (Popoff et al., 1997). 

En humanos la ingesta de varios serovares de Salmonella causa infecciones del 

intestino delgado y gastroenteritis, solo un pequeño número de serovares de Salmonella 

pueden causar una infección sistémica como la fiebre tifoidea (FT) cuyo agente causal es 

Salmonella enterica serovar Typhi (Mittrucker & Kaufmann, 2000). La fiebre tifoidea es 

una enfermedad de prevalencia mundial; se estima una tasa de 16 millones de casos por 

año, de los cuales aproximadamente 600,000 son fatales, en México se han reportado 

alrededor de 15 mil casos de FT al año (Pang et al., 1998, Zaidi et al., 2006). En los 

Estados Unidos y Europa la FT se presenta ocasionalmente y los brotes se controlan 

rápidamente, se presenta usualmente en personas que viajan a áreas endémicas. En 
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Latinoamérica, Asia y África, donde se localizan las zonas endémicas es donde la FT sigue 

siendo un problema de salud pública (Edelman & Levine, 1986, Coburn et al., 2007).  

La gastroenteritis en humanos es causada por varios serotipos no típicos, siendo  

Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium), la aislada con mayor 

frecuencia (Raffatellu et al., 2006) y son transmitidos por animales domésticos a humanos 

lo cual representa un serio problema de la industria alimentaria (Mastroeni, 2002). La 

Salmonelosis es un problema de salud pública mundial, se puede presentar una infección 

intestinal aguda en personas de todas las edades y puede llegar a ser invasiva, causando 

bacteremia y meningitis en lactantes, ancianos y pacientes inmunosuprimidos (Goldberg & 

Rubin, 1988, Zaidi et al., 2006). En los Estados Unidos de América y el Reino Unido, al 

año ocurren mas de 1.4 millones y 73 mil infecciones por Salmonella no-Typhi, 

respectivamente, además se estima que este patógeno es responsable de aproximadamente 

30% de las muertes relacionadas a infecciones transmitidas por alimentos (Zaidi et al., 

2006)  

 

1.1.3  Patogenia 

 

El período de incubación de Salmonella en una gastroenteritis es de 12 a 72 horas, 

la infección se restringe al intestino y la mucosa intestinal y se prolonga por 

aproximadamente 10 días, tiempo en el cual la infección es contenida por el sistema 

inmune. En la FT el período de incubación es más largo, de 5 a 9 días, puede provocar 

síntomas como fiebre, que se prolonga hasta por 3 semanas, dolor de cabeza, 

esplenomegalia entre otros (Raffatellu et al., 2008). La infección por Salmonella es difícil de 

controlar debido a la capacidad de la bacteria a resistir a el estrés ambiental, su amplia 

distribución, la resistencia a antibióticos y su plasticidad genética (Chen et al., 2013) 

La infección ocurre a través de la vía oral, por la ingesta de agua o alimentos 

contaminados. Después de la ingestión, una proporción de las bacterias resisten el pH ácido 

del estómago y a varios de los mecanismos de resistencia en el lumen intestinal, como las 

sales biliares, la lisozima, las defensinas, e IgA neutralizantes (Calva et al., 1988, Coburn et 

al., 2007). Una proporción de las bacterias que resistieron el pH bajo del estómago; 

colonizan el intestino delgado, donde se adhiere a las células epiteliales mediante varias 



 13 

fimbrias (Cotter & DiRita, 2000). En el epitelio intestinal, dichas bacterias invaden 

valiéndose de la activación de genes de virulencia codificados en la isla de patogenicidad 

de Salmonella-1 (SPI-1). Después de que Salmonella penetra el epitelio intestinal, esta se 

dirige a las placas de Peyer, los cuales son órganos linfoides secundarios localizados en la 

mucosa intestinal. Una vez que Salmonella atraviesa el epitelio, se encuentra con los 

macrófagos residentes en la lámina propia, donde induce su internalización por fagocitosis. 

Subsecuentemente, Salmonella activa mecanismos de virulencia para evadir las funciones 

antimicrobianas del macrófago, lo que le permite sobrevivir y replicarse en el ambiente 

intracelular. (Mastroeni, 2002). La sobrevivencia de Salmonella dentro del macrófago 

involucra la activación del  sistema de dos componentes PhoP/PhoQ y otros factores de 

virulencia codificados en la isla de patogenicidad de Salmonella-2 (SPI-2). PhoQ es una 

proteína de membrana que actúa como sensor de señales ambientales y es capaz de 

autofosforilarse; a su vez transfiere el fosfato a PhoP, el regulador transcripcional. Las 

salmonelas que sobreviven en el macrófago son transportadas desde los ganglios 

mesentéricos al torrente sanguíneo, causando una septicemia e invadiendo órganos como 

hígado y bazo (Mastroeni, 2002). 

Para los patógenos tan recurrentes como Salmonella la regulación de la expresión 

genética le permite contender con diferentes condiciones; tanto en vida libre como en el 

hospedero. Por esta razón, la función de los reguladores transcripcionales involucrados en 

este proceso son de gran importancia y su estudio es necesario para el entendimiento de los 

mecanismos de sobrevivencia de Salmonella en condiciones de estrés (Lahiri et al., 2009). 

Por lo tanto el estudio de Salmonella, desde la biología molecular y la epidemiología han 

sido importantes para el entendimiento de la relación entre el hospedero y la bacteria (Calva 

et al., 1988).  

Así mismo, el conocimiento de los mecanismos de acción de los reguladores 

transcripcionales globales ha sido fundamental para el estudio de la virulencia, el progreso 

de la enfermedad, el crecimiento y metabolismo de las bacterias, así como los mecanismos 

de resistencia a antibióticos, los cuales son cada vez más recurrentes (Maddocks & Oyston, 

2008).  
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1.2 Características de la Familia de Reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTRs) 

 

Los reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTRs, por sus siglas en inglés), son 

un grupo de proteínas que se encuentran distribuidas ampliamente en procariontes, pero 

también se han identificado algunos reguladores en arqueas y en cloroplastos de algas 

(Perez-Rueda & Collado-Vides, 2001, Stec et al., 2006, Sun & Klein, 2004, Maddocks & 

Oyston, 2008). Los LTTRs forman la familia de reguladores transcripcionales con el mayor 

número de miembros, actualmente se reconocen más de 85,000 miembros potenciales en la 

Pfam data base (PF00126 HTH_1, LysR_substrate) (Punta et al., 2012). Este número, así 

como la variedad y distribución de los LTTRs se refleja en su asociación con la expresión 

de un gran número de genes y regulones, los cuales están involucrados en procesos como la 

biosíntesis de aminoácidos, catabolismo de compuestos aromáticos, resistencia a 

antibióticos, respuesta a estrés oxidativo, fijación de nitrógeno, “quorum-sensing” y 

virulencia, división celular, movilidad, producción de toxinas, adherencia y secreción 

(Schell, 1993, Tropel & van der Meer, 2004, Pareja et al., 2006, Maddocks & Oyston, 

2008) 

Los miembros de la familia codifican para proteínas cuyo tamaño oscila entre 215 a 

354 residuos de aminoácidos (Perez-Rueda & Collado-Vides, 2000). Responden a una gran 

variedad de co-inductores (compuestos aromáticos, alifáticos, iones, derivados de 

aminoácidos) para activar la transcripción de genes o regulones. Sin embargo, 

independientemente de la presencia del co-inductor, tienen la capacidad de unirse a sus 

genes blancos en secuencias de ADN que tienen posiciones y motivos estructurales 

similares. En un principio se describieron como activadores de un promotor divergente muy 

cercano, ya que cuando existe la sobre posición de promotores, la transcripción es 

bidireccional y simultánea (Schell, 1993). Sin embargo, actualmente se reconocen como 

reguladores transcripcionales globales, con actividad dual, capaces de activar o reprimir la 

transcripción de un gen u operón divergente y en otros casos los genes blanco están 

localizados en otro sitio distante en el cromosoma (Perez-Rueda & Collado-Vides, 2000, 

Maddocks & Oyston, 2008).  
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1.2.1 Organización de los dominios funcionales en los LTTRs y su estructura 

tridimensional 

 

Los LTTRs tienen una organización de dominios funcionales muy conservada, los 

cuales fueron determinados en un principio, por alineamientos de secuencias y mutagénesis 

de algunos reguladores de la familia; esto también permitió  localizar residuos que al ser 

sustituidos alteraban su función (Schell, 1993). Posteriormente, se obtuvo la estructura 

parcial de algunos LTTRs, como CysB, OxyR, DntR, y CatM, ya que el dominio de unión a 

ADN o DBD (DNA-binding domain) no se pudo resolver (Verschueren et al., 1999, Choi 

et al., 2001, Smirnova et al., 2004, Ezezika et al., 2007, Ezezika et al., 2006, Craven et al., 

2009, Clark et al., 2004). Sin embargo, en trabajos posteriores se resolvió la estructura de 

seis proteínas completas: CbnR, CrgA, ArgP, TsaR, BenM y AphB (Muraoka et al., 2003, 

Sainsbury et al., 2009, Zhou et al., 2010, Monferrer et al., 2010, Taylor et al., 2012, 

Ruangprasert et al., 2010), con lo cual se pudo definir de manera más detallada la 

organización de los dominios funcionales de estos reguladores (Fig. 1). 

 

 

 

           
 

 

Fig. 1. Representación esquemática de los dominios característicos de los LTTRs. DBD (“DNA 

binding domain” o Dominio de unión a ADN), residuos 1-60; LH (“Linker Helix” o hélice 

enlazadora), residuos 61-89; RD (“Regulatory domain” o Dominio Regulador), RD-I (central, 

residuos 90-163), RD-II (residuos 164-265), RD-I (terminal, residuos 266-299) (Schell, 1993, 

Sainsbury et al., 2009). 
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1.2.2  Dominio de unión al ADN o DBD (DNA-Binding Domain) 

 

Este dominio comprende alrededor de 60 residuos del extremo amino, en esta región 

es donde existe la mayor identidad de secuencia de aminoácidos entre los LTTRs (40%), 

(Schell, 1993). En la zona central, del residuo 23 al 42, se encuentra el motivo de unión al 

ADN, wHTH o Hélice-vuelta-Hélice alado (Muraoka et al., 2003, Maddocks & Oyston, 

2008). Sin embargo, aproximadamente 15 residuos a ambos lados del motivo wHTH, se ha 

descrito que están involucrados en la unión específica del regulador al promotor blanco 

(Schell, 1993).  

A partir de los residuos 61 al 90, se localiza una hélice larga, LH (“Linker Helix o 

hélice enlazadora), la cual se ha involucrado en la formación de dímeros; ésta hélice 

conecta el DBD con el dominio carboxilo (Fig. 1)(Muraoka et al., 2003, Sainsbury et al., 

2009). 

 

1.2.3 Dominio Carboxilo: RD (Regulatory Domain) o EBD (Effector-Binding Domain) 

 

El dominio RD se compone de la mayor parte de la proteína, del residuo 90 en 

adelante; a lo largo de este dominio se han localizado residuos principalmente involucrados 

en el reconocimiento o unión así como la respuesta al co-inductor (Schell, 1993, Muraoka 

et al., 2003, Sainsbury et al., 2009, Zhou et al., 2010). Entre los LTTRs, el dominio 

carboxilo muestra menos identidad y solamente algunas zonas, como la que comprende de 

los residuos 236 al 246, muestran cierta conservación (Schell, 1993). En algunos LTTRs, 

mutantes en la región antes mencionada mostraron alteraciones en la respuesta al co-

inductor y algunas además afectaban la unión al ADN, sin embargo no fueron trans-

dominantes, por lo cual se ha especulado que está región podría estar involucrada en la 

oligomerización (Maxon et al., 1990, Schell et al., 1990, Bartowsky & Normark, 1991, 

Schell, 1993). 

El dominio RD se divide en dos subdominios, RD-I y RD-II (Fig. 1), los cuales se 

conectan por dos regiones “cross-over”, alrededor del residuo 160-170 y la otra de 260-272; 

estás regiones al parecer le dan flexibilidad a la proteína, lo que podría permitir cierta 

movilidad a los subdominios. La conformación de este dominio permite que se forme una 
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tipo de bisagra o hendidura, donde se cree que se puede acomodar el co-inductor (Fig. 2) 

(Muraoka et al., 2003, Stec et al., 2006, Maddocks & Oyston, 2008). Debido a la 

conformación tridimensional que adquiere el monómero, el subdominio RD-I se compone 

de dos regiones separadas en la cadena polipeptídica, el subdominio RD-I central y 

subdominio RD-I terminal, el subdominio RD-II se localiza en medio de los dos 

subdominios RD-I (Fig. 2) (Muraoka et al., 2003, Sainsbury et al., 2009).  

 

1.2.4  Oligomerización  

 

Algunos de los LTTRs estudiados como NahR, CysB, CbnR, DntR, ArgP, TsaR y 

AphB forman tetrámeros, que corresponde a la forma oligomérica funcional (Schell et al., 

1990, Hryniewicz & Kredich, 1994, Muraoka et al., 2003, Smirnova et al., 2004, Monferrer 

et al., 2010, Zhou et al., 2010, Taylor et al., 2012). A la fecha solo se ha determinado la 

estructura de seis proteínas completas, CbnR, CrgA, ArgP, TsaR, BenM y AphB, las 

cuales, a excepción de CrgA y BenM, forman tetrámeros (Muraoka et al., 2003, Sainsbury 

et al., 2009, Zhou et al., 2010, Monferrer et al., 2010, Taylor et al., 2012, Ruangprasert et 

al., 2010). Es importante destacar, que este número es muy bajo si se compara con el gran 

número de miembros de la familia, esto en parte se debe a que al ser sobre expresados, 

presentan insolubilidad; principalmente cuando se trata de la proteínas completas, lo que 

los ha hecho muy difícil de purificar (Ezezika et al., 2007). 

Otros LTTRs, como MetR, CatR, IlvY, NodD3, Nac, e IciA, forman dímeros en 

solución y al parecer ésta es su forma activa (Maxon et al., 1990, Parsek et al., 1992, Fisher 

& Long, 1993, Bender, 1991, Muse & Bender, 1999, Thony et al., 1991). Además, para 

otros LTTRs se ha descrito una tercera clase de formación de oligómeros, como CrgA, el 

cual forma octámeros, mientras que HsdR forma octámeros o hexámeros (Sainsbury et al., 

2009, Ruangprasert et al., 2010, Gong et al., 2012).  

Se ha descrito que el tetrámero tiene una forma helicoidal, el cual se divide en dos 

partes: la primera parte está constituida por el cuerpo principal (con forma de diamante), lo 

conforman los cuatro RDs y las dos uniones tipo coiled-coil (dos LH), mientras que la 

segunda parte lo conforman los cuatro DBDs, los cuales se localizan en la base del cuerpo 

principal del tetrámero.  
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Se considera que el tetrámero se forma vía la interacción de un “dímero de 

dímeros”; la dimerización ocurre a través de la LH de cada subunidad con interacción tipo 

coiled-coil, en forma anti paralela (Fig. 3) (Muraoka et al., 2003). 

Cada dímero se forma con dos subunidades que adoptan dos conformaciones 

diferentes: un monómero adopta una forma compacta (A y P) y el otro una forma extendida 

(B y Q), que se ensamblan de manera alternativa para formar el dímero AB y PQ (Fig. 3). 

No obstante, la estructura es casi la misma, existen diferencias en la disposición de los 

dominios RDs en la subunidad compacta o extendida, la diferencia se origina por cambios 

conformacionales en la bisagra 2 (Fig. 3). Estas dos conformaciones se describieron 

primero para CbnR y fueron confirmadas posteriormente para otros LTTRs, excepto para 

CrgA, donde solo se observó la conformación parecida a la forma compacta, que conlleva a 

la formación de octámeros con una estructura “ring-like” (Muraoka et al., 2003, Sainsbury 

et al., 2009, Zhou et al., 2010). Actualmente se desconoce como es qué estas subunidades 

similares adoptan conformaciones diferentes en el tetrámero (Muraoka et al., 2003).  

En cada subunidad hay tres regiones tipo bisagras: hinge 1, localizada en el DBD; 

hinge 2, que une la LH y el dominio RD; hinge 3, que está compuesta por las dos regiones 

“crossover” que se forman entre RD-I y RD-II, esta última parece cambiar su conformación 

dependiendo de señales en al ambiente posiblemente una vez que se une el co-inductor 

(Muraoka et al., 2003, Momany & Neidle, 2012).  

Para la formación del tetrámero intervienen interacciones entre los RD de cada 

subunidad; donde la subunidad A del dímero AB interacciona con el RD de las ambas 

subunidades del dímero PQ; mientras que la subunidad B solo interacciona con la 

subunidad P (Fig. 3) (Muraoka et al., 2003). 
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Fig. 2. Esquema de la estructura de los LTTRs. Modelo de la estructura de CbnR; (a) 

Representación de α-hélices (cilindros) y cadenas β (flechas), muestra la conformación del DBD en 

el extremo amino; la hélice enlazadora o linker hélice (α4); conformación de Dominio Regulador, 

RD-I y RD-II, en el extremo carboxilo. Estructura de la subunidad, forma compacta (b) y forma 

extendida (c); muestra la localización de los DBDs, LHs y RDs así como las regiones de bisagra: 

hinge 1, hinge 2 y hinge 3 en cada forma; también se muestra la diferencia en los ángulos de 

inclinación del RD con respecto a la LH en la forma compacta y extendida (Muraoka et al., 2003).  
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Fig. 3. Conformación del dímero y del tetrámero de los LTTRs. Modelo basado en CbnR; A) 

Representación de la formación del dímero mediante la interacción tipo coiled-coil de las dos LH de 

cada monómero, forma compacta y forma extendida. B) Formación del tetrámero mediante la 

interacción de dos dímeros, a través de interacciones entre las diferentes regiones de los RDs de 

cada monómero. C) Modelo de interacción del ADN con el tetrámero, con forma helicoidal, y el 

acomodo de los cuatro DBDs, causando un doblez en una región central, entre el sitio de unión para 

reconocimiento (RBS) y el sitio de unión para activación (ABS) (Muraoka et al., 2003).  
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1.2.5  Modelo de regulación transcripcional de los LTTRs 

  

En el modelo clásico de regulación, los LTTRs activan la transcripción de un gen u 

operón divergente a su propio promotor, en algunos casos existe la sobre posición de 

promotores, por lo que son represores de su propia transcripción (Schell, 1993). OxyR no 

responde a un co-inductor clásico, pero responde al H2O2 y se activa a través de la 

formación de un puente di-sulfuro transitorio, esto provoca cambios en su conformación y 

afinidad por al ADN (Fig. 4). Se ha observado que en su estado reducido se encuentra como 

dímero y en su forma oxidada forma tetrámero (Kullik et al., 1995a, Kullik et al., 1995b). 

OxyR oxidado también influye en la interacción cooperativa de la ARN polimerasa en el 

promotor para iniciar la transcripción (Zaim & Kierzek, 2003). 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Esquema del modelo de regulación clásico de los LTTRs. Modelo de regulación de 

OxyR; el regulador OxyR se disocia de su promotor (auto-regulación negativa - ), en su estado 

reducido, y en presencia de H2O2 es oxidado y puede unirse al sitio de activación para activar la 

transcripción + de su gen divergente oxyS (Kullik et al., 1995a, Kullik et al., 1995b). 

 

 

Actualmente se conocen más detalles del mecanismo de regulación para los LTTRs 

que forman tetrámeros, en gran parte por los trabajos de estructura. Se ha descrito que los 

cuatro DBDs presentes en el tetrámero interaccionan con una secuencia de ADN de 

aproximadamente 50-60 pb. Generalmente contiene dos sitios: RBS (sitio de unión de 

reconocimiento), el cual presenta el motivo T-N11-A (LTTR-box) y es el primer sitio de 

unión y el ABS (sitio de unión de activación), el cual está próximo o algunas veces se 

sobrepone con la región -35 del inicio de la transcripción del gen blanco. Se ha propuesto 

que primero se une un dímero al RBS y esto ayuda para la unión de un segundo dímero al 
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ABS, promoviéndose la formación de un tetrámero inestable. La  unión del inductor cambia 

la afinidad por los sitios, la forma sin co-inductor se une al sitio RBS, mientras que el sitio 

ABS solo es ocupado una vez que el co-inductor se ha unido (Tropel & van der Meer, 

2004). Se ha sugerido que la unión del co-inductor provoca cambios conformacionales en 

los RDs (Tyrrell et al., 1997) y es probable que estos cambios se propaguen a otras partes 

de la molécula  dando como resultado cambios conformacionales en todo el tetrámero 

(Muraoka et al., 2003). Estos cambios podrían propagarse a los DBDs, lo cual podría 

ayudar a estabilizar al tetrámero y así liberar el sitio donde se une la ARN polimerasa y 

permitir la transcripción. (Maddocks & Oyston, 2008).  

Al parecer la forma helicoidal del tetrámero de varios LTTRs les permite cubrir y 

doblar una región grande en el ADN (Hryniewicz & Kredich, 1994). Está característica 

común entre los LTTRs parece coincidir con la forma en “V” que adoptan los DBDs y se 

adapta perfectamente con la distancia y configuración de los dos sitios de unión, lo que 

ayuda a crear modelos de unión al ADN (Muraoka et al., 2003, Maddocks & Oyston, 

2008). 

Existen ejemplos de LTTRs, que forman dímeros en los cristales (DntR) o en 

solución (ArgP), sin embargo el tetrámero es la forma activa para estos reguladores y se ha 

propuesto que se requiere la interacción con el ADN para la formación del tetrámero. Se ha 

propuesto un modelo de regulación por etapas “step-binding model”, donde el dímero I se 

une al sitio RBS de mayor afinidad, lo cual ayuda al dímero II a unirse al sitio ABS. En esta 

asociación débil del dímero de dímeros, algunos sitios de unión del ARN polimerasa 

pueden estar cubiertos por el dímero II, lo que impide la transcripción. Una vez que se une 

el co-inductor suceden cambios conformacionales en los RDs y DBDs, lo que ayuda 

también a estabilizar al tetrámero y a liberar los sitios donde se une la ARN polimerasa y 

formar el complejo ternario (Fig. 5) (Zhou et al., 2010). En ambos casos, ya sea los que 

forman tetrámeros o dímero en solución; la llamada estructura de “dímero de dímeros” 

parece ser importante, para  la interacción correcta de los DBDs con el ADN (Maddocks & 

Oyston, 2008). 
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Fig. 5. Modelo de regulación de los LTTRs, “Step-binding model”. Modelo de regulación de 

ArgP: (a), Primero se une un dímero (dímero I) con una gran afinidad al ADN en sitio RBS libre. 

(b), Un segundo dímero se une al sitio ABS por medio de la interacción con los RDs del dímero I 

(loose status). (c), unión del co-inductor lo que provoca cambios conformacionales en el “dímero de 

dímeros”, lo cual podría estabilizar a el “dímero de dímeros” formando un tetrámero más estable, lo 

que conduce a que se libere el sitio de unión de la ARN polimerasa (d), unión de la ARN 

polimerasa, con ayuda del tetrámero formado, y así puede iniciar la transcripción (Zhou et al., 

2010). 

 

 

Los estudios de mutagénesis y de estructuras cristalográficas han proporcionado 

datos importantes acerca de la relación entre la estructura y la función de los LTTRs. Sin 

embargo, no es claro por qué algunos funcionan como dímeros y pueden prescindir del 

extremo carboxilo y otros funcionan como tetrámeros y su dominio carboxilo se requiere 

para oligomerizar y funcionar adecuadamente (Momany & Neidle, 2012). 
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1.3 LeuO es miembro de los LTTRs 

 
LeuO es reconocido como miembro de la familia de reguladores transcripcionales 

tipo LysR (LTTRs) (Henikoff et al., 1988). El gen leuO se localiza entre los operones ilvIH 

(biosíntesis de isoleucina y valina) y leuABCD (biosíntesis de leucina) (Fig. 6), debido a 

esto en un principio se propuso a LeuO como un regulador del operón leuABCD: sin 

embargo, una cepa de E. coli mutante en leuO (ΔleuO) no es auxótrofa para leucina  

(Ueguchi et al., 1998). 

 

 

 

 

 

Fig. 6. Esquema de la localización de leuO en el cromosoma en E. coli. El gen leuO que codifica 

para el regulador LeuO se encuentra localizado entre los operones leuABC e ilvIH.  
 

 

1.3.1 LeuO es un regulador transcripcional de global en E. coli 

 

En E. coli se determinó que LeuO regula la expresión de genes involucrados en 

diferentes procesos celulares. Se describió que LeuO regula negativamente la transcripción 

del gen cadC, esto en una cepa mutante en el regulador H-NS, donde se liberaba la 

expresión de leuO (Shi & Bennett, 1995). CadC es el regulador positivo del operón cadAB, 

involucrado en la respuesta de la bacteria a cambios de pH (Soksawatmaekhin et al., 2004). 

También, se encontró como represor de la expresión del ARN regulador DsrA, el cual se 

requiere para incrementar la traducción de rpoS. (Klauck et al., 1997). H-NS, es una 

proteína forma dímeros que al unirse se al ADN forman oligómeros más grandes y pueden 

extenderse y de está manera reprimir la expresión de muchos genes, aparentemente no 

relacionados, reconociendo estructuras, como la curvatura del ADN (Durrenberger et al., 

1991, Yamada et al., 1991, Tanaka et al., 1991, Sonnenfield et al., 2001).  
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LeuO también puede actuar como un regulador positivo, libera la expresión del 

operón bgl; el cual está involucrado en la utilización de β-glucósidos, tales como salicina y 

arbutina (Bertin et al., 1990). La expresión del  operón bgl es reprimida por el regulador H-

NS (Ueguchi et al., 1998).  

En algunas cepas de E. coli patógenas de aves, LeuO regula positivamente al operón 

yjjQ-bglJ; a su vez estos genes están  reprimidos por H-NS (Lawrenz & Miller, 2007, 

Stratmann et al., 2008). Además, LeuO en Escherichia coli regula la expresión de genes 

involucrados en la sensibilidad al compuesto sulfametaxona, mientras que el incremento en 

su propia expresión se da durante la transición a fase estacionaria y aún después de una 

semana de crecimiento en cultivo, al mismo tiempo que la concentración de H-NS se 

reduce. En algunos estudios, se ha encontrado que LeuO regula la expresión de genes 

involucrados en la respuesta a estrés, como una chaperona criptica/fimbria tipo “usher”, ya 

que mutantes en leuO, y en algunos genes que codifican para proteínas de fimbrias, 

presentaron deficiencias o alteraciones en la formación de biopelículas (Shimada et al., 

2009, Shimada et al., 2011).  

 

1.3.2  El regulador LeuO en otras Enterobacterias 

 

Además, de los estudios realizados en E. coli, en otras enterobacterias se han 

descrito varios genes regulados positivamente por LeuO, que a su vez están  reprimidos por 

H-NS como rovA de Yersinia enterocolitica (Lawrenz & Miller, 2007). RovA, el regulador 

de la expresión del gen inv, que codifica para una adhesina, y es el factor principal de la 

colonización (Revell & Miller, 2000).  

Recientemente en S. Typhimurium, se  reportó que LeuO incrementa la expresión 

de sdiA, a niveles bajos (Turnbull et al., 2012). Se ha propuesto que SdiA responde a 

señales producidas por otros organismos (Michael et al., 2001, Smith & Ahmer, 2003); y 

recientemente, estudios demostraron que SdiA se puede activar en el intestino de tortugas y 

ratones y responde a AHLs (N-acyl homoserine lactones), una señal de “quorum-sensing” 

producida por otras bacterias (Ahmer et al., 2007, Gorshkov et al., 2010, Mei et al., 2010, 

Weeks et al., 2010).  
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En S. Typhimurium, usando ChIP-chip, se reportaron otros genes regulados por 

LeuO, incluyendo genes de las islas de patogenicidad SPI-1 y SPI-2. También se encontró 

que LeuO puede unirse y regular diferencialmente la expresión de genes, dependiendo de 

su concentración en la célula. Se encontró la probable unión de LeuO a sitios intragénicos, 

y la sobre posición  con sitios de unión de la ARN polimerasa y de H-NS, lo cual refuerza 

la idea de que LeuO actúa como antagonista global de este regulador (Dillon et al., 2012, 

Hernandez-Lucas & Calva, 2012).  

Además, recientemente se demostró en Vibrio vulnificus que LeuO reprime a vvpS, 

VvpS es una exoproteasa cuya expresión se activa durante la fase estacionaria de 

crecimiento por los reguladores SmcR, un regulador maestro de quórum-sensing y por 

CRP. SmcR y CRP compiten por los sitios de unión con LeuO, siendo este un ejemplo 

donde LeuO parece ser un antagonista de dos activadores impidiendo la expresión de genes 

que no se requieren en la fase de crecimiento exponencial pero sí en fase estacionaria (Kim 

et al., 2015) 

 

En Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) se encontró que al sobre expresar 

LeuO, éste inducía la expresión de los genes quiescentes ompS2 y ompS1, que codifican 

para las porinas OmpS2 y OmpS1, respectivamente (Fernandez-Mora et al., 2004, De la 

Cruz et al., 2007). También se ha descrito que la concentración de LeuO afecta 

diferencialmente la expresión de estas dos porinas; a bajas concentraciones se expresa 

OmpS2 mientras que en altas concentraciones se expresa OmpS1 y se reprime la expresión 

de OmpS2 (De la Cruz et al., 2007).  

Posteriormente, en la cepa silvestre IMSS1 de S. Typhi, mediante un estudio de 

proteómica, se encontraron más genes regulados por LeuO. En donde LeuO induce la 

expresión de AssT y del ORF STY3070, además de las reportadas anteriormente, OmpS2 y 

OmpS1, además se encontró que reduce la expresión OmpX, Tpx y el ORF STY1978 

(Hernandez-Lucas et al., 2008). Los genes regulados por LeuO en S. Typhi, están 

involucrados en varias funciones celulares: Primero,  la porina quiescente OmpS1 se ha 

relacionado con la movilidad tipo “swarming”, la formación de biopelículas y la virulencia 

(Toguchi et al., 2000, Mireles et al., 2001, Rodriguez-Morales et al., 2006).  
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Además, las porinas OmpS1 y OmpS2 se han relacionado con la respuesta inmune 

inducida por Salmonella en humanos, lo cual es importante para completar la respuesta 

inmune activada por las porinas OmpC y OmpF, las cuales son proteínas muy abundantes 

de la membrana externa. Estos últimos hallazgos han sido utilizados en estudios donde se 

evalúan las porinas como inmunógenos y se propone la utilización de estas moléculas como 

componentes importantes de vacunas contra la fiebre tifoidea (Secundino et al., 2006, 

Moreno-Eutimio et al., 2013). 

AssT es una enzima arilsulfato sulfotransferasa involucrada en la detoxificación, 

transformando compuestos fenólicos tóxicos en compuestos no tóxicos (Kang et al., 2001). 

El operón assT-dsbL-dsbI también es regulado negativamente por H-NS y su expresión se 

detecta en medio mínimo (Gallego-Hernandez et al., 2012). Estudios recientes en 

Salmonella, han determinado que la proteína STY3070 corresponde al producto del gen 

casC, perteneciente al sistema CRISPR/Cas, cuya expresión es reprimida por Lrp (Leucine-

responsive regulator protein) y se detecta en medio mínimo, independiente de la presencia 

de LeuO (Medina-Aparicio et al., 2011). El sistema CRISPR/Cas en Escherichia coli se ha 

descrito que esta involucrado en la replicación, recombinación y reparación del ADN, y se 

ha propuesto que podría ser un mecanismo de defensa muy antiguo en bacterias y arqueas 

ya que confiere resistencia contra la invasión de fagos (Barrangou et al., 2007). Además, 

LeuO actúa como antagonista de la represión de H-NS sobre este sistema en Escherichia 

coli (Westra et al., 2010).  

OmpX es una proteína de membrana externa, homóloga a las proteínas PagC, Rck y 

Ail de Salmonella y Yersinia, respectivamente. En una mutante en ompX se incrementa la 

tolerancia a SDS (sodium dodecyl sulfate) y a ciertos antibióticos, por lo que parece está 

involucrada en el transporte de compuestos hidrofóbicos a través de la membrana (Mecsas 

et al., 1993, Mecsas et al., 1995, Stancik et al., 2002, Otto & Hermansson, 2004). Tpx es 

una tiol peroxidasa, enzima antioxidante del periplasma que se induce durante la fase 

exponencial de crecimiento y la formación de biopelícula (Kim et al., 2006). OmpX y Tpx 

están involucradas en la resistencia a diferentes pH (Stancik et al., 2002). STY1978 que se 

reprime en presencia de LeuO, ésta anotada como una proteína hipotética, hasta ahora no se 

la ha asociado a ninguna función o proceso celular (Hernandez-Lucas et al., 2008). 
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1.3.3  Condiciones de expresión de LeuO 

 

En los fondos genéticos silvestre de E. coli, y S. Typhi, la expresión de leuO es 

reprimida por H-NS (datos no publicados). Sin embargo, la expresión de LeuO se detectó 

en un medio de cultivo con bajos niveles de fosfato (VanBogelen et al., 1996). Además, la 

expresión del gen leuO se ha podido detectar cuando la bacteria es crecida en medio 

mínimo sin leucina, isoleucina y valina, principalmente en la fase estacionaria. A pesar de 

la asociación con la fase estacionaria, la expresión de leuO no depende de rpoS; sin 

embargo, su  expresión se ha asociado a la presencia de la molécula guanosin 3’-5’-

bispirofosfato (ppGpp) que es una señal de estrés  en la vía de respuesta estricta a 

nutrimentos en la fase estacionaria de crecimiento (Fang et al., 2000). También se demostró 

que LeuO se requiere para la restauración del crecimiento después de dos horas de retraso 

en un medio mínimo sin isoleucina, valina y leucina (Majumder et al., 2001). 

Recientemente, se reportó que la expresión de LeuO es activada y reprimida por un 

complejo proteico formado por RcsB y BglJ en E. coli  (Stratmann et al., 2012).  

 

1.3.4  Función de LeuO in vivo 

 

No obstante, que la expresión de LeuO es muy baja en condiciones estándar de 

laboratorio, se ha encontrado que en S. enterica mutantes en el gen leuO ya sea en el 

modelo de infección en ratón o en Caenorhabditis elegans, se encuentran afectadas en los 

estadios iniciales de la invasión (Tenor et al., 2004, Rodriguez-Morales et al., 2006).  

En Vibrio cholerae cepas mutantes en leuO están afectadas en la de formación de 

biopelículas; sin embargo, no están afectadas en la sobrevivencia en vida libre ni en la 

formación de monocapas en las superficies donde se desarrollan (Moorthy & Watnick, 

2005). También, se encontró que la expresión de LeuO e induce en repuesta a dipéptidos 

cíclicos y a su vez LeuO regula negativamente a genes de virulencia (Bina et al., 2013). 

Además, en Vibrio cholerae se ha reportado que además de reprimir a cadC, LeuO 

incrementa la sensibilidad a los ácidos orgánicos independiente del sistema cad (Ante et al., 

2015a).  
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Se encontró que ToxR, el regulador principal de virulencia Vibrio cholerae, regula 

positivamente la expresión de leuO, y LeuO reprime la expresión de AphA, reprimiendo 

indirectamente la producción de varios factores de virulencia en repuesta a condiciones 

ambientales como sales biliares. Se encontró que la transcripción de leuO se induce en 

presencia de sales biliares, así mismo una mutante de leuO muestra un incremento en la 

sensibilidad a las sales biliares, esto dependiente de ToxR, lo que sugiere que estos dos 

reguladores trabajan en conjunto para resistir a la bilis (Ante et al., 2015b).  

En estudios en Salmonella enterica serovar Typhimurium demostraron que la 

activación de la transcripción de leuO reprime la expresión de genes de SPI-1 además, 

inhibe la invasión de las células epiteliales. LeuO es capaz de reprimir a genes de virulencia 

de manera indirecta, es decir mediante la inducción de la transcripción de hilE y la otra es 

por una vía independiente de HilE. HilE es un regulador codificado fuera de la SPI-1 que 

reprime la expresión hilD; HilD es una de los reguladores transcripcionales codificados en 

SPI-1, regula positivamente la expresión de otros genes en la isla de patogénesis (Fahlen et 

al., 2000, Lostroh & Lee, 2001). Se ha sugerido que la represión que LeuO ejerce sobre los 

genes de SPI-1 podría ocurrir bajo condiciones donde H-NS, por razones que aún no se 

conocen, ya no es capaz de reprimir la expresión de estos genes (Espinosa & Casadesus, 

2014).  

Por lo anterior, se sugiere que la expresión de LeuO podría estar asociada a la 

respuesta a estrés y se ha considerado que puede ser importante en la sobrevivencia de la 

bacteria en condiciones limitantes, tanto en la vida libre como en el hospedero. 
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Fig. 7. Esquema de los genes regulados por LeuO en diferentes Enterobacterias. LeuO es un 

regulador dual, que induce (flechas) y también reprime (líneas) la expresión de varios genes 

involucrados en diferentes procesos celulares (señaladas por las flechas pequeñas), en Escherichia 

coli, S. entérica serovares Typhimurium, Typhi, y en Yersinia enterocolitica. En algunos casos 

donde reprime la expresión se ha propuesto que actúa como un backup de H-NS; sin embargo en 

varios casos LeuO actúa como un desrepresor, capaz de desplazar H-NS. Sin embargo, debido al 

incremento en el número de genes regulados por LeuO se ha propuesto como un regulador global y 

antagonista de H-NS en E. coli y S. entérica serovar Typhimurium. Además la expresión de leuO es 

reprimida por H-NS, pero en E. coli se ha detectado que su expresión se induce en condiciones de 

estrés. En Salmonella se ha observado que LeuO es capaz de regular diferencialmente la expresión 

genética dependiendo de su concentración en la célula (Guadarrama et al., 2014b). 
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2.  ANTECEDENTES 

 

2.1  LeuO en Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) 

 

El gen leuO de S. Typhi codifica para una proteína de 314 aminoácidos, también se 

encuentra entre los operones leuABCD y ilvIH. LeuO es un regulador dual, reprime e 

induce la expresión de un gran número de genes; principalmente involucrados en la 

respuesta a estrés además, la misma expresión de LeuO se ha relacionado con condiciones 

extremas tanto en vida libre como en el hospedero (Hernandez-Lucas & Calva, 2012). Sin 

embargo, hasta el momento no se conoce el co-inductor al cual pudiera responder si es que 

requiere alguno, principalmente en vida libre. 

 

2.2  El regulador LeuO es un antirrepresor  

 

Se ha demostrado que LeuO se une al ADN in vitro, en la regiones reguladoras de 

los genes regulados, tanto positiva, como negativamente. No obstante, hasta el momento no 

se ha determinado una secuencia consenso, aunque se sabe que LeuO se une a regiones 

ricas en AT (Hernandez-Lucas et al., 2008). Recientemente se ha propuesto que podría 

tener afinidad por secuencias intragénicas y que en algunos de sus probables sitios blanco 

se sobrepone con sitios de unión de la ARN polimerasa (Dillon et al., 2012), sin embargo, 

hasta el momento no se ha demostrado interacción de LeuO con ARN polimerasa para 

activar la transcripción. La mayoría de los estudios relacionados con el mecanismo de 

regulación de LeuO, se han realizado sobre los genes donde actúa de manera positiva, es 

decir, donde dicho regulador promueve la transcripción. Se ha demostrado que, en S. Typhi, 

LeuO actúa como antirrepresor más que como un activador en los genes ompS2 

(Fernandez-Mora et al., 2004) y ompS1 (De la Cruz et al., 2007). En el caso de ompS1, H-

NS reprime su expresión (Flores-Valdez et al., 2003) y se demostró que LeuO desplaza al 

represor H-NS de la región reguladora de ompS1 permitiendo así que el activador OmpR 

active la transcripción (Fig. 8), (Fernandez-Mora et al., 2004, De la Cruz et al., 2007).  
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Fig. 8. Modelo del mecanismo regulación de LeuO como antirrepresor en el gen ompS1 en S. 

enterica serovar Typhi. Se muestra la región reguladora de ompS1, los promotores P1 y P2, las 

seis cajas de unión de OmpR. A) Unión de H-NS a los dos sitios de nucleación en las cajas de unión 

de OmpR I y IV. B) polimerización de H-NS lo que impide el acceso a la ARN polimerasa. C) 

Unión de LeuO al sitio I, lo que resulta en el desplazamiento de H-NS y la des-represión de la 

transcripción (De la Cruz et al., 2007).   

 

 

En el modelo del “mecanismo de relevo de promotor”, participa el super-

enrrollamiento local del ADN, H-NS, LeuO y Lrp  (Fang & Wu, 1998b, Fang & Wu, 

1998a). En este modelo, en condiciones de limitación de nutrientes, Lrp activa al promotor 

de ilvIH, lo que conduce a un cambio en el super-enrrollamiento del ADN, donde se expone 

la región reguladora de leuO, permitiendo así su transcripción. A su vez, LeuO delimita la 

extensión de H-NS hacia su promotor (lo que sugiere una autorregulación positiva) y al del 

operón leuABCD, contrarrestando así la represión (Fig. 9), (Chen et al., 2001, Chen et al., 

2003, Chen & Wu, 2005, Chen et al., 2005).  
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Fig. 9. Modelo de regulación de LeuO, “mecanismo de relevo de promotor”. Mecanismo de 

regulación de leuO que involucra la dinámica de “looping” en el DNA provocado por la posible 

interacción de LeuO-LeuO. La afinidad de unión de LeuO a los sitios AT7 –AT3, río debajo del 

sitio de unión LCR-II, uno de los tres sitios de unión de LeuO en el grupo de genes ilvIH-leuO-

leuABCD, puede ser determinante para la frecuencia y estabilidad de formación de los “loops en el 

ADN” durante la expresión  genética de este grupo de genes. También la competencia de unión por 

el sitio de unión LCR-II que se sobrepone con los sitios de unión de Lrp, el regulador positivo del 

operón ilvIH. A) Lrp podría ayudar a la unión de LeuO al sitio LCR-II, lo cual explicaría la 

transcripción de leuO cuando está activada la transcripción de ilvIH, localizada 1.5 kb río abajo 

como primer paso en mecanismo de relevo de promotor.   
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Hasta el momento, únicamente en los estudios del “mecanismo de relevo de 

promotor” es donde se  ha propuesto que LeuO requiere de la formación de oligómeros 

para unirse en su propia región reguladora y ejercer su función al (Chen et al., 2003, Chen 

& Wu, 2005). Además, por predicción de sitios de unión al ADN en S. Typhimurium, se ha 

sugerido que coincide con los sitios a los cuales se unen los LTTRs que han mostrado 

formar tetrámeros (Dillon et al., 2012).  

 

2.3.  Oligomerización de los LTTRs y el extremo carboxilo  

 

Se ha mencionado que el extremo carboxilo de los LTTRs está relacionado con la 

unión y respuesta al co-inductor, sin embargo también existen datos que sugieren que 

además tiene una función importante en la formación de oligómeros. De acuerdo a lo 

anterior, para algunos LTTRs que forman tetrámeros como NahR, CysB y OxyR y CysB; 

se ha observado que remociones en el extremo carboxilo de 9, 16 o 22 residuos, afectan 

principalmente su capacidad de reprimir la transcripción y de unirse al ADN, debido a 

defectos en la oligomerización (Shell, et al 1990; Jourdan y Stauffer 1998; Kullik, et al 

1995; Lochowska, et al 2001). Mutantes puntuales en OxyR (E225K y A233V) y CysB 

(A227D), ubicadas en el extremo carboxilo, pierden la capacidad de reprimir, sin embargo 

conservan la capacidad de activar la transcripción pero no responden al co-inductor, lo que 

las convierte en activas constitutivas. También, se observó que estas mutantes pierden la 

capacidad de formar tetrámeros, aunque se unen a ADN como dímeros (Kullik, et al 1995; 

Lochowska, et al 2001).  

Por otro lado, para MetR y Nac, se determino que forman dímeros y ciertas 

remociones en su extremo carboxilo no afectan de manera drástica su función 

transcripcional, ya que la mayoría de las proteínas con remociones fueron capaces de 

activar o reprimir a niveles similares de la proteína silvestre. Esto sugiere que estas 

proteínas incompletas se unen al ADN y que conservan la capacidad de dimerizar, esto 

último puede deberse a que no se afectó su LH, involucrada con la formación de dímeros 

(Maxon et al., 1990, Muse & Bender, 1999, Muraoka et al., 2003, Zhou et al., 2010).  
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3.  HIPÓTESIS: 

 

LeuO de S. Typhi requiere al menos de su extremo carboxilo para formar 

oligómeros, lo cual es importante para ejercer sus funciones como regulador 

transcripcional. Además, el dominio de unión a ADN (DBD) y la región central podrían ser 

importantes para la formación de oligómeros. 

 

4.  OBJETIVO GENERAL: 

 

Determinar el estado oligomérico del regulador LeuO de S. Typhi, así como el 

efecto de mutaciones en el dominio de unión a ADN, región central, y remociones en el 

dominio carboxilo, en la formación de oligómeros y en su función reguladora.  

 

4. 1  OBJETIVOS PARTICULARES: 

 

• Determinar el estado oligomérico del regulador LeuO mediante la purificación de la 

proteína por cromatografía de afinidad y posteriormente, por cromatografía de 

exclusión molecular. 

• Realizar mutagénesis sitio dirigida en los dominios de unión a ADN y el 

subdominio RDI central y carboxilo terminal  

• Realizar remociones en el extremo carboxilo de LeuO. 

• Evaluar si las mutantes están afectadas en oligomerización. 

• Analizar las diferentes mutantes de LeuO en su capacidad de inducir o reprimir la 

expresión de ompS1 y tpx, respectivamente. 

• Determinar la capacidad de unión al ADN de las mutantes puntuales y de las 

proteínas con remociones en el extremo carboxilo. 
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5.  MATERIALES Y MÉTODOS 

 

5.1 Cepas y condiciones de crecimiento 

Las cepas bacterianas, plásmidos y oligonucleótidos utilizados en este trabajo se 

enlistan en la tablas 1, 2 y 3, respectivamente. Los cultivos con las diferentes cepas 

bacterianas se crecieron en un pre-cultivo de LB a 37oC, en agitación por aproximadamente 

12 horas. Posteriormente, los cultivos fueron lavados y homogenizados en PBS hasta una 

DO590= 1.0, y se utilizaron para inocular en matraces con 100 mL de medio LB o Medio 

Nutritivo (MN) a 37oC en agitación a 200 rpm. En cada cultivo se agregaron los 

antibióticos correspondientes a las concentraciones especificadas en la Tabla 4.  

 

5.2  Transformación de las cepas bacterianas 

Las bacterias se prepararon para ser electrocompetentes y se utilizaron para 

transformar con los diferentes plásmidos utilizados en este trabajo. Para comprobar la 

presencia de los plásmidos recombinantes, a las clonas candidatas se les extrajeron los 

plásmidos por medio de la técnica de lisis alcalina (Miniprep). Los procedimientos se 

realizaron de acuerdo a los descritos en Guadarrama, C., 2007. 

 

5.3  Construcción de las mutantes puntuales 

Las diferentes mutantes en el dominio de unión a DNA o RDI (subdominio central y 

terminal) de LeuO, se generaron por mutagénesis sitio-dirigida, sustitución en un solo 

nucleótido mediante la técnica de oligonucleótidos sobrepuestos (Ito, W, et al., 1991). Para 

generar las sustituciones por alanina en los residuos L27, L46, S54, L60, T79, P139, S310, 

V311, C312, K313 y R314, conteniendo una etiqueta de 6 histidinas, los fragmentos de 

ADN se generaron mediante la técnica de Reacción en Cadena de la Polimerasa PCR (por 

sus siglas en inglés), utilizando como molde el plásmido pFMTrcleuO-50 (Tabla 2). En una 

primera ronda se utilizaron los pares de oligonucleótidos correspondientes para cada 

mutante, los fragmentos obtenidos para cada mutante se purificaron y se mezclaron, siendo 

el molde en una segunda ronda de PCR utilizando los oligonucleótidos en común 

Trc99ACG3’ y Trc99ACG5’ (Tabla 3).  
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Los fragmentos conteniendo los genes completos para cada mutante fueron 

digeridos con las enzimas de restricción NcoI y BamHI y fueron clonados mediante 

reacción de ligación con la enzima T4 DNA ligasa (Promega), en el vector de 

sobreexpresión pFMTrc12, digerido también con NcoI y BamHI. Se generaron los 

diferentes plásmidos pLeuOL27A, pLeuOL46A, pLeuOS54A, pLeuOL60A, pLeuOT79A, 

pLeuOP139A pLeuOS310A, pLeuOV311A, pLeuOC312A, pLeuOK313A y 

pLeuOR314A. 

 

5.4  Construcción de las mutantes con remociones en el extremo carboxilo 

Para la construcción de las mutantes con remociones de 5, 10, 15,  20, 30 y 100 

aminoácidos en el extremo carboxilo LeuO, conteniendo una etiqueta de 6 histidinas, se 

utilizó la técnica de PCR utilizando como templado el plásmido pFMTrcleuO-50, para 

generar los fragmentos a partir del gen leuO completo, se utilizaron los oligonucleótidos 

correspondientes para cada remoción y el común Trc99ACG5’. Los diferentes fragmentos 

fueron digeridos con las enzimas NcoI y BamHI y se clonaron en el vector de sobre 

expresión pFMTrc12, generando los plásmidos: pLeuO1-309, pLeuO1-304, pLeuO1-299, 

pLeuO1-294, pLeuO1-284, pLeuO1-214.  

Para generar los plásmidos utilizados en el sistema genético basado en LexA, los 

fragmentos se obtuvieron por PCR con los oligonucleótidos LeuO-Bgl y LeuO-RKpn y se 

utilizó como templado los plásmidos correspondientes para LeuO silvestre y cada mutante 

puntual: pFMTrcleuO-50, pLeuOL27A, pLeuOL46A, pLeuOS54A, pLeuOL60A, 

pLeuOT79A, pLeuOP139A pLeuOS310A, pLeuOV311A, pLeuOC312A, pLeuOK313A y 

pLeuOR314A; y para las diferentes remociones: pLeuO1-309, pLeuO1-304, pLeuO1-299, 

pLeuO1-294, pLeuO1-284, pLeuO1-214. Los fragmentos obtenidos y así como el vector 

pSR658A fueron digeridos con las enzimas BglII y KpnI y se hizo la clonación mediante la 

reacción de ligación en pSR658A. Los plásmidos generados: pLexA-LeuOL27A, plexA-

LeuOL46A, pLexA-LeuOS54A, pLexA-LeuOL60, pLexA-LeuOT79A, pLexA-

LeuOP139A, y pLexA-LeuOS310A pLexA-LeuOV311A pLexA-LeuOC312A, pLexA- 

pLexA-LeuOK313A, pLexA-LeuOR314A, pLexA-LeuO1-314 (silvestre), pLexA-LeuO1-

309 pLexA-LeuO1-304 pLexA-LeuO1-299 pLexA-LeuO1-294 pLexA-LeuO1-284 pLexA-

LeuO1-214; fueron utilizados para los ensayos de dimerización.  
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Para generar los plásmidos utilizados para la sobreexpresión de LeuO silvestre y las 

diferentes mutantes, los plásmidos que contienen los genes leuO silvestre y mutantes y 

fueron digeridos con las enzimas NcoI y HindIII para ser clonados en el vector pMPM-T6Ω 

el cual tiene el promotor pBAD, inducible por arabinosa, dando origen a los plásmidos 

pMPMleuO-1His (silvestre), pMPMLeuOL27A, pMPMLeuOL46A, pMPMLeuOS54A, 

pMPMLeuOL60A, pMPMLeuOT79A, pMPMLeuOP139A y pMPMLeuO1-299, 

pMPMLeuO1-284.  

En todos los casos los plásmidos generados derivados de pFMTrcleuO-50, 

pSR658A, pMPM-T6Ω, fueron secuenciados en la unidad de síntesis y secuenciación del 

Instituto de Biotecnología para verificar la presencia del inserto así como la secuencia de 

nucleótidos correcta.  

 

5.5  Expresión y purificación de LeuO y las mutantes por cromatografía de afinidad 

Para sobreexpresar LeuO, el plásmido pMPMleuO-1His se introdujo en la cepa 

BL21 (DE3) pLysS (Tabla 1). La purificación de LeuO silvestre utilizada para los 

experimentos de cromatografía de exclusión molecular, se realizó en condiciones nativas 

como sigue: la cepa fue crecida en medio de cultivo LB (1 Litro) a 37oC hasta una DO590= 

0.6. En este punto se añadió al cultivo 0.1% de arabinosa y el cultivo se incubó por 4 horas 

más, después de las cuales se cosecharon las células por centrifugación y se homogenizaron 

en el amortiguador 1 (50 mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 20 mM de imidazol). Una vez en 

el amortiguador las células se sometieron a lisis con ayuda de la Prensa de French. La 

proteína LeuO se purificó por cromatografía de afinidad usando una columna cargada con 

resina de agarosa Ni-NTA (QIAGEN).  Se realizaron lavados en varios amortiguadores: 50 

mM NaH2PO4, 500 mM NaCl, 20 mM de imidazol, lisozima (1mg/mL), tritón X-100 (1 

%), variando la concentración de imidazol a: 80 mM de imidazol, 100 mM de imidazol, 

150 mM de imidazol. Finalmente la proteína se desprendió con el amortiguador, 50 mM 

NaH2PO4, 5 mM de β-Mercaptoetanol, 0.1% de Tween, 20 % de glicerol y 300 y 500 mM 

de imidazol según fuera el caso. La proteína se guardó a – 20 o C hasta su uso en ensayos 

posteriores. Para las mutantes LeuOL27A, LeuOL46A, LeuOS54A, LeuOL60A, 
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LeuOT79A, LeuOP139A, y las proteínas LeuO1-309, y LeuO1-284, así como para LeuO 

silvestre, se usaron las siguientes condiciones: las cepas se crecieron en 200 mL de LB a 

37oC a 200 rpm por 2 horas, después de lo cual se agregó al cultivo 0.1% de arabinosa y fue 

incubado a 16oC por 20 horas, para que después las células fueron colectadas por 

centrifugación y homogenizadas en amortiguador de fosfatos. Posteriormente las células se 

sometieron a rompimiento por sonicación y se realizó la purificación en condiciones nativas 

descritas anteriormente. 

La proteína LeuO silvestre fue purificada en condiciones desnaturalizantes de 

acuerdo al procedimiento descrito anteriormente (De la Cruz et al., 2007); sin embargo se 

realizaron las modificaciones descritas a continuación. La cepa fue crecida en medio de 

cultivo LB (1 Litro) a 37oC hasta una DO590= 0.6 añadiendo en este punto 0.1% de 

arabinosa. El cultivo se incubó por 4 horas más, después las células se cosecharon por 

centrifugación y se homogenizaron en el amortiguador 8 M de urea, 100 mM NaH2PO4, 10 

mM Tris-HCl (pH 8.0), y se sometieron a sonicación. Los sobrenadantes fueron usados 

para cromatografía de afinidad usando una columna cargada con resina de agarosa Ni-NTA 

(QIAGEN). Las fracciones con LeuO fueron seleccionadas por SDS-PAGE y fueron 

sometidas a diálisis a 4oC, con amortiguadores con concentraciones decrecientes de urea (4, 

1 y 0.2 M) y finalmente se dializó en el amortiguador de almacenamiento descrito 

anteriormente para LeuO purificada en condiciones nativas. 

 

5.6  Cromatografía de exclusión molecular o filtración en gel  

Para el análisis de LeuO silvestre por cromatografía de exclusión molecular, se 

utilizó una columna con Sephacryl S-200 (Amersham Biosciences) la cual se equilibró en 

amortiguador 500 mM NaCl, 50 mM NaH2PO4.. La determinación de la curva estándar se 

realizó con el estuche comercial de proteínas de peso molecular conocido (Sigma). Primero, 

se aplicó Azul de Dextrán que tiene una masa molecular de 2, 000,000 Da, y después se 

sometió la columna a un flujo de volumen constante de 1.2 ml/min de amortiguador 500 

mM NaCl, 50 mM NaH2PO4,. Se registró el volumen donde se marca el pico máximo de 

lectura a 280 nm producido por el Azul de Dextrán: este valor se tomó como el volumen de 

exclusión o volumen muerto de la columna (Vo). Posteriormente se inyectaron las proteínas 
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de peso molecular conocido y se registró el volumen de desprendimiento máximo, Ve, para 

cada una.  

La curva estándar de la columna se realizó graficando los valores del factor Ve/Vo 

de cada una de las proteínas: estos valores se tomaron como variable independiente, contra 

la masa molecular de los marcadores como variable dependiente, en escala semi-

logarítmica. Esta curva se utilizó para determinar el estado oligomérico de LeuO, para lo 

cual en la columna se inyectó la preparación de LeuO (muestra problema) y se registró el 

pico máximo de desprendimiento. Los valores se graficaron y el peso molecular de LeuO se 

obtuvo mediante la ecuación de la recta obtenida.  

 

5.7  Electroforesis de proteínas por SDS-PAGE 

La electroforesis SDS-PAGE de las proteínas se realizó en un sistema de 

electroforesis vertical (BioRad System). Se utilizaron geles a una concentración del 15% de 

poliacrilamida. Los geles se visualizaron mediante su tinción con azul de coomassie. 

 

5.8  Geles de poliacrilamida en condiciones nativas (PAGE-NC) 

 Las proteínas purificadas fueron analizadas en geles de poliacrilamida al 10 % en 

condiciones nativas con Tris-HCl pH 8.0, se sometieron a electroforesis a 20 miliamperios. 

Después de la electroforesis el gel se tiñó mediante la técnica de tinción con plata. Se 

incuba con metanol 40%, ácido acético 10% por una hora, posteriormente se incuba dos 

veces con metanol 10%, ácido acético 5% por media hora. Después se incuba por 10 

minutos con solución fijadora 1 X (solución stock 10 X 5 gramos de dicromato de potasio, 

1 mL de 70% de ácido nítrico), se lavó con agua. Se agregó 0.17% de nitrato de plata y se 

lavó con agua. Para revelar, se agregó solución de revelado de tiosulfato (15 gramos de 

carbonato de sodio, 0.5 ml de formaldehido al 37%, 0.2 mL de tiosulfato de sodio al 1%); 

después de que las bandas adquieren la intensidad deseada se detiene la reacción de 

revelado agregando ácido acético al 5%.  
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5.9  Ensayos de cambio de movilidad electroforética (“Electrophoretic Mobility Shift 

Assay”, EMSA) 

Por la técnica por PCR con la enzima Taq (Altaezyme), se amplificaron los 

fragmentos de la región reguladora de ompS1 contienen los sitios de unión de LeuO, F1 

(oligonucleótidos 310b-1 y 310b-8), F2 (oligonucleótidos 310b-3 y 310b-8) y F+1 

(oligonucleótidos 310-(+) y 310b-1); el fragmento del gen ler (oligonucleótidos ler-Kpn y 

ler-15F), utilizado como control negativo (CN). Se utilizaron como templado los plásmidos 

pRO310 y pTEPLer1 (Tabla 2 y Tabla 3). Para los EMSAs no radioactivos, los 

fragamentos de ADN se incubaron concentraciones crecientes de LeuO silvestre y 

diferentes mutantes purificadas, en el regulador de unión (Tris HCl pH 7.5 30 mM, NaCl 

240 mM, EDTA 3 mM, β-mercaptoetanol 30 mM, DTT 3 mM, Glicerol 20 mM). 

Posteriormente, se aplicaron en geles de poliacrilamida nativa al 6% en TBE y se 

sometieron a electroforesis. Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y se observaron en 

un transiluminador de luz ultravioleta, Alpha-Imager (Alpha Innotech). 

El fragmento F+1 se etiqueto en el extremo 5’ con (γ-32P) dATP con 3,000 Ci 

mmol-1) (Amersham Corporation) con la cinasa de polinucleótidos (Invitrogen) y los 

fragmentos fueron purificados con un estuche de extracción de gel (QIAGEN). Los EMSAs 

se realizaron con la mezcla  en 20 µl finales de: F+1 marcado radioactivamente, poly (dI-

dC) como un competidor de ADN no específico, así como LeuO silvestre o las diferentes 

mutantes purificadas en concentraciones crecientes, las reacciones se incubaron por 20 

minutos a 4oC, las cuentas finales fueron de 15,000 cpm (Fig. 12) y 20,000 cpm (Fig. 17). 

Posteriormente, fueron sujetos a electroforesis en geles de poliacrilamida nativa al 6% en el 

amortiguador Tris-boratos EDTA (TBE) (pH 8.0). Los geles fueron secados y analizados 

por auto radiografía para observar las bandas que emitieran radioactividad.. 

 

5.10  Inmunodetección (“western blot”) 

Las diferentes cepas se cultivaron hasta una D.O=0.6 y se les agregó 1 mM de IPTG 

para inducir la expresión de las proteínas. Se tomaron las muestras y se sometieron a SDS-

PAGE; después las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0.22 µm 

de poro (Amersham) en una cámara de transferencia semi-húmeda (BioRad). La membrana 
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se bloqueó con leche semi-descremada al 5 % en el regulador PBS-Tween en agitación a 

4oC. La membrana se lavó con amortiguador PBS-Tween y se incubó con el anticuerpo 

primario, anti-LeuO (1:500)  y anti-LexA (1:2500); posteriormente, se incubó con la 

dilución 1:10,000 del anticuerpo secundario (anti-conejo y anti-ratón) acoplado a la 

peroxidasa (Biomeda). La membrana se reveló con el estuche comercial de 

quimioluminiscencia Chemi-Glow (Alpha Innotech) y se expuso a una película fotográfica 

a diferentes tiempos. 

 

5.11  Ensayo de la actividad específica CAT  

La actividad enzimática CAT de las fusiones transcripcionales al gen reportero cat, 

se realizó  creciendo las cepas que contuvieran los plásmidos en medio nutritivo MN, con 

IPTG (100 µM) para inducir la expresión de LeuO silvestre y mutantes. Se determinó la 

concentración de proteínas con el estuche comercial BCA (Pierce) y la actividad enzimática 

con acetil-CoA, cloranfenicol y 5,5 ditio-bis (2-ácido nitro benzoico) (DNTB, Research 

Organics) en un lector de microplacas computarizado tipo Ceres (Biotek) y el programa 

KC3. La actividad específica de CAT se determinó dividiendo la actividad obtenida entre la 

concentración de proteína de cada extracto y se expresó como µmol/mg/min. 

 

5.12  Sistema de interacción proteína-proteína en bacterias basado en LexA 

Para evaluar la dimerización de LeuO silvestre y de las diferentes mutantes 

generadas, se utilizó el sistema de interacción proteína-proteína de LexA. Se fusionó la 

proteína de interés al extremo amino de LexA (dominio de unión a una secuencia 

operadora), la cual en caso de dimerizar permite la formación de un dímero funcional de 

LexA, el cual reprime la expresión de una fusión cromosomal sulA-lacZ en la cepa SU101 

(Dmitrova et al., 1999). Los diferentes plásmidos se introdujeron en la cepa SU101 de E. 

coli. Además, como controles positivos de dimerización se utilizaron los plásmidos 

p658HNS y pler-1-123 (Bustamante y Medrano datos no publicados), respectivamente. Las 

muestras se procesaron para determinar la actividad de β-galactosidasa de acuerdo a lo 

reportado anteriormente (Oropeza et al., 1999) y en Guadarrama, C., 2004. 
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6.  RESULTADOS 

 

6.1  Análisis de la unión de LeuO al ADN (región reguladora de ompS1), purificada en 

condiciones nativas y desnaturalizantes.  

 

Se ha demostrado que LeuO es capaz de unirse a la región reguladora de sus genes 

blanco, en ensayos in vitro, en los denominados “footprinting assays” (pisadas o protección 

a DNAsa) y EMSA (“electrophoresis mobility shift assay”). Estos análisis se han realizado 

con LeuO purificada en condiciones nativas o en condiciones desnaturalizantes (Fernandez-

Mora et al., 2004, De la Cruz et al., 2007).  

Para obtener LeuO, se utilizó la cepa BL21pLys (Tabla 1) transformada con el plásmido 

pMPMLeuO-His (contiene el gen leuO de S. Typhi) (Tabla 2). La expresión se indujo con 

arabinosa (1%). Posteriormente LeuO se purificó mediante condiciones desnaturalizantes 

(LeuO-6xHis-DC) y condiciones nativas (LeuO-6xHis-NC), (Materiales y Métodos). 

Para verificar la capacidad de LeuO-6xHis-DC y LeuO-6xHis-NC de unirse al ADN 

se realizaron EMSAs, con los fragmentos de ADN F1 y F2, de la región reguladora de 

ompS1, que contienen los dos sitios de unión de LeuO (De la Cruz et al., 2007). Como 

control negativo (CN), se usó un fragmento de ADN de la región estructural del gen ler de 

E. coli enteropatogénica (EPEC), el cual se ha observado que no retarda en presencia de 

LeuO o de H-NS (Flores-Valdez et al., 2003, De la Cruz et al., 2007). Al analizar el EMSA 

realizado con LeuO-6xHis-DC no se observó ningún complejo de interacción proteína-

ADN, incluso a concentraciones mayores de proteína. Esto contrasta con lo observado 

previamente, donde LeuO purificada en condiciones desnaturalizantes se une a los 

fragmentos F1 y F2, (De la Cruz et al., 2007); a las mismas concentraciones evaluadas en 

este estudio. Estos resultados sugieren que la preparación de LeuO obtenida en este estudio 

podría ser diferente a la obtenida anteriormente y por lo tanto no pudimos ver interacción. 

Por otro lado, al analizar LeuO-6xHis-NC se observa que se une eficientemente a ambos 

fragmentos F1 y F2, desde la concentración más baja de proteína y no se observa unión al 

control negativo (CN), (Fig. 10). 
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Fig. 10. EMSA con LeuO-6xHis-DC y LeuO-6xHis-NC. Unión de LeuO purificada en 

condiciones nativas y condiciones desnaturalizante a los fragmentos F1 y F2 correspondientes a la 

región reguladora de ompS1 de S. Typhi y CN correspondientes a la región estructural de ler de E. 

coli). Se muestran las concentraciones de LeuO-6xHis-DC y LeuO-6xHis-NC utilizadas, de manera 

creciente de izquierda a derecha (µM).  

 

 

6.2  LeuO de S. Typhi forma tetrámeros en solución  

 

Con base en los datos anteriores, se decidió purificar LeuO en condiciones nativas para 

determinar la clase de oligómeros que forma en solución, utilizando cromatografía de 

exclusión molecular (Materiales y Métodos). Previamente se obtuvo la curva de 

calibración, utilizando un estuche con varias proteínas de pesos moleculares conocidos 

(PM, kDa) y Blue de Dextran (2000) para determinar el volumen muerto (Vo). 

Posteriormente, registramos el volumen de elusión (Ve) de las diferentes proteínas 

estándares (Tabla 6).  

La curva de calibración (Fig.  11 A), se realizó con el ajuste de los datos obtenidos y 

mediante regresión lineal se obtuvo la ecuación de la recta: y = 6922.1e (-3.0248x)  
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Tabla 1. Pesos Moleculares de proteínas conocidas, PM (kDa), el volumen de elusión (Ve) donde se 

registra el pico máximo de elusión y el factor Ve/Vo, donde Vo es el volumen muerto de la columna 

o volumen de exclusión determinado por el pico de desprendimiento del Azul de Dextrán (detectado 

a 280 nm). 

 

 

Posteriormente se analizó la proteína LeuO por duplicado: en ambos experimentos se 

observó un solo pico de desprendimiento y se registró el Ve de 118 y 114 mL, 

respectivamente (116 mL, promedio), donde la relación Ve/Vo = 1.28 (Fig.  11 B). Este 

dato se agregó a la curva de calibración (Fig. 11 A), y con este valor se obtuvo el peso 

molecular aparente (PMA) o RMM (Relative Molecular Mass) de LeuO mediante la 

siguiente ecuación: 

 

             PMALeuO =  6922.1 e (-3.0248)* (1.28) 

             PMALeuO = 140.75 kDa 

 

Con el valor PMA de LeuO y con la siguiente relación: RMM/35.7 (kDa), siendo el valor 

último el peso molecular del monómero, se obtuvo que LeuO-6XHis-NC consta de 4 

subunidades (Fig. 11 B). Por lo tanto LeuO forma tetrámeros en solución.  

 

Proteínas PM (kDa) Ve (ml) Ve/Vo 

Azul Dextran 2000 90 1.0 

β-amilasa 200 108 1.2 

Alcohol deshidrogenasa 150 117 1.3 

Albúmina 66 129 1.43 

Anhidrasa carbónica 29 167 1.86 

Citocromo C 12.4 187 2.08 
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Fig. 11. Cromatografía de exclusión molecular de LeuO. LeuO silvestre purificada en 

condiciones nativas (2µg/3ml) fue analizada en una columna de Sephacryl S-200: (A), curva de 

calibración obtenida con los valores de los logaritmos de los pesos moleculares de las proteínas 

estándares versus sus valores (Ve/Vo) respectivos. (B), valores Ve y Ve/Vo de las muestras de LeuO 

obtenidos y el promedio de dos experimentos independientes; el PMA para LeuO se incorporó a la 

curva estándar (circulo). 

 

 

6.3  Análisis de LeuO, purificada en condiciones nativas y desnaturalizantes por 

PAGE en condiciones nativas 

 

Con la finalidad de determinar las diferencias entre las preparaciones de proteína 

LeuO-6XHis-NC y LeuO-6XHis-DC, estas se analizaron en geles de poliacrilamida en 

condiciones nativas (PAGE-CN), y tenidos con la técnica de tinción con plata (Materiales y 

Métodos). Al analizar LeuO-6XHis-NC, se observa una sola banda muy intensa (Fig. 12 

A), la cual corresponde al tetrámero. Esto de acuerdo a los resultados del experimento de 

cromatografía de exclusión molecular (Fig. 11), donde solo se observó un punto de elusión 
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y no se registró otra señal, que correspondiera a otras formas de la proteína (dímero o 

monómero).  

Por otro lado, al analizar a LeuO-6XHis-DC, se observaron otras bandas muy 

intensas que migraron más rápido en el gel nativo, comparadas con la banda que 

corresponde al tetrámero de LeuO-6XHis-NC (Fig. 12 A), las cuales parecen ser otras 

formas oligoméricas de LeuO. Esto se confirmó al analizar las preparaciones, LeuO-6XHis-

NC y LeuO-6XHis-DC por SDS-PAGE, teñidos con Coomassie (datos no mostrados) y por 

western-blot, con un anticuerpo anti-His; donde se observó una sola banda que corresponde 

al monómero de LeuO de 35.7 kDa (Fig. 12 B). Lo anterior comprueba principalmente para 

la preparación de LeuO-6XHis-DC que las bandas observadas por PAGE-NC no son 

productos de degradación. 

 

6.4  El tetrámero de LeuO se une al ADN  

 

Debido, a que no se observó unión al ADN con LeuO-6XHis-DC y con la finalidad de 

analizar con mayor detalle las diferencias en la unión al ADN de LeuO-6XHis-NC 

(tetrámero) y de LeuO-6XHis-DC (diferentes formas oligoméricas), se realizaron EMSAs 

utilizando una sonda radioactiva para obtener mayor sensibilidad. Se utilizó el fragmento 

F+1 de la región reguladora del gen ompS1 de S. Typhi (Fig. 12 C), el cual contiene la 

región promotora así como los sitios de unión de LeuO (De la Cruz et al., 2007). Como se 

muestra en la Fig. 12 D, LeuO-6XHis-NC se une al fragmento F+1 desde 0.050 µM, 

además, se observa que todo el fragmento se retarda a una concentración de 0.6 µM de 

LeuO. Por otro lado, este ensayo permitió observar que LeuO en la preparación LeuO-

6XHis-DC se une al ADN, sin embargo se requiere de 10 veces más proteína para retardar 

el mismo fragmento de ADN retardado con LeuO-6XHis-N (Fig. 12 E y F). Debido a la 

sensibilidad del ensayo en ambos EMSAs se observó otra banda que también es retardada, 

en su movilidad sin embargo, no parece corresponder al complejo LeuO-ADN.  
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Fig. 12. El tetrámero de LeuO se une a ADN con mayor afinidad. (A), análisis de LeuO (1.5 µg 

por línea) en PAGE-NC (electroforesis en condiciones nativas en gel de poliacrilamida al 10 %); 

purificada en condiciones nativas (LeuO6xHis-NC) y condiciones desnaturalizantes después de la 

diálisis (LeuO-6xHis-DC). (B), western blot anti-His, después de SDS-PAGE. (C), Esquema del 

fragmento F+1, de la región reguladora del gen ompS1 de S. Typhi. (D y E), EMSAs con el 

fragmento F+1 marcado con P-32 y concentraciones crecientes de LeuO6xHis-NC (Tetrámero) y 

LeuO-6xHis-DC (probables formas: Monómero>Dímero>Trímero>Tetrámero). 
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6. 5  Diferentes formas oligoméricas de LeuO en la preparación LeuO6x-His-DC 

 

Debido a que al analizar LeuO-6XHis-DC en el gel nativo se podía observar una banda 

a la altura donde migra el tetrámero de LeuO, la cual es de baja intensidad (Fig. 12 A); se 

realizaron otros geles nativos y en la preparación de LeuO-6XHis-DC se puede apreciar 

claramente una banda que migra a la altura donde se observa el tetrámero de LeuO (Fig. 13 

A). Estos resultados sugieren que en este experimento al purificar LeuO en condiciones 

desnaturalizantes, el proceso de diálisis permitió el replegamiento de la proteína y la 

formación de tetrámeros, aunque en proporciones muy bajas. Esto podría explicar porqué 

con esta preparación se observa unión al ADN, aunque se requiere mayor concentración, 

debido a que existe muy poco tetrámero. Estos datos sugieren que el tetrámero de LeuO es 

la forma oligomérica que se une al ADN con mayor afinidad a diferencia de las formas que 

se observan en LeuO-6XHis-DC purificada en condiciones desnaturalizantes. También 

existe la posibilidad de que las otras formas oligoméricas observadas en LeuO-6XHis-DC 

se unan al ADN, sin embargo, al parecer la afinidad es muy baja ya que se requiere de una 

mayor concentración de proteína para ver unión al ADN.  

Debido a que en este estudio no se determinó por cromatografía de exclusión molecular 

la naturaleza oligomérica de las diferentes bandas observadas para LeuO6x-His-DC; se 

utilizó el análisis por geles nativos para comparar a LeuO6x-His-DC con la proteína Ler 

(Factor transcripcional de E. coli enteropatógena). Ler se ha caracterizado y se determinó 

que forma octámeros y dímeros en solución cuando es purificada en condiciones 

desnaturalizante (DC) y se observó la formación de octámeros cuando es purificada en 

condiciones nativas (NC), (Medrano-López et al., en preparación).  

El análisis por PAGE-NC de LeuO (35.7 kDa) y Ler (16 kDa), muestra que el tetrámero 

de LeuO presente en LeuO-6XHis-NC migra a la misma distancia que el octámero de Ler 

(128 kDa) (Fig. 13 A y B). Así mismo, en la preparación de LeuO-6XHis-DC, la banda que 

migra a la misma distancia que el tetrámero de LeuO también migra como el octámero de 

Ler. Al analizar a Ler purificada en condiciones desnaturalizantes (DC) se puede observar 

el octámero y además el dímero de Ler (32 kDa), el cual migra de manera similar a una de 

las bandas más abundantes de LeuO-6XHis-DC, la cual correspondería al monómero de 

LeuO (Fig. 13 B).  
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Más aún, al analizar a Ler silvestre (wt) y una mutante de Ler que forma tetrámeros 

(Ler mut, 64 kDa), ambas purificadas en condiciones nativas (NC), se puede observar el 

tetrámero en Ler silvestre (wt) y en la Ler mutante (mut): el tetrámero migra de manera 

similar a una de las bandas de menor intensidad observadas en LeuO-6XHis-DC (Fig. 13 

C). Por lo tanto de acuerdo al peso molecular ésta banda podría corresponder al dímero de 

LeuO (75 kDa aproximadamente). Sin embargo, para corroborar lo anterior LeuO-6XHis-

DC deberá someterse a análisis por cromatografía de exclusión molecular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. Diferentes formas oligoméricas de LeuO6xHis-DC, comparación con Ler. Análisis por 

PAGE-NC (electroforesis en condiciones nativas en gel de poliacrilamida al 10 %): LeuO-6xHis-

DC, LeuO-6xHis-NC (A). LeuO-6xHis-DC y Ler DC , (purificada en condiciones 

desnaturalizantes), monomero 16 kDa, dímero 32 kDa), (B). LeuO-6xHis-DC, Ler NC (purificada 

en condiciones nativas), Ler silvestre (wt) se observa el octámero (128 kDa) y en Ler mutante (mut) 

el tetrámero (64 kDa) (C). Las flechas indican las diferentes formas oligoméricas de las proteínas, 

cada carril se cargo con 1.5 µg de proteína. 
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6.6  Residuos localizados en el DBD y LH de LeuO afectan la dimerización mientras 

que residuos en el RD-I no intervienen en la formación de oligómeros 

 

El DBD, siendo la región más conservada entre los LTTRs, ha sido ampliamente 

estudiada documentándose que mutantes dentro de este dominio afectan la unión a ADN, 

así como la activación y represión transcripcional (Schell, 1993, Maddocks & Oyston, 

2008). Sin embargo, mutaciones en el DBD en algunos miembros de la familia, como 

CysB, OxyR y GcvA, mostraron defectos para oligomerizar (Kullik et al., 1995a, Jourdan 

& Stauffer, 1998, Lochowska et al., 2001). Además, la hélice enlazadora (LH), también 

participa en la formación de dímeros y el subdominio RD-I localizado en la parte central de 

la proteína es una región menos conservada (Fig. 14), la cual está involucrada en la unión y 

la respuesta al co-inductor (Schell, 1993, Muraoka et al., 2003, Sainsbury et al., 2009, 

Zhou et al., 2010).  

Para iniciar la caracterización de los dominios de LeuO, se analizó la participación 

del DBD, LH y subdominio RD-I central en la oligomerización, para lo cual se realizaron 

sustituciones por alanina en seis de los residuos más conservados localizados en estas 

regiones (Figs. 14 y 15 A) y se fusionaron al gene lexA, para ensayos de dimerización 

mediante el sistema de interacción basada en LexA. El sistema basado en LexA fue 

desarrollado para analizar la dimerización de proteínas in vivo, usando la cepa reportera 

SU101 de E coli, la cual contiene la fusión reportera cromosomal sulA::lacZ, que cuenta 

con los operadores para LexA: de esta manera, la formación de dímeros se requiere para el 

reconocimiento de dichos operadores y así reprimir la transcripción (Dmitrova et al., 1998, 

Daines & Silver, 2000). El DBD de LexA (residuos 1-128) se fusionó a la secuencia 

completa de LeuO de S. Typhi (residuos 1-314), y se usó como control positivo, debido a 

que se determinó que LeuO oligomeriza formando tetrámeros (Fig. 11). En la cepa SU101 

con pSR658-A, los niveles de actividad de la enzima β-galactosidasa reflejan la expresión 

constitutiva de la fusión sulA::lacZ: este nivel fue tomado como el 100% de expresión de la 

fusión. Los resultados muestran que LexA-LeuO1-314 (silvestre), con niveles de expresión 

entre 5-10%, reprime eficientemente la expresión de sulA::lacZ (Fig. 15 B); por lo que 

LeuO puede reemplazar el dominio de dimerización de LexA. 
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Fig. 14. Alineamiento múltiple de secuencias de varios LTTRs caracterizados y LeuO. De acuerdo al 

alineamiento con otros LTTRs el DBD de LeuO comprende del residuo 21 al 78, presentando una extensión 

de 20 residuos el extremo amino; LH abarca del residuo 79 al 105 y el RD del residuo 106 al 314. Los 

residuos sustituidos y las remociones están marcadas con círculos negros y líneas verticales segmentadas, 

respectivamente. El alineamiento y la predicción de estructura secundarias (hélices, cilindros; β -plegadas, 

flechas; y vueltas, líneas) de LeuO se realizaron con ClustalW y JalView (Clamp et al., 2004): el grado de 

identidad se marca con diferentes tonos de gris. Representación esquemática de los dominios de los LTTRS: 

Dominio de unión al ADN (DBD), hélice enlazadora (LH), Dominio Regulador, sub-dominios RD-I (central y 

terminal) y RD-II. Las secuencias de aa del alineamiento es la siguiente: LeuO (S. enterica serovar Typhi), 

CrgA (N. Meningitidis; GI:7188597), AphB (V. Cholerae; GI:5565924), OxyR (E. coli; GI:388479299), 

MetR (E. coli GI:388479422), BenM (A. baylyi ADP1; GI:2996626), CbnR (R. Eutropha, GI:4210464), TsaR 

(C. testosteroni T-2; GI:75499536), CysB (E. coli GI:1787530), ArgP(M. tuberculosis H37v; GI:15609122), 

AmpR (C. freundii GI:736669), GcvA (E. col; GI:388478824), NahR (P. Putida; GI:37220701), PDB numero 

de acceso para 3FZV (P. aeruginosa; Q9I6S0) and 2ESN (P. aeruginosa; Q9I641).  
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Se realizaron las sustituciones: L27A (ubicada al inicio del DBD), L46A, S54A, 

L60A (ubicadas en el motivo HTH), T79A (ubicada al inicio de la LH) y P139A (localizada 

dentro del subdominio RD-I central) (Fig. 14 y 15 A). Los resultados muestran que las 

quimeras presentan defectos para reprimir la expresión de sulA-lacZ; mostrando niveles de 

expresión de 65% para LexA-L27A, 85% para LexA-L46A y LexA-L60A y del 50% para 

LexA-T79A (Fig. 15 B). Por otro lado, las quimeras LexA-S54A y LexA-P139A fueron 

capaces de reprimir la expresión de la fusión sulA-lacZ tan eficientemente como LexA-

LeuO silvestre (Fig. 15 B). Se realizaron ensayos de western-blot, con extractos celulares 

conteniendo las fusiones LexA-LeuO silvestre y LexA-LeuO mutantes utilizando un 

anticuerpo anti-LexA, los cuales muestran la expresión de las proteínas quiméricas (Fig. 15 

C). Estos ensayos revelaron que los residuos ubicados en el DBD y la LH de LeuO, L27, 

L46, L60 y T79 son importantes para la dimerización, mientras que los residuos S54 y 

P139, este último ubicado en el RDI, no afectaron la dimerización; por lo tanto el DBD y 

LH de LeuO parecen estar involucrados en la oligomerización. 

Este sistema fue de gran utilidad para analizar la capacidad dimerización de las 

mutantes, debido a que la sobre expresión y purificación de las proteínas mutantes presento 

dificultades: se obtuvieron en bajas concentraciones  y con pureza no apta para su análisis 

por filtración en gel, o por geles de poliacrilamida en condiciones nativas.  

 

6.7  Las mutantes en el DBD, LH y RD-I (subdominio central) de LeuO, están 

afectadas en su función transcripcional 

 

Con los resultados anteriores se decidió analizar las mutantes (Fig. 15 A), 

localizadas en el DBD, LH y RD-I (subdominio central), en su capacidad para activar o 

reprimir la transcripción. Los genes que codifican para LeuO silvestre y para las seis 

variantes fueron clonados en el plásmido pFMTrc12 (Materiales y Métodos), los plásmidos 

resultantes: pFMTrcleuO-50 (silvestre), pLeuOL27A, pLeuOL46A, pLeuOS54A, 

pLeuOL60A, pLeuOT79A y pLeuOP139A, fueron utilizados para transformar la cepa 

IMSS-1, conteniendo los plásmidos reporteros pKK232-9 (ompS1) o pKK232-9 (tpx), cuya 

expresión se induce o se reprime en presencia de LeuO (Hernandez-Lucas et al., 2008). Los 

resultados presentados en la Fig. 15 D y 15 E, muestran que las mutantes L27A, L46A, 



 54 

S54A, L60A y T79A, son proteínas completamente defectuosas para inducir o reprimir la 

expresión de las fusiones ompS1::cat o tpx::cat, respectivamente.  

Sin embargo, la mutante P139A mostró un fenotipo distinto, en esta mutante se 

redujo diez veces su capacidad de inducir la transcripción de ompS1 al compararla con 

LeuO silvestre (Fig. 15 D); mientras que fue capaz de reprimir casi en su totalidad la 

expresión de tpx (Fig. 15 E). 

Para comprobar la expresión de las diferentes mutantes puntuales de LeuO, se 

realizó un ensayo de western-blot con extractos celulares de las cepas que expresan LeuO 

silvestre y las diferentes mutantes, utilizando un anticuerpo policlonal anti-LeuO. Como se 

puede observar en la Fig. 15 F, las mutantes, L46A, S54A, T79A y P139A se expresan a 

niveles similares a LeuO silvestre, mientras que L27A y L60A se expresaron a niveles más 

bajos.  

Estos ensayos muestran que las mutantes L27A, L46A, L60A y T79A perdieron la 

capacidad de regular la transcripción, algo esperado dado que mostraron defectos en la 

formación de dímeros (Fig. 15 B). Por otro lado, la mutante S54A, la cual forma dímeros 

de manera tan eficiente como LeuO silvestre (Fig. 15 B), fue totalmente defectuosa para 

inducir o reprimir la transcripción (Fig. 15 D y 15 E). Es factible que esta mutante haya 

perdido su capacidad de unión a ADN, ya que el residuo Ser54 se localiza en el motivo 

HTH (Fig. 14 y 15A). La mutante P139A, la cual presenta un fenotipo por demás 

interesante, debido a que a pesar de dimerizar (Fig. 15 B) sólo induce la expresión de 

ompS1 a niveles muy bajos, pero fue capaz de reprimir la transcripción de tpx casi es su 

totalidad (Fig. 15 D y 15 E); y se expresó en cantidades similares a LeuO silvestre (Fig. 15 

F). Es muy probable que esta mutante mantenga la capacidad de unirse de manera eficiente 

a la región reguladora de tpx, pero se una con menor afinidad a la región reguladora de 

ompS1.  
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Fig. 15. Análisis de dimerización y función transcripcional de LeuO silvestre y las diferentes mutantes 

puntuales en el DBD y RD-I. Representación esquemática de los dominios de los LTTRs: Dominio de unión 

a ADN (DBD), el motivo HTH, y la hélice enlazadora (LH), Dominio Regulatorio C-terminal RD-I (central, 

C-terminal) y RD-II; ubicación de los seis residuos sustituidos por alanina (A). Análisis de dimerización con 

el sistema basado en dos híbridos de LexA, la expresión de la fusión sulA::LacZ en la cepa SU101 con 

pSR658A (vector), refleja la expresión constitutiva de la fusión, fue ajustada como el 100 %; o con pLexA-

LeuOL27A, pLexA-LeuOL46A, pLexA-LeuOS54A, pLexA-LeuOL60A, pLexA-LeuOT79A y pLexA-

LeuOP139A (B). Análisis de western blot con extractos de células con LexA-LeuO silvestre, LexA con las 

diferentes sustituciones por alanina en residuos en el DBD y RD-I (C), se utilizaron los anticuerpos anti-LexA 

y anti-DnaK (control de carga). Los cultivos se crecieron en LB hasta una OD600= 1.0 y la expresión de las 

proteínas se indujo con IPTG (1 mM). Perfil de la expresión de ompS1 y tpx fusionado al gen reportero cat en 

S. Typhi, con LeuO silvestre o las diferentes mutantes con sustituciones por alanina: L27A, L46A, S54A, 

L60A, T79A y P139A, (D y E). Expresión de LeuO Silvestre y las diferentes mutantes, se utilizó un 

anticuerpo policlonal anti-LeuO y anti-DnaK (control de carga), (F). Las cepas crecieron en medio MN a 

OD595= 1.0, la expresión de las proteínas se indujo con IPTG (100 µM).  
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6.8  Las mutantes en el DBD, LH y RD-I (subdominio central) de LeuO no se unen al 

ADN 

Debido a que las mutantes en el DBD, LH y RD-I (subdominio central) mostraron 

defectos para formación de dímeros y en actividad transcripcional, se determinó su 

capacidad de unión al ADN. Se realizaron EMSAs, utilizando el fragmento de ADN (F+1) 

de 350-bp del gen ompS1 de S. Typhi, el cual contiene la región promotora así como los 

sitios de unión de LeuO (De la Cruz et al., 2007). Los genes que codifican para las 

diferentes variantes sustituidas por alanina fueron clonadas en el vector pMPMT6Ω y se le 

añadió una etiqueta de seis histidinas; las proteínas se sobre-expresaron y fueron 

purificadas en condiciones nativas (Materiales y Métodos). En la Fig. 16, se muestran los 

EMSAs de cada una de las mutantes, donde se observa que no hay ninguna banda de 

retardamiento, por lo tanto ninguna de las mutantes mostró unión al ADN. 

Sin embargo, debido a que la mutante P139A indujo de manera parcial la expresión 

de ompS1, se decidió realizar EMSAs utilizando una sonda radioactiva para obtener una 

mayor sensibilidad. La Fig. 17 muestra los ensayos realizados con las mutantes S54A 

(HTH), P139A (RD-I) y LeuO silvestre. Con este experimento se pudo observar que la 

mutante P139A se une al ADN aunque con baja afinidad en comparación con LeuO 

silvestre, la cual forma complejos DNA-proteína a concentraciones menores. Esto 

corrobora los resultados anteriores obtenidos con esta mutante, respecto a que induce la 

expresión de ompS1, aunque a niveles muy bajos al comparar con LeuO silvestre (Fig. 15 

D). Al analizar la mutante S54A, con la cual no se observa unión al ADN, se muestra que la 

unión al ADN de P139A, no se debe a la sensibilidad del ensayo ya que la mutantes S54A 

no induce ni reprime a sus genes blancos y por lo tanto no se espera que se una al ADN. 

Todos estos resultados revelan que algunos residuos en el DBD de LeuO están 

involucrados no sólo en la unión y actividad transcripcional, sino también en la formación 

de dímeros, y por tanto sugerimos que también en la formación de tetrámeros, lo cual 

parece ser esencial para su funcionalidad. 
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Fig. 16. Unión al ADN de las mutantes puntuales L27A, L46A, S54A L60A T79A y P139A. 

Ensayos de unión a ADN (EMSA) a la región reguladora del gen ompS1, utilizando el fragmento 

F+1 que contiene los sitios de unión de LeuO. Como control negativo se utilizó un fragmento con la 

región estructural del gen ler. 

 

 
Fig. 17. Las mutantes S54A y P139 no se unen al ADN. EMSA de LeuO silvestre y las mutantes 

S54A, y P139A con el fragmento F+1 (región reguladora de ompS1), el fragmento de ADN se 

incubo con diferentes concentraciones de las proteínas (µM). Se observa el complejo ADN-proteína 

(DNA-protein complexes) y el fragmento de ADN sin proteína (Free DNA). 
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6.9  Las remociones en el extremo carboxilo de LeuO (subdominios RD-II y RD-I) 

afectan  la dimerización  

 

El extremo carboxilo de los LTTRs está involucrado en la oligomerización, 

principalmente en la formación de tetrámeros: sin embargo, este dominio presenta baja 

conservación, por lo que aún no se ha delimitado una región o aminoácidos específicos 

involucrados en la formación de tetrámeros (Knapp & Hu, 2009, Knapp et al., 2009).  

Con base en las remociones reportadas en otros LTTRs (Schell et al., 1990, Maxon 

et al., 1990, Bartowsky & Normark, 1991, Kullik et al., 1995a, Muse & Bender, 1999, 

Lochowska et al., 2001, Jourdan & Stauffer, 1998), se construyeron una serie de 

remociones en el extremo carboxilo de LeuO (Fig. 14 y 18 A), 

Los diferentes fragmentos que codifican para los residuos 1-309, 1-304, 1-299, 1-

294, 1-284 y 1-214, (Fig. 18 A), las cuales carecen de 5, 10, 15, 20, 30 y 100 aminoácidos, 

respectivamente, fueron clonados en el plásmido pSR658-A (Materiales y Métodos). Los 

resultados presentados en la Fig. 18 B muestran que todas las quimeras LexA-LeuO con 

remociones en el C-terminal, presentan defectos para reprimir la transcripción de la fusión 

sulA-lacZ. La expresión del gen reportero fue de 50% para pLexA-LeuO1-309, 70% para 

pLexA-LeuO1-304, 40% para pLexA-LeuO1-299, 60% para pLexA-LeuO-1-294, 80% 

para pLexA-LeuO-1-284 y de  90% para  pLexA-LeuO1-214 (Fig. 18 B). El ensayo de 

western blot, realizado con extractos celulares de las cepas utilizadas en este experimento, 

usando un anticuerpo anti-LexA, muestra que todas las proteína quiméricas se expresan a 

niveles similares a la quimera LexA-LeuO silvestre, con excepción de la quimera LexA-

LeuO1-214 la cual se expresa a niveles mucho más bajos (Fig. 18 C).  

Debido a que la remoción de los últimos cinco amino ácidos en el extremo 

carboxilo de otros LTTRs no mostró efecto alguno (Jourdan & Stauffer, 1998, Muse & 

Bender, 1999, Lochowska et al., 2001) y que todas las proteínas truncas conservan la LH, 

involucrada en la formación de dímeros (Muraoka et al., 2003, Sainsbury et al., 2009, 

Monferrer et al., 2010, Zhou et al., 2010, Taylor et al., 2012), no se esperaba que las 

proteínas LeuO truncas presentaran defectos para la formación de dímeros. Esto es una 

evidencia clara de que los subdominios RD-II y RD-I de LeuO, no sólo están involucrados 

en la formación de tetrámeros, sino también de dímeros. 
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6.10  Las variantes con remociones en el C- terminal de LeuO, abarcando los 

subdominios RD-II y RD-I, están afectadas en su función transcripcional 

 

Para determinar sí las remociones en el extremo carboxilo de LeuO, las cuales 

afectaron la formación de dímeros, tenían efecto en la función transcripcional in vivo, se 

evaluó la capacidad de estas proteínas para inducir o reprimir la expresión de sus genes 

blanco. Las diferentes remociones en el gen de leuO fueron clonados en el plásmido 

pFMTrc12 (Materiales y Métodos), dando origen a los siguientes plásmidos: pLeuO1-309, 

pLeuO1-304, pLeuO1-299, pLeuO1-294, pLeuO1-284, pLeuO1-214 (Fig. 18 A). Estos 

fueron introducidos en la cepa IMSS-1 conteniendo uno de los plásmidos pKK232-9 

(ompS1) o pKK232-9 (tpx).  

Los resultados muestran que todas estas proteínas fueron incapaces de inducir o 

reprimir la transcripción (Fig. 18 D y 18 E). Para corroborar que los fenotipos observados 

no se debieron a que las proteínas no se expresaron, se realizó un ensayo de western-blot de 

las cepas utilizadas en los ensayos de actividad de cat, utilizando un anticuerpo policlonal 

anti-LeuO. Las diferentes proteínas truncas se expresan en cantidades similares a la 

proteína LeuO silvestre, excepto proteína LeuO1-214, la cual carece de cien aminoácidos, 

que se expresa a niveles mucho más bajos que LeuO silvestre, sin embargo, su expresión es 

detectable (Fig. 18 F). Además en este ensayo se observan bandas extras lo cual se pude 

deber a la utilización de un anticuerpo policlonal.  

Estos resultados demuestran que todas las proteínas con remociones en el C-

terminal de LeuO analizadas en este trabajo, están afectadas en la dimerización y para 

regular la actividad transcripcional. Además, esto sugiere que a pesar de que estas proteínas 

tienen un DBD intacto, no se unen al ADN.  
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Fig. 18. Análisis de dimerización y de función reguladora de LeuO silvestre y las remociones en el 

extremo carboxilo. Representación esquemática de los dominios de los LTTRs: Dominio de unión a ADN 

(DBD), el motivo HTH, y la hélice enlazadora (LH), Dominio Regulatorio C-terminal con los subdominios 

RD-I (central, C-terminal) y RD-II; ubicación de las remociones en el extremo carboxilo (A). Análisis de 

dimerización, la expresión sulA::lacZ en la cepa SU101 con pSR658A (vector), se ajustó como el 100 %, de 

pLexA-LeuO silvestre, pLexA-LeuO1-309, pLexA-LeuO1-304, pLexA-LeuO1-299, pLexA-LeuO1-294, 

pLexA-LeuO-1-284, pLexA-LeuO1-214 (B). La expresión de LexA-LeuO silvestre y las diferentes 

remociones fusionadas a LexA se valuó por western-blot con un anticuerpo policlonal anti-LexA y un 

anticuerpo anti-DnaK, como control de carga, (C). Las cepas se crecieron en LB hasta OD600= 1.0, la 

expresión de las proteínas se indujo con IPTG (1.0 mM). Perfil transcripcional de las fusiones de los genes 

ompS1 y tpx de S. Typhi al gen reportero cat, con LeuO silvestre y las diferentes proteínas truncas en el 

extremo carboxilo: LeuO1-309, LeuO1-304, -LeuO1-299, LeuO-1-294, LeuO1-284, LeuO1-214 (D y E). El 

análisis de la expresión de LeuO silvestre y proteínas truncas se evaluó por western-blot con un anticuerpo 

policlonal anti-LeuO y un anticuerpo anti-DnaK (control de carga) (F). Las cepas se crecieron en medio MN 

hasta OD595= 1.0 y la expresión de las proteínas se indujo con IPTG (100 µM).  
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6.11  Las variantes con remociones en el extremo carboxilo de LeuO no se unen al 

ADN 

 

Evaluamos la capacidad de unión al ADN de las proteínas LeuO1-309 y LeuO1-284, 

afectadas en dimerización y función transcripcional. Los fragmentos de ADN que codifican 

para las proteínas con remociones en  el C-terminal, más una etiqueta de seis histidinas, 

fueron clonados en el plásmido pMPMT6Ω, las proteínas fueron sobre expresadas y 

purificadas en condiciones nativas (Materiales y Métodos). Estas proteínas truncas se 

analizaron por EMSAs utilizando el fragmento (F+1), región reguladora de ompS1; al 

compararlas con LeuO silvestre, no mostraron la formación de banda alguna de 

retardamiento en la migración electroforética, ni a concentraciones más altas de proteína 

(Fig. 19), por lo tanto esto sugiere que estas mutantes no se unen al ADN. 

 

 

 

 
 

Fig. 19. Unión a DNA de las mutantes puntuales S54A y P139A. Ensayos de unión a DNA 

(EMSA) a la región reguladora del gen ompS1, utilizando los fragmentos F+1 que contiene los 

sitios de unión de LeuO. A) LeuO silvestre, B) la mutante S54A, localizada en el HTH y C) la 

mutante P139A localizada en la parte central de LeuO. Como control negativo se utilizó un 

fragmento con la región estructural de  Ler. 
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6.12  Las mutantes en los últimos cinco residuos de aminoácidos de LeuO dimerizan 

pero están afectadas diferencialmente en su función transcripcional 

 

Debido a que la quimera LexA-LeuO1-309 mostró defectos en dimerización (Fig. 

18 B), se analizó el efecto de sustituciones por alanina de cada uno de los cinco últimos 

residuos en la dimerización, utilizando el sistema de interacción proteína-proteína basado 

en LexA. Los resultados muestran que todas la mutantes fusionadas a LexA fueron capaces 

de reprimir la expresión del reportero sulA-lacZ, tan eficientemente como LexA-LeuO 

silvestre; por lo tanto estas mutantes conservan la capacidad de dimerizar (Fig. 20 A). Para 

verificar la expresión de las proteínas fusionadas a LexA se realizó un western blot con 

extractos de células con las fusiones LexA-LeuO silvestre, LexA-S310A, LexA-V311A, 

LexA-C312A, LexA-K313A y LexA-R314A. Como se observa en la Fig. 20 B, todas las 

quimeras se expresaron a niveles similares que LexA-LeuO silvestre. 

Para analizar la capacidad de estas mutantes para inducir o reprimir la transcripción, las 

cinco variantes fueron clonadas en el vector pFMTrc12 (Materiales y Métodos), dando 

como resultado a los plásmidos pLeuOS310A, pLeuOV311A, pLeuOC312A, 

pLeuOK313A y pLeuOR314A, que se utilizaron para transformar la cepa IMSS-1 

conteniendo los plásmidos pKK232-9 (ompS1) o pKK232-9 (tpx). Los resultados mostraron 

que sólo las mutantes K313A y R314A fueron capaces de inducir la expresión de la fusión 

ompS1-cat a niveles similares que LeuO silvestre; a diferencia de las mutantes S310A, 

V311A y C312A (Fig. 21 A). Sin embargo, las cinco mutantes fueron capaces de reprimir 

la expresión de la fusión tpx-cat (Fig. 21 B). Para verificar la expresión de estas mutantes, 

realizamos ensayos de western blot, el cual mostró que todas las quimeras se expresan a 

niveles muy similares que LexA-LeuO silvestre (Fig. 21 C).  
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Fig. 20. Análisis de dimerización de las mutantes con sustituciones por alanina en cada uno de 

los últimos cinco residuos de LeuO (subdominio RD-I-terminal). Niveles de expresión de 

sulA::LacZ en la cepa SU101 con pSR658A (vector) y de las diferentes fusiones: pLexA-LeuO 

silvestre, pLexA-LeuOS310A, pLexA-LeuOV311A, pLexA-LeuOC312A, pLexA-LeuOK313A, 

pLexA-LeuOR314A (A). Análisis de western blot de extractos celulares con LexA-LeuO silvestre y 

las diferentes mutantes puntuales (B), con un anticuerpo anti-LexA anticuerpo (panel superior) y un 

anticuerpo anti-DnaK como control de carga (panel inferior). 

 

 

Estos resultados demuestran que la sustitución por alanina de cada uno de los últimos 

cinco residuos de LeuO, no afecta la dimerización (Fig. 20 A y B). Sin embargo, estas 

mutantes mostraron diferencia en la función transcripcional, debido a que las mutantes 

K313A y R314A (Fig. 14) conservan la capacidad de inducir y reprimir la expresión 

genética. Esto contrasta con  las mutantes S310A, V311A y C312A, cuyos residuos forman 

parte de la última hélice predicha para LeuO (Fig. 14), las cuales que reprimieron la 

expresión de tpx pero perdieron la capacidad para inducir la expresión de ompS1 (Fig. 21 A 

y B): este fenotipo fue el mismo observado para la mutante P139A (Fig.  15 D y E), la cual 

está localizada en subdominio RD-I central (Fig. 14). Esto, sugiere que los residuos de 

LeuO localizados en el subdominio RD-I, tanto en la parte central como terminal, solo 

están involucrados en el mecanismo de inducción de la transcripción.  
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Fig. 21. Análisis de la función reguladora de las mutantes puntuales en cada uno de los 

últimos cinco residuos de LeuO (subdominio RD-I- terminal). Perfil transcripcional de los genes 

ompS1 y tpx de S. Typhi en presencia de LeuO silvestre y con las diferentes mutantes, LeuOS310A, 

LeuOV311A, LeuOC312A, LeuOK313A y LeuOR314A (A y B). La expresión de LeuO silvestre y 

las diferentes proteínas mutantes se evaluó por western blot utilizando un anticuerpo policlonal anti-

LeuO y un anticuerpo monoclonal anti-DnaK (control) (C). Las cepas se crecieron en medio MN 

hasta alcanzar una DO595= 1.0, la expresión de las proteínas se indujo con IPTG (100 µM). 
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7.  DISCUSIÓN 

 

En este trabajo, nos planteamos el objetivo de iniciar la caracterización de LeuO de 

Salmonella enterica serovar Typhi cepa IMSS-1. Para dar cumplimiento a nuestro objetivo, 

en un principio se determinó el estado oligomérico de LeuO, se purificó en las dos 

condiciones reportadas, donde se ha obtenido la proteína y se ha utilizado para ensayos de 

unión al ADN (Fernandez-Mora et al., 2004, De la Cruz et al., 2007). De esta manera, 

purificamos LeuO en condiciones nativas (LeuO-6xHis-NC) y en condiciones 

desnaturalizantes (LeuO-6xHis-DC). Al analizar la unión al ADN por medio de EMSAs, 

observamos con LeuO-6xHis-NC un complejo de interacción o de, mientras que, con la 

preparación LeuO-6xHis-DC, no observamos ninguna banda con movilidad retardada (Fig. 

10). Este resultado fue inesperado, debido a que se ha observado que LeuO purificada en 

condiciones desnaturalizantes se une al mismo fragmento de ADN (región reguladora de 

ompS1). Sin embargo, el que no se haya observado unión al ADN, puede deberse a que 

fueron preparaciones diferentes y las proteínas obtenidas pueden haber experimentado 

cambios, lo cual se explorará más adelante. Estos cambios no se debieron a que LeuO haya 

sido clonada de manera diferente ya que en ambos vectores se utilizo la etiqueta Hisx6 en el 

extremo carboxilo de LeuO (Materiales y Métodos). A este respecto, la etiqueta Hisx6 no 

parece afectar la función de LeuO ya que se observa el mismo efecto en la regulación de 

sus genes blanco con y sin etiqueta (Fernandez-Mora et al., 2004). De esta manera, la 

mayoría de los LTTRs estudiados han sido purificados y utilizados con la etiqueta Hisx6 

para los estudios de función y estructura, sin que en aquellos donde se hicieron las 

comparaciones haya afectado los resultados con respecto a las proteínas sin etiqueta 

(Jourdan & Stauffer, 1998, Lochowska et al., 2004, Rosario & Bender, 2005, Ezezika et al., 

2007, Sainsbury et al., 2009, Zhou et al., 2010, Ruangprasert et al., 2010, Monferrer et al., 

2010, Sainsbury et al., 2012). 

Con base a lo anterior para determinar el estado oligomérico LeuO, está fue 

purificada bajo condiciones nativas por cromatografía de exclusión molecular. Mediante la 

purificación en condiciones nativas se obtuvo LeuO en cantidades y pureza adecuadas para 

este ensayo esto permitió determinar de manera muy clara que LeuO forma tetrámeros en 

solución (Fig. 11).  
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Para tener algún indicio que nos permitiera entender las diferencias entre las dos 

preparaciones de LeuO, analizamos las mismas en geles de poliacrilamida en condiciones 

nativas (PAGE-NC). Observamos que LeuO-6XHis-NC muestra solo una banda (Fig. 12 

A), lo que concuerda con los resultados obtenidos por cromatografía de exclusión 

molecular, donde solo obtuvimos una señal correspondiente al tetrámero. Sin embargo, en 

la preparación LeuO-6XHis-DC se observan muchas bandas que al parecer son diferentes 

formas oligoméricas (Fig. 12 A), las cuales parecen corresponder a monómero, dímero e 

incluso observamos una banda que pudiera corresponder al tetrámero (Fig. 13). Esto último 

se observa con mayor claridad en la Fig. 13 A, y al parecer, el tetrámero es la forma 

oligomérica menos abundante en esta preparación. Las diferentes formas oligoméricas en  

LeuO-6XHis-DC (monómero, dímero y tetrámero), (Fig. 13 B y C), se sugieren con base en 

la comparación de la migración electroforética de LeuO con respecto a Ler, una proteína 

que ha sido caracterizada y se ha determinado las diferentes formas oligoméricas, tanto de 

Ler silvestre como mutantes (Medrano-López et al., en preparación). 

En un intento para determinar si LeuO-6XHis-DC no se une al ADN, realizamos 

EMSAs de mayor sensibilidad con la finalidad de comparar la unión al ADN con LeuO-

6xHis-NC. Observamos que LeuO-6xHis-NC se une al ADN, como previamente se había 

demostrado (Fig. 10), desde concentraciones muy bajas (Fig. 12 D). De manera interesante, 

observamos que LeuO-6XHis-DC se une al ADN, sin embargo, se requiere de 

concentraciones diez veces mayor de proteína para poder observar el retardo en la 

movilidad del mismo fragmento de ADN (Fig. 12 E). Esto sugiere, que ya sea una o todas 

las formas oligoméricas (Monómero>Dímero>Trímero>Tetrámero) se unen al ADN 

aunque al parecer con mucho menor afinidad. También, puede ser que solo el tetrámero 

presente en LeuO-6XHis-DC (Fig. 13 A), es la forma oligomérica que se une al ADN y por 

lo tanto al ser la forma menos abundante se requiere de mayor concentración de la 

preparación para que se una al ADN y el complejo se pueda observar. Sin embargo, es 

importante resaltar que en ambos EMSAs se aprecia la formación de complejos similares a 

los formados con LeuO-6XHis-NC, donde existe el tetrámero (Fig. 13 D) y no se observa 

con claridad la formación de otros complejos que pudieran sugerir la unión de las diferentes 

formas oligoméricas con el ADN (Fig. 12 D y E).  
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A este respecto, en algunos LTTRs se han encontrado diferentes formas 

oligoméricas; como DntR que forma tetrámeros en solución, pero se encontraron 

homodímeros en cristales (Smirnova et al., 2004). El caso de ArgP, éste forma dímeros en 

los cristales y en solución; sin embargo se ha propuesto que su forma activa es como 

tetrámero, mediante la unión cooperativa de un dímero de dímeros, a dos sitios durante el 

contacto con el ADN, facilitando así el reclutamiento de la ARN polimerasa (Zhou et al., 

2010, Lee et al., 1997). Otros LTTRs, como MetR, NodD3 y Nac, forman dímeros 

completamente funcionales que activan o reprimen la transcripción e interaccionan con el 

ADN in vitro (Maxon et al., 1990, Fisher & Long, 1993, Muse & Bender, 1999). Sin 

embargo, en trabajos posteriores se encontró que Nac y MetR, pueden formar tetrámeros 

los cuales también pueden ser funcionales e incluso en el caso de Nac esto diferencia entre 

la formación de dímero o tetrámero determina su mecanismo de activación o represión 

(Rosario & Bender, 2005, Sainsbury et al., 2012). De acuerdo con lo anterior, existe la 

posibilidad de que LeuO a través de la interacción de un dímero de dímeros se una al ADN. 

Sin embargo, de acuerdo a los datos presentados en este trabajo parece ser que el tetrámero 

de LeuO es la forma oligomérica que se une al ADN in vitro de manera más eficiente (Fig. 

12 D). Por lo tanto, LeuO forma parte de la subclase de LTTRs que incluye a  NahR, TrpI, 

CysB, BenM, CbnR, DntR, TsaR, AphB y ArgP, para los cuales el homotetrámero es la 

forma oligomérica biológicamente funcional (Schell et al., 1990, Hryniewicz & Kredich, 

1994, Muraoka et al., 2003, Monferrer et al., 2010, Taylor et al., 2012, Sainsbury et al., 

2009, Smirnova et al., 2004, Bundy et al., 2002, Zhou et al., 2010, Ruangprasert et al., 

2010).   

Con la finalidad de caracterizar la funcionalidad de los dominios descritos para 

varios LTTRs, analizamos el efecto de diferentes mutantes de LeuO, en su capacidad de 

oligomerización, actividad transcripcional y la unión al ADN in vitro. Primero analizamos 

el DBD y en el subdominio RD-I central, mediante sustituciones por alanina, en seis 

residuos conservados (Fig. 14), obteniendo las mutantes L27A, localizada en la región 

extendida del extremo amino, L46A y L60A, localizadas en el motive HTH y T79A, 

cercana al LH (Fig. 15 A). Al analizar estas mutantes, mediante el sistema de LexA, 

encontramos defectos en su capacidad de dimerización (Fig. 15 B). Además fueron 

incapaces de inducir y reprimir la expresión de ompS1 y tpx, respectivamente (Fig. 15 D y 
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E), así como de interaccionar con el ADN in vitro (Fig. 16). Las fallas en su función 

transcripcional y de unión al ADN eran de esperarse debido a su localización, sin embargo, 

su defecto para la formación de dímeros, fue de alguna manera inesperado. Sin embargo, es 

importante mencionar que, en trabajos previos utilizando mutaciones que se  localizan 

dentro del DBD y LH de ArgP, K42E, R60E y L71W; no se observa la formación de 

dímeros ya que están disociadas en monómeros. Así mismo, para ArgP también se ha 

demostrado la interacción del C-terminal y el DBD de cada monómero y entre dímeros lo 

cual sugiere que cambios en el DBD o carboxilo terminal afectan la interacción entre los 

monómeros y dímeros (Zhou et al., 2010).  

Por otro lado, la mutante S54A, localizada en el HTH, y P139A, en la región 

correspondiente a subdominio RD-I central, mostraron la capacidad de dimerizar como 

LeuO silvestre (Fig. 15 B). No obstante, la mutante S54A está afectada totalmente en su 

actividad transcripcional y en la unión al ADN in vitro (Fig. 15D, E y Fig. 17). De acuerdo 

con estos resultados, en los LTTRs el residuo Ser54 localizado en el motivo HTH, es uno 

de los residuos más conservados en la hélice de reconocimiento del ADN (Fig. 14), y se ha 

propuesto que este residuo interacciona con el surco mayor del ADN (Sainsbury et al., 

2009). Además, el residuo Ser54 corresponde a la Ser35 en AmpR, Ser33 en OxyR, Ser38 

en CysB y en GcvA, donde se ha demostrado que estos residuos son importantes para la 

interacción con el ADN, pero no tienen ninguna función en la oligomerización (Schell, 

1993, Kullik et al., 1995a, Jourdan & Stauffer, 1998, Lochowska et al., 2001).  

La mutante P139A mostró fallas para inducir la expresión de ompS1, alrededor del 

10 % con respecto a LeuO silvestre (Fig. 15 D), además se une con menor afinidad a su 

región reguladora de ompS1 (Fig. 17). Sin embargo, conservo la capacidad de reprimir casi 

en su totalidad la expresión de tpx (Fig. 15 E). En este trabajo no se analizó la unión de 

LeuO silvestre ni mutantes a la región reguladora de tpx, sin embargo, con base a los datos 

presentados en este trabajo resulta interesante explorar la unión de LeuO y las mutantes a 

los genes donde LeuO es represor transcripcional. El fenotipo de la mutante P139A, resulta 

interesante, debido a que está localizado en el subdominio RD-I central (Fig. 14 y 15 A), 

involucrado en los LTTRs con la unión y respuesta al inductor (Schell, 1993, Maddocks & 

Oyston, 2008).  
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Debido a que hasta el momento no se sabe si LeuO responde o no a un inductor, en 

este trabajo no abordamos la función del subdominio RD-I central en la unión y respuesta 

al inductor. Los datos anteriores en conjunto indican que algunos residuos localizados en el 

DBD de LeuO podrían estar involucrados en la formación de dímeros y estas sustituciones 

afectan la unión al ADN y su actividad transcripcional. También, el fenotipo observado 

puede deberse a que estas mutaciones localizadas en el DBD LeuO afectan el plegamiento 

correcto de la proteína o participan en la formación y estabilidad del dímero. Sin embargo, 

mutantes en otros residuos localizados en esta región no están involucrados en la formación 

de dímero, pero son importantes para la interacción con el ADN y para la actividad 

transcripcional. 

 

En el extremo carboxilo de los LTTRs se encuentra el dominio regulatorio (RD) el cual 

abarca la mayor parte de la proteína: éste a su vez se divide en dos subdominios RDI y 

RDII (Fig. 1). Se ha determinado que el dominio RD está involucrado en la 

oligomerización, principalmente en la formación de tetrámeros, sin que hasta el momento 

se haya podido delimitar una región o residuos específicos para esta función debido a la 

baja conservación en la secuencia (Fig. 14). Para analizar el dominio RD de LeuO, 

diseñamos y construimos varias remociones en el extremo carboxilo, desde cinco hasta cien 

residuos de aminoácidos (Fig. 18 A). En el ensayo de dimerización, mediante el sistema de 

LexA, observamos que todas las proteínas con remociones en el C-terminal de LeuO 

mostraron defectos en la dimerización (Fig. 18 B), en la función transcripcional (Fig. 18 D 

y E) y en la unión al ADN in vitro (Fig. 19), incluso la proteína a la que solo se le removió 

cinco residuos. Esto resultó interesante debido a que cuando se removieron cinco, once y 

catorce aminoácidos en el extremo carboxilo de CysB, OxyR y GcvA, respectivamente, la 

función de éstas fue similar a la proteína silvestre o se volvieron activas constitutivas, por 

lo tanto conservaron  la capacidad de unirse al ADN (Kullik et al., 1995a, Lochowska et 

al., 2001, Jourdan & Stauffer, 1998).  

Sin embargo, también existen caso como en NahR cuando se removieron 9 residuos del 

C-terminal, se observó un defecto drástico en la actividad transcripcional y la unión al 

ADN.  
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La remoción de 16 o 22 residuos en CysB y OxyR, respectivamente, afectó su 

capacidad de reprimir pero fueron activas constitutivas, éstas proteínas fueron capaces de 

formar dímeros pero no tetrámeros, lo cual sugiere que esta región está involucrada en la 

formación de tetrámeros, que sería la forma oligomérica involucrada en el mecanismo de 

que represión de la transcripción. También cuando se analizaron las mutantes A233V de 

OxyR y A227D de CysB, se observó que conservaron la capacidad de reprimir y activaron 

la transcripción constitutivamente, también fueron capaces de formar dímeros, pero no 

tetrámeros y mantuvieron la capacidad de unirse al ADN (Schell et al., 1990, Bartowsky & 

Normark, 1991, Kullik et al., 1995a, Lochowska et al., 2001, Jourdan & Stauffer, 1998). 

Lo anterior, sugiere que varios LTTR, incluyendo a LeuO, funcionan como tetrámeros y 

que el extremo carboxilo (subdominios RD-I y RD-II) es muy importante para la adecuada 

formación de su oligómero lo cual es importante para su completa funcionalidad.  

En un intento por entender lo observado con las proteínas con remociones en el C-

terminal, realizamos el análisis de sustituciones por alanina de los últimos cinco residuos 

del extremo carboxilo de LeuO. De manera interesante éstas mutantes no mostraron 

defectos en la dimerización (Fig. 20 A), además de que conservaron la capacidad de 

reprimir la expresión de tpx (Fig. 21 B), lo cual sugiere que las cinco mutantes pueden 

unirse al ADN. Sin embargo, las mutantes S310A, V311A y C312A mostraron defectos en 

su capacidad de inducir la expresión de ompS1 (Fig. 21 A). Este mismo fenotipo fue el 

observado con la mutante P139A que induce en bajos niveles la expresión y se une con baja 

afinidad a la región reguladora de ompS1 (Fig. 17). Estos tres residuos forman parte de la 

última hélice predicha de LeuO (Fig. 14) y junto con el residuo P139, están localizados en 

el subdominio RD-I (tanto de la parte central como terminal de la proteína), y parecen tener 

implicaciones en el correcto funcionamiento de LeuO para inducir la expresión de ompS1.  

Respecto a las diferencias en los mecanismos LTTRs para activar y reprimir la 

expresión de genes se ha reportado que Nac, dependiendo del  tipo de oligómeros que 

forme, presenta diferencias para activar o reprimir. Requiere de la formación de tetrámeros 

para reprimir su propia expresión. Sin embargo, como dímero es capaz de activar 

eficientemente la transcripción y de unirse a la región reguladora de varios de sus genes 

blanco. Más aún, como dímero reprime parcialmente a gdhA, uniéndose a un solo sitio en 
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su región reguladora, pero requiere del tetrámero para reprimir completamente su expresión 

uniéndose a dos sitios en el ADN (Rosario & Bender, 2005).  

De acuerdo a lo anterior, las mutantes P139A, S310A, V311A y C312A indujeron 

parcialmente la expresión de ompS1 (Fig. 21) y no mostraron defectos para formar dímeros 

(Fig. 20). Puede ser que estas mutantes conserven la capacidad de formar tetrámeros, o 

incluso si sólo forman dímeros, al parecer tienen defectos en la interacción con la región 

reguladora de ompS1. Incluso éstas mutantes podrían estar afectadas en su capacidad para 

desplazar eficientemente a H-NS, y de esta manera ejercen una desrepresión  parcial (Fig. 

22). Respecto al mecanismo de represión, estas mutantes al parecer son capaces de 

interaccionar con la región reguladora de tpx y reprimir eficiente su expresión ya sea como 

dímeros o tetrámeros (Fig. 22)  

A este respecto, en el presente trabajo el tetrámero de LeuO se unió con mayor 

eficiencia al ADN in vitro; así mismo fue la forma oligomérica que se obtuvo al purificar la 

proteína en condiciones nativas (Fig. 11 y Fig. 12 D). La coexistencia de dímeros y 

tetrámeros, como los descritos para Nac, no se encontró en la preparación de LeuO-6XHis-

NC. Sin embargo, no podemos descartar que algunas de las mutantes descritas en este 

trabajo sean capaces de formar dímeros in vivo, las cuales mantengan la capacidad de 

reprimir la expresión de tpx. La manera en que estas mutantes serían capaces de reprimir la 

expresión de tpx, pero no de inducir la expresión de ompS1, es una pregunta que queda 

abierta y podría ser de interés para estudios futuros. Lo anterior resulta más interesante 

debido a que para los LTTRs los mecanismos de auto-represión así como de represión de 

genes que no se encuentran divergentes al gen del regulador LTTR han sido poco 

estudiados, siendo el mecanismo de activación el que se ha estudiado con más detalle 

(Tropel & van der Meer, 2004, Maddocks & Oyston, 2008). 

En este trabajo pudimos determinar, mediante el uso de diferentes técnicas, que 

LeuO presenta algunas de las características que definen a esta familia, tales como: i) la 

organización de promotores divergentes; ii) actividad dual en donde induce y reprime 

diferentes genes; iii) la funcionalidad de su DBD; y iv) el extremo carboxilo está 

involucrado en la oligomerización incluyendo las últimos cinco residuos. Describimos la 

importancia de cada dominio de LeuO en el proceso de oligomerización, transcripción, así 

como la interacción con el ADN.  
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Nuestros datos sugieren la posible interacción del extremo carboxilo con el DBD, lo 

cual puede ser muy importante para la formación y estabilidad del dímero y por lo tanto 

para el tetrámero, los resultados pueden ser consultados (Guadarrama et al., 2014a) 

Con lo descrito en este trabajo, demostramos por primera vez aspectos interesantes de la 

relación estructura-función de LeuO, por lo que el estudio a futuro en este campo ayudará a 

entender mejor sus diversas funciones.  

 

          
 

Fig. 22. Representación esquemática de la actividad transcripcional de LeuO silvestre y 

mutantes en el RD-I sobre ompS1 (desrepresión) y tpx (represión). (A), modelo de desrepresión 

de ompS1; sitios de nucleación de H-NS en las cajas de unión I y IV de OmpR, su polimerización 

impide el acceso de la ARN polimerasa (ARNP); unión de LeuO al sitio I, desplazando a H-NS. 

(B), sitios de unión de LeuO sobre la región reguladora de tpx, causando represión. Posible 

interacción de las mutantes P139A, S310A, V311A y C312A, ya sea como dímeros o tetrámeros, 

que provoca la desrepresión parcial de ompS1, (C) y a la región reguladora de tpx, donde son 

capaces de reprimir tan eficientemente como LeuO silvestre, (D). 
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8.  CONCLUSIONES 

 

• LeuO forma tetrámeros en solución: proponemos que ésta es la forma oligomérica 

que se une con mayor afinidad al ADN. 

• Las remociones en el dominio carboxilo y las mutantes puntuales en el DBD y LH 

de LeuO, afectaron la capacidad de formación de dímeros, la función reguladora y 

la unión al ADN. 

• Las mutantes en el HTH y RD-I (subdominio central) forman dímeros; sin embargo, 

están  afectadas en su función reguladora y en la unión al ADN (baja afinidad). 

• No sólo el dominio carboxilo está involucrado en la oligomerización: el DBD y las 

regiones centrales de LeuO también tienen efecto en la oligomerización, y esto 

afecta la función reguladora y la unión al ADN in vitro. 

• Las mutantes puntuales en los últimos residuos de LeuO en RD-I (subdominio 

terminal) no afectaron la dimerización, pero sí afectaron diferencialmente la función 

transcripcional. 

• Mutantes como la P139A, afectada principalmente en inducir (desreprimir) pero no 

para reprimir la transcripción, pudieran ser útiles para estudiar las diferencias entre 

estos dos mecanismos de regulación de LeuO y que pudieran estar relacionados con 

la oligomerización. 
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9.  PERSPECTIVAS 

 

• Purificar a gran escala las proteínas mutantes S54A y P139A además de la mutantes 

S310A, V311A, C312A, K313A, y R314A para:  

a) Determinar la oligomerización por cromatografía de exclusión molecular y 

geles nativos.  

b) Ensayos de unión al DNA (ompS1, tpx, ompX). 

 

• Determinar si el tetrámero o el dímero son la forma oligomérica requerida para el 

mecanismo de represión ejercido por LeuO. 
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11.  ANEXO I 

(Tablas) 

Tabla 2. Cepas bacterianas utilizadas en este estudio 
 

Cepa Genotipo y/o características relevantes Fuente o Referencia 

E. coli   
  DH5α recA1 φ80 lacZΔM15, gyrA96 Gibco BRL 

  SU101 E.coli JL 1434, lexA71::Tn5 (Def) sulA211 Δ(lacIPOZYA) 

169/F’ lacIq lacZ ΔM15::Tn9 (op+/op+) 

(Dmitrova et al., 1998) 

 BL21/pLys21 F- ompT (lon) hsdSB (rB
- mB 

-
) gal dcm (λDE3) Invitrogen 

S. entérica   

  IMSS-1 Salmonella enterica serovar Typhi 9,12, d, Vi; Aislado clínico 

en México  

(Puente et al., 1987) 

 

 

Tabla 3. Plásmidos utilizados en este estudio 

 

Plásmidos Genotipo y/o características relevantes Fuente o 

Referencia 

pFMTrc12 Plásmido pTrc99A modificado con el origen de replicación p15A1 

lacI ptrc; Apr 

(Fernandez-Mora et 

al., 2004) 

pFMTrcleuO-50 Plásmido derivado de pFMTrc12, contiene el gen leuO de S. Typhi (De la Cruz et al., 

2007) 

pLeuOL27A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo L27 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOL46A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo L46 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOS54A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo S54 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOL60A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo L60 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOT79A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo T79 de LeuO 

 

Este estudio 
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pLeuOP139A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo P139 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOS310A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo S310 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOV311A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo V311 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOC312A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo C312 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOK313A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo K313 de LeuO 

Este estudio 

pLeuOR314A Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una substitución por 

alanina en el residuo R314 de LeuO 

Este estudio 

pLeuO1-309 Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una remoción de 

quince nucleótidos en el extremo 3’ de leuO   

Este estudio 

pLeuO1-304 Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una remoción de 

treinta nucleótidos en el extremo 3’ de leuO   

Este estudio 

pLeuO1-299 Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una remoción de 

cuarenta y cinco nucleótidos en el extremo 3’ de leuO 

Este estudio 

pLeuO1-294 Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una remoción de 

sesenta nucleótidos en el extremo 3’ de leuO 

Este estudio 

pLeuO1-284 Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una remoción de 

noventa nucleótidos en el extremo 3’ de leuO 

Este estudio 

pLeuO1-214 Plásmido derivado de pFMTrcleuO-50, contiene una remoción de 

trecientos nucleótidos en el extremo 3’ de leuO 

Este estudio 

pSR658-A Vector que codifica la secuencia del DBD de LexA, usado para 

ensayos de homodimerización; Tcr oriV 

(Daines & Silver, 

2000) 

pLexA-LeuO1-314 Plásmido derivado del pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO (gen leuO completo)  

Este estudio 

pLexA-LeuOL27A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-L27A (substitución por alanina en el residuo L27 en LeuO) 

Este estudio 

plexA-LeuOL46A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-L46A (substitución por alanina en el residuo L46 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOS54A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-S54A (substitución por alanina en el residuo S54 en LeuO) 

 

Este estudio 
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pLexA-LeuOL60 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión  LexADBD-

LeuO-L60A (substitución por alanina en el residuo L60 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOT79A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-T79A (substitución por alanina en el residuo T79 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOP139A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-P139A (substitución por alanina en el residuo P139 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOS310A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-S310A (substitución por alanina en el residuo S310 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOV311A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-V311A (substitución por alanina en el residuo V311 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOC312A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-C312A (substitución por alanina en el residuo C312 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOK313A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-K313A (substitución por alanina en el residuo K313 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuOR314A Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO-R314A (substitución por alanina en el residuo R314 en LeuO) 

Este estudio 

pLexA-LeuO1-309 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO con una remoción de quince nucleótidos en el extremo 3’ de 

leuO  

Este estudio 

pLexA-LeuO1-304 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO con una remoción de treinta nucleótidos en el extremo 3’ de 

leuO  

Este estudio 

pLexA-LeuO1-299 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO y la remoción de cuarenta y cinco nucleótidos en el extremo 3’ 

de leuO  

Este estudio 

pLexA-LeuO1-294 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO con una remoción de sesenta nucleótidos en el extremo 3’ de 

leuO  

Este estudio 

pLexA-LeuO1-284 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO con una remoción de noventa nucleótidos en el extremo 3’ de 

leuO  

Este estudio 

pLexA-LeuO1-214 Plásmido derivado de pSR658-A, contiene la fusión LexADBD-

LeuO con una remoción de trecientos nucleótidos en el extremo 3’ de 

leuO  

 

Este estudio 
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pMPM-T6Ω Plásmido derivado de pBR322, p15A ori, resistencia a tetraciclina, 

AraC represor/activador, Ω interposon 

 

pMPMLeuO-His Plásmido derivado de pMPM-T6Ω, contiene el gen leuO con una 

etiqueta Hisx6, con el promotor pBAD 

Este estudio 

pMPMLeuO1-299 Plásmido derivado de pMPM-T6Ω, contiene una remoción de quince 

nucleótidos en el extremo 3’ de leuO con una etiqueta Hisx6  

Este estudio 

pMPMLeuO1-284 Plásmido derivado de pMPM-T6Ω, contiene una remoción de treinta 

nucleótidos en el extremo 3’ de leuO con una etiqueta Hisx6 

Este estudio 

pMPMLeuOS54A Plásmido derivado de pMPM-T6Ω, contiene una substitución por 

alanina en el residuo S54 de LeuO con una etiqueta Hisx6 

Este estudio 

pMPMLeuOT79A Plásmido derivado de pMPM-T6Ω, contiene una substitución por 

alanina en el residuo T79 de LeuO con una etiqueta Hisx6 

Este estudio 

pMPMLeuOP139A Plásmido derivado de pMPM-T6Ω, contiene una substitución por 

alanina en el residuo P139 de LeuO con una etiqueta Hisx6 

Este estudio 

pKK232-9 ompS1 Plásmido derivado de pKK232-9, contiene 706-bp río arriba y 60-bp 

río abajo del codón de inicio ATG de ompS1  

(Hernandez-Lucas et 

al., 2008) 

pKK232-9 tpx Plásmido derivado de pKK232-9, contiene 405-bp río arriba y 82-bp 

río abajo del codón de inicio ATG de tpx  

(Hernandez-Lucas et 

al., 2008) 

pRO310 Plásmido derivado de pMC1871, contiene una fusión traduccional de 

ompS1 al gen reporter lacZ  

(Oropeza et al., 1999) 

pTEPLer1 Plásmido derivado de pMPM-T3, expresa un fragmento del gen ler 

desde un promotor lac 

(Bustamante et al., 

2011) 

 

 

 

Tabla 4. Oligonucleótidos usados en este estudio  
 

Oligonucleótido Secuencia (5’-3’) y descripción Referencia 

LeuOL27A5’ 

LeuOL27A3’ 

GATTGAACCTAGCCACCGTGGTTCG 

CGAACACGGTGGCTAGGTTCAAATC  

Utilizados para la sustitución de Leucina 27 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOL46A5’ 

LeuOL46A3’ 

CGCCCACACGGCCGGAATGTCGC 

GCGACATTCCGGCCGTGTGGGCG  

Utilizados para la sustitución de Leucina 46 por Alanina 

 

 

Este estudio 
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LeuOS54A5’ 

LeuOS54A3’ 

GCCTGCGGTCGCCAACGCCGTAG 

CTACGGCGTTGGCGACCGCAGGC  

Utilizados para la sustitución de Serina 54 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOL60A5’ 

LeuOL60A3’ 

CGTAGCGCGTGCCAAGGTTATG 

CATAACCTTGGCACGCGCTACG  

Utilizados para la sustitución de Leucina 60 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOT79A5’ 

LeuOT79A3’ 

GAATTCAGCCGGCCGCCCGTGC 

GCACGGGCGGCCGGCTGAATTC  

Utilizados para la sustitución de Treonina 79 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOP139A5’ 

LeuOP139A3’ 

GAAAAAATTGCGGCCAATATTCATGTCG 

CGACATGAATATTGGCCGCAATTTTTTC Utilizados para la 

sustitución de Prolina 139 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOS310A3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCGCTTA

CAAACGGCGACTAATA  

Utilizado para la sustitución de Serina 310 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOV311A3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCGCTTA

CAGGCAGAGACTAATA  

Utilizado para la sustitución de Valina 311 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOC312A3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCGCTTG

GCAACAGAGACTAATA  

Utilizado para la sustitución de Cisteína 312 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOK313A3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGTCGGGCA

CAAACAGAGACTAATA  

Utilizado para la sustitución de Lisina 313 por Alanina 

 

Este estudio 

LeuOR314A3’ 

 

TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGGCCTTA

CAAACAGAGACTAATA 

Utilizado para la sustitución de R314 por A314 

 

Este estudio 

LeuO-5CH3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGGACTAAT

AAATCTTCCATCCATT  

Utilizado para la remoción de 5 residuos de aa en el extremo 

carboxilo y generar una etiqueta de HisX6  

 

Este estudio 

LeuO-10CH3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTG 

GTGCATCCATTGATGCCCTTTATC  

Utilizado para la remoción de 10 residuos de aa en el extremo 

carboxilo y generar una etiqueta de HisX6  

 

 

Este estudio 
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LeuO-15CH3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTG GTG 

TTTATCACGCCCAGCCGCTT  

Utilizado para la remoción de 15 residuos de aa en el extremo 

carboxilo y generar una etiqueta de HisX6 

 

Este estudio 

LeuO-20CH3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGCGCTTCA

TGCCAGGAAAGGT  

Utilizado para la remoción de 20 residuos de aa en el extremo 

carboxilo y generar una etiqueta de HisX6  

 

Este estudio 

LeuO-30CH3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTG 

GTGGCTATTCAGTTTTAAAGGCAAC  

Utilizado para la remoción de 30 residuos de aa en el extremo 

carboxilo y generar una etiqueta de HisX6  

 

Este estudio 

LeuO-100CH3’ TCATTAGGATCCTTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGAACAACC

GCATGTTGTTCATTAT  

Utilizados para la remoción de 100 residuos de aa en el extremo 

carboxilo y generar una etiqueta de HisX6  

 

Este estudio 

Trc99ACG3’ CCAAAACAGGCAAGCTTGC  

Utilizado como oligonucleótido común para amplificar leuO, se une 

en el extremo 3’ del vector pTrc99A  

 

Este estudio 

Trc99ACG5’ CTGGCAAATATTCTGAAATG  

Utilizado como oligonucleótido común para amplificar leuO, se une 

en el extremo 5’ del vector pTrc99A 

 

Este estudio 

LeuO-FBgl GGGAAAGATCTGCATGGCAGAGGTCAAA 

Utilizado para la construcción de las quimeras LexA-LeuO silvestre 

y mutantes, generando un sitio Bgl 

 

Este estudio 

LeuO-RKpn AAAGGTACCTTAGTGGTGGTGGTGGTG  

Utilizado para la construcción de las quimeras LexA-LeuO silvestre 

y mutantes, generando un sitio Kpn 

 

Este estudio 

Ler-Kpn GCTCAGGTACCGTTATCATTA  

Utilizado para amplificar un segmento del gen estructural de ler de 

E. coli, enteropatogénica  

Bustamante,V. 

(No publicado) 

Ler-15F TATTAAAGCGGGATCCGGAGATTATTTATTATG Utilizado 

para amplificar un segmento del gen estructural de ler de E. coli, 

entero patogénica  

 

 

Bustamante,V. 

(No publicado) 
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310b-1 TAGCCTTTTATCATTTATTTTATC  

Utilizado para amplificar la región reguladora del gen ompS1 a 

partir del nucleótido -310  

(Flores-Valdez et al., 

2003) 

310-(+1) CTACAAATTGATACTATTCTATG  

Utilizado para amplificar la región reguladora del gen ompS1, hasta 

nucleótido + 1  

(De la Cruz et al., 2007) 

310b-3 CAAAGCATCAAATACATATAAAAA 

Utilizado para amplificar la región reguladora del gen ompS1 a 

partir del nucleótido -226  

(Flores-Valdez et al., 

2003) 

310b-8 AATATGTAGCCACTTCAACAAAAC 

Utilizado para amplificar la región reguladora del gen ompS1, hasta 

nucleótido + 27  

 

(Flores-Valdez et al., 

2003) 

 

 

Tabla 5. Antibióticos (dosis utilizadas) 

Ampicilina (Amp) 200.0 µg/mL 

Cloranfenicol (Cm) 34.0 µg/mL 

Kanamicina (Km) 30 µg/mL 

Tetraciclina (Tc) 12 µg/mL 

Ácido nalidíxico (Nal) 15.0 µg/mL 
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The Salmonella enterica Serovar Typhi LeuO Global Regulator Forms 
Tetramers: Residues Involved in Oligomerization, DNA Binding, and 
Transcriptional Regulation 

Carmen Guadarrama, Abraham Medran~lópez, Ricardo Oropeza, Ismael Hernández-Lucas, Edmundo Calva 

In,tiluto de Biotecoología, Uniwrsiddd NacKlna I Autónoma de México, Cu .. nlavaca, Mo<eIos. Me><ico 

LeIlO is a LysR-type t rallscript ional regulalor (L TTR) tha! has beell described lo be a global regulalor in Escherichia coli and Sa l-

11I0 llella ell terica, sinee il posit ively aud Ilegatively regulates the expression of genes illvolved in multiple biological pnx:esses. 
LeIlO is comprised of an N-terminal DNA-b inding domain (DBD) wilh a winged helix- turn-helix (wHTH) mot if and of a long 
linker helix (LH) ¡nvolved in dimerization tha! COlluects the DBD with the e-terminal effeclor-bindillg domain (EBD) o r regula-
1011' dom ain (RD ; which comprises subdom ains RO-I and RO-II ). Here we show t ha t t he oligomeric structure ofLeuO is a te
tramer that binds w ith h igh affi ni ty to DNA. A collection of single amino add subst itu tions in t he LeuO DBO indicated that this 
region is involved in oligomeriza tion, in posit ive and negative regula tion, as well as in DNA b inding. Mutants with point muta
tions in the centra l and e-terminal regions of RD-I were affected in transcript ional activation. Delet ion of the RD-II and RD-I 
e-term inal subdom ains affected not o nly oligo merizatio n but a lso DNA in teraction, showing that they a re involved in posith 'e 
and negat ive regulation. Together, t hese data demonst rate that not only t he e terminus b ut also t he DBO ofLeuO is involved in 
o ligomer fo rmation; the refo re, each LeuO domain appears to act synergist ica lly to mainta in its regulato ry fn nct ions in Sa lmo

/leila enterica serovar Typhi. 

The /euD gene is lacated between the leuOABCD and i1vIH 
operons ( 1), and its product is involvoo in the regulation of 

/euOABCD by a complex cis-acting promoter relay mechanism 
(2--4). T he LeuO regulator belongs to the LysR-type transcrip
tional regulators (L TTRs) ( 5) and represses the expression of Osr A 
RNA and rodAB (6, 7); it is also involved in the activation of bgl 
and ofthe yjjQ-bglJ operons in fucherichia coli (8--10) and rovA in 
Yersinia (1 1). In Salmonella enterica serovarTyphi, LeuO activates 
the expression of ompSI and ompS2 (1 2, 13). Additionally, LeuO 
was reported to be a global regulator in S. Typhi, since it positively 
regulates the expression of rusT and SfY3070 (rose) and down
regulates ompX, tpx, and STYI978 (1 4-16). LeuO is involved in 
the virulence of S. Typhimurium both in a mouse model and in 
Caenorhabditis elegans, and its role in Vibrio cho/erae biofilm for 
mation has been reported ( 17- 19). 

The role of LeuO as an antagonist ofthe histone-like nucleoid 
structuring protein that can act as a transcription silencer (the 
H-NS protein) has been described in detail for ompSI, where it 
binds to two si tescontained in the F+ 1 fragment describe<! below, 
and for the CRISPR-Cas system (1 3--15, 20). 1t has also been re
ported to be a global H-NS protein antagonist in E. coli, S. Typhi
murium, and S. Typhi (21 , 22). To da te, this role as an antagonist 
of the H-NS protein has not been reported for other L TTRs. In
te restingly, LeuO is quiescent in a wild-type (wt) genomic back
ground, due to the negative regulatory effect of the H-NS nucle
oid-associated protein and transcriptional silencer, but its 
expression can be detected in stationary phase and when the levels 
of phosphate and amino acids a re restricted (7, 23--25). More re
cent1y, it was shown that /euD expression in E. coli can be activated 
by the RcsB and BglJ regulators (26). 

The L TTRssharefeatures,such as their sequence length (300 to 
350 residues) and the high sequence identityofthefi rst6O residues 
of the N terminus. These 60 residues are comprised of the ONA
binding domain (OBO) with a winged helix-turn-helix (wHTH ) 

motif and of a long linker helix (LH) that connects the OBO with 
the C-te rminal effector-binding domain (EBO) or regulatory do
m ain (RO). According to the standard nomenclature for the 
L TTRstructure (27- 30), RD comprisessubdomain RO-I, which is 
lacated in the central part ofthe protein and at the Cterminus, and 
subdomain RO-H, which separates the two parts of RO-I in the 
central part of the protein and at the C terminus. 

The active form of mast characterized L TTRs (NahR, CysB, 
OxyR, CbnR, OntR, ArgP, TsaR, and AphB) is a tetramer (28, 
30--35). Nevertheless, there are sorne LTTRs, such as MetR, CatR, 
IlvY, Nod03, Nac, and lciA, that form dimers in solution, and this 
seems to be their active form (36--4 1). In addition, CrgA forms 
octamers, and hexamer formation was reportoo for HsdR (29, 42). 
Several studies suggest that the C-terminal domain of L TTRs is 
involved in multimerization, since repression and ONA binding 
are affected in NahR, CysB, or OxyR with deletions in the C te r
minus. These effects a re thought to be due to defective oligomer
ization. Moreover, mutants with single point mutations in the C 
termini of OxyR and CysB were dimeric, indicating that this re
gion is involved in tet ramer formation . Interestingly, as dimers 
these mutants retained the capacity to repress and bind ONA (9, 
31, 43--4 5). In cont ras!, mutants with deletions in the C-terminal 
regions of MetR and Nac were not affected in t ranscriptional 
regula tion and in solution formed dimers that in te racted with 
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DNA. These lruncale<i proleins formed dimers, perhaps be
cause Ihey conlain an inlacl LH Ihal is involved in dimerizalion 
(28, 30, 36, 40). 

In Ihis work, Ihe lelrameric form of Ihe global regulalory pro
lein LeuO is reporte<! . By sile-di recte<! and delelion mulagenesis, 
prolein-DNA inlnaction, Iranscriplional regulalion activity, and 
oligomerization studies, we observoo tha t eaeh LeuO domain is 
important to mainlt'nance of ils p roperlies. 

MATER1ALS ANO METHOOS 
Bactt'rial st rains a nd growtn cond itions. Tnt' bacterial slrains and p1as
mid s used in Inissludy alt' lisled in Table SI in Ihesupplt'mt'nlal malt'rial. 
S. Typhi IMSS-I was grown in MA medium (7 g nulrit'n l brolh, 1 g yeast 
exlracl, l gglycerol, 3.75 g K,HPO., l.3 g KH,PO. per liler). Tht' E. col; 
strains were grown in LB medium (10 g Iryplone, 5 g yeasl exlracl, 10 g 
Naa per lilt'T). When nl'Ct'SSary, Iht' following anlibiotics were added lo 
Iht' medium: ampicillin (300 .,.g/mI), kanamycin (30 jl.glml), lelracydine 
(10 ¡.Lg/ml), and chlorampht'nicol (30 .,.g/mI). Tht' E. col; slrains and S. 
Typhi were grown aerobically al 37"C. 

ONA mani pulation and plasrnid oonsl ruction. The oligonudeolides 
usOO in Ihis sludy are lisled in Table Sl in IIk' supplemenlal malerial and 
weTt' provided by Ihe Oligonudeolidt' Synlht'Sis Unil of Iht' Inslitule of 
Biotechnology, Universidad Nacional Autónoma dt' Méxieo (UNAM). 
Plasmid isolalion, restrklion enzymt' digt'Slions., ligaS<' reactions,lrans
formalions., and S' end labeling ofPCR fragments wt're performed using 
standard procedurt'S. PCRs were performed wilh T.u¡ DNA polymerase 
(Invilrogen), and restriction and DNA-modifying eru:ymes wt're oblained 
from Roeht', Ft'rmt'nlas., or New England BioLabs and uSt'd according lo 
Iht' manufacturers' inslructions. The eonslruction of dt'lelions was car
ried oul wilholigonudeolides lo allach Neol and BamH I siles in framt'lo 
amplify Iht' approprialt' fragmt'nts oul of full-length IeuO using Ihe 
pFM T rcI.:..0-50 plasmid as Iht' lemplalt', and Iht' digt'Sled fragments wt're 
doned inlo Ihe pFMTrd2 vector (set' Table SI in Iht' supplemt'nlal ma
lerial) . The PCRs used fur sile-direcled mulagt'nt'Sis of J"uO lo inlroduce 
alanine subslitulions al rt'Sidues L17, L46, S54, L60, 179, P139, S31O, 
V3tl, C312, K313, and R314 wert' carried oul wilh Iht' appropriale 
pairsof primt'rs (see Tablt'Sl in Ihesupplt'mt'nlal malerial ) and Iht'com
mon upper primer 99ACGS' and lower primer 99CGA3' using Ihe 
pFMT rcI.:..O-50 plasmid as the template; the PCR producís wert' digested 
wilh NcoI and B.:ImHl and ligaled inlo pFMTrd2. Tht' plasmids used in 
Iht' LexA-based two-hybrid systt'm were constructed ¡'y PCR using Ihe 
kuO wild type as Iht' It'mplalt'. Deletions and poinl mulations in Ihe 
coding sequt'nce wt're oblained wilh IIk' LeuO-FBgl and LeuO-RKpn 
primers. The fragments were cleavt'd wilh BgllI-Kpnl and doned inlo 
plasmid pSR6S8-A (st'{' Table SI in Ihe supplemenlal malerial ). Plasmids 
pFM T rcI.:..O-50, pLeuO-SC, pLeuO-JOC, pLeuOS54A, p Leu0179A, and 
pLeuOPI39A wt'Te deaved wilh Neo[ and HindllI, and fragments wt're 
doned inlo p1asmid pMPM-T60; a11 fragments had a C-It'rminaI6XHis 
lag (set' Tablt' SI in Ihe supplemenlal malerial) . Tht' p lasmids derived 
from pFMTrckuO-50, pSR6S8-A, and pMPM-T6!l wt'Tt' complett'ly se
quenced lo vt'rify Iht' presence oflhe inS<'rts. 

Pur ification of LeuO wt and mulanl proleins. For in vitroassays., Ihe 
S. Typhi LeuOwt and differt'nl mutanl prolt'ins wert' overexprt'SSed from 
plasmidsderivt'd from pMPM-T6!l in E. coli BL2I (DE3-) (set' Table SI in 
tht' supplemental matt'rial). Tht' LeuOwt used for siz.t'exdwionchroma
lography was purified from a liler of LB medium and grown lo mid
logarilhmic phaS<', and 0.1% L-( + )-arabinase (Sigma-Aldrich) was added 
lo activale expression. Tht'rulture was Iht'n inrubaled al 100 rpm a137"C 
for 4 h. To purify Iht' LeuOI -309, lt'uOI -l84, S54A, and PI39A mulants, 
as well as Ihe LeuO wt, Iht' following eondilions were use.:! : cultures were 
grown in 200 mI of lB medium for 2 h al 37"C, and Iht'n 0.1% L-( + )
arab inoS<' was added; Ihe cultures wt'Te incubaled al 100 rpm al 16"C for 
20 h, and Ct'lIs Wt'Tt' pelleled by Ct'nlrifugalion. LeuO-6XHis and Iht' mu
lan l His-Iagged prolt'ins were purified under native (nondenaturing) 
condilions., and Iht' pellel was resuspended in purification buffer (50 mM 
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NaH1PO. , 500 mM Nad, 20 mM imidazole, 1 mglmllysozyme, 0.1% 
Trilon X- lOO) and disrupled by sonication. The sU¡x'rnalanl was sub
jected lo chromalography on nickel-agarase (Ni -nilrilolriaCt'lie acid 
INTAI; Qiagen) according lo Iht' manufaclurer's inslruclions. Tht' col
umn was washed wilh 10 volumt'S of rt'Suspension bufft'T wilh 20 mM 
imidazolt' and Ihen wilh a linear gradienl of 10 lo 300 mM imidazole. 
Fraclions eontaining purified LeuO-6xHis wert' S<'lecled for SDS-PAGE, 
loaded inlo a Slyder -A-lyur I OK cassettt' (PierCt' ), dialyzed al 4"C against 
slorage buffer (50 mM NaH,PO., 500 mM Nad, 0.1% Twet'n, 5 mM 
¡l-mercapIOt'lhanol, 10% glycerol, pH 704 ), and slored al - 2O"C. Tht' 
LeuO-6x His wt was purified undt'T denaluring eondilions as prt'viously 
described (13), wilhsome modi ficalions. Briefly, Iht'cellswt'Te suspended 
in lysis buffer (8 M urea, lOO mM NaH1PO., 10 mM Tris-HCl lpH 8.0 J) 
and disrupled by sonicalion; Int' supernalanl was subjecled lo chroma
lography on nickel -agarose (Ni-NTA; Qiagen); and fractions containing 
purified LeuO-6X His were selected for SDS-PAGE, loaded onlo Iht' poly
acrylamide gt'l, gradually dialyzed al 4"C againsl decrt'asing eoncenlra
tions ofurea (4, 1, and 0.1 M),and finally,dialyzed againslslorage buffer, 
as described aboye. 

Sin exdusion , hromalography. Size exdusion chromalography was 
performed on an Akla systt'm using a Sephacryl S-2OO HR eolumn (Am
t'Tsham Biosciences). Tht'column (volume, 320 mI) was looded wilh 2 mg 
ofLeuO wt prolein eonlained in 3 mI of equilibralion buffer. Tht'column 
had prt'viously been washed and equilibraled wilh 1 eolumn volumt'S of 
SO mM NaH,PO., 500 mM NaCI, pH 7A,and prolt'in waseluled al a flow 
ralt' of 1.2 mVmin. Elulion was monilored al 280 nm. The column was 
calibraled using blut' dt'xtran (~1,()()() kDa) lo delermint' Iht' void volumt' 
(Va)' as wt'1I as Ihe following molecular mass standards (Sigma): cyto
ehrome e (11.4 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), albumin (66 kDa), 
alcohol dt'hydrogt'nase ( ISO kDa), and ¡l-amylase 145 (200 kDa). A cali 
bralion rurve was oblaint'd by plotting Iht' logarilhms of Iht' molerular 
masses of Iht' slandards versus Iheir rt'Spective V.J Va values., whert' V. 
eorrt'Sponds lo Ihe t'lulion volume of each standard. A linear r<'gression 
wilh Ihe valut'S was performed lo oblain Ihe equalion r = 6,911.1,,-1.014", 
which was used lo calculalt' Iht' relativt' molerular mass of LeuO, which 
was equal lo 6,922.11-1.0141 >< V.L<uOl , by ovt'Tlapping onlo Ihe slandard 
rurve. The LeuO wt purified undt'T native eonditions was loadt'd onlo Iht' 
eolumn in two indt'pendenl experimt'nts, and its V. was monilored. Only 
one major peak was observed. 

¡l-Galactosidase assay. The E. aJli SUIOI slrain harboring pSR6S8-A 
and LeuO derivalive plasmids was grown overnighl in lB medium wilh 
1t'lracyclint' al 37"C undt'T aerabie eonditions. [1 was Iht'n subrultured in 
LB medium wilh lelracydine (lO ¡.Lglml), k.anamydn (30 .,.g/mI), and 
IPTG (isopropyl-¡l-o-Ihiogalactopyranoside; 1.0 mM). Cells were col
lected al an At.oo of 1.0, and Ihe pellt'ts were slort'd for ¡l-galactosidaS<' and 
Westt'Tn blol assays. The ¡l-galactosidase and microplale prolein eoncen
lralions wert' dt'lt'Tmined as previously described (46). 

CAT aMays. S. Typhi slrain IMSS-I harboring p1asmid pKK132-9 
(ompSl) or pKK232-9 (tpx), 10Eether wilh eilher plasmid pFMTrckuO
SO, vector pFMTrd2, or derivativt' plasmids (see Tablt' SI in Ihe supple
mental malt'rial), was grown overnighl in LB medium al 37"C under 
at'Tobic condilions wilh ampidUin (300 ¡.Lglml) and k.anamycin (30 jl.g/ 
mI) and on Iht' nnl day was subrultured in MA medium ( lOO mI) sup
plemt'nled wilh ampicillin and k.anamycin. [PTG was added lo a final 
eonCt'nlration of lOO fLM al 37"C under at'robic eondilions., and bacteria 
Wt'Tt' collecled al t'arly log phase (11600 = 1.0) fur dt'lerminalion of chlor
amphenicol acetyltransferase (CAT) activity and Weslern blotting. CAT 
activity and prolein eonCt'nlrations were delermined as prt'viously de
scribed (14, 47). 

Weslern blott ing and PAGE. For Weslt'Tn blol assays, samples wert' 
subjected lo SOS-PAGE (15% polyacrylamidt') and lransferred lo 0.45-
¡.Lm-port'-size polyvinylidt'ne difluoride membrant'S (lmmobilon; Milli 
port') in a semidry electrophort'Sis unil (Bio-Rad). Mt'mbranes wert' 
bloeked wilh 5% nonfal milk .and inrubaled wilh anli -lt'xA antibody 
(Abcam), anti-LeuO polydonal anlibodies, and an anli -6XHis (Roeht') 
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or anti-DnaK (MBL ¡ntemational Corp.) monodonal antibody. They 
wert' tht'n washed with IX phosphate·buffered salíne, 0.05% Tween 10. 
Immunodt'tection was pt'rformed wilh a 1: lU,()()() dilution ofhorst'radish 
pt'roxidase· conjugated antirabbit or antimouse antibody (Piuce) for 
polydonal or monodonal antibodies, respectively, and a Wt'Stern Lighl
ning Plus· ECL chemiluminesc<'nce reagt'nt kit was used according to the 
inslructions ofthe manuhcturer (PerkinElmu) in ordu to visualiZA' the 
bands. 

Protein e1ectrophoresis was pt'rformed under nalivt' oonditions in a 
10% nondenaturing polyacrylamide gt'1 with Tris· HCI, pH 8.8, but with
out SDS and with a Tris·glycine, pH 8.3, running buffer. LeuO· 6XHis 
(1.5 14: pt'r lane) was loaded, and after the separation, Iht' proteins were 
visualired following 1Ik' lirst slep of the enhanced·background (two
stage) rapid silvu·slainin~ protocol (48). 

EMSAs. Tht' DNA frapnenl from positions - 3]0 to +] of the regu
latory region of the ompSI gene (refured lo here as the DNA F+ ] frag
menl) and the Ier struclural fragmenl use<! as a negative conlrol were 
generaled by PCR with primt'rs 31Ob- 1 and 310· ( + l) and primers leT
Kpn and 1er· ISF, respt'ctil"ely, using plasmids pR03]0 and pleT-1'3 as the 
lemplales. respectively ( st<' Tables S] and Sl in the supplemenlal male
rial ). Tht' condilions used for the binding rt'actions and t'lectrophoretk 
mobility shift assays (EMSAs) wert' those describe.:! previously, and 100 ng 
of t'ach fragment was used (13). Tht' F + 1 fragmt'nt was 5' t'nd labeled with 
h _"p)dATP al 3,000 Ci rnmol - ' (Amersham Corporalion) using poly
nuclootidt' kinase (]nvitrogen) and purified using a gel exlraction kil (Qia
gen). Mixtures fur EMSA (20 111) conlaining 15,000 'pm (see Fig. 2) and 
10,000 cpm (see Fig. 5) of Iht' end· labeled F+ 1 DNA fragment, poly(d]
dC) as a nonspedlic oompetitor, and differt'nt conU'ntrations of purified 
LeuO wt and S54A and P139A mulanls were inrubated for 10 min at 4"C 
and then subjected lo electrophoresis on 6% polyacrylamide nondt'natur
ing gels in 1 x Tris borat~-EDTA buffu (pH 8.0) for 3 h at lOO V. The 
dried gels wut' subjected lo autoradiography lo visualize Iht' radiolabeled 
bands. 

LexA-based genetic s)'StellL The LexA·based gt'nelic system used to 
analyze Iht' LeuO wt and the dimerizalion of Iht' differt'nt mutanls has 
been described previously (49, SO). The ooding sequt'nces wert' obtained 
by PCR with primers LeuO· FBgl and LeuO-RKpn (see Table S2 in the 
suw] .. ",e"taJ material ) ",itl , leuO ",t ~",l muta"t t""'Vla l..,. 11 ,e r",ulli"g 
fragrnt'nls wert' doned in framt' as a BglJI· Kpnl fragmenl inlo the se
quena encoding the lexA DNA·binding domain (LexA080) in 
pSR6S8·A, generating plumids coding for chimuic proleins oonstituted 
by LexA08D fused lo either the LeuO wt or mulanl derivativt'S (see Table 
SI in the supplemenlal m~terial ) . The rt'Sulting plasmids wert' verified by 
DNA sequt'ncing and introduced into R coli SUIOI, which conlains a 
chromosomal .uIA::IacZ fusion, to monitor the ability oflht' hybrid pro
leins to form functional lexA08D dimers, whkh in lurn repress the ('X

prt'SSion of the .u/A::IacZ fusiono The R coli SUIO] strain harboring 
pSR6S8·A or LexA080· LeuO dt'rivative plasmids was grown ovunight in 
LB medium with tt'tracydint' al 37"C under aerobic conditions. It was 
Iht'n subculturffi in LB mtdium with tt'tracyclint' (10 l1g1ml), kanamycin 
(JO l1g1ml), and IPTG (l mM) to induce express ion of LexA080· LeuO 
hybrid proteins. Cells wt'fe oollected when the oplical dt'nsity al 600 nm 
(ODoro! was 1.0, and Iht' pellets were slored for ~ ·galactosidase and Wesl
ern blot assays. 

RESUlTS 

S. Typhi LeuO forms tetramers that bin d DNA with high affi n 
¡ty. To determine Ihe oligomeric slate of LeuO from SalmoneIla 

en/eriea serovar Typhi IMSS- I ( see Table SI in the supplemental 
material) , the leuOgenewas cloned in pMPM-T6!l, and LeuO was 
overexpressed and purified llilder native (nondenaturing) conditions 
(NCs) , resulting in LenO-6XHis· NC. LeuO· 6XHis- NC was sub· 

jected to size exclusion chromatography, and a single peak giving 
an average relative mass of 140.75 kDa was detectoo. T his was 
calculated using a p rt".iously calibrated colurnn with molecula r 

Juoe 10H Volume 1\16 Number 12 

LeYO f OOll'< Tetr~m"" 

A 
1000 ,--------------

y = 6922.1e-3·rm. 

~
'=0.9a573 g 100 

j 
j 10 t-----------~ 

1.2 1,4 1.6 1.a 2 2.2 
,.No 

B V_1m') - RMM 1~oa) 0Ilgo ...... 

louO (11 116 1.3 11 1 131.-44 3.7:1 
l ouQ(l l 11~ 1.2666 150.06 ~.;U 

A__ lle 1.2e8e 1..0.75 3.00 

FlG I ~iu exdusion duomatograplIy anal)"is of ~U wt. 'lile LeuU wt was 
purified Ululer native wnditioll5 (2 mgl3 mI) .nd was loaded omo a SeplIacryl 
S· lOO wlumn. (A) Calibration curve obtained by plotting the logari!hms of 
tho known molecular mass 'landards ve",us their ",sp«ti.e V ) V. values. Blue 
douan was U.M to determine !he void volume (V. ) of Ihe wlumn (90 mi). 
The following protein standards a.., p",,,,,nted in the .tandard curve (gray 
diamonds) (their mol«uJar masses, dution volumn IV ... J, and V,IV. vaJues 
are given in paren!h""",,): fI ·amy~ (200 kDa, 108 mI, l.!), alcolIoI delIydro
g. n."" ( ISO kDa, 117 mI, 1.3), albumin (66 kDa, 129 mI. 1.43), carbonic ano 
lIydra"" (29 kDa, 167 mi, l.86}, and <y1ochromec (12.4 kDa, 187 mi, 2.08). (B) 
l<uO V. and V,IV. vaJues obtained from two in~nd.nt experiments and 
tho average LeuO V. and V,IV. values.; lhe V. vaJuewas ir.wrporaled imo the 
.t",dard cu"",, (~n cirde in panel A). The reJative molecular mass (RMM) of 
tho LeuO wt was calculated using !he fijuation described in M'lerials and 
Methods, .nd!he oligomer .ize ofLeuO was cakulaled al Ihe rdative mol«· 
ular mass/35.7 kDa, wh.",!he laUer value is!he mol«ul" mass oflhe LeuO 
monomer. 

mass standards (Fig. lA). This indica tes that LeuO· 6XHis-NC is 
cornpose<! of four identical subunits (Fig. lB) and that LeuO 
forms a tet ramer in solution. Additionally, LeuO-6XHis- NC 

showed only one intense band when analyzed ln a native poly
acrylamide gel, and tha t band corresponded to a tet ramer (Fig. 
l A). Western blot analysisof purified LeuO-6X His· NC with anti
His antibody revealed a single rnonomeric band of 35.7 kDa 
(Fig. l B). 

To analyze the ability of tetrarne ric LeuO -6XHis· NC to bind 
DNA, a 350-bp DNA fragment (F+ 1) frorn the ompSJ p romoter 
rfgion containing two LeuO binding sites (1 3) was use<! in an 
E.VlSA (Fig. 2e). The resul ts depicted in Fig. 2D mow that LeuO -
6XHis- NC binds at low concentrations, starting at 50 nM. 

Previo usIy, LenO purified under dena turing conditions 
(LeuO-6XHis-OC) did bind DNA, albeit at higherconcentrations 

( 13). The analysis ofLeuO· 6XHis-DC in a native polyacrylarnide 
gel showed other bands that migra ted faster than the tetramer. 
The tetrarne r comigrated with the octameric fo rm of the Ler reg
ulator (a 16-kDa rnonomer), and the monorner comigrated with 
the Ler dirner (data not shown). The nature ofthe bandsobserved 
between the tetramer and the monorner is unknown and will be 
the subje.::t offurther studies regarding the structure ofLeuO (Fig. 
l A). LeuO -6XHis-DC was purified to homogeneity acco rding to 
the findings obtainoo with Coomassie blue· stained gels (not 
shown) and analysis by Western blotting (Fig. 1Bi. When analyzed 
fo r DNA binding, it requiroo nearly IO- fold higher concentrations 
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FIG 2 T~ram~ric LruO wt binds to DNA with a high affini ty. Tñe kuO wt (1 .5 1L8 pe' lan~) pu.ifi~d UlUle. nativ~ (Lru06XHis·Ne) and d~naturin8 
(kuO-6X H is-OC) wnditi(}ns was analyzed in a native 10% polyacrylamid~ gd (A), iR a Western blot afie. SDS-PAG E wi!h anti-His antibody (B), and by EMSA 
with difJ~.~m con""ntratiOlls of ku06XHis-Ne (t"'"une.) (O) and l.euO~X His-OC (monome. > dime. > trime. > tetramer) (E). (e ) Schematic repre
""mation of!he F+ I ONA fragm~nt from!h~ ompSl S' .egulatory . rgiOR ( 13) u""d as a probe fo. EMSAs. 

than uuO-6XHis-NCto inlnacl with ONA (Fig. 2E). These re
sulls suggest that the letramnic LeuO in the uuO-6XHis-NC 
samples binas lo ONA with a high.er affinity than the olher LeuO 
forms founa in uuO·6X His-OC. In any event, care must be 
taken lo purify LeuO Iillaer Ihe appropriate native conaitions in 
oraer to obtain the besl aclivity. 

Resiaues in uuO DBO ana LH are invoh-ed in ol igomeriza
lion, while an RO-I cenlra l subaomain mnlanl has no effecl on 
oligomer for malion. The OBO is the most conservea region be
tween L TIRs, ana mutations in Ihis aomain affe.::t ONA binaing, 
activation, ana repression. Furthermore, mutalions in Ihe OBOs 
ofCysB, OxyR, ana GcvA were nol transaominant, ana it has been 
suggestea thal they are affe.::too in oligomer formalion (43--45). 
The LH Ihal is also conservea among L TIRs has a role in aimer 
formalion, ana the le~ conserved RO-I aomain is involvoo in 
binaing ana a coinaucer response (27- 30). 

The cryslal structure of Ihe characterized. L TIRs has shown a 
similar fola for each subunit (monomer), ana in several instances 
a slable active homoldramer formea as a aimer of aimers has 
been proposa! lo be ne.::essary fo r the biological function of 
LTIRs (28- 35, 51, 52). O n the basis Ihese finaings, it seems thal 
aimer formalion is a process needoo lo obtain an active LeuO 
telrameric form; therefore, we ulilized. Ihe uxA -basea genelic sys
tem of homooimerization lo evaluate uuO aimerizalion. This 
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genetic syslem was also usea in oraer lo be able to assess Ihe oli
gomeric slate of L TIRs since aifferent mulatoo versions of uuO 
constructea in Ihis sluay coula not be overexpressa! ana purifiea 
lo homogeneity in the requi red amounts. This was the main lim
itation of Ihis sluay, in spile of Ihe facl tha l Ihe uuO wt prolein 
was obtainoo in sufficient amounts (4 mg per Iiler of culture). 

Hence, in oraer to aetermine Ihe involvemenl ofthe O BO, Ihe 
LH, ana the RO-I cenlral subdomain ofuuO in oligomerizalion, 
fragments with single alanine substi lutions al six conservoo resi
aues were construcloo (Fig. 3) ana fusea to LexA for aimerization 
analysis. The LexA-basea genelic system aelects in vivo prolein 
aimerizalion in E. co/i SU 101, in which the reporter fusion suLA:: 
lacZ is conl rolloo by the LexA aimer (aimerization is essenlial for 
operator recognition) (50). 

The OBO ofuxA (resiaues 1 to 128) was fused to full -Iength S. 
Typhi uuO (resiaues 1 lo 314) ana usa! as a positive control. This 
construct is referroo to as uxA- uuOI -31 4. In the reporte r sl rain 
with the veclor pSR658-A, Ihe level of ~ - gal actosiaase activity 
refle.::ls the level of constilutive expression of the sIlLA::/acZ fusion, 
ana this level is presentea as 100% sulA expression (Fig. 4B). The 
resulls showea that uxA- uuOI -3 14 (wt) efficiently repressea 
sIlLA::ÚlcZexpression (aown to 5 lo 10%) (Fig. 4B); thus, uuOcan 
replace Ihe aimerization aomain of LexA, and this system was 
usea to probe uuO aimerization in vivo. Six conservoo resiaues, 
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FIG 3 Muhiple·S«juenu alignment of!.euO and ..,vera! characlerized LITR.. . LeuO has a 20·re-sidueenen.ion al the N lenninu. when its se<Juenu i. aligned 
with!he se<juenu. ofthe other LlTRs. T1Ie ONA·binding domain ofLeuO wmpmn r .. idue. 21 to 78, the linker helix compri..,s ,",sidu .. 7910 lOS, and Ihe 
C· terminal regulatorydomain compru..s re-sidu .. 106 to 314. Blad< circles and broken vertical lin .. highlight the ,",placed re-sidues and deletions, re-s~clively. 
The alignment. and prediction of Ihe ..,wndary Slnlctu,", (in which Ihe scltemalic repr=ntalion aoove the se<¡uena.. show. helices as cylinders, ~ sltttls as 
aTTOWS, and tum segmento as li"".) of!.euO we,", p<rformed with the ClustalW and ¡alView prograJJ15 (59). Oark gray and paJe gray oox" .how ",.idu .. with the 
high .. , and Ihe leas! identity, ,",.pectively. LysR family domains OBO, LH, and the C-tenninal ,",gulatory domain wilh two subdomains, RO· I (umral, C 
terminal) and RO· H, are shown al tite IOp. Tite amino a,id S«juenu. uS<'d in the alignment are as follows: !.euO (S. CMrerial ..,rovar Typhi), CgrA (Neissuia 
m""iMgiridís, GI 7188597), AphB (Y. cltoleT/U, Gl 5565924), OxyR (E. coIi, Gl 388479299), MetR (E. coli, Gl 388479422), lknM (AclMerob<JCrtr ooylyi AOPI, Gl 
2996626), CbnR (R1llsl<mia eurroplta, Gl 4210464), ToaR (Coma"",,,,,. res/astenmi T ·2, Gl 75499536), CysB (E. coli, Gl 1787530), ArgP (Mycooooerium 
tuberculosis H 37v, GII5609I22), AmpR (Cirrobacrer {""mdii, Gl 736669), GcvA ( E. roli, Gl 388478824), and NahR (&udomo"", purUW, Gl 37220701). The POB 
accosion nUmbeT for P. aerugino:;a O9[6S0 is 31'ZV, and that fOT P. aerugino:;a 09[641 is lE.SN. 

L17, L46, 554, and L60 (loca too in tht' OBO), T79 (locatoo one 

residue befoTe the predicted LH), and Pl 39A locatoo in the RO· I 
central subdomain of Lt'uO ( Fig. 3 and 4A), weTt' Tt'placed by 

alanine. Tht' results showoo sulA::/acZ expression of 65% fO T 
LexA· L27A, 85% for LexA· L46A and UxA- L60A, and 50% fO T 

LexA· T79A. Thus, these mutant pTott'ins had a defective ability to 
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TepTess the expression of the su lA::/acZ reporter in strain SU 101 
compared with that ofUxA-Lt'uO (wt) ( Fig. 4B) . 

In contrast , LexA-554A, wht'Te S54A is locatoo in the HT H 

motif, and UxA- P I39A, wheTe Pl 39A is locatoo in the RO· I cen

tTal subdornain, Tt'pressed sulA: :/acZ reporter expTession as effee

tively as the LexA· LeuO wt (Fig . 4B). Western blot expnirnt'nts 
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FIG 4 Analysis of th~ dimerization and rrgulatory functions of l.euO wl and different mutants with alani",,·subsliluled residues in OBO and RD-1. (A) 
Schematic "'p~nlalion ofth~ dornains of\he LysR family: DBD with the HTH motif, LH, and C-Ierminal rrguJatorydomains RO·! (~nlral and e lerminal) 
and RD-lI. Th~ locations oflm. sil alanin~ .ubstitutions ar~ al.., .hown. (B) Oirnerization analysis ming the ~xA-ba""d two-hybrid sY'l~m . su/tl.::/acZ expression 
was analyz.ed in slrain SULOI carrying pSR658-A (v~lor), whieh rdl~1s con.litutive exr",,,,ion of th~ fusion and whieh was se! «¡ual to 100%, or p~xA
~u0127 A, plexA-~uOL46A, pl.exA-~uOS54A , plexA-l.euOl6OA, pl.exA-~u0179A, and plexA·l.euOPI39A. (e ) Weslem blot """'ys of extraels p"'pared 
from eells carrying lexA· l.euO wt or ~xA-alanine-subsliluted OBO and RD·l w~r~ carned out using anti-~xA antibody and anti-OnaK monodonal antibody 
as a conlrol after SOS-PAGE. Th~ cultures wer~ grown in LB lo an OO..., ofl.O, and l.exA-fused protein express ion was indu~d with IPTG (1 mM ). (D and E) 
Th~ transcriplional profiles offusionslo th~ cll1 reporter gene for \heomp51 (D) and rpx (E) genes in 5. Typhi w~r~ evalual~d in th~ p~n,"" ofeither \he leuO 
wt or mutants with sil diffe"'nt alani"" substitutmns in OBO, LH, or RD-[: 127A, L46A, S54A, l6OA, 179A, and P139A. (F) Expression ofthe ~uO wt and 
alani",,·subsliluled mutants using an anti-~uO polydonal antibody and anti-DnaK monodonal anlibody as a control. The cultures were grown in MA JlYdium 
lo an OD,.., of 1.0, and exr",,,,ion ofth~ proleins was induced with !PTG (1 00 ¡LM). 

mowed similar levels of expression of LexA-LeuO wt and Ihe 
LexA-fused mulanls (Fig. 4C). These results mowed Ihal residues 
L27, L46, L60, and T79 are importanl in LeuO dimerizalion, while 
residues 554 and Pl39 do nol affed dimnizalion, supporting Ihe 
involvemenloflhe DBO and LH regionsin LeuO oligomerizalion. 

LeIlO OBO, LH, and RD- I cenlra l subdomain mutanls are 
impaired in Irans.c riplional aclivalion and repression. To eval
uale Ihe effecls of mulalions in OBO, LH, and Ihe RO-I cenlral 
domain (Fig. 4A) on lranscriplional activalion or repression, Ihe 
genes encoding Ihe LeuO wt and Ihe six alanine-subsliluled vari 
anlswere cloned inlo pFMTrc 12 (see Malerials and Melhods). 1be 
resulting plasmids, pFMTrdeuO-SO (wt), pLeuOl27A, pLeuOIA6A, 
pLeuOS54A, pLeuOL60A, pl.eu0179A, and pLeuOPI39A, were inlro
duced inlo strain IMSS-l harboring Ihe reporter plasmid pKK232-9 
(ompSI) or pKK232-9 ( tpx). The expression of ompSJ and tpx (as 
regulalory regions fused lo Ihe cal gene) was aclivaled or repressed 
in Ihe presence of Ihe LeuO wt, respectively ( 14). The resulls pre
senled in Fig. 40 and E show Ihal Ihe L27A, L46A, S54A, L60A, 
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and T79A mulalions rendered Ihe proleins lolally defective in 
aclivaling or repressing Ihe ompSJ or rpx cllt fusion, respeclively. 

A dislinct phenotype WaS observed for Ihe Pl39A mUlanl, 
whose ability lo activale ompSl Iranscriplion was reduced by 10-
fold compared lo Ihal of Ihe wt (Fig. 40), yel il was able lo sub
slanlially repress tpx activity (Fig. 4E). This observalion could 
mean Ihal LeuO binds lo ONA differenlly when il displaces Ihe 
H-NS prolein lo lum on a gene Ihan when il binds lo impede 
Iranscription iniliation. The elucidalion of Ihis hypolhesis is cer
lainly a maller for further research. 

Weslem blol assays of cell exlracts (Fig. 4F) showed Ihal Ihe 
L46A, S54A, T79A, and P l 39A mulanl proleins were expressed al 
levels similar lo Ihe levels of expression of Ihe LeuO wt, whereas 
Ihe L27 A and L60A mulanl proleins were delected in smaller 
amounls, suggesling Ihal Ihey are more unslable. Nevertheless, 
Ihei r expression levels appeared lo be sufficien l lo aclivale and 
repress Irans.criplion. These resulls indicale Ihal Ihe L27 A, L46A, 
L60A, and T79A mulanls losl Iheir Iranscriplional function, aside 
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FIG 5 Th~ PI39A mutant binds lo DNA with a low affinity. The r.,mlt. ofEMSAs with !he leIIO wt and lhe P 139A and SS4A mutants, whidt were purified under 
native rondition .. bound lo th~ " P·end-Iabeled F+ 1 DNA ompSl fragmentar~ .dtown. Differenl ron~ntration.oflellO wt and mutan! prolein. wer~ u",d,as 
indicalffl above each lane. 

from Ihe facllhallheywe re affecled in dimer for malion (Fig. 4B). 
In conlrasl, Ihe ability of Ihe S54A mulanl, which dimerized Iike 
Ihe wt (Fig. 4B), lo activale and rt'p ress Iransc riplion was abol
ishoo (Fig. 40 and E). This mulanl is possibly defective in ONA 
binding since residue Ser54 islocaled in Ihe HTH mOlif (Fig. 3 and 
4A). The Pl39A mulanl presenled an inlt'resling phenotype, since 
il dimerized (Fig. 4B), and allhough il rt'lained only a low leVt'1 of 
Iranscriplional activalion, il mainlainoo Ihe capacity lo almosl 
fully repress Iranscriplion (Fig. 40 and E) and was expressed in 
am ounls similar lo Ihose for Ihe wt (Fig. 4F). This mulanl prolein 
probably mainlains ils ability lo bind t'fficiently lo tpx ONA bul 
has less affinity for ompSl ONA. II should bt' poinloo oul Ihal for 
Ihe Weslt'rll blol assays, Ihe anlibody againsl LeuO Ihal was used 
was polydonal; Ihus, a ma}or reaclive band was oblained over a 
background of olht'r bands. 

LeIlO OBO, LH, and RO-I cenlral subdom ain mulanls are 
defeclive in O NA binding. To ascertain Iht' ONA-binding abili
lies of mulanls wilh mulalions in OBO, LH, and Ihe RO-I cenlral 
subdomain, alanine-subsli luled varianls wilh six hislidine resi 
dues in Ihe C Inminus wt're doned inlo Ihe pMPM-T60 veclor, 
in order lo be overexpressoo and purified und t'r nondenaluroo 
condilions (see Malerials and Melhods). EMSAs were pt'rformed 
wil h Ihe 350-bp ONA fragmenl (F+ 1) conlaining Iht' S. Typhi 
ompSl promoler rt'gion and Iht' LeuO-binding si les ( 13) and a ler 
ONA fragmenl of t'n leropalhogenic E. coli (EPEe) aS a negalive 
conlrol ( 13, 46). By EMSA, Ihe P139A mulanl showoo nodelect
ab lt' band wilh relarded migralion (dala nol shown), even Ihough 
il relained sorne aclivaling and almosl fuU repressing aclivity (Fig. 
40 and E). Howt'Vt'r, in a mort' sensilivt' gt'l rela rdalion expt'ri 
menl using a radioactiVt' F+ 1 fragmenl, Ihe P 139A mulanl did 
show ONA binding lo Iht' fragmenl, allhough al a much lower 
affinity than the LeuO wt (Fig. 5). Even wi th Ihis more sensi tive 
assay, no binding lo DNA wasobserved wilh Ihe S54A mulant. AH 
Ihese resulls showed Ihal sorne residues in Ihe OBO are involvoo in 
dimer formalion and, Ihus, art' mosl likt'ly involvoo in It'tramer 
formalion, and Ihese oligomeric defects allt'r Ihe Iranscriptional 
function and DNA binding in vitro. 

Oeleliolls in Ihe LeuO C-Ierminal RO-II and RO-I sllb
do mains affecl oligomeriza lion. The C-Ierminal domains of 
L TIRs are involvoo in oligomerization, although Ihe specific 
am ino acid rt'gions involved in lelramnizalion h ave no t been de-
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lermined due to Ihe poor const'rvalion oflhis domain ( 53, 54). 
Accordingly, LeuO shares a high dt>gret' of sequence similarity 
wi lh o ther L TTRs al the N-terminal ONA-binding domain and 
less conservalion al the C-te rminal inducer-binding domain 
(Fig. 3). 

To delermine Iht' role ofthe C-tnminal domain of LeuO in 
oligomt'r formation, a co l!eclion of sequt'n tial!y lruncatoo forms 
of LeuO fused lo LexA was conslructoo. The selection of deletions 
was based on sorne tha l have been analyzoo in olher L TIRs (9, 31 , 
36, 40, 43--45). Thus, fragmenls of /euO encoding amino acid res
idues 1 to 309, 1 lo 304, 1 to 299, 1 lo 294, 1 lo 284, and 110214 
(Fig. 6A), lacking 5, 10, 15,20,30, and lOO amino acids, respec
lively, wert' d oned inlo plasmid pSR658-A (see Matt'rials and 
Mt'lhods) , and slrain SU 101 was Iransformoo with tht' resulting 
plasmids. The resul ls presenled in Fig. 6B show Ihal al! Ihe lrun
catoo prolt'ins fused lo LexA were defective in repressing suLA:: 
laeZ expression to various extt'nts. The reportt'r gene expressions 
wt're 50% for pLexA-Lt'uO I-309, 70% for pLexA-LeuO I-304, 
40% for pLexA -LeuO 1-299, 60% for pLexA-LeuO- I-294, 80% for 
pLexA-Lt'uO I-284, and 9O%for pLexA-LeuO I-214. Thus, al! Iht' 
mutanls had dimnizatio n defects compared wi lh Ihe dimeriza
lion ability of LexA-LeuO wt (Fig. 6B). 

Western blol assays of exlracls preparoo from cel!scarrying Iht' 
LexA-LeuO wt and LexA-LeuO truncaled proleins using anli
LexA anlibody showed Ihat al! the proleins were expressed allt'V
els similar lo those of the wt , wilh Ihe exception of LexA-LeuOI -
21 4, which was expressed al very low levels (Fig. 6e). II was 
unexpt><:too Ihal al! Iht' LeuO truncaled varianls had dimerizalion 
defects, as Ihey have an inlact LH (which is involvoo in dimer 
fo rmalion) (28-30, 34, 35). The effect observoo in Ihe truncaled 
prott'in lacking only 5 residues has not bet'n observoo for olher 
LTTRs (40, 44, 45). This is clear evidence tha t the C-terminal 
RO-J[ and RO-I subdomains of LeuO are involved nol only in 
lelramt'r formation bul also in dimerization. 

The transcriptional function of LeIlO e -terminal varianls 
wilh lruncat ions in the RO-U and RO-I subdomains is CO III

pletely abolished. To delermine whelht'r Iht' proteins with lrun
cations in Iht' C lermin us that art' affecloo in dimt'r formation 
(Fig. 6B) are impai roo in their Iranscriplional funclion in vivo, 
Iht'i r capacity lo activate or rt'p ress expression was explored. Tht' 
various versions wilh delt'lions of Ihe leuO gent' wt're doned inlo 
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FIG 6 Anal)"is of dimerization .nd regulatory fonctions ofl.euO wt .nd e -terminal deLetion mutants. (A) Schematic representation ofthe domains of Ihe L)"R 
family: OBO, LH, and Ihe e -terminal regulatorydomain wilh two sulxlomains, RO-I (""ntral, e terminal) and RO-ll. The localization ofthe ddetions in the 
e -terminal domain is alsoshown. (B) oimerization ana/y.is. su/A.::/acZ upre:s.sion in strain SUIOI carrying pSR658-A (v«tor), theupre:s.sion of which was set 
equal to lOO%, or carrying pl.exA-l.euO (wt), pl.exA-leuOI -309, pl.exA-l.euOl -304, plexA-l.eu0l -299, plexA-leuOl -294, pl.exA-l.euO- I-284, or pLexA
leuOl -214 is shown. (e ) Expression of Ihe l.euO wt and deletion mutants fusffi to l.exA was evaluated by Western blotting using an anti -1.exA poIydonal 
antibodyand ananli -On.K monoclonal antibody.sa control after SOS-PAGE. The cultureswere grown in LB medium toan OO""" ofl.O, and lexA -fusffi 
protein express ion was induced with lPTG ( 1.0 mM ). ( O .nd E) Transcriptional proftles of fusions to the aH reporter gene for the ompSI .nd rpx genes 
in S. Typhi in the pre",n"" of either the leuO wt or mutants with different deletions in the e terminu.: leuOI -309, leuOI -304, leuOI -299, leuOI -294, 
leuOI -284, .nd LeuOI -21 4. (F) Expression of the leuO wt and the ddetion mutants was evaluated by We.tern blotting u.ing an anti -leuO polydonal 
antibody .nd an anti -OnaK monoclonal antibody asa control. Thecultures were grown in MA medium toan 00"" of1.0, .nd expression ofthe proteins 
w .. induced with IPTG ( lOO ILM). 

plasmid pFMTrcl 2 (see Materials and Methods), and the resulting 
plasmids were named pLeuO I-309, pLeuOI -304, pLeuOI -299, 
puuOI -294, pLeuOI -284, and pLeuOI -214 (Fig. 6A). These 
were in troduced into strain IMSS- l harboring either plasmid 
pKK232-9 (ompSI) or plasmid pKK232-9 (.px). As expected, in 
accordance with thei r dimerization defects, all truncated pro
tein s were unable to activate o r repress gene transcription ( Pig. 
6D and E). 

To verify that the phenotypesobservoo for these truncated pro
teins were not due to very low or no expression, Western blot 
analysis with a polyclonal anti -LeuO antibody was performed, and 
it showed that the truncated proteins were expressoo in amounts 
similar to those of the LeuO wt, with the exceptio n ofLeuOI -214, 
which was expressed at lower but still detectable levels that would 
appear to be sufficient for functionality (Fig. 6F). These results 
show that aU the truncatoo proteins that are affected in dimeriza
tion are ruso completelydefective in thei r regulatory function, and 
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this suggests tha t even though they have an intact DBD, they are 
also affected in DNA binding. 

LeuO variants with C-te rminal truncations fail to bind DNA. 
The DNA-bindingcapacityoftwo truncatoo proteins, LeuOI -309 
and LeuO I-284, affected in dimerization (Fig. 6B) and in their 
regulatory function (Fig. 6D and E) was determined. The frag
ments encoding the LeuOI -309 and LeuO I-284 trunca ted pro
teins with sU: histidine residues in the C terminus were cloned in to 
the pMPM-T60 vector in order to be overexpressed and purified 
(see Materials and Methods). These two LeuO truncated variants 
were the ones that could be obtained at relatively higher yields for 
use in EMSAs using the 350-bp DNA fragment (F+ 1). The trun
cated proteins LeuOI -309 and LeuOI -284 did not fo rm any de
tectable shifted bands; hence, they could not bind DNA even at the 
higher protein concentrations compared with the concentrations 
of LeuO wt used (data not shown). 

A11 these observations show that the C- and N-terminal do-
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FIG 7 Oim~rization analy.is of mutan!. with .ingl~ alanine .ub,ti!utions 
of th~ la.! 5 re.idu~. of th~ RO-! subdomain at th~ e t~rminu. by the 
LexA-based two-hybrid system. lIlLA::/¡¡cZ upreSllion in slrain SUWI c.ar 
rying the pSR658-A (vector) was ",! "'lual to 100%. (A) Analyse. ofpLexA
LeuO (wt ), pLnA-LeuOS31OA. plnA-LeuOV3LIA. pLexA-Leu0C312A, 
pLexA-LeuOK313A, and pLexA-LeuOR314A. (B) W ... tem blo! lllSay of n 
tracts from cens carrying!he LexA-LeuO wt and all th~ LexA-point mUUnts 
after SOS-PAGE. Th~ gels w~.., probffl with anli -LexA antibody (top) ami, for 
OnaK detection. with an anti-OnaK antibody asa conlrol (bottom). 

mains have a role in dimer formalion md thus suggesl that Ihey 
have a role in tt'tramer formation and that Ihe oligomeric stale of 
LeuO is esst'ntial to ext'rt trmscriptional regubtion and ONA 
binding. 

LeuO mutanls with point muta tions in the lasl 5 residues of 
Ihe e lermin us a re able to d imerize but are d ifferent ially a f
fected in activat io n and repression. Given Ihe dimt'riza tion de
fects ofLexA- LeuO I-309C (Fig. 6B), it was of inleresl to know if 
proteins wi th single alanint' subsli tulions in Ihe last 5 residues 
showed tht' same phenotype. Using the two-hybrid syslem, we 
observed Ihat all LexA-fusa! mulmts wi th point mutations re
pressed expression of Ihe IacZ reporle r as t'fficiently as the LexA
LeuOwt; therefore, Ihey main taine<! the capacity todimt'rize (Fig. 
7 A). To wrify the expression of the LexA-fused point mutanls, a 
Western blot assay was pt'rformed using exl racts of ceHs carrying 
LexA-LeuO wt and LexA-S31OA, LexA-V311A, LexA-C312A, 
LexA-K3 13A, and LexA-R314A. As observe<! in Fig. 7B, all fusa! 
proteins were expresse<l al levels similar lo Ihe level for Ihe LexA
LeuO wt, showing Ihat Ihey were slable and functional. 

Next, the effect on the regula to ry funclion of these mulants 
no! affecte<! in dimerization was analyze<!. The fivt' variants 
were doned in to pFM Trcl2 (see M att'rials and Methods), gt'n
t'rating plasmids pLeuOS310A, pLeuOV311A, pLt'uOC312A, 
pLeuOK313A, and pLeuOR31 4A, which were introduced in to 
strain IMSS- 1 harboring plasmids pKK232- 9 (ompSI) md 
pKK232-9 ( rpx). O nlythe K313A and R31 4A mutanls were able lo 
activale the ompSl -catfusion al alevt'l similar to !hal for the LeuO 
wt; IheS310A, V311A, and C3 12A mulan tswert' not able todo so 
(Fig. SAl . Intt'restingly, aH five variants represse<i the rpx-cat fu 
sion (Fig. 8B). Westt'rn blot malyses were performe<! lo ve rify Ihe 
expression ofthest' mulant proleins at a level similar lo tha t of Ihe 
LeuO wt (Fig. SC). 

These results show Ihal deletion of the last 5 LeuO residues of 
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.uiptianal profiles of ompSJ alld rpx genes in 5. Typhi with th~ LeuO wt or 
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00,., of 1.0, and upression aflhe protein. was inducffl wilh lOO 11M IPTG. 

tht' RO-I tnminal subdomain affecls dirne rizalion bul Ihat inde
pendenl substilu tions in each residue do nol. In terestingly, mu
tanls with two of theSt' mutalions (K313A and K31 4A) lacaled al 
tht' t'nd of the prott'in (Fig. 3) rt'taine<! the capacity to activa te and 
repress gent' expression ( Fig. 8A and B). In cont rast, rnutants with 
rnutalion of tht' remaining thret' residues thal are parl of tht' lasl 
p re<!icte<! helix in LeuO (Fig. 3) still repressed but wert' affected in 
activating transcription (Fig. SA and B). A similar phenotype was 
obst'rved in the Pl39A mutan t (Fig. 40 and E), in which the mu
tation was lacated in Ihe RO-I central subdomain (Fig. 3). T his 
indicates Ihal residues in the RO-I ct'ntral and tnminal sub

dornains are involved in t ranscriplional activation. 

DISCUSSION 

In this work, the oligornnic structure of LeuO frorn SalmonelÚl 
enterica st'rovar Typhi IMSS- 1 was delerrnined to be a letramer 
(Fig. 1) tha t binds wilh high affinity lo DNA (Fig. 20). This oli
gomeric fo rrn W3S oblained wht'n LeuO was purified under nativt' 
condilions (LeuO-6X His-NC). In contrasl, LeuO purified under 
dena turing condilions (LeuO-6X H is-0 C) bound to tht' sarnt' 
ONA wi th a lower affin ity (Fig. 2E). Interestingly, both Lt'uO -
6 X His-NC and LeuO-6 X H is-DC showed ONA-prolein com-
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plexes with identical mobilities (Fig. 20 and E). LeuO-6XHis-OC 
did not form complexes that migrate<! faster than those ofLeuO-
6 X His-NC, even at higher prott'in concentrations, suggesting that 
in both cases the tetramer is the form that interacts with ONA (i.e., 
for LeuO-6 XHis-DC, the tetramer was preSt'nt at very low con
centration) orelSt' that otht'r oligomeric formsfound in the LeuO-
6XHis-OC prepantion oound with a low affinity, to result in 
complexes similar to thoSt' forme<! by the tetramer (Fig. 2E). 

CuriousIy, OntR forms tetramers in rolution and crystallizes as 
a homooimer (33). ArgP crystaUizes as a dimt'r and also forms 
dimers in solution, but it has been propose<l that it functions as a 
tetramer due to cooperative binding of dimt'rs to dimers at two 
binding sites during ONA contact, thus t'nhancing the recruit 
ment of RNA polymerase (30, 55). Other LTTRs, such as Mt'tR, 
No d03, and Nac, form functional dimers that havt' been shown to 
interact with ONA and activatt' or repress transcription. For these 
regulators, the C terminus appears to Ix> dispensablt' for ONA
binding and transcriptional activity (36, 38, 40). Given this, it 
could be that LeuO binds to ONA as a dimer via a dimer-dimer 
interaction, which would be favore<! by the presence of ONA. 
Nevertht'less, OUT findings suggest that the LeuO tt'tramt'r is the 
form that binds DNA in vitTo (Fig. 20 and E). Therefore, LeuO is 
part of a subdassof LTTRs that includes NahR, TrpI, CysB, BenM, 
CbnR, OntR, TsaR, AphB, and ArgP, which have bet'n shown to 
form homotetramers in rolution. In most cases, the formation of 
an active homotetramer is necessary for their biological function 
(28--35, 51, 52). 

Since tht' LeuO tetramer is require<! for ONA binding, the in
volvement ofOBO, the C-terminal RO-I central and terminal sub
dornains, and the RO-ll subdomain in oligomer formation was 
t'Valuate<! using alanine substitutions and dt'letions. Single alanine 
substitutions wt're constructe<! in six conserve<! residues in OBO 
and the RO-I central subdomain (Fig. 3). The L27A mutant (in 
which the mutation is located in an extended region of the N 
terminus), the L46A and L60A mutants (in which the mutation is 
within the HTH motif) , and the 179A mutant (in which the mu
lalion is proximal lo Ihe LH) had dimnizalion defects (Fig. 4B). 
As exproed, these mutants wt'rt' unable to activate and repress 
ompSl and tpx expression, respectively (Fig. 40 and E) and to 
interact with ONA (data not shown). 

In agreement with these results, the K42E, R60E, and L71W 
mutants, whose mutations were locate<! in the OBO and LH of 
ArgP, were shown to be involved in the dissociation of dimers into 
monomers, thus supporting the interactions between tht' C termi
nus and the OBO (30). 

The S54A mutant (in which the mutation was locatoo in the 
HTH) and the Pl39A mutant (in which the mutation was located 
in the region corresponding to RD-I) dimnized like the wt (Fig. 
4B), so these mutants are likely to form tetramers. 

Oespite these findings, the S54A mutant was afft'1:ted in tran
scriptional activation and ONA binding (Fig. 40 and E). Accord
ing!y, residue &r54, locate<! in the HTH motif, is one of the most 
highly conSt'rved residues in the rt'1:ognition helix among L TTRs 
(Fig. 3), and these residues have been propose<l to contact the 
ONA major groove (29). Ser54 corresponds to Ser35 in AmpR, 
Ser33 in OxyR, and Ser38 in CysB and GcvA, and these residues 
are required for ONA binding but not oligomerization (27, 43-
45). On tht'otht'r hand, tht' PI39A mutant retained sorne abilityto 
activate and almost fully rt'press transcription (Fig. 40 and E), and 
accordingly, it was able to bind to ONA in vitro but with less 
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affinity (Fig. 5). The P139 residue is lacate<! in the RO-I central 
subdomain ( Fig. 3 and 4A), which is involved in binding and tht' 
inducer response in L TTRs (27, 56). Howewr, it is not known 
whether LeuO requires an inducer in vivo. AlI thesedata show that 
sorne residues in the OBO of LeuO are involve<! in dimt'r forma
tion, since Ala substitutions of theSt' residues afft'1:te<! ONA bind
ing and Iranscriptional activity. Therefore, this region could Ix> 
important for dimer stability or in protein folding. Otht'rs resi
dues in tht' OBO are not involvoo in oligomt'r formation yet art' 
important for ONA binding and transcriptional function. 

The C-tnminal rt'gulatory domain comprises the major por
tion of the L TTR proteins and contains two subdomains, RO-I 
and RO-II (Fig. 6A). Although the C-terminal regulatory domain 
is involved in oligomerization, the spt'cific region involved has not 
been determine<! due to low levels of sequence const'rvation (Fig. 
3). All truncate<! proteins in the C-terminal regulatory domain of 
LeuO were defective in dimerization (Fig. 6B), transcriptional ac
tivation and rt'pression (Fig. 6D and E), and DNA binding in vitro 
(not shown). This held even in a mutant in which the last 5 C-ter
minal residues were dt'leted. 

It wasexpecte<! that the mutant with thisdeletion would retain 
the capacity to dimerize, since proteins with deletionsof5, 11, and 
14 amino acids from the C tt'rmini of CysB, OxyR, and GcvA, 
respt'1:tivt'ly, function almost likt' the wi[d typt' or be.:ome consti
tutively active and are thus able to bind to ONA (43--45). Never
theless, deletion of 9 residues from the C tnminus of NahR se
vt'rely affectoo transcription and ONA binding. Proteins lacking 
16 or 22 residues in CysB and OxyR, respectiwly, were mainly 
affecte<! in repression but were constitutively active. These trun
cated prott'ins forme<! dimers, suggesting that these regions are 
involve<! in tt'tramerization. A different t'ffect was observed for 
mutantswith aA233V point mutation in OxyR and a A2270 point 
mutation in CysB, which stiU repressed and activated transcrip
tion constitutively and bound ONA as dimt'rs (9, 31 , 43--45). 

AlI these results strongly suggest that sevnal LysR rt'gulators, 
including LeuO, function as tetramers and that the C terminus 
(Ihe RO-I and RO-II subdomains) is imporlanl for proper oli
gomer formation. 

Interestingly, a single alanine substitution in each of tht' last 5 
residues of LeuO did not affect dimerization (Fig. 7 A) or 
repression (Fig. 8B). This suggests that aU five mutants retained 
tht' ability to bind DNA, since they wt'rt' able to repress rpx. Tht' 
S310A, V311A, and C312A mutants, which wert' affected in tht' 
ability to activate expression ( Fig. 8A), could be affected in their 
ability to interact efficit'ntlywith the ompSl regulatory region, like 
the PI39A mutant , which bound ONA with less affinity (Fig. 5), or 
could be affected in their capacity to displace tht' H-NS protein to 
derepress expression ( 13). Interestingly, these residues, Iike P139, 
are locate<! in the RD-I C-terminal and central subdomain and are 
part of the last LeuO helix (Fig. 3). 

The activation and repression mt'1:hanisms havt' been shown to 
Ix> differt'nt depending on the oligomnic form of the Nac regula
tor: as a dimer it is capable of activating transcription and binding 
to ONA, and it weakIy rt'pres:ses since it binds at one site, yet it 
needs to form a tetramer to promote strong repressive binding at 
two sites of the target regulatory region (57). Nevertheless, as dis
cusse<l abow, the LeuO tetramer bindswith a high affinityto ONA 
in vitro and is the oligomeric form obtaine<! under nativt' purifi
cation conditions (Fig. 1 and Fig. 2A). The coexistence of dimt'rs 
and tetramt'rs described for Nac was not found for LeuO-NC, but 
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Ine possibility Inal sorne of Ine LeuO mulanls studied nt're fo rm 
dim ers in vivo Inal relain Ine capacity lo repress expression in vivo 
cannol be discarded. How Inese mulanls art' abl", lo repress tpx 
expression bul nol t'fficiently activale ompSl is a maller for fulure 
sludy, since Ine mecnanisms u sed by L TTRs for repression of lar · 
gel gt'nes Inal are nol orienled divergently from Ihe regulalor are 

poorly documented (56). 
By analysis of mulanls wiln sile-directed and delelion mula· 

liollS, wt' observed Inat LeuO snares sorne fealures wiln olner 
cna raclnized L TTRs, suro as tnt' funclionality of i ts OBO and Ine 
involvt'mt'nl of Ine C-It'rminal domain, including tne lasl 5 resi · 
dues, in oligomnizalion. [n addilion, we found Inal eacn LeuO 

dornain is also importanl in oligomerizalion, Iranscriptional reg· 
ulalory funclions, and protein- ONA inleraclions. These findings 
suggesl a possible inlnaclion between Ine C Inminus and Ine 
OBO wnicn mighl be important for Ine fo rmalion and stability of 
Ine dimer and, Inus, for lelramer formalion. Even tnough Ine 
LeuO sequence alignrnt'n t wiln olner L TTRs snowed Ine conser· 
vation of domains and residues ( Fig. 3), up to Inis poinl, furtner 
resea rro on Ine Inree· dimensional slructure of Lt'u O should nelp 

provide an unde rslanding of wnelne r its domains correspond lo 

Inose previously defined fo r olner L TTRs ( Fig. 3). Tnert'fo rt', 
complex slruclure-funclion re[ ationsnips in LeuO may accounl 

for its regulalory functions, acling as a represso r, antirepressor, or 
activalor of a widt' varit'ty of nonrt'laled gt'nes, Int' number of 
wnicn is increasing ( 21 , 22, 58). 
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Salmonella are facultative intracellular pathogens. Salmonella infection occurs mainly by 
expression of two Salmonella pathogenicity Islands {SPI-, and SPI-2). SPI-, encodes tran
scriptional factors that participate in the expression of virulence factors encoded in the 
island. However, there are t ranscript ional factors encoded outside the island that also par
t icipate in the expression of SPI-l-encoded genes. Upon infection , bacteria are capable of 
avoiding the host immune response w ith several strategies that involve several viru lence 
factors under the cont rol of transcript ional regulators. Interestingly, LeuO a t ranscriptional 
global regulator which is encoded outside of any SPI, is proposed to be part of a complex 
regulatory network. that involves expression of several genes that help bacteria to survive 
st ress condit ions and, also, induces the expression of porins that have been show n to be 
immunogens and can thus be considered as antigenic candidates for acellular vaccines. 
Hence, the understanding of the LeuO regulon implies a role of bacterial genet ic regulation 
in determining the host immune response. 

Kevwords: LeuO. Typh i. OmpS 1. OmpS2. H-NS. porins 

INTRODUCTION 
Sa/moneIla enterica are Gram-nt'gativt' bactt'rial pathogt'ns capablt' 
of infecting human bt'ings and other vertt'brates, and causing sub
stantial morbidity and mortality ( 1, 2). In human beings, most of 
Sa/moneIla st'rovars can caust' infections in the small intestine and 
ht'nce gastroenteritis; yet a small percentagt'of Sa/monella st'rovars 
can cause a systemic infection, such as typhoid fever by the Typhi 
serovar (3). Control of Sa/monella infection is difficult, in par! 
due to the capacity of the bactt'rium to tolnate t'nvironmental 
stress, to its widespread distribution, multiple drug resistance, and 
adaptability (4). They infect human beings and other animals by 
the fecal-oral route , via contaminated food and water. 

Aftt'r oralacquisition, Sa/monella resists low pH in the stomach 
and colonizes the intestinal tract and sorne cells can disst'minate 
lo caust' systemic infect ion of organs such as liver and spleen (1). 
Sa/moneIla virulence factors as well as host immune responses are 
dett'rminant in the infectious process developed in the pathol
ogy (5). S. mferiw Typhimurium and Typhi serovars interact 
with host cells through the activities mainly of two type three 
secretion systems (TTSS), encooe<! in two pathogenicity islands, 
1 and 2 (SPI - I and SPI -2) (6, 7). While SPI- I participates in 
bacterial cell t'ntry into non-phagocytic t>pitht'lial cells, SP[ -2 is 
required for intract'llular maintt'nance of the bactt'ria in a spt'cial
ized membranous compartment (8). Sa/mone//¡¡ internalization 
is mediate<! by effectors t'nroded in SPI- I: SopE, SopE2, and 
SopB, which activate the Rho family of GTPases Racl , Cdc42 and 
RhoG (9, 10). These bactt'rial efTectors promote a transcriptional 
reprograming in host cells, which in turn leads to the expres
sion of pro-inflammatory cytokines, which could be essential for 
the initiation of diarrhea, a hallmark of aCUle Salmonella infec
tion. Recently, it has ~t'n obst'rved that the expression of the 
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pro-inflammatorycytokine intt'rleukin 22 (I L-22) can be t'xploitoo 
by pathogt'ns, such as Sa/mone/la, to suppress the growth of their 
closest competitors tht'reby enhancing pathogen colonization of 
mucosal surfaces ( 11- 13). 

Upon infection of intestinal epithelial cells, early transcrip
tional host responses occur characteristically after the stimulation 
of the innatt' immune rect'ptors ( 14). However, the Salmone/la
induced responses are unique in that this pathogt'n is capable of 
stimulating tht'm indt'pendt'ntly of innate immune rt'ct'ptors ( 12), 
which art' largely inactiw in the intestinal epithelial cells due to 
robust negatiw rt'gulatory mechanisms ( 15-17). Aftt'r internaliza
tion in t'pithelial cells, bacteria traverse the intestinal t'pithelium 
and can invade M-ct'lIs owrlying Peyer's patches, as well as being 
capturoo by dendritic cellsdirectlyfrom tht' intestinallumen ( 18). 

Syslt'mic infeclion requires inlract'lIular survival and replica
tion, while Sa/mone/la -macrophage interactions are essential for 
bacterial virulence, diseast', pathology and chronic infection ( 19-
21 ). Immunity to intra-macrophagt' pathogt'ns (i.e., SalmoneIla) 
requires the infected host to gennate a robu st and sustainoo 
CD4 Thl response (22). Sa/mone/la infection of inbroo moust' 
strains induces a robust CD4+ T-ct'lI response that is essential 
toward proteclive immunity to secondary infect ion (23-27). Sal
moneIla also induces CDS+ T-cells and antibody responses that 
can contribute to the resolution of infection (25, 27, 28). Tht' 
fint study to successfully charactt'rize Sa/monella -specific CD4+ 
T-ct'lI clones identified the target antigt'n of these T-cells as an 
[- Ak t'pitope within the central hypervariable portion of bactnial 
flagt'lIin enrode<! by tht' FliC gent' (29). Subsequently, additional 
M HC class [[ epitopes were idt'ntified in the same protein and 
thus flagellin remains the most Ihoroughly defined target anligen 
in the Sa/monella infection moot'l (30, 31 ). Additional studies haw 
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shown that immunization with flagellin provides a modest degret' 
of protective immuni ty to Sa/mone//¡¡ infe.::tion, usually definoo 
by slightly lower bacterial counts or a dday in time to dea th after 
infection. Thus, fl agellin is a well -definoo target antigen of C0 4+ 
T -cells during Su/mone//¡¡ infection and this response oontributes 
modestly to protective immunity in vivo (32, 33). Among other 
antigens, the outer membrane proteins (OMPs) are particularly 
important. In a murine model, the highly abundant OmpC and 
OmpF porins (34) can induce long-term antibody responses with 
high bactericidal capacity, and they even confer prote.::tion against 
challenge with Su/monella Typhi (35, 36). 

THE LeuO GLOBAL REGULATOR IS AN LTTR 
LeuO is part of the LysR-type transcriptional regulators (LTTRs), 
the larges t famil y of t ranscriptional regulators in prokaryotes. 
In consequence, they regulate a wide variety of genes that are 
involved in a diversity of cellular functions sueh as biosynthesis of 
amino acids, catabolism of aromatic oompounds, antibiotic resis
tance, oxidative stress response, ni trogen fixation, quorum sensing 
and vi rulence (Figure 1) (37--40). Many structural studies have 
shown an organization of an N-terminal ONA-binding domain 
(OBO) with a wingoo Helix-Turn-Helix (wHTH) motif;and a long 
linker helix (LH) involvoo in dimeriza tion that oonnects the OBO 
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with the C-terminal efTector binding domain (EBO) or regulatory 
domain (RO) (37, 41--43). These regula tors are proteins between 
300 and 350 residues, mostly acting as transcriptional activators 
that bind to A- T rieh ONA sequences in similar positions. 

In the d assical model of action, LTTRs activate the transcrip
tion of a divergent gene and repress their own transcription, inde
pt'ndently of the presence of a oo-inducer or efTector (small signal 
molecule); although there are exceptions where no co-inducer is 
required and in most of these cases they act as repressors (37). 
Therefore, the members of the family have bren described as dual 
regula tors (44). Nevertheless, there are examples where the LTTR 
positively autoregulates its expression; and sorne LTTRs can have 
more gene targets that they activate or repress, invo lved in difTer
ent cellular process, difTerent from those divergently located with 
respe.::t to the gene for the regulator (39). Even more, as addressed 
below, LeuO is an in teresting case due to the fact that it can act as 
derepressor, and has been shown to have oomplex ONA-binding 
sites (45, 46). 

LeuO HISTORY 
The first report of the LeuO regulator was bythe localization of the 
/euD gene betwet'n the /euABCD and i1vlH opt' ron5; upon which 
it was induded in the LysR family due to its amino acid sequence 
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similitude with other members of the family (47, 48). Basoo on 
the localization of its gene, LeuO was presumoo to be a IeuABCD 
regulator, although Leu auxotrophy was not observoo in a leuO 
mutant strain (49). 

Nt'Vertheless, since the first report of LeuO as a transcrip
tional regulator, it was shown to be involvoo in the regulation 
of genes important for bacterial survival in stringent conditions 
(Figure 1). Thereby, when LeuO was overexpressed in E. coli it 
was found to repress cadC: this was the result of searching for 
genes that can complement an H-NS mutant strain, thus provid
ing an insight aoout a relationship between LeuO and H-NS (50). 
CadC activa tes the cadAB operon, an important system expressoo 
under acidic conditions (51 ). H-NS is a global regulator that acts 
as a nucleoid protein ( 52, 53). Later, LeuO was dl'tnminoo to 
roouce ,poS translation (which encodes S sigma factor) by rl'pres
sion of the small regulato ry DsrA-RNA, who positively regulates 
,poS translation, mainly at low tl'mpnature (54). 60th cadC and 
ds,A are rl'pressoo by H -NS (55, 56). Interestingly, in ooth cases, 
LeuO indirt'1:tly rl'presses the cadAB opl'ron expression and RpoS 
translation. 

Accoroing with a LeuO-dual role regulator, it was found to 
be a positive regulator of bgI and yjjQ-bg/f operons in E. coli. 
Later, it was demonstrated that LeuO counteracts H-NS rl'pres
sion (49, 57, 58). The bgl opl'ron is involved in the utilization of 
sorne ~-glucosides as salicin and arbutirin; and the yjjQ-bg/f genes 
encodl' for a transcript ional factor Ix>longing to the LuxR family. 
Thesl' opl'rons are repressed by H-NS in a wild type genotype (59) 
(Figure 1). 

In several studies in Salmol1elIa Typhimurium, a model calloo 
cis-acting promotl'r relay mt'1:hanism has Ix>l'n describa! that 
involves LeuO and DNA local supl'rcoiling in a complex rl'gulatory 
interplay,in a strain with a mutatoo promotl'r of leuABCD (pleuO-
5(0), and a suppressor mutation in topA (60--62). In Ihis complex 
regulatory mechanism, Ihe Leucinl'-responsive rl'gulalor prolein 
(Lrp) elicits changes in local DNA supercoiling by ilvIH promoll'r 
activalion, exposing Ihe leuO rl'gulalory rl'gion upon which leuO 
can be Iranscrilx>d (63--65). Also, there are H-NS binding sites 
in Ihe regulatory region of leuO: hl'nce the syslem appears lo Ix> 
repressed bychanges in local supercoilingand LeuO prevents a cis
spreading of H -NS enhancing posilive aulorl'gulalion and pnmils 
leuABCD transcriplion (66--69). 

THE leuO REGULATOIIIN OTHER GRAM-NEGATIVE 
BACTERIA 
Sludies in S. el1rerica serovar Typhi (Figure 1) haY<' shown Ihal 
overexpression of LeuO induces Ihe expression of two quiescl'nl 
genes that l'ncode for thl' OmpSI and OmpS2 porins (70, 71 ). 
An inleresting observation was Ihal Ihe LeuO concentralion dif
ferenlially affecls ompS I and ompS2 expression. The ompS2 gl'ne 
is expressed at lowl'r concl'nlrations of LeuO, whl'reas ompSI is 
expressed al highl'r concenlralions whl're ompS2 expression is 
repressed. Moreover, fo r thl' first lime, in a delailoo study of ompS I 
express ion, LeuO was shown lo eXl'rl an anlagonisl role toward H
NS (71 ). The relt'Vance of Ihis observation is thal such function 
had nol been rl'po rloo for othl'r LTTRs members unlil now. Inler
eSlingly, memlx>rs of othl'r Iranscriptional regulalors families such 
as VirF (AraOXiIS), RovA (SlyNHor), and Ler (H-NSfSlpA) have 
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Ix>l'n descrilx>d as anlagonisls of H-NS mainly on genes involvoo 
in virulencl' (72- 74). 

In a subsequenl study lo purSUl' morl' targl'ts in Salmol1elIa 
Typhi, LeuO was found lo also posiliY<'ly rl'gulale assT and 
STY3070; and negalively ompX, rpx and STYI978 (Figure 1). 
These genes are involved in a variety of cl'lIular funclions (75). 
AssT is a pulatiY<' arylsulfale sulfolransfl'rase thal has been pro
posed to Ix> involvoo in dl'toxification by transforming touc 
phl'nolic derivatives inlo non-toxic compounds (76). The global 
regulalors H-NS and LeuO r<'gulale the assT-dsbL -dsbl clusler 
expression nl'gatiY<'ly and posilively, respectively, and this reg
ulalion depends on specific growlh condilions (77). STY3070 
in Salmonella was laler detl'rminoo to be Ihe casC gl'ne of Ihe 
CRISPR/Cas sysll'm; and its rl'pression was found lo depl'nd also 
on Lrp, and ils expression induced in minimal media indepl'ndenl 
of LeuO (78). 

The CRISPR/Cas systl'm in Escherichia coli has Ix>l'n involvoo 
in DNA repair, replication and recombination and is proposed 
lo confer resistance lo phagl' invasion in bacleria and archaea, 
Ihus Ihe suggeslion that il is an ancient dctense mechanism 
(79). Intl'reSlingly, LeuO was shown lo Ix> an antagonisl of H
NS in Ihe CRISPR-syslem in E. coli (80). OmpX is an OMP 
Ihal is homolog to PagC and Rck and Ail proleins of Salmo
nel/¡¡ and Yersinia, respectiY<'ly. Whl'n overexpressed, il has been 
observoo lo increase sigma E activily; and the lack of ompX 
increased the tolnance lo sodium dodecyl sulfale and antibi
olics, Ihus appearing lo afTt'1:t Ihe Iransporl of hydrophobic 
compounds across the membranl' (81--84). Tpx is a thiol per
oxidase Ihal codes for a pt'riplasmic anlioxidant l'nzyme Ihal 
is inducoo during Ihl' exponenlial growlh phase and during 
biofilm formalion (85). lt is imporlant to not ice that LeuO 
down-rl'gulales proleins Ihal are involved in the resislancl' lo 
difTl'rl'nl pH condilions (83). Anolher down-rl'gulaloo gene was 
STY1978, which codes for a hypothetical prolein withoul an asso
cialion lo any cellular process unlil now. In Ihis report, LeuO 
was denominatoo as a global regulator and opened the possibil
ity Ihal LeuO could have morl' largels dl'pl'nding on Ihe growth 
conditions (75). 

In Y. enterocolitica, LeuO was found lo posilively regulate rovA 
and, in turn, H-NS also negalively rl'gulales its expression (86) 
(Figure 1). RovA is a MarNSlyA Iypl' regulato r Ihal rl'gulales il1v 
gl'ne expression in response lo tl'mperalure and growlh phase (87). 

In E. coli, by SELEX screl'ning, LeuO was found to regulatl' 
gl'nes involvoo in sulfa drug sensitivily and to increase its own 
expression during Iransition inlo slationary phase a nd after a week 
of cullure, where H-NS conCl'nlration dt'1:reased (Figure 1). Even 
more, a global anlagonislic inlerplay Ix>tween H-NS and LeuO was 
proposed, acting on sorne genes involved in slress response, such 
as cryptic chapl'roneJusher-typt' fimbriae . In addition, mulants 
in leuO and in sorne fimbrial genes Wl're dctt'1:live or alll'roo in 
biofilm formalion (88, 89). 

In S. enterica serovar Typhimurium, LeuO was reported lo 
increase sdiA expression in low ll'vels (90) (Figure 1). SdiA is 
proposed lo respond lo signals producoo by olher o rganisms (91 , 
92) and rt'1:l'nlly was found to Ix> aclive in gul in response lo AHLs 
(N -acyl homosl'rinl' laclones) a quorum sensing signal produced 
by othl'r species (93--96). 
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In a genomic stuay in S. entaica serovar Typhimurium, using 
ChiP-chip, the LeuO regulon members were extenaea to induae 
SP[- I (Figure 1) ana SPI -2 gl'nes. In aaait ion, thl' a ifTl'rl'ntial 
binaing of !.euO ana regulation of genes was observed al'penaing 
on the ooncl'ntntion of LeuO. Anothl'r important observation was 
the intragenic binding; hence opening thl' possibili ty that LeuO 
ooula act as a nt>gative r<'gUlator preventing the progress of tran
scription or as nudeoid structure protl'in. The finaingofLeuO 00-

binaing at various sites with H-NS and RNA polymnase confirms 
the notion of the antagonist role of !.euO, although they could 
likely be acting together to regulate alarge number of genes. More
over, the possible intnaction with RNA polymeT3se and H-NS 
would suggest another mechanism of !.euO regulation (45, 46). 

In this respect, the structural propt'rt ies of LeuO as an LTTR 
member have been ini t ially exploroo: finaing that it is active as 
a tl'traml'r, that the ml'chanisms for induct ion ana rl'pression of 
gene expression appear to be aifTerent, ana that there are relevant 
intenctions betwel'n the N- ana C-tl'rmini (97). 

LeuO EXPRESSION CONDITIONS 
In the Sa/monelIa Typhi ana E. roli wild type gl'nomic back
grounas, LeuO expression is silencea by H-NS (unpublishea 
aata). Neverthdess, in E. coli ana Sa/monella Typhimurium, leuO 
expression has been aetectea when grown under stress conai
tions, especially in the stat ionary phase under nutrient limitation. 
Nevntheless, leuO is not unaer thl' control of rpoS; although its 
expression requires the presence of ppGpp in stat ionary phase (54, 
63, 98, 99). [nterest ingly, LeuO was shown to be essential to restore 
cellular growth, after a 2-h aday in a media lacking isoleucine, 
valine,and leucine (100). 

AIro, !.euO expression was detected in a phosphate-restrictea 
media (98); ana recently it was shown that the expression of 
the /euO genl' can be activated by the RcsB ana Bglj r<'gUla
tors (58, 101 ) 

LeuO HAS SEVERAL FUNCTIONS IN VIVO 
Even though !.euO is expressea at very low level in standard labo
ratory oonait ions, it ~ms that in vivo it has a roll' in bacterial 
survival. In th is manner, in a mouse ana in a Úlenorhabditis 
e/egans model of infection, a S. enreriru serovar Typhimurium 
leuO mutant showoo to be attl'nuated in virulence. Also, in Vibrio 
cho/era, biofilm formation was reauced in a adeted /euO stnin 
(102- 104). 

Virull'nce attenuation in a murine model was rl'ported for 
the ompC ompF double mutant (105). In aaaition, it has been 
observea that the OmpC and OmpF porins inauced long-tnm 
ant ibody response with bactericidal capacity and oonfl'rred pro
tect ion against challl'nge with Sa/mone/ÚI Typhi (35, 36). Nev
erthl'less, these major porins are expressed at very high levels in 
standard labontory conditions. [n aaaition,strains lacking ompSJ 
and ompS2 are attenuatoo for virulencl', suggest ing that besiaes 
lacking the LeuO rl'gub tor the absence of OmpSl and OmpS2 
porins afTt'Cted bacterial survival (103). Virulence attenuat ion of 
mutated stnins in /euO and ompSJ ana ompS2 quiescent genes 
ofTersevial'nce that theyarl'expressea in vivo. Even though the spe
cific role of these porins in Sa/monelIa virull'nce is not clear, it has 
been shown that the major porins are passive aiffusion channels 
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of solutes, nutril'nts ana toxins through the outer bactnial ml'm
branl' that might allow bacteria to grow in difTl'rl'nt environments 
ana to be resistant to arugs ( 106). 

Recently it was founa that OmpSI and OmpS2 induced a 
strong immune responsl' in thl' mouse, ana a single dose con
ferrea a significant protect ion against Sa/mone/ÚI Typhi. The 
immunost imuIatory propert ies of OmpS I ana OmpS2 porins 
further reinforce the not ion that they ooula be expressea follow
ing host infection. These stuaies are relevant be.::ause they open 
the possibility of using these porins as ant igens for thl' develop
ml'nt of vaccines against typhoid fever ana othl'r non-typhoidal 
salmonl'lIosis ( 107). 

Moreover, in a rt'Cl'nt report it was shown that thl' act ivation of 
leuO transcript ion in S. en/erica serovar Typhimurium rl'presses 
expression of palhogenicity island I (SPI - I) ana inhibils invasion 
of epithelial cells (108). Two difTl'rl'nt modes of acl ion Wl'rl' founa: 
Ihe major one Ihal involves thl' inducl ion of hilE transcr ipl ion by 
LeuO (Figure 1) ana anothl'r one that was HilE-indept'ndenl. HilE 
isa reguIatorencoded outsideSP[- 1 that represses hilDexpression. 
HilD is one of thl' transcr ipl ional factors encoded in SP[- I that 
positively oontrols the expression of olhl'r gl'nes in thl' isIana (109, 
110). It has been suggested that LeuO repression of SPI - I genes 
may occur unal'r growth conaitions where H-NS, for unknown 
reasons, has failed lo perform such repression. 

The possibility of LeuO acl ing as a backup for H-NS has two 
implicat ions: one is that it oould allow Sa/moneIla lo oonfront Ihe 
hostile free-living oonailions where SPI- I gene expression has a 
high cost in bactnial growlh; and two, it mighl ensure Ihl' spt'
cific, sequenlial, ana appropriate level of SPI - I gene expression in 
Ihe inlestine ( 111 , 112). Due to thl' fact Ihat H-NS in SalmoneIla is 
oonsiaered as a genome sentinel that sill'nces horizontally acquired 
genes (1 n - liS), !.euO oould be acting as a backup reguIator for 
H-NS, highlighl ing the subtlel ies and oontrasts of Ihe !.euO mode 
of acl ion. Thus, the proposed role of LeuO as an activator or 
as a repressor dept'nding on its concenlration could expIain th is 
difTl'rl'ntial genl' reguIation. 

LeuO is an exampll' of a global reguIator whose I<'VeI of expres
sion is an importanl issue, since Ihis has an t'fTl'ct on ils many 
reguIatea genes thal are involved in a variety of cl'lIular funcl ions, 
such as virulence and bactnial survival. Thl' levels of expression 
oould thus have spal ial and tl'mporal consequences as well. [n 
adail ion, knowleage of LeuO-r<'gUlatea genes has bel'n impor
tant in the stuay of the immune response induced by Sa/moneIla, 
such as that elicited by Ihe quiescenl porins, which arl' protein 
oomponents of the outer membranl'. This has opened thl' possi
bility for the developml'nt of Iyphoia f<'Ver vaccines and pl'rha»S 
as aajuvanls for olhers vaccines. 

[t is intriguing Ihal oonail ions known at present for LeuO 
expression are extreml' ana that in many sluaies it has to be over
expressed to analyze ils function . Furthermore, no oo-inducer of 
LeuO is known until now. These are sorne of Ihe subjects Ihal pose 
challenges for the futurl'. 
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