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RESUMEN.

Salmonella enterica serovar Typhi es una bacteria Gram negativa, anaerobia
facultativa, patdégena intracelular, perteneciente a la familia enterobacteriaceae y
agente etioldgico de la fiebre tifoidea. Mdltiples factores genéticos se han asociado
a la virulencia de S. Typhi asi como reguladores transcripcionales que favorecen
este fenotipo, tal es el caso de LeuO un regulador transcripcional dual, que desde
sus primeros reportes fue involucrado en la regulacién de genes implicados en la
supervivencia de la bacteria en condiciones de estrés y ademas en virulencia de
varios patégenos. Se desconoce la sefial precisa que desencadena la expresion de
leuO ya que en un fondo silvestre se encuentra reprimido por las proteinas H-NS y
Lrp. Sin embargo, se conocen condiciones que favorecen su expresién, como la
entrada a fase estacionaria, el heterodimero RcsB-BglJ y la actividad de la alarmona
guanina tetrafosfato conocida como ppGpp. Esta alarmona es producida por las
enzimas RelA y SpoT en condiciones de estrés. El ppGpp puede actuar por
interaccién directa con la RNA polimerasa (RNAP) reprimiendo los genes
ribosomales y la favoreciendo la expresion de genes involucrados en la biosintesis

de aminoacidos.

La regulacion de leuO en S. Typhi ha resultado ser interesantemente compleja.
En nuestro laboratorio se ha estudiado dicha regulacion por medio del analisis de
Su region reguladora a través de diversos recortes de dicha region fusionadas a
lacZ. Ademas, con el estudio de mutantes a reguladores como H-NS y Lrp, y en
ensayos de interaccion DNA-proteina se ha observado que estas proteinas se unen
a la region reguladora de leuO actuando como represores. También se ha
confirmado la existencia de cinco promotores que participarian en su transcripcion
y dos promotores reversos dentro de su misma regidn intergénica. En este trabajo
hemos observado una regulacion diferencial por (p)ppGpp sobre los promotores de
leuO. Este analisis sugiere que dicha regulacion depende de un paso previo de
desrepresion de H-NS y Lrp. Con estos datos se pretende establecer un modelo
gue expligue los mecanismos que desencadenan la expresion de un gen quiescente

como leuO.

Vi



MARCO TEORICO.

1.1 Generalidades de Salmonella.

Las enfermedades gastrointestinales infecciosas surgen por la alimentacion
con agua o alimentos contaminados y pueden tener un amplio nimero de agentes
etiol6gicos conocidos como patdégenos entéricos. El género Salmonella es un grupo
de bacterias entéricas de gran relevancia clinica, debido a que es uno de los
agentes etiolégicos mas comunes de enfermedades diarreicas (Fabrega and Vila,
2013). Salmonella sp es un bacilo Gram negativo patégeno intracelular facultativo
que causa enfermedad entérica en un amplio rango de animales. Existen dos
especies de Salmonella, S. bongori y S. enterica. Esta ultima se divide en seis
subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, indica y houtenae. A su vez
éstas pueden ser clasificadas en mas de 2500 serovares basados en los antigenos
somatico (O), flagelar (H) y capsular (Vi).

Esta ultima clasificacion incluye serovariedades tificas y no tificas. Las cepas
no tificas como S. Typhimurium y S. Enteritidis causan cuadros diarreicos con una
bacteremia ocasional en humanos, ganado porcino y aves de corral; mientras que
las cepas tificas tales como S. Typhi y S. Paratyphi causan un trastorno sistémico
denominado fiebre tifoidea (Figueroa and Verdugo, 2005., Jong et al. 2012., LaRock
et al. 2015).

1.2 Salmonella enterica Serovar Typhi.

Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) es un patégeno exclusivamente
de humanos y es capaz de causar una enfermedad sistémica denominada fiebre
tifoidea (FT), proveniente del griego typhus y sufijo oid que significa “como humo” o
“como niebla” (Calva et al., 1988). La FT es un problema global, con mas de 27
millones de casos anuales alrededor del mundo causando aproximadamente 200
000 muertes al afio siendo mayormente afectada la poblacion infantil (Crump et al.
2010). La FT es una de las infecciones mas comunes por alimentos contaminados.
En México no se cuenta con estadisticas nacionales de dicha infeccion, aunque se

estima que tiene una incidencia de 15 000 casos al afio (Zaidi et al., 2006).



S. Typhi se adquiere por ingestion de agua o alimentos contaminados.
Presenta un periodo de incubacion de 10 a 15 dias (Calva et al., 1988) y es capaz
de sobrevivir a las condiciones acidas del tracto digestivo hasta acceder al intestino,
en donde puede atravesar la barrera epitelial, preferencialmente penetrando en las
células M de las placas de Peyer (Fig. 1). Adem4s, con ayuda de sus fimbrias
Salmonella puede adherirse a enterocitos no fagociticos, y asi favorecer una
endocitosis mediada por la misma bacteria la cual consiste en induccion de
ondulamientos de la membrana (ruffling) para asi favorecer su entrada (Calva et al.,
1988., Haraga et al., 2008., LaRock et al. 2015). Una vez que S. Typhi atraviesa el
epitelio intestinal, es capaz de causar una bacteremia, es decir, puede invadir otros
organos como el bazo, higado, vesicula biliar, nédulos linfaticos y aunque la
perforacién intestinal a causa de S. Typhi no es frecuente, esta complicacion
contribuye con el 25% de los casos de muerte por FT (Finlay and Falkow, 1989.,
Calva, et al., 1998).

Es asi que se produce el trastorno sistémico denominado fiebre tifoidea la cual
se caracteriza principalmente por fiebre de 39°C por mas de 72 horas, inapetencia,
dolor abdominal, nduseas, fatiga, esplenomegalia, hepatomegalia, tos seca y vomito
(Diagndstico y tratamiento de la fiebre tifoidea del Gobierno Federal).

Fig. 1. Mecanismo de infeccion.
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1.3 Factores de patogénesis.

El entendimiento de sefales que desencadenen la virulencia en patégenos
como Salmonella es de suma relevancia para el mejoramiento de estrategias para
tratar o diagnosticar enfermedades. S. Typhi tiene un genoma de 4.8 Mpb y
aproximadamente 4800 genes en donde se han estudiado diversos factores
asociados a la patogénesis estimando que el 4% de su genoma podria asociarse a
su virulencia (Bowe et al., 1998). Dentro de estos genes de virulencia la gran
mayoria se localizan en las llamadas islas de patogenicidad. Las islas de
patogenicidad (SPIs) son elementos genéticos que estan integrados en el nucleoide
de la bacteria y que fueron adquiridos por transferencia horizontal durante la
evolucion de Salmonella; en las islas se encuentran codificados multiples factores
involucrados en invasion y supervivencia de la bacteria dentro del hospedero
(Valdez et al. 2009., Velge et al. 2012., Hensel, 2004).

En la actualidad se han descrito 21 islas de patogenicidad diferentes en
Salmonella, de las cuales se han caracterizado mejor la isla 1 (SPI-1) y la isla 2
(SPI-2). SPI-1 es un locus de 40 kb que alberga genes que codifican para la
biosintesis de un sistema de secrecion tipo Il (T3SS), proteinas efectoras con sus
chaperonas y algunas proteinas regulatorias. El T3SS es un complejo proteico
capaz de inyectar efectores del citoplasma bacteriano hacia el citosol de la célula
hospedante con la finalidad de hacer rearreglos en su citoesqueleto para permitir la
entrada de Salmonella (Velge et al. 2012). SPI-2 es una isla presente en Salmonella
enterica pero ausente en Salmonella bongori y su adquisicién jugé un papel
importante en el fenotipo invasivo durante la evolucion de Salmonella. SPI-2 es una
isla de 40 kb que también codifica para un T3SS y se ha observado que SPI-2
desempefia una funcién en la sobrevivencia y replicacion intracelular de Salmonella
en el macréfago, porque las proteinas efectoras secretadas son capaces de regular
el trafico de vesiculas que pueden producir un estrés oxidativo en la vacuola
contenedora de Salmonella (SCV) y asi evitar la muerte intracelular por el sistema
inmune adaptativo (Valdez et al. 2009).

Ademas de las SPIs hay otros factores que han demostrado ser determinantes

para la virulencia en Salmonella.



El lipopolisacéarido (LPS) es un componente mayoritario en la membrana
externa de las bacterias Gram negativas; ha demostrado ser inmundégeno y estudios
sugieren que su correcta estructuracion es importante para la capacidad de
Salmonella de infectar ratones (Khan et al., 1998). La cpsula de polisacaridos
(antigeno Vi) es un factor clave para la virulencia de S. Typhi y notablemente
ausente en otros serovares como Typhimurium. La capsula puede prevenir el
reconocimiento patégeno-hospedero porque evita el contacto del LPS con
receptores de células del sistema inmune (Wilson et al., 2008). El flagelo es otro
factor importante en la virulencia de S. Typhi, ya que mutantes en genes
relacionados con la biosintesis del flagelo han presentado una menor frecuencia en
los niveles de invasion (Finlay and Falkow, 1989).

Las fimbrias son estructuras de la superficie de la bacteria que también
desarrollan un papel importante en la adherencia de Salmonella hacia las células
hospederas. El patégeno puede adherirse directamente al hospedero o a la matriz
extracelular; ademas las adhesinas tienen la capacidad de activar a los linfocitos B
y neutrofilos provocando proliferacion celular y secrecion de citocinas (Ochoa et al.,
2005).

Los reguladores transcripcionales son elementos clave para conocer los
mecanismos de estimulacion y respuesta en la expresion de genes que se asocian
a la virulencia. La familia LysR es uno de los grupos de reguladores
transcripcionales mayormente diversos, asociandose a multiples vias esenciales en

la homeostasis de la bacteria.

1.4 Familia LysR.

Los reguladores transcripcionales tipo LysR (LTTR) son proteinas de una
gran familia de aproximadamente 800 miembros, involucradas en diversas
funciones celulares dependiendo del organismo, incluyendo transporte, respuesta a
estrés oxidativo, fijacion de nitrogeno, formacion de biopelicula y virulencia
(Madocks and Oyston, 2008). Los LTTR pueden ser activadores o represores de la
transcripcion, tienen una longitud entre 300 a 350 amino&cidos y poseen regiones

estructurales altamente conservadas como un dominio de unién a DNA hélice-



vuelta-hélice en el extremo amino terminal y un dominio regulador (RD) en el C
terminal, donde se ubican dos subdominios (RD1 y RD2) que son conectados por
una region en forma de hendidura (Fig. 2) donde posiblemente se une un co-inductor
(Momany and Neidle, 2012). Es asi como los LTTR actian en combinacién con
moléculas que funcionan como ligando para modular su unién al DNA a través de

este dominio C terminal (Maddocks and Oyston, 2008).

Hendidura de unién al coinductor

HTH RD1 T
HN ———ln .

20-90 95-210

RD2

Figura 2. Estructura de un LysR. El dominio HTH se localiza 20-90 residuos del extremo N terminal, el
dominio de unién al coinductor se encuentra entre los residuos 95 y 210 del extremo C terminal. RD1 y RD2
son dos dominios conservados que se unen por una region de cruce que forma una bisagra o hendidura
(Modificado de Maddocks and Oyston, 2008).

Uno de los miembros de la familia LysR de especial interés es LeuO, un
regulador transcripcional asociado a respuesta a estrés y virulencia de varios

patégenos incluyendo Salmonella spp.

1.5 Generalidades de LeuO.

En un principio se denomin6é como leuO a la region adyacente al operdn
leuABCD cuya mutacion en cis proporciona la expresion constitutiva de leuABCD,
acufiandose asi como una mutacién “operador constitutiva”, asumiendo que dicha
zona involucra un operador (Calvo et al., 1969, Demerec et al., 1965). Mas tarde la
asignacion de leuO fue designada al gen adyacente al operdon leuABCD que
probablemente poseia funcion regulatoria en la biosintesis de leucina, sin embargo
no fue observada la auxotrofia para este aminoacido en una mutante en leuO
(Ueguchi et al. 1998).

El gen leuO se localiza entre el operén leuABCD que codifica para enzimas de
la sintesis de leucina y el operén ilviH que es responsable de la sintesis de valina,
leucina e isoleucina (Fig. 3), mas precisamente entre los 135983 y 136927 pb del
genoma de Salmonella enterica serovar Typhi CT18 (Enciclopedia de Genes y

Genomas Kyoto). Por su homologia con otras proteinas, LeuO fue clasificado como



un miembro de la familia LysR (Henikoff et al. 1988). Se desconoce el coinductor o

sefal precisa que desencadena la expresion de leuO en S. Typhi.

leuABCD leuQ ilviH

—

Fig. 3. Esquema de localizacion del gen leuO.

Estudios pioneros fueron relacionando a este regulador con condiciones de
estrés para la bacteria, tales como la represion indirecta de la traduccion del factor
oS, debido a que LeuO reprime un RNA regulador llamado DsrA el cual puede
potenciar la traduccién de rpoS en E. coli (Klauck et al. 1997). También en E. coli,
se detectd que la sobreexpresion de LeuO era capaz de reprimir la expresion de
cadC, un factor involucrado en la activacion del operén cadAB el cual se expresa en
respuesta a cambios en el pH (Shi and Benett, 1995). De manera semejante, la
sobreexpresion de leuO conduce a la activacion del operdn bgl el cual se asocia a
la utilizacion de ciertos B-glucésidos (Ueguchi et al. 1998). Interesantemente en
estos casos reportados, tanto bgl, dsrA, cadC y hasta el mismo leuO se encuentran
regulados por H-NS (Klauck et al. 1997, Chen et al., 2005, Guadarrama, 2004).
Estudios de inmuno-precipitacion de la cromatina (ChlP-chip) y SELEX gendémico
en Salmonella Typhimurium y Escherichia coli han fortalecido la hipotesis de que
LeuO juega un papel antagonista de H-NS (Shimada et al., 2011, Dillon et al., 2012,
Ishihama et al., 2016).

Por estudios en S. Typhi se ha demostrado que la sobre-induccion de LeuO
regula la expresién de las porinas quiescentes OmpS1y OmpS2 (Fernandez-Mora
et al., 2004, De la Cruz et al., 2007, Hernandez-Lucas et al., 2008). Mutantes en
estas porinas atenuaron la infeccién de S. Typhimurium en ratones (Rodriguez et
al., 2006). La sobre-induccién de LeuO en S. Typhi también activa la expresion de
assT (una aril-sulfotransferasa) y de casA (nucleasa del sistema CRISPR-Cas), pero
también reprime la expresion de ompX, (una porina transportadora de compuestos
hidrofébicos) y tpx (una tiol-peroxidasa periplasmica), evidenciando asi a LeuO
como un regulador global potencial (Hernandez-Lucas et al., 2008., Guadarrama et
al., 2014).



Se ha documentado que LeuO regula sus genes blanco en un estado
oligomérico de tetramero (Guadarrama et al., 2014). Aunque carece de una
secuencia consenso de union al DNA, es sabido que se une a regiones ricas en AT,
y gran parte de estos sitios de unién en el DNA son asociados a los sitios de union
de la RNA polimerasa (RNAP) sugiriendo la capacidad de LeuO para reclutar a la
RNAP (Dillon et al., 2012).

1.6 LeuO en virulencia.

La relacion de LeuO con el fenotipo virulento en ciertos patégenos ha ido
cobrando importancia para entender su participacion en los mecanismos de
supervivencia, asi como la interacciéon del microorganismo en el hospedero. En
Vibrio cholerae se ha observado que la activacion de leuO via ToxR favorece la
resistencia de la bacteria a bilis. También esta activacion se ha asociado a su
resistencia a pH acido y capacidad de formar biopelicula (Ante et al. 2015a., Ante
et al. 2015b., Moorthy and Watnick, 2005), pero también se ha comprobado que la
sobre-induccion de LeuO reprime la expresion de la toxina colérica (CT) y la pilina
corregulada por la toxina (TCP) (Bina, 2013). Asi mismo se ha demostrado en Vibrio
parahaemolyticus que un homologo a ToxR (ToxRS) regula negativamente un
sistema de secrecion tipo 3 (T3SS-1) de manera indirecta a través de la expresion
de LeuO (Whitaker, 2012).

En Yersinia enterocolitica se ha determinado que LeuO es un regulador
positivo del gen rovA, el cual codifica para un importante regulador de su virulencia.
RoOVA a su vez regula positivamente a la invasina, el principal factor de adherencia
en Y. enterocolitica que promueve su eficiente colonizacion en las placas de Peyer
(Lawrenz et al. 2007).

Estudios en cepas de E. coli enterohemorragica (EHEC) han permitido postular
un modelo en el cual LeuO favorece la expresion del operén LEEL el cual codifica
para proteinas efectoras relacionadas con el esfacelamiento de los enterocitos
(Takao et al. 2014). En E. coli K12 se ha observado deficiencias significativas en la
formacion de biopelicula en una cepa mutante en leuO (Shimada et al., 2011).



En Salmonella enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) se ha
determinado que la mutacién de leuO atenua significativamente la infeccién en ratén
(Rodriguez et al., 2006) y que LeuO es un factor expresado a los 7 dias post
infeccion (Lawley, et al., 2006). Ademés LeuO ha demostrado tener una
participacion en la regulacion negativa de la isla de patogenicidad 1 (SPI1) a través
de favorecer la expresion de HilE, un regulador negativo de HilD. Este tltimo es el
regulador maestro de dicha isla la cual se asocia con la invasion de Salmonella a
las células del hospedero (Espinosa and Casadesus, 2014). Estudios de ChlIP- chip
también demostraron sitios blanco de LeuO en el gen sopA, el cual codifica para
una proteina que es translocada por el sistema de secrecion tipo 11l de SPI1, y el
gen sifA, un efector translocado por SPI 2 (Dillon, 2012).

Ademas se ha evidenciado en S. Typhimurium que LeuO podria tener una
funcion en la comunicacion de la bacteria con el sistema inmune del hospedero, ya
gue una cepa mutante en leuO exhibe niveles de invasidn semejantes a la cepa
silvestre, pero reduce significativamente la migracion transepitelial de células

polimorfonucleares PMN (Tenor et al., 2004).

1.7 Regulacién de leuO.

No se ha determinado un inductor especifico que desencadene la expresion
de leuO, a diferencia de algunos otros miembros LysR. Sin embargo se ha
observado que tiene una regulacién compleja en varios modelos biologicos en
donde se ha estudiado.

En un principio la regulacion de leuO fue relacionada al operén leuABCD con
el estudio de la cepa leu-500 (CH582) de S. Typhimurium la cual posee una
mutacion en el promotor del operén leuABCD (pleu-500) que la hace auxdétrofa para
leucina (Margolin, 1963). Dicha mutacion es suprimida en un fondo mutante en la
topoisomerasa (topA), lo cual significaba que el stuper enrollamiento del DNA era
un factor importante en dicha supresion. Para explicar este fenomeno se describio
un mecanismo llamado “relevo de promotor” (Fig. 4) en el cual se establece que la
activacion de pleu-500 es consecuencia de la activacion del promotor distante del

gen ilviH (involucrado en la biosintesis de isoleucina y valina) seguido de la



activacion del promotor intermedio pleuO. Es decir, la actividad transcripcional inicial
de pilviH produce un super enrollamiento local que causa la interaccion promotor-
promotor, activando la transcripcion a partir de pleuO que normalmente se
encuentra reprimida, con lo cual se activa a pleu-500 por medio de la proteina LeuO
y por el superenrollamiento local ocasionado por la activacién de pleuO (Fang and

Wu, 1998a).
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Fig. 4. Mecanismo de relevo de promotor para la activacién secuencial de genes a distancia. El
superenrollamiento local de la transcripcion de ilviH estimula la activacién del promotor leuO, a
su vez el super enrollamiento ocasionado por transripcién de leuO, asi como su actuacién en
trans (LeuO) activan la expresion de leu500 (Tomado de Fang and Wu, 1998a).
Posteriormente se confirmd que este mecanismo de relevo de promotor
también podria ocurrir aiin en un fondo topA*, y que la ausencia de leucina en una
etapa tardia de crecimiento, es una sefal de activacion para dicho mecanismo,
probablemente porque Lrp (proteina de respuesta a leucina) detectaria esta
ausencia de leucina y activaria el promotor de ilviIH (Platko et al., 1990),
demostrandose asi que la activacion de ilviH contribuye en la expresién de leuO
(Fang and Wu, 1998a., Fang and Wu, 1998b). Este efecto indirecto de aumento por
la ausencia de leucina, también fue observado en respuesta al ayuno de
aminoacidos de cadena ramificada (Majumder et al., 2001) y reiteradamente,
experimentos en E. coli con distintos aminoacidos (aa) confirmaron que la mayor
expresion en leuO ocurria en un medio con 19 aa (sin leucina) seguida de un medio
con 17 aa (sin los aa de cadena ramificada), en comparacion con un medio que

contiene los 20 aa (Stratmann et al., 2012).



Posteriormente, al igual que en S. Typhimurium, en E. coli también se
determind que ocurre el mecanismo de relevo de promotor (Chen et al., 2005) y que
en ambas bacterias la expresion de leuO se inducia a la entrada a la fase
estacionaria. Sin embargo, los estudios en una mutante en el gen del factor RpoS
llevaron a descartarlo como activador de leuO vy, por el contrario, la alarmona
(p)ppGpp resultd ser determinante de dicha induccion (Majumder et al., 2000).

Se establecié asi un modelo en el cual la alarmona (p)ppGpp favorece la
expresion de Lrp (Landgraf and Calvo, 1996). Asi Lrp a su vez activa ilviH (Platko
et al., 1990) y consecuentemente se desencadena el mecanismo de relevo de
promotor (Fang and Wu, 1998a).

(p)ppGpp es un regulador global presente en condiciones de estrés por ayuno
de aminoacidos (Cashel and Gallant, 1969) mejor conocida como respuesta estricta.
Una manera conocida de inducir la respuesta estricta es a través de la disminucién
de los niveles de aminoacidos de cadena ramificada (isoleucina, leucina y valina)
causados por la suplementacibn con serina, metionina y glicina (SMG),
observandose asi que, en este fendbmeno, la expresién de leuO resulté ser
indispensable para reanudar el arresto de este crecimiento en E. coli (Majumder et
al., 2001).

Estudios mas detallados de la region reguladora de leuO demostraron que
contiene una zona de control negativo rica en AT (elemento AT4) que abarca 72
pares de bases (Chen et al., 2001). Dicha regién tiene dos partes funcionales: una
de 47 pb (elemento AT8) que conserva su actividad represiva y otra de 25 pb
(elemento AT7) en donde LeuO puede unirse para mediar su propia desrepresion
(Chen et al., 2003). Estudios posteriores del elemento AT8 comprobaron ser un sitio
de nucleacion de la proteina tipo histona H-NS (Chen et al., 2005).

Més estudios en E. coli han documentado condiciones o reguladores que
pueden inducir la expresién de leuO. Un estudio prote6mico determind que leuO
forma parte de un listado de genes que se inducen en un medio con limitacion en
fosfato (VanBoglen et al., 1996). En E. coli K12 se ha establecido un modelo en el
cual leuO es reprimido por H-NS y StpA mientras que el heterodimero RcsB-BglJ

puede antagonizar la represioén y regular positivamente el promotor 2 de leuO.
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Ademas de que leuO al sobre inducirse puede autorregularse de manera negativa
(Stratmann et al., 2012).

Otro regulador positivo descrito para la expresion de leuO en E. coli es LrhA,
miembro de la familia LysR conocido por regular genes asociados a fimbrias. La
sobre induccién de LrhA fue capaz de auxiliar la expresion de leuO en el promotor
1, asi como en otros dos inicios de transcripcion (Breddermann and Schnetz, 2017).
SlyA es otro factor transcripcional reportado que modula positivamente a leuO en E.
coli. Este factor esta involucrado en la sintesis de capsula y formacién de
biopelicula, y un estudio transcriptomico reveld que leuO forma parte de una lista de
nuevos genes controlados por este regulador (Curran et al., 2017).

Por otro lado, E. coli enterohemorragica (EHEC), se determind que la
expresion de leuO se beneficiaba significativamente en un medio con butirato, el
cual es un 4cido graso de cadena corta producido por la microbiota y que es capaz
de inducir genes de virulencia en EHEC. Esta induccion de leuO demostro ser via
Lrp, postulandose asi un modelo complejo en el cual leuO es reprimido por H-NS y
es inducido por Lrp, ademas de otros activadores como Ler y Pch. Asi mismo esta
induccion de leuO induce la expresién de los genes de la isla de patogenicidad LEE
(Takao et al. 2014).

En cuanto a a regulacion en Vibrio cholerae, la cual como ya se sefial6 es otra
bacteria en la cual recientemente se ha comenzado a estudiar la funcién de LeuO,
se ha observado que Vibrio spp. excreta el dipéptido ciclico Phe-Pro (cFP) que es
capaz de inducir significativamente la expresion de leuO. Esto ocurre a través de a
través del estimulo del factor transcripcional asociado a membrana ToxR, el cual es
capaz de detectar el cFP y posteriormente unirse a la regién reguladora de leuO
para activar su transcripcion. Incluso la expresion de leuO en este estudio fue
confirmada in vivo al visualizarse en intestinos de ratones infectados con V. cholerae
(Bina et al., 2013). La exposicion a un ambiente con sales biliares en V. cholerae
representa otro factor que beneficio la induccion de leuO, y al igual que con el cFP,
las sales biliares pueden inducir a leuO por via ToxR (Ante et al., 2015a). En S.
Typhi se conoce poco acerca de los mecanismos que favorecen la expresion de

leuO y al parecer su regulacion difiere de los patégenos antes mencionados.
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Nuestro trabajo tiene un enfoque sobre la funcién de la guanina tetrafosfato y
pentafosfato denominada colectivamente como (p)ppGpp, el cual es un segundo
mensajero anteriormente mencionado que demostré favorecer la expresion de leuO
(Majumder et al., 2000), y que ha representado ser un regulador pleiotropico de

alarma por estrés, muy importante en bacterias (Hauryliuk et al., 2015).

1.8 (p)ppGpp
Las bacterias pueden estar expuestas a diversas condiciones ambientales y

detectar distintos tipos de estrés. La limitacidon de nutrientes es una situacién
ampliamente estudiada en bacterias y a los mecanismos para contender con este
escenario se le conoce como control estricto 0 respuesta estricta. La respuesta
estricta se caracteriza por el arresto del crecimiento a través de la represion de la
sintesis de rRNA durante el ayuno de nutrientes como aminoacidos u otros tipos de
estrés (Cashel and Gallant, 1969., Dalebroux and Swanson, 2012., Kanjee et al.,
2012., Haurilyuk, et al. 2015). El estudio de la respuesta estricta permitid observar
gue se afectaba el metabolismo de algunos compuestos fosfatados; al observarlos
en un autorradiograma se lograba ver una mancha (magic spot) que migraba muy
cerca del GTP pero que aparecia Unicamente en el extracto de cepas que se
sometian a respuesta estricta (Cashel and Gallant, 1969). En la actualidad esa
“mancha magica” la conocemos como alarmona o (p)ppGpp, la molécula efectora
de la respuesta estricta, la cual es un derivado de GTP o GDP que difiere
Gnicamente por la presencia de un pirofosfato esterificado en el carbono 3" de la
ribosa (Fig. 5) (Potrykus and Cashel, 2008).
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Sustrato GDP
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Fig 5. Estructura quimica de las alarmonas (p)ppGpp (Modificado de Bange and Steinchen,
2016). RelA'y SpoT pueden utilizar GTP o GDP para producir la forma de penta fosfato (pppGpp)
o tetra fosfato (ppGpp). La fosfatasa GppA puede convertir el pppGpp a ppGpp.

Primordialmente (p)ppGpp induce una drastica inhibicién de la sintesis del
RNA estable (tRNA y rRNA), proteinas y DNA (Svitil et al., 1993., Schreiber et al.,
1991., Potrykus and Cashel, 2008).

Se habia observado que la respuesta estricta era abatida o “relajada” en un
fondo mutante RC (posteriormente cambiaria su hombre a relA por dicho fenotipo
relajado) y se deducia que el producto de dicho gen se asociaba con la sintesis de
(P)ppGpp (Cashel and Gallant, 1969). Sin embargo, la mancha magica podria
percibirse aun bajo ciertas condiciones estrictas en fondos relA". No obstante, la
mancha magica podia eliminarse (fenotipo denominado spotless) cuando se mutaba
un locus, el cual se nombré spoT: ademas de que el producto de este locus tenia la
propiedad de degradar (p)ppGpp. Es asi como se especul6 que spoT participaba en
otra via de sintesis, pero también de degradacion de (p)ppGpp (Laffer and Gallant,
1974). Hoy en dia sabemos que (p)ppGpp es biosintetizado principalmente por
estas dos enzimas, RelA y SpoT que representan a la familia RSH (enzimas
homologas a RelA y SpoT) y que estan distribuidas en diversas proteobacterias
(Potrykus and Cashel, 2008).

Para el caso de RelA, se ha postulado que adquiere una conformacién activa

al interactuar con el sitio A de la subunidad 50S del ribosoma en presencia de tRNA
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deacilados y con este estimulo utiliza como sustrato al ATP para fosforilar un GTP
0 GDP en el carbono 3° originando (p)ppGpp y AMP (Fig. 6).

Amino acid starvation Amino acid levels restored
505 subunit Nascent peptide ATP + GTP/GDP
s Deacylated Ly PPGP? Charged
tRNA cacylate arge
tRNA tRNA
5 P 3 5 3 EPA
mRNA r \
305 subunit @
Idl
¢ ATP +GTP/GDP
(plppGpp
0o 9 0
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e Restoration
of amino acid
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Fig. 6. Via de sintesis de (p)ppGpp por RelA. El ayuno de aa conduce a la acumulacion de
tRNAs descrgados en el citosol y estos se unen al sitio A del ribosoma. Este estado ribosomal
es reconocido por RelA el cual se une a la subunidad 50S adquiriendo su forma activa para
sintetizar (p)ppGpp. Al sintetizar (p)ppGpp se disocia del ribosoma seguido de varias rondas de
sintesis de (p)ppGpp, el incremento de niveles de (p)ppGpp promueve su interaccion con la
RNAP en sinergia con DksA; de tal manera que se direccionan los recursos celulares a la
represion de genes ribosomales y de sintesis de proteinas, asi como a la activacién de genes
relacionados con biosintesis de aa; lo cual restaura los niveles de aminoacil-tRNA. Estos
aminoacil-tRNA son utilizados en el ribosoma por EF-Tu en la elongacion e inhiben la unién de
RelA y tRNAs vacios al ribosoma. (Modificado de Hauryliuk et al, 2015., Dalebroux, 2012).

Por su parte, SpoT a diferencia de RelA, posee un dominio que degrada el
(p)ppGpp a GDP o0 GMP, manteniendo un balance en las concentraciones celulares
de (p)ppGpp en la presencia de RelA, razén por la cual probablemente la mutacion
de spoT resulta letal para E. coli (Xiao et al., 1991). Ademas, SpoT es capaz de
sintetizar (p)ppGpp con distintos estimulos ambientales, tales como ayuno de
fuentes de carbono (Xiao et al., 1991), acidos grasos (Seyfzadeh et al., 1993) o
Hierro (Vinella et al., 2005). Una vez producido el (p)ppGpp, la alarmona en forma
de pentafosfato (pppGpp) puede ser metabolizada a tetrafosfato por la enzima GppA
(Fig. 5) (Hauryliuk et al., 2016., Kanjee et al., 2012).

De acuerdo con algunas evidencias, el (p)ppGpp fisiolégico en E. coli es
preferentemente tetrafosfato (ppGpp) mas que pentafosfato (pppGpp) ya que se ha

demostrado que el ppGpp es casi 10 veces mas eficiente para abatir el crecimiento,
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disminuir la sintesis de RNA y regular significativamente mejor sus genes blanco
(Mechold, et al. 2013). Esta regulacion de los genes blanco de (p)ppGpp no se ha
aclarado por completo, pero se sabe que en bacterias Gram negativas puede actuar
en sinergia con una proteina llamada DksA la cual puede potenciar sus efectos,
interactuando ambos con la RNA polimerasa (RNAP) y probablemente
desencadenando un efecto alostérico (Hauryliuk, 2015).

Los detalles de esta interaccion con la RNAP apenas se han estudiado y se
ha determinado un modelo en el cual la RNAP posee dos sitios de union que se
ocupan en diferentes concentraciones de la alarmona (Ross et al., 2016). El sitio 1
se ubica en la interfaz de la subunidad 3" y el factor w (Mechold et al., 2013., Ross
et al., 2013), no requiere de la participacion de DksA y podria ser responsable de
los efectos de (p)ppGpp cuando se encuentra en bajas concentraciones (Ross et
al., 2016). El sitio 2 de (p)ppGpp esta en la interfaz la subunidad 3" y de DksA; este
sitio se requiere en concentraciones altas de (p)ppGpp (suficientes para ocupar
ambos sitios), y al parecer el sitio 2 aporta la mayor parte de efectos de la
transcripcion de (p)ppGpp in vitro e in vivo.

Estos dos lugares de interaccion podrian afectar el complejo RNAP-promotor
favoreciendo cambios conformacionales de la RNAP e incluso diversos promotores
podrian ser diferencialmente sensibles a la unién de (p)ppGpp en uno u otro sitio
(Ross et al., 2016). Ademas de su interaccion con la RNAP, recientemente se ha
documentado en algunos firmicutes, que (p)ppGpp puede actuar como un ligando
de union a riboswitches caracteristicos de ciertos RNAm que tienen que ver con la
biosintesis de aminoacidos de cadena ramificada, regulando asi su eficiencia en la
transcripcion (Sherlock et al., 2018). En el caso de firmicutes (p)ppGpp no
interacciona con la RNAP, es decir la regulacién por la alarmona indirectamente
disminuye la traduccién a través de la sintesis de (p)ppGpp consumiendo la poza
de GTP en la bacteria, ademas de que los firmicutes carecen de un homélogo a
DksA y de una secuencia discriminadora (Wolz et al., 2010). La secuencia
discriminadora o elemento discriminador (Fig. 7) es una region nucleotidica
asociada a determinados promotores regulados por (p)ppGpp de bacterias Gram

negativas, se ubica entre el inicio de la transcripcion (+1) y la caja -10 del promotor.
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La regulacion de (p)ppGpp sobre ciertos genes blanco puede ser influenciada por
este elemento discriminador favoreciendo una modulacién positiva si dicha
secuencia es rica en AT, mientras que los promotores con el discriminador rico en
GC tipicamente son regulados negativamente (Potrykus and Cashel, 2008.,
Dalebroux, 2010, Dalebroux, 2012).
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Fig 7. Region discriminadora. En respuesta a estrés (p)ppGpp y DksA pueden controlar la
actividad de la RNAP favoreciendo o desfavoreciendo el inicio de la transcripciéon. A. Puede
activar promotores blanco como el operdon de histidina (his) en E.coli, el cual contiene una
secuencia rica en AT entre el hexamero -10 y el inicio de transcripcion (+1), conocido como
elemento discriminador. B. En contraste, los blancos reprimidos tales como el promotor P1 del
RNAr (rrn), tipicamente tienen un discriminador rico en GC (Modificado de Dalebroux, 2010).

Ademas, ésta alarmona se ha asociado al control de genes de virulencia en
diversos microorganismos patégenos como E. coli EHEC y UPEC, Pseudomonas
aeruginosa, V. cholerae, Salmonella Typhimurium entre otros (Dalebroux, 2010). En
el caso de Salmonella enterica serovar Typhimurium se ha determinado que la
expresion de la isla de patogenicidad 1 (SPI1) y el plasmido de virulencia (operén
spv) dependen de (p)ppGpp porque controla la expresion de sus principales
activadores invF, hilA y spvR, mostrando una atenuacién en la infeccién con ratones
(Pizarro-Cerda and Tedin et al. 2004).
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1. ANTECEDENTES

El gen leuO en S. Typhi ha mostrado ser quiescente, es decir, que se expresa
muy sutilmente en las condiciones que hasta ahora hemos experimentado.

En el laboratorio se ha estudiado la regulacién del gen de leuO en Salmonella
enterica serovar Typhi por medio del andlisis de su region reguladora a través de
diversos recortes de dicha region fusionadas a lacZ (Fig. 8). Ademas, con el estudio
de mutantes en reguladores como H-NS y Lrp, y en ensayos de interaccion DNA-
proteina se ha observado que estas proteinas se unen a la region reguladora de
leuO actuando como represores (Guadarrama, 2004., Sanchez-Popoca, 2015).

1056 pb
684 3 1 5 4
— [ [
O Oe A—O e QN
leudABCD 72 pb leud
226 3 1 5 4
598 0 e —_———
72 pb leuQ
O L LR > >
449 pb A—O —
A H-NS o eu0
In silico P
(@9 ] 1 5 4
421 pb '_)A—C . '_)T'm
19 pb “
5 4
362 pb @, lacZ

leuD

Fig 8. Esquema de las diferentes construcciones traduccionales de la regién reguladora de
leuO. Se observan los posibles sitios de union de H-NS y Lrp de un footprinting virtual (Miinch, 2005)
asi como la region de nucleacion de H-NS de 72 pb (Chen et al. 2005). También se ilustran parte de
la region estructural de leuO y leuABCD asi como sus promotores.

Otro factor que hemos considerado en la modulacién de leuO es su
autorregulacion, la cual previamente se habia hipotetizado ser positiva por favorecer
la desrepresion de H-NS (Chen et al., 2005) o negativa al sobre expresarse LeuO
(Stratmann et al., 2012). Con nuestro modelo bioldgico S. Typhi, no se hallaron
diferencias al mutar leuO o al sobre inducirlo (Guadarrama, 2004), pero al estudiar
la mutante de leuO en ausencia de sus represores H-NS y Lrp (hns Irp leuO vs hns

Irp) notamos una considerable autorregulacion positiva, lo cual significaba que en
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las condiciones determinadas, el fendmeno de autorregulaciéon requeria el paso de
desrepresion por H-NS y Lrp (Sanchez- Popoca., 2015).

También se determind la existencia de tres promotores en Typhi para leuO, de
los cuales solo se han documentado dos, en Typhimurium y en E. coli. Se ha medido
la actividad individual de estos tres promotores en varias condiciones de crecimiento
y en distintos fondos genéticos (Téllez, 2014).

Durante una estancia sabatica en el laboratorio del Dr. R. L. Gourse, uno de
los expertos en la fisiologia del (p)ppGpp, el Dr. E. Calva realizé ensayos de
transcripcion in vitro de la region reguladora de leuO donde observé dos promotores
no reportados (P4 y P5) que se encuentran mas préximos a la region codificante y
gue junto con P2 aumentan su expresion en presencia de ppGpp y DksA. A fin de
corroborar estas observaciones, por extension del iniciador en nuestro laboratorio
identificamos in vivo la existencia de estos nuevos promotores junto con los tres ya

reportados (Fig. 9).
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Fig. 9. Promotores de leuO. A. Extensién de iniciador de la regién reguladora completa
(pleuO684) en un fondo silvestre en medio minimo (M9) en fase exponencial (DOe00=0.6). Se
muestran los promotores P2, P4 y P5. B. Esquema de las fusiones a lacZ de la regién reguladora
de leuO que ilustra los promotores que contiene cada construccién (Datos no publicados).

Un dato interesante obtenido en nuestro grupo demostré que cuando se
experimenta con la region reguladora completa fusionada a lacZ en un fondo
silvestre, la expresion de leuO permanece igual en medio MN (medio rico) o medio
M9 (medio minimo). Sin embargo, al recortar dicha region se puede observar que
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las fusiones més cortas muestran una expresién diferencial entre el medio rico y el

medio minimo (Fig. 10), favoreciendo la expresion de leuO en el medio minimo, lo

gue nos condujo a creer que un factor presente en condiciones de limitacion

nutricional debe estar actuando directa o indirectamente en dichas construcciones

y favorecer la activacion de los promotores de leuO. Ademas, se ha documentado

que el (p)ppGpp es mucho mas abundante en un medio minimo con glucosa, que

en un medio con todos los aminoacidos (Ryals, et al. 1982). Por esto y por la

evidencia obtenida en los ensayos de transcripcion in vitro, llegamos a hipotetizar

que el (p)ppGpp podria ser dicho factor que regule la expresion en uno o algunos

promotores de leuO.
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Fig 10. Actividad de las diferentes fusiones de la region reguladora de leuO al
reportero lacZ. Se midieron en condiciones de medio rico (MN) y medio minimo
(M9) en fase exponencial (DOse5=0.6). Se ilustra en la parte inferior los promotores

gue contiene cada fusién (Datos no publicados).

20



3. JUSTIFICACION.

Recientemente LeuO ha demostrado ser un regulador importante que se ha
asociado a la respuesta a estrés en diversos patégenos. Existen pocos estudios de
LeuO en S. Typhi y el conocimiento de su regulacién nos ayudaria a esclarecer su
funcién y la relacion con otros regulones de gran relevancia en la supervivencia de

Salmonella.

4. HIPOTESIS.
Algunos promotores de leuO de S. enterica serovar Typhi son regulados por

el (p)ppGpp.
5. OBJETIVO

Establecer un modelo de regulacién con (p)ppGpp sobre la expresion de
leuO.
Objetivos especificos.
e Medir el efecto de (p)ppGpp sobre la expresion de leuO.

e Determinar efecto de (p)ppGpp en cada uno de los promotores de leuO.

6. METODOLOGIA.

Se procedi6 a la transformacion de las cepas de S. Typhi con sus plasmidos
correspondientes (Tabla 1). Las caracteristicas de cada cepa y plasmido se

describen en la tabla 2.

‘ Cepa S. Typhi Plasmido

pleuO684
Silvestre
pleuOJB
ArelA
pleuOP5P4
ArelA AspoT
pleuOP4
pRSleuOP1
Silvestre
pRSleuOP2
Alrp
ArelA pRSleuOP3
Alrp ArelA pRSleuOP5P4
ArelA AspoT
pRSleuOP4
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Silvestre
ArelA pRSIrp
ArelA AspoT
Silvestre PALS13
hns Irp PALS14

Tabla 1. Plasmidos correspondientes a cada cepa

Salmonella enterica serovar Typhi
IMSS-1 (Silvestre) S. enterica serovar Typhi 9.12, d, Vi+
ArelA ArelA::Km'
ArelA AspoT ArelA::Km" AspoT::Cm’
Alrp Alrp::Cm’
Alrp ArelA ArelA::Km' Alrp::Cm”
IMSS hns Irp hns" Irp-
Plasmidos
pleuO684 Fragmento de 1062 pb Tc'
pleuOJB Fragmento 370 pb Tc'
pleuOP5P4 Fragmento 252 pb Tc'
pleuOP4 Fragmento 222 pbTc'
pPALS13 Fragmento 331 codones de relA E. coli, Ap"
pALS14 Fragmento 455 codones de relA E. coli, Ap"
pRSleuOP1 Fragmento 100 pb con el promotor 1 de leuO, Ap"
pRSleuOP2 Fragmento 100 pb con el promotor 2 de leuO, Ap"
pRSleuOP3 Fragmento 100 pb con el promotor 3 de leuO, Ap”
pRSleuOP5P4 Fragmento 100 pb con los promotores 5y 4 de leuO, Ap’
pRSleuOP4 Fragmento 75 pb con el promotor 4 de leuO, Ap'

Tabla 2. Caracteristicas de cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

6.1 Preparacion de células electrocompetentes.

Se estriaron las bacterias en agar TSGB (las mutantes ya mencionadas
contando la silvestre) e incubaron a 37 °C toda la noche. Posteriormente se tomo
una asada y se inocularon en 100 ml de medio SOB y se incubaron a 37°C en

agitacion hasta alcanzar una DOsoo = 0.6. Después se concentraron las bacterias
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por centrifugacién a 6000 rpm por 10 min. La pastilla se lavo tres veces con agua
estéril fria. Al final la pasilla se resuspendié en 600 ul de glicerol al 10% y se hicieron
alicuotas en tubos eppendorf de 0.6 ml. Posteriormente se guardaron a -70°C hasta

Su uso.
6.2Transformacion de las cepas.

Las bacterias electrocompetentes se dejaron descongelar en hielo y las celdas
de electroporacion (BIORAD) se enfriaron en el mismo. Posteriormente se agrego
el plasmido (50-200ng) con las fusiones en 50 pl de células electrocompetentes.
Enseguida se les dio un pulso de 2.5 KV por 4.6 us (micropulser BIORAD). Después
se recuperaron en 1 ml de medio SOC e incubaron a 37 °C por 1 hora y platearon
100ul de las clonas en agar TSBG con X-gal y sus antibiéticos correspondientes,

con la finalidad de seleccionar las clonas recombinantes.
6.3 Seleccién de clonas.

Las clonas se seleccionaron por su resistencia a tetraciclina (para los
plasmidos pleuO) y ampicilina (para los plasmidos pALS y pFMtrc) y el fenotipo azul.
Estas clonas se inocularon en tubos de ensayo con 5 ml de TSBG con sus
correspondientes antibidticos e incubaron a 37°C con agitacion durante 12-16
horas. Después se extrajo el DNA plasmidico por lisis alcalina y se corrié en un gel
de agarosa al 0.8% a 120V con la finalidad de comprobar su adecuada
transformacién. Posteriormente por PCR se amplificé el inserto de cada vector para

corroborar que sean los plasmidos correctos.

6.4 Condiciones de cultivo.

Las bacterias se incubaron a 37°C con sus respectivos antibiéticos. Primero se
estriaron en agar TSBG con X-gal e incubaron por 24 horas. Después se inocularon
en tubos con 5 ml de MN y se incubaron por 8 horas, posteriormente se pasaron a
matraces con 50 ml de MN, se dejaron incubar con agitacion. De este preinoculo se
tomé =1 ml (lo suficiente como para iniciar con una DOsgs=0.6) para inocular otro
matraz de 50 ml del cultivo MN. Teniendo este indculo se procedié de la siguiente

manera:
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a) Paralas fusiones traduccionales en las cepas ArelAy ArelA AspoT.

Para determinar si existe efecto por (p)ppGpp en la expresion de leuO se
analizaron las construcciones traduccionales pleuO 684, JB, P5P4 y P4 de la
region reguladora de leuO (Fig. 8) en la mutante sencilla ArelA y la doble mutante
ArelA AspoT.

Del matraz de 50 ml de cultivo en MN se dejaron crecer en agitacion a 37°Cy
se tomo 1.5 ml de muestra a DOsgs= 0.6. Estas muestras se centrifugaron a 12000
rpm 1 min, la pastilla se lavo con amortiguador Z 1X, se centrifugé nuevamente y
la pastilla se guardd a -70°C hasta su uso para el ensayo de 3-galactosidasa.

b) Para las fusiones transcripcionales en las cepas WT, Alrp, ArelA, Alrp
ArelA 'y ArelA AspoT.

Todas estas cepas se crecieron de la misma manera antes mencionada, y del
matraz de 50 ml de cultivo en MN se dejaron crecer en agitacion a 37°C y se
tomaron 1.5 ml de muestra a DOsgs= 0.6. Estas muestras se centrifugaron a 12000
rom 1 min, la pastilla se lavd con amortiguador Z 1X, se centrifugd nuevamente y
la pastilla se guard6 a -70°C hasta su uso para el ensayo de B-galactosidasa.

c) Enlascepas WTy hns Irp con los plasmidos inducibles pALS.

Como estrategia experimental se observo el efecto de la induccién del gen relA
y por tanto el de un pulso breve de (p)ppGpp (Shreiber, 1991), ya que se considera
gue esto refleja la situacion de estrés que enfrenta una bacteria silvestre en el
ambiente (Calva E., comunicacién personal). De esta manera, se evalu6 la
expresion de leuO cromosomal bajo la induccién de la actividad de la enzima RelA”
en la cepa silvestre y la doble mutante hns Irp. Esto se realiz6 transformando a S.
Typhi con un plasmido (pALS13) que contiene al gen relA bajo un promotor
inducible con IPTG (Fig. 19). Una vez teniendo el in6culo en 100ml| de medio LB
se dejaron crecer a 37°C en agitacion y al llegar a una DOsgs= 0.4 (fase
exponencial) se indujo la expresion de relA con 200 uM de IPTG (Shreiber, 1991).
Después de 20 min de la induccion, se centrifugaron las bacterias a 8000 rpm 10
min, la pastilla se lavo con amortiguador PBS, se hicieron alicuotas

(correspondientes a un volumen de 10 ml del cultivo) se centrifugé nuevamente y
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las pastillas se guardaron a -70°C hasta su uso para la extraccion de RNA y
realizacién del RT-PCR.

6.5 Actividad de B- galactosidasa.

Las pastillas se resuspendieron en amortiguador Z 1X, de manera que la
concentracion de proteina total quedara en un rango de 0.15-0.3 mg/ml. La
concentracion de proteina se determiné por el método de Lowry, y para esto se
colocaron por duplicado 20ul de la muestra y de control (BSA 0.2 mg/ml) en una
placa de 96 pozos. Posteriormente se agregaron 100ul de solucion de Lowry (ver
anexo de reactivos) y se mezclé e incub6é a temperatura ambiente durante 15
minutos. Enseguida se adicioné 100pl de reactivo folin-ciocalteu al 16.9%, se
mezclé e incubd a temperatura ambiente por 30 minutos.

Posteriormente se procedié a la cuantificacion de proteina con un lector de
placas tipo Ceres (Bio-Tek). El protocolo compara la absorbancia de las muestras
con una curva estandar de concentraciones de BSA previamente establecida. Una
vez ajustada la concentracion en el rango antes mencionado, se analizo la actividad
de B-galactosidasa.

Para determinar la actividad de B-galactosidasa se utiliz6 una placa de 96
pozos en la cual se agregaron por duplicado 20ul de muestra. Después de esto se
agreg6 una solucién de lisis (agua destilada, amortiguador Z 1X, lisozima 0.22
mg/ml, triton 0.22%, B-mercaptoetanol 16.2 mM) y se incubo por 10 min a 37°C.

Para la reaccion de la B-galactosidasa se agrego a la placa 100ul de ONPG
(o-nitrofenil B-D-galacto piranésido, 1 mg/ml en agua) el cual vira a color amarillo
por la actividad enzimatica de la B-galactosidasa. La absorbancia medida se realiz6
en un lector tipo Ceres a 415 nm, por 5 min. Las lecturas se comparan con una
curva estandar de actividad de B-galactosidasa previamente establecida. Para
obtener la concentracion de enzima, se dividié el valor obtenido de la actividad
enzimatica y la concentracion de proteina de la muestra; expresando el valor en
U/mg.

6.6 RT-PCR

Se utilizaron las pastillas guardadas a -70°C (ver condiciones de cultivo para

las cepas con el vector pALS) y se procedio purificacion del RNA, la cual se realizo
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con el método de fenol acido (Sambrook, 2012). Se resuspendio la pastilla de
bacterias en 500 pl de solucion A (SDS 0.5%, 20 mM de acetato de sodio pH 4.8y
10 mM de EDTA pH 8). En seguida se adicion6 500 pl de fenol acido precalentado
(65°C) y posteriormente se incubd 10 min a 60° (agitando cada 50 seg con vortex).
Después se centrifugd 2.5 min a temperatura ambiente a 12 krpm. Se recupero el
sobrenadante y se le hicieron 2 lavados, primero con 1 ml de etanol absoluto, se
agité vigorosamente y centrifugé 5 min a 13 krpm y el segundo lavado fue igual pero
con etanol al 70%. Se decantd y se volvio a resuspender la pastilla con 400 pl de
solucién A repitiendo los pasos previos desde que se habia agregado esta solucion.
Se seco la pastilla en Savant 5 min para después resuspender las muestras en 60
pl de agua libre de RNAsa.

Una vez obtenido el RNA total se determiné su concentracion en un nanodrop
oneC de Thermo scientific. Posteriormente se cargaron 10 pg de RNA en un gel de
agarosa al 1.5 % con guanidina (0.1M) para poder visualizar su integridad. Para
eliminar completamente el DNA gendmico se procesaron 10 ug de RNA con 2U de
DNAsa incubando por 1 hora a 37 °C.

Para la sintesis del cDNA se usaron los 10 ug de RNA con un oligo estructural
de leuO, siguiendo el protocolo establecido en el kit RevertAid H Minus Fisrt de
Thermo Scientific. Finalmente, para la reaccién de PCR se utilizoé 1ul de cDNA como

molde y los productos fueron analizados en un gel de agarosa 1.5%.

7. RESULTADOS.

Efecto en la expresion de leuO de las mutantes ArelA y AspoT en las
construcciones traduccionales de laregion regulaora de leuO en S. Typhi.

Debido al dato que proporciond la transcripcion in vitro (ver Antecedentes), en
donde posiblemente (p)ppGpp regularia a P2, P5 y P4, se analiz6 la expresion de
las construcciones traduccionales de pleuO 684, JB, P5P4 y P4, que abarcan dichos
promotores (Fig. 9). Para determinar si hay o no hay efectos en leuO, se midieron
las construcciones en los fondos ArelA 'y ArelA AspoT en el medio MN DOsg5=0.6
(Fig.11).
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Actividad de las fusiones pleuO en MN DOgy5=0.6
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Fig. 11. Actividad de B-galactosidasa de construcciones traduccionales: pleuO684,
pleuOJB, pleuOP5P4 y pleuOP4 a una DOs9s=0.6 en medio rico MN en la cepa silvesstre (WT),
ArelA y ArelA AspoT. *Dato significativamente diferente de la misma construccion comparada
con un fondo WT.

Apenas hubo expresion en las construcciones pleuO 684, P5P4 y P4, mientras
que en la pleuOJB presentd una actividad mayor que las demas en los tres fondos
genéticos. La fusion pleuO684, la cual representa la regién reguladora completa,
tuvo una expresion relativamente baja, posiblemente por ser muy reprimida, y fue
igual en laWT y en la ArelA, pero en el fondo ArelA AspoT no mostré expresion. La
construccion pleuOJB mostrdé una expresiéon mucho mayor, posiblemente porque
esa zona de DNA contiene menos elementos de control negativo. Esta construccion
pleuOJB expreso niveles ligeramente inferiores en el fondo ArelA y niveles mayores
en el fondo ArelA AspoT.

Para el caso de las cepas pleuOP5P4 y pleuOP4 tuvieron una expresion
semejante a la pleuO684 en el fondo WT, pero no exhibieron actividad en el fondo

ArelA, y en la ArelA AspoT mostraron una expresion ligeramente mayor a la WT.

Modulacion de la expresion de Irp en los fondos WT, ArelA 'y ArelA AspoT.

Es posible que el efecto de (p)ppGpp pueda ser ocasionado de manera
indirecta a través del control de otro factor. Debido a que Lrp es un regulador
negativo de leuO (Sanchez-Popoca, 2015) y (p)ppGpp también puede estar

modulando la expresiéon de Irp (Landgraf et al. 1996), se considerd determinar si
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esto ocurre en S. Typhi para monitorear si en S. Typhi el fondo genético ArelA 'y
ArelA AspoT conllevaba la ausencia total o parcial del represor Lrp. Para esto se
realiz6 una construccidn transcripcional de la region reguladora del gen Irp
fusionada a lacZ, y se midi6 en los fondos silvestre (WT) ArelA'y ArelA AspoT en

las mismas condiciones que se han estudiado las fusiones de leuO. (Fig. 19).

Actividad de la fusion pRSIrp
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La fusion pRSIrp mostrd que en el fondo ArelA no parece afectar la expresion
de Lrp, pero en la doble mutante ArelA AspoT disminuye la expresion de Lrp a la
mitad comparada con la silvestre. Esto sugiere que al igual que en E. coli, (p)ppGpp
regula positivamente la expresion de Irp (Landgraf et al. 1996) y que con la
presencia o ausencia de RelA, los niveles de Lrp no se afectan en la bacteria, porque
el (p)ppGpp producido por SpoT es suficiente para mantener la expresion de Lrp.
Por lo tanto podria considerarse que en las construcciones estudiadas en el fondo
ArelA AspoT, existe una menor abundancia de Lrp y que esto podria influir en la

regulacion de nuestras construcciones.

Efecto de (p)ppGpp sobre cada promotor de leuO mediante estudios de
construcciones transcripcionales en las cepas silvestre (WT), Alrp, ArelA, Alrp
ArelA 'y ArelA AspoT.

Con la finalidad de esclarecer el efecto de (p)ppGpp en leuO, se procedio a

medir cada uno de sus promotores (aproximadamente 100 pb) clonados en el vector
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pRS415 para obtener una fusion transcripcional a lacZ (Fig. 12), en los fondos
genéticos ya mencionados (WT, ArelA y ArelA AspoT) y ademas los fondos Alrp y
Alrp ArelA que nos ayudarian a conocer si el efecto de (p)ppGpp es directo o por
via Lrp (Landgraf et al., 1996).
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Fig 13. Esquema de las fusiones transcripcionales para cada uno de los promotores de
leuO. Se ilustran las fusiones a lacZ para el estudio de cada promotor en las construcciones
transcripcionales. Se representan los inicios de transcripciéon de cada promotor (flechas), con
lineas punteadas los sitios de union de H-NS y Lrp obtenidos por footprinting virtual (Minch,
2005). En gris se indica la distancia en pares de bases (pb) que se determind rio abajo de cada
inicio de transcripcion. A: pRSleuOP3 (promotor 3) el cual contiene un sitio de nucleacion de H-
NS (Chen et al., 2005). B: pRSleuOP1 (promotor 1). C. pRSleuOP2 (promotor 2) el cual posee
un consenso de unién para RcsB- BalJ (Stratmann et al., 2012). D. pRSleuOP5P4 (promotor 4

En la fase exponencial (DOs95=0.6) del medio MN se observé un patron
semejante en las fusiones pRSleuO P3, P5P4 y P4 (Fig. 16, 17, 18), en donde la
doble mutante ArelA AspoT presenta una actividad notablemente alta respecto a los
demas fondos genéticos. Para el caso de las construcciones pRSleuO Pl y P2
presentaron una tendencia opuesta, en donde la mutante ArelA AspoT exhibid
menor expresion (Fig. 14 y 15).
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Actividad de la fusion pRSleuOP1
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Fig. 14. Actividad de B-galactosidasa pRSleuOP1 (transcripcional) a una DOsgs=0.6 en
medio rico MN en la cepa silvestre (WT), ArelA, Alrp, Alrp ArelA 'y ArelA AspoT. *Dato
significativamente diferente a la WT.
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Fig. 15. Actividad de B-galactosidasa pRSleuOP2 (transcripcional) a una DOsgs=0.6 en medio
rico MN en la cepa silvestre (WT), ArelA, Alrp, Alrp ArelA'y ArelA AspoT. *Dato significativamente
diferente a la WT.
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Actividad de la fusion pRSleuOP3
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Fig. 16. Actividad de B-galactosidasa pRSleuOP3 (transcripcional) a una DOses=0.6 en medio
rico MN en la cepa silvestre (WT), ArelA, Alrp, Alrp ArelA'y ArelA AspoT. *Dato significativamente
diferente a la WT.
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Fig. 17. Actividad de B-galactosidasa pRSleuOP5P4 (transcripcional) a una DOsgs=0.6 en
medio rico MN en la cepa silvestre (WT), ArelA, Alrp, Alrp ArelA 'y ArelA AspoT. *Dato
significativamente diferente a la WT.
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Actividad de la fusion pRSleuOP4
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Fig. 18. Actividad de B-galactosidasa pRSleuOP4 (transcripcional) a una DOse5=0.6 en medio
rico MN en la cepa silvestre (WT), ArelA, Alrp, Alrp ArelA'y ArelA AspoT. *Dato significativamente
diferente a la WT.

Efecto en leuO con la sobreexpresion de RelA.

Para la sobre expresion de RelA se utilizo un sistema ya reportado (Schreiber
etal. 1990) en E. coli IM109 en el cual disefiaron plasmidos inducibles que expresan
versiones de RelA silvestre y truncadas (Fig.19), de tal modo que se indujera la
forma silvestre (pALS10 de 744 aa), una forma truncada activa (pALS13 de 455 aa)
y como control una forma inactiva (pALS14 de 331aa). De acuerdo con este estudio,
la induccién de la proteina RelA silvestre (de 744 aminoacidos o pALS10) es capaz
de aportar niveles elevados de (p)ppGpp sin embargo es dependiente de la
interaccién con el ribosoma para desencadenar su activacion. En contraste la
enzima truncada funcional (de 455 aminoacidos o pALS13) se comporta como Si
estuviera activada para catalizar tasas rapidas de sintesis de ppGpp sin el requisito
habitual de los ribosomas, RNAmM o RNAt descargado. Es por ello que pALS13
puede ser utilizada para estudios de niveles altos de (p)ppGpp ya que carece de

posibles artefactos debidos a la alta acumulacion de RelA.
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Fig. 19. Esquema de la enzima RelA con sus distintas formas truncadas. Se ilustran los dominios
gue contienen: HYD (hidrolasa), SYN (sintetasa), TGS (ThrRS, GTPasa, SpoT), ZFD (dedos de Zinc),
RRM (Motivo de reconocimiento de RNA). La construccién de pALS10 expresan RelA silvestre (de 744
aa), la construccion pALS13 expresan la enzima con 455 aa pero aun activa, mientras que la
construccion pALS14 expresa una enzima con solo 331 aa la cual es inactiva. (Modificado de Brown et
al., 2016., Svitil et al., 1993).

Un modo caracteristico de observar el efecto de la sobre-expresion de RelA
en E. coli es la disminucion del crecimiento al aumentar su concentracion intracelular
de (p)ppGpp al adicionar 200 uM de IPTG a una DOsoo= 0.4. Por este motivo se
procedio a transformar nuestro modelo de estudio S. Typhi con estos plasmidos y
realizar las cinéticas de crecimiento con IPTG para verificar que este mismo arresto
del crecimiento ocurria en S. Typhi y poder usar este sistema de induccién de
respuesta estricta.

Asi se puso a prueba la cepa silvestre y la hns Irp con los plasmidos pALS13
y pALS14 (Figs. 20 y 21). Tal como se habia documentado con E. coli, S. Typhi
presento dificultad para dividirse al inducir con IPTG la expresién de la enzima RelA”
activa (pALS13), y como control la cepa que contiene la RelA” activa sin inducir,
crecio sin ningun problema al igual que las cepas que contienen la RelA” inactiva
(pPALS14), lo cual nos confirmaba que se estaba induciendo adecuadamente la
respuesta estricta en la pALS13 y que la pALS14 validaba ser inactiva (Figs. 20 y

21). Incluso esta respuesta estricta podia ser modulada con distinta fuerza al
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adicionarse un gradiente de IPTG en un rango de 0 a 200 uM (Fig. 22), lo cual nos

hace suponer que se favorecen distintas concentraciones de (p)ppGpp en la célula.

Induccion pALS 13y pALS14 en WT

1.8
1.6
14
1.2

DOGOO

0.8
0.6
0.4
0.2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo hrs

=@=pALS 13 =@==pAlLS 13 IPTG pALS 14  ==@==pALS 14 IPTG

Fig 20. Cinética de crecimiento de S. Typhi silvestre con el sistema de induccidon de
RelA truncada: pALS13 (RelA” activa) y pALS14 (RelA” inactiva). Se adiciond 200 uM de
IPTG al lleaar a una DOsnn= 0.4.

Induccién pALS 13y pALS14 en hns Irp
1.6
1.4

1.2

0.8

DOGOO

0.6
0.4

0.2

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo hrs

=@=pALS 13 =@==pAlLS 13 IPTG PALS 14  ==@==pALS 14 IPTG

Fig. 21. Cinética de crecimiento de S. Typhi hns Irp con el sistema de induccidon de RelA
truncada. pALS13 (RelA” activa) y pALS14 (RelA” inactiva). Se adicion6 200 uM de IPTG al
llegar a una DOsoo= 0.4.
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WT pALS13 MN en gradiente de IPTG

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo en horas

—@— IPTG 0 —@—IPTG 25 uM IPTG 50 pM —@—IPTG 100 pM IPTG 200 uM

Fig. 22. Cinética de crecimiento de S. Typhi silvestre con el sistema de
induccion de RelA truncada con gradiente de IPTG. pALS13 (RelA” activa) con
distintas concentraciones de IPTG (0, 25, 50, 100 y 200 pM). Se adicioné el IPTG
al lleaar a una DOeoo= 0.4.

Una vez que observamos que este sistema estaba funcionando
correctamente, pudimos analizar la expresion de leuO bajo este pulso de (p)ppGpp.
Nos interesaba saber si dicho pulso podria promover la desrepresion de leuO. Para
esto se cultivaron e indujeron con IPTG las cepas WT y hns Irp con el vector
pPALS13, en las condiciones anteriormente mencionadas (Figs. 20 y 21) y se
colectaron las bacterias a los 20 minutos después de haber inducido. La razon para
esta estrategia es que se ha postulado que cuanto mas proxima sea la medicién de
algun efecto causado por la induccion de (p)ppGpp, menos posibilidades hay de
estar midiendo un efecto secundario (mutacién o cambio en el metabolismo) que
influya en la maquinaria transcripcional, dificultando la interpretacion del efecto del
estimulo inicial (Gourse et al., 2018). A las bacterias colectadas se les extrajo RNA
para poder realizar el RT-PCR que nos permitiera visualizar en un solo paso todos
los posibles RNAm de leuO cromosomal (Fig. 23A). Al obtener los resultados (Fig.
23B) se observo que en un fondo silvestre no se logro detectar expresion de leuO
con o sin la induccién de (p)ppGpp. Sin embargo, en el fondo hns Irp se logrd

detectar expresion de leuO, aparentemente de igual magnitud con induccién o sin
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induccién del (p)ppGpp. Esto nos indica que (p)ppGpp, aun a niveles altos no

promueve la desrepresion.

A Fig 23. RT-PCR de leuO.
P3 P1 P2 P5 P4 Resultado de la sobre
C C [ B == ” induccion de RelA” en medio
: rico MN a 20 min después
: : de inducir con IPTG 200 uM
en DOsoo= 0.4. A. Esquema
de la region reguladora de
leuO representando los
distintos transcritos posibles
- : (en verde) de acuerdo con
: su promotor. En linea
SRR IR punteada se representa la
zona amplificada de la
B reaccion =250 pb. B. RT-
PCR de la cepa silvestre y
hns Irp con induccion y sin
induccién de RelA".

1. wt pALS13

2. wt pALS13 +IPTG

3. hns Irp pALS13

4. hns Irp pALS13 +IPTG
5. Control +

6. Control -

8. DISCUSION

Efecto de (p)ppGpp por medio del estudio de las mutantes ArelA y AspoT en
las construcciones traduccionales a lacZ.

Estas construcciones traduccionales presentaron menor actividad que las
construcciones transcripcionales lo cual indica que existe mayor regulacion
negativa, ya sea transcripcional y/o post transcripcional.

La construccién pleuO684 presentod la misma expresion en el fondo silvestre y
en ArelA, pero en ArelA AspoT la expresion fue nula, posiblemente por una menor

transcripcion de algunos promotores, por algun efecto post transcripcional o por la
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activacion de unos promotores ubicados en la cadena complementaria (reversos)
de la regidon reguladora de leuO que recientemente se estudian en nuestro
laboratorio y que sabemos, son mejor expresados en el fondo ArelA AspoT (datos
no publicados). Interesantemente esta doble mutante con el pleuO684 tuvo un
crecimiento demasiado lento comparado con las demas cepas del mismo fondo
genético que poseen las otras construcciones mas cortas, las cuales no poseerian
estos promotores reversos (datos no mostrados).

La construccién pleuOJB presentd una actividad mayor que la pleuO684
porque posiblemente al ser mas corta posee menos region de control negativo. En
el fondo ArelA AspoT mostr6 mayor aumento que en los otros fondos,
probablemente porque la ausencia de (p)ppGpp favorece la expresion conjunta de
estos promotores (P2, P5y P4), o bien, de manera indirecta en este fondo relA spoT
habria menos Lrp (Fig. 18) que estuviera reprimiendo a estos promotores (Fig. 11
relA spoT), o ambas.

Para el caso de las construcciones traduccionales pleuOP5P4 y pleuOP4 se
observé una menor expresion comparada con la pleuOJB, seguramente porque
estas construcciones carecen del promotor 2 el cual es mas activo que P4 y P5 (Fig.
14, 16 y 17). Ambas construcciones pleuOP5P4 y pleuOP4 mostraron actividad
semejante, lo cual excluiria la participacion del promotor 5 y podria significar que
sélo esté activo el promotor 4. Los niveles bajos que aportaron estas construcciones
fueron semejantes a la pleuO684 en el fondo silvestre, y en la ArelA AspoT fueron
ligeramente mayores, pero en el fondo ArelA no mostré expresion alguna. En
cambio sus equivalentes, las construcciones pRSleuOP5P4 y pRSleuOP4
(transcripcionales) si mostraban una actividad en el fondo ArelA, el cual fue
semejante a la silvestre. Estas diferencias entre construcciones traduccionales y
transcripcionales podrian deberse a un proceso de regulacién post transcripcional
desconocido.

En principio esperdbamos que estas construcciones traduccionales nos
permitieran determinar efectos notables de la expresion, en ausencia de (p)ppGpp.
Las fusiones sugieren que en estas condiciones, la ausencia de (p)ppGpp podria

tener efectos en la expresion de leuO. La pleuO684 que reflejaria un resultado mas
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cercano a la realidad por tener la region reguladora completa, nos indicé que
(p)ppGpp tendria un efecto ligeramente activador en esas condiciones (DOsgs= 0.6
en MN). Sin embargo, las construcciones pleuO JB, P5P4 y P4, mostraron un efecto
ligeramente represor por (p)ppGpp. Este contraste entre la regién reguladora
completa y los recortes de esta, nos hicieron hipotetizar que cada uno de los
promotores podria tener una expresion diferencial con (p)ppGpp. Sin embargo, cabe
la posibilidad de que la regulacion de (p)ppGpp podria ser influenciada por la
presencia de reguladores negativos unidos al DNA, y que la regulacion traduccional
podria nublar los verdaderos efectos que podria estar haciendo (p)ppGpp a nivel

transcripcional.

Efecto de (p)ppGpp sobre cada promotor de leuO en fusiones
transcripcionales alacZ.

Estas construcciones (pRSP1, P2, P3, P5P4 y P4) generalmente dieron
expresion mayor que las traduccionales, lo cual indica que leuO tiene promotores
que le dan un potencial de ser fuertemente activado, sin embargo se encuentra muy
reprimido. Al estar disefiadas como construcciones cortas (=100 pb) se esperaria
que la transcripcion resultante tenga menos influencias de otros reguladores unidos
al DNA y que solo sea posible observar efectos por la actividad de la RNAP en
presencia o ausencia de (p)ppGpp. Ademas, al ser fusiones transcripcionales, la
expresion obtenida descartaria artefactos ocasionados por la regulacién
traduccional que pudieran estar presentes en los diferentes fondos genéticos
estudiados.

P1 presentd mayor actividad que los demas, en todos los fondos, tanto en el
fondo Alrp como en el silvestre presentaron una actividad semejante (Fig. 13), lo
cual significaria que la region estudiada para dicho promotor no presenta una
regulacion por Lrp. En la mutante ArelA y la doble mutante Alrp ArelA presentaron
una actividad semejante y ligeramente menor que la silvestre, probablemente
porque al mutar ArelA se reduce la cantidad de (p)ppGpp, de tal modo que este
promotor es menos estimulado para expresarse por dicha alarmona y esta hipétesis

es demostrada a través de la doble mutante ArelA AspoT en donde no habria
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(p)ppGpp Y por lo tanto la expresion de este promotor se reduce aln mas, incluso

mas de dos veces que la silvestre. Esto nos sugiere que Pl es activado por

(P)ppGpp pero no por via Lrp.

La fusion pRSleuOP2 presentd ligeros aumentos en la expresion al mutar relA
o Irp, 0o ambos, tal vez porque la expresion de esa construccion pudiera ser
sutilmente influenciada por la union de Lrp. En cambio, en el fondo ArelA AspoT
presento una ligera disminucion de la expresion comparada con la silvestre, lo cual
indicaria que el promotor 2 es activado por (p)ppGpp.

En las construcciones pRSleuO P3, P4 y P5P4 se observé un aumento de
aproximadamente tres veces en la expresion en la doble mutante ArelA AspoT
comparada con la silvestre. Esto sugiere que el (p)ppGpp reprime parcialmente a
los promotores, contrario a lo que se observo in vitro (Calva, datos no publicados)
en donde el (p)ppGpp estimulaba la transcripcién de los promotores 4 y 5 pero no
tenia efecto en el promotor 3. Una posible explicacion a estas discrepancias podria
ser que la concentracion de (p)ppGpp direccione la regulacién, porque se ha
especulado que los dos sitios de interaccion con la RNAP podrian ser ocupados en
distintas concentraciones de (p)ppGpp favoreciendo ligeros cambios
conformacionales a los cuales podrian afectar la transcripcion (Ross et al., 2016).

En general P3y P2 presentaron mas de mil unidades de B-gal/mgy el P1 una
actividad aun mayor. Esto sugiere que dichos promotores pueden poseer UN alta
afinidad por la RNAP pero se encuentran muy reprimidos. Por el contrario, la
construccion que contiene a P5y P4 (Fig. 17) y la construccion que contiene a P4
(Fig. 18) tiene niveles considerablemente bajos de expresion, de aproximadamente
20 unidades de B-gal/mg. En la transcripcion in vitro ya se habia observado que P4
y P5 son débiles en comparacion con los promotores 1, 2 y 3 (Calva, comunicacion
personal), probablemente porque la regién promotora del P5 y P4 se aleja del
consenso de sigma 70 en comparacion con P1, P2 y P3. También se observa que
la expresion de la construccion que contiene el P4 es semejante a la construccion
qgue contiene a P5 y P4 lo cual sugiere que la actividad observada seria sélo de P4
y en estas condiciones no es activo P5, tal como se explicod en en referencia a los

resultados obtenidos con sus equivalentes construcciones traduccionales
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(pleuOP5P4 y pleuOP4). Esto se podria esclarecer con un experimento de
extension del iniciador.

A pesar de estos niveles bajos de expresibn en ambas construcciones
(pleuOP5P4 y pleuOP4), se observo la misma tendencia con P3 en los cuales la
doble mutacion ArelA AspoT liberd su expresion; mientras que la mutacion sencilla
en ArelA parece no afectar suficiente la expresion de los promotores porque
posiblemente el (p)ppGpp proporcionado por SpoT podria ser suficiente para
reprimir a los promotores a niveles semejantes a la silvestre. De manera anéloga,
estudios previos han demostrado que una cepa ArelA puede comportarse como una
WT, pero no igual que una ArelA AspoT, destacando asi que el nivel basal de
(p)ppGpp producido por SpoT determina el mecanismo de invasién, proliferacion
intracelular y secrecion de proteinas efectoras de SPI-1 (Pizarro-Cerda and Tedin,
2004).

Aungque sabemos que Lrp reprime al gen leuO, generalmente la mutante en
Alrp no mostré efectos muy contrastantes a la silvestre en todos los promotores
analizados y la doble mutante Alrp ArelA nos mostré que a pesar de la ausencia del
represor Lrp, la actividad de RelA no parece ser relevante en la regulacion de estos
promotores. Reiteradamente esto sugiere que el papel de (p)ppGpp proporcionado
por SpoT afecta de tal manera que conserva la expresion a niveles cercanos al
silvestre para el caso de P3 y P4, mientras que para el caso de P1y P2 el (p)ppGpp
mantiene parte de su activacion.

Estos niveles de (p)ppGpp suministrados por SpoT bien podrian actuar
directamente con la RNAP para desestabilizar la transcripcion de P3 y P4, y
estabiliza la transcripcién a partir de P1 y P2 (Fig. 24A). Un escenario indirecto de
regulacion del (p)ppGpp para P3 y P4 podria ser que reprime un activador o activa
la expresion de un represor de los mismos (Fig. 24B). Para el caso de P1y P2
(p)ppGpp podria modular positivamente la expresién de un activador o reprimir a un
represor de estos promotores (Fig. 24C). Si pensamos en un escenario indirecto en
el cual (p)ppGpp controla un regulador, éste no podria ser Lrp porque a pesar de
que el gen Irp se expresa en presencia de (p)ppGpp (Landgraf, 1996), una mutante

sencilla en Irp no proporciona los niveles de expresion como una ArelA AspoT, y
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probablemente tampoco sea via H-NS porque hasta ahora no se ha documentado
que la expresion de H-NS dependa de (p)ppGpp. Sin embargo, desconocemos si
este comportamiento observado de manera individual en los promotores sea igual
o muy distinto cuando se encuentran conviviendo juntos, tal como ocurre en la
naturaleza. Para saber esto, futuros estudios de extension del iniciador en la region
reguladora completa, en ausencia de represores (Ahns Alrp), ayudarian a validar el
comportamiento de los promotores en presencia o ausencia de (p)ppGpp.
Asimismo, la mutagénesis de los promotores podria ser una herramienta para
saber si la actividad de un promotor determinado pudiera ser influenciada por la
actividad de los otros promotores, de manera semejante a la activacion de leuO por
relevo de promotor anteriormente mencionada (Fig. 4). La cantidad de promotores
que posee leuO nos da una idea de la complejidad que debe tener su regulacion, y

que tal vez esté involucrada mas de una sefial para comenzar su transcripcion.
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Fig. 24. Modelo de regulacién de los promotores a través de (p)ppGpp. A. (p)ppGpp podria
tener un efecto directo en la transcripcién, donde interacciona con la polimerasa y favorece o
desfavorece la expresion en estos promotores. B. De manera indirecta (p)ppGpp podria estar
reprimiendo a un activador de los promotores 3 y 4 o podria activar la expresion de un represor de
los mismos. C. Para el caso del promotor 1y 2, (p)ppGpp podria estar modulando positivamente a
un regulador positivo de dichos promotores o controlando negativamente la expresion de un

represor de estos.

42



Efecto por induccién de RelA.

Esta estrategia nos permitié simular un pulso de (p)ppGpp semejante al
ocasionado en respuesta estricta (Schreiber et al. 1990), y en ese momento lograr
detectar el RNAm cromosomal de leuO. La carencia de RNAm en el fondo silvestre
nos hace suponer que sin importar la presencia o ausencia de (p)ppGpp, en leuO
gobierna una fuerte represion, en gran parte mediada por H-NS y Lrp. En contraste,
la cepa hns Irp nos permitié detectar la presencia del RNAm de leuO, aunque es
dificil discernir la modulacion de leuO por la induccién de (p)ppGpp (Fig. 23 B) ya
que esta técnica no es cuantitativa, pero en un futuro un analisis cuantitativo (QRT-
PCR) podria esclarecernos si hay diferencia en la expresion de leuO entre estas
cepas inducidas con (p)ppGpp.

Estos datos sugieren que en el cromosoma al igual que en las fusiones al
reportero lacZ H-NS y Lrp reprimen fuertemente a leuO y que muy probablemente
para conseguir su activacion, es necesario un primer paso de desrepresion en
donde un factor sea capaz de reacomodar o desplazar los represores de tal manera
que la RNAP tenga acceso a la transcripcion y potencialmente su actividad sea
modulada con (p)ppGpp (Fig. 25). Un dato que puede sustentar este modelo es la
autoregulacion de leuO, que hemos estudiado en nuestro grupo (ver antecedentes),
en donde es llevada a cabo de manera positiva, solo cuando estan ausentes sus
represores H-NS y Lrp, es decir cuando hubiese este paso de desrepresion. Este
andlisis de induccién de RelA podria fortalecerse posteriormente adicionando
controles que sean regulados por (p)ppGpp o0 midiendo directamente la
concentracion de esta alarmona. Incluso, otra manera de ver que leuO se haya
expresado y sea funcional, es a través de monitorear los niveles de expresion de
los genes que regula, tales como assT, el sistema CRISPR- Cas, ompS1 y ompS2
(Hernandez-Lucas et al., 2018).

Otro factor que pudiera acompafiar este mecanismo de regulacién es la
proteina DksA la cual se ha documentado que es capaz de actuar en sinergia con
(P)ppGpp potenciando sus efectos a través de la interaccion con la RNAP,
conformando asi un sitio alternativo de union para (p)ppGpp (el sitio 2) con posibles

efectos en el complejo RNAP-promotor, favoreciendo cambios conformacionales de
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la RNAP (Ross et al., 2016). Sin embargo, DksA 'y (p)ppGpp, incluso pueden regular
genes de manera diferencial (Aberg et al., 2009). Futuros estudios en mutantes en
DksA, asi como mutantes en los sitios de union de (p)ppGpp a la RNAP ayudarian
a detallar el mecanismo de regulacion para cada promotor de leuO.

Se ha propuesto que ppGpp y DksA se unen a todos los complejos promotores
del mismo modo, pero las secuencias de ADN del promotor determinan los pasos
sensibles a ppGpp / DksA desempefian un papel para el resultado de la
transcripcion (Gourse et al., 2018). Se han realizado diversos andlisis para asociar
la regulaciéon de (p)ppGpp con la secuencia de sus promotores blanco,
determinandose una secuencia o elemento discriminador (Fig. 7). Analisis de todo
el genoma de los promotores de E. coli que respondieron a (p)ppGpp sugieren que
no hay una sola secuencia consenso, ya sea positiva 0 negativa, que correlacione
con la regulacion ppGpp/DksA (Gourse et al., 2018). En el caso de leuO hemos
intentado comparar las secuencias promotoras, con las secuencias propuestas que
se asocian a la regulacién positiva 0 negativa de (p)ppGpp en E. coli (Sanchez-
Vazquez, 2019) pero los consensos de la region discriminadora son poco
consistentes con las secuencias promotoras de leuO (Fig. 25).
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P2 AACGCTTTCCCTTTTTCTTATTTTATATGCATGGTAAATCATATTTTCAGG Activado
P3 TTTAATTGAAACTTAAATGATCATTCACTTGGTGTATGATTGTGTATTCGC Inhibido
leuQ P4 AAATCATATTTTCAGGAATTATTTCTGCCTTCAGCCAGAAAARGGGAGTTA Inhibido
P5 CTTATTTTATATGCATGGTAAATCATATTTTCAGGAATTATTTCTGCCTTC Sin efecto
PG GACAGAGACAAATAGAATGCCAGCGCAAGCGTAATATGTCCTGAGTCACAC Inhibido
p7 TAATGTTTATATTATTAATAGCTAAAAAGTTARCATTAATTTATCAATAAC Inhibido
rnB P1 AATTTCCTCTTGTCAGGCCGGRATAACTCCCTATAATGCCGCCACCRACTGAC Inhibido
fraP P1 ARRATATTTGCGCAAAGTATTTCCTTTGTCATAAARATAATACTTCCAGAC Activado

Fig. 25. Andlisis de las secuencias promotoras de leuO. A. Esquema general de un promotor con
su inicio de transcripcion (+1), secuencia discriminadora (6pb), su consenso -10, su secuencia -10
extendida (-10 ext) la cual forma parte del espaciador (=17 pb) y su consenso -35. B y C. Secuencias
consenso obtenidas de un total de 118 promotores de E. coli que fueron regulados por (p)ppGpp en
in vitro (Sdnchez-Vézquez, 2019). D. Secuencias promotoras de leuO con sus secuencias consenso
(-10y -35), su inicio de transcripcion (rojo) y el tipo de regulacién por (p)ppGpp que se obtuvo de las
construcciones transcripcionales fusionadas a lacZ (ver resultados), incluyendo los promotores del
sentido de la transcripcién (P1, P2, P3, P4, y P5) y promotores de la cadena complementaria (P6 y
P7) (Altamirano-Cruz, comunicado personal), asi como los promotores control rrnB (inhibido por
ppGpp) y el promotor de iraP (activado por ppGpp).
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Estos consensos analizados (Fig. 25 A y B) provienen de un estudio
transcriptomico en E. coli que descubrié 1200 genes que respondieron a (p)ppGpp
después de 10 min de haber sobre-expresado ppGpp, y dentro de estos genes se
detect6 que leuO aumentd 2.5 veces su expresion (Sanchez-Vazquez, 2019). En
contraste, previos andlisis transcriptomicos en S. Typhimurium, silvestre y ArelA
AspoT en fase estacionaria temprana (Ramachandran et al., 2012) y fase
estacionaria tardia (Ramachandran et al., 2014) no identificaron cambios
significativos en la expresion de leuO. Sin embargo, se ha discutido los
inconvenientes de analizar la expresion en cepas (p)ppGpp° (ArelA AspoT), porque
no es posible distinguir entre los efectos que resultan de la pérdida de (p)ppGpp que
se une a la RNAP, contra los efectos de la pérdida de (p)ppGpp que se une a otras
proteinas. Asi mismo las cepas (p)ppGpp® pueden acumular mutaciones
compensatorias en genes que codifican para las subunidades de la RNAP (Murphy
and Cashel, 2003), cambiando el metabolismo celular y complicando la
interpretacion de los resultados.

Ademas de esto, en aquellos protocolos donde se somete la cepa a ayuno de
nutrientes para favorecer su respuesta estricta, es dificil determinar si los patrones
de transcripcion resultantes del cambio en el metabolismo fueron dependientes o
independientes de la induccién de (p)ppGpp. Incluso en algunos estudios, el tiempo
prolongado entre el estimulo inductor y la respuesta transcripcional, dejan una gran
probabilidad de que los efectos secundarios oscurezcan los efectos resultantes del
estimulo inicial (Sanchez- Vazquez, 2019., Gourse et al., 2018).

En este trabajo, las condiciones de crecimiento analizadas en las cepas con
fusiones de leuO-lacZ fueron realizadas en “estado estable”, es decir, sin
condiciones de estrés, o sin cambios nutricionales en donde tedricamente no habria
niveles altos o inducidos de (p)ppGpp (Sanchez-Vazquez, 2019). En el estado
estable los niveles de (p)ppGpp son inversamente correlacionados con la velocidad
de crecimiento en el cultivo, siendo mas bajos en medio rico y méas altos en medio
minimo (Ryals et al., 1982). En el estado estable de S. Typhi, la presencia o
ausencia del (p)ppGpp basal (WT vs ArelA AspoT) provoco efectos en la mayoria

de promotores de leuO. Sin embargo el RT-PCR no nos aporté informacién clara de
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gue al inducir niveles mayores de (p)ppGpp haya cambios en la expresion de leuO,
aunque este Ultimo analisis puede afinarse cuantitativamente, ain podemos
cuestionarnos si la expresion de leuO en S. Typhi es dependiente de un pulso de
(p)ppGpp como en E. coli, o pertenece al tipo de genes que son regulados por el
estado estable de la bacteria (Sanchez- Vazquez, 2019).

Aunque hemos intentado comprender mejor el mecanismo de regulacion de
leuO en S. Typhi, la sefial que desencadena su expresion aun es desconocida.
Algunas evidencias en otras bacterias como S. Typhimurium y V. cholerae han
demostrado que la expresion de leuO se requiere in vivo para favorecer el desarrollo
de la enfermedad en ratones (Rodriguez et al.,, 2006., Lawley, et al., 2006),
indicando que es probable que las sefiales de desrepresion de leuO pudieran
hallarse en condiciones del intestino (Bina et al., 2013) o del mismo sistema inmune
del hospedero (Tenor et al., 2004). Por otra parte, el conjunto ecléctico de genes
gue regula LeuO en S. Typhi (Hernandez-Lucas et al., 2018) podria darnos pistas
de las condiciones en las cuales estos genes requieren a LeuO y asi experimentar

si ocurren estos pasos de desrepresion.
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Fig. 26. Esquema de regulacion de leuO por H-NS, Lrp y ppGpp. A. En condiciones estandar
de laboratorio leuO se encuentra reprimido por H-NS y Lrp. B. Bajo condiciones desconocidas
podria existir un paso de desrepresion en donde H-NS y Lrp sean despojados de su actividad
represora y asi pueda haber transcripcion. C. Cuando se lleva a cabo la desrepresion y hay
niveles elevados de (p)ppGpp, esta alarmona podria modular la transcripcion diferencialmente
para cada promotor, ya sea de manera directa o indirecta como lo explica la figura 24.
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9. CONCLUSIONES.

e El gen leuO cromosomal es reprimido por H-NS y Lrp.

e El efecto de ppGpp requiere un paso previo de desrepresion.

e La fuerza de expresion de los promotores es: P1 > P3 > P2 >> P4 > P5.

e En estas condiciones (p)ppGpp regula negativamente a los promotores 3y 4,
regula positivamente al promotor 1 y 2 mientras que el promotor 5 no presenta

efecto por esta alarmona.
PERSPECTIVAS.

e Medir la actividad de las construcciones traduccionales pleuO684 y pleuOJB
en el fondo Ahns Alrp sobre expresando RelA.

e Validar por extension del iniciador las contribuciones de cada promotor en la
estrategia anterior.

e Determinar los niveles de (p)ppGpp en S. Typhi en los fondos silvestre, ArelA,
ArelA AspoT, en el fondo silvestre en presencia de RelA sobre expresada, asi
como en los fondos Ahns, Alrp y Ahns Alrp.

¢ Definir si el efecto de (p)ppGpp requiere o no de reguladores de union al DNA
(promotor minimo).

¢ Dilucidar el papel de DksA y w en el mecanismo de regulacion de (p)ppGpp.

¢ Estudiar la interaccién funcional de los promotores a través de su mutagénesis.
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