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RESUMEN

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) es un patdgeno causante de diarrea
principalmente en nifos. EPEC pertenece a la familia A/E (Attaching/Effacing), cuya
principal caracteristica es la adherencia intima a los enterocitos, la eliminacion de
las microvellosidades y la formacion de una estructura tipo pedestal rica en actina.
Los genes involucrados en este fenotipo estan codificados dentro de la isla de
patogenicidad LEE (Locus of enterocyte effacement, por sus siglas en inglés). El
regulador global H-NS reprime la expresion del LEE mientras que Ler, un regulador
codificado en el LEE, antagoniza a H-NS. GrlA y GrIR son reguladores también
codificados en esta isla de patogenicidad. GrlA es un activador transcripcional que
se une a la secuencia espaciadora localizada entre las cajas -35 y -10 del promotor
de ler, que contiene un motivo ATGT esencial para la activacion mediada por este
regulador. GrIR es un homodimero que interactia con un monémero de GrlA,
evitando que éste active a ler y, en consecuencia, reprime la expresion del LEE. Por
su parte, PerC, un regulador transcripcional codificado en el plasmido EAF, activa a
ler de manera independiente a través de un mecanismo aun no definido.

Un analisis preliminar del transcriptoma de GrlA, sugirié que el gen E2348C 1013
(E1013) es regulado por GrlA. Este gen estd anotado como una proteina hipotética,
pero su region promotora comparte una alta identidad con el promotor de ler,
incluyendo la presencia del motivo ATGT en la region espaciadora. Experimentos
de complementacién en E. coli K12, conteniendo fusiones transcripcionales del
promotor de E1013 al gen cat sin promotor, con plasmidos que codifican para
diferentes reguladores de EPEC, mostraron que GrlA, y la region reguladora
comprendida de la posicién -43 a +26, respecto al inicio de transcripcién, son
suficientes para activar la expresion de E1013. Una mutacion en la primera base (A)
de la secuencia ATGT reduce drasticamente la activacion de E1013 por GrlA,
confirmando la funcionalidad de este motivo para la expresion de este gen. A su
vez, la region no traducida (UTR) regula negativamente la expresion de E1013 de
manera independiente a H-NS. Por su parte, PerC tiene un efecto al parecer

irrelevante en la activacion de este gen, en comparacion al de GrlA y contrario al



que PerC muestra para ler. Una busqueda in silico de genes posiblemente
regulados por GrlA, reveld una alta correlacion entre la presencia de la secuencia
NRIR (nle regulatory inverted repeat) corriente arriba de la caja -35, y la secuencia
ATGT ubicada en la secuencia espaciadora corriente arriba de la caja -10 en el
contexto de promotores tipo a’°. Sin embargo, a pesar de que el promotor de E1013
es activado por GrlA en un fondo heterélogo como E. coli K12, la actividad en EPEC
silvestre es apenas medible con las fusiones a cat, tanto en LB como en DMEM, a
diferencia de un promotor del LEE que es activado en DMEM. Basados en la
observacion de que EPEC muestra niveles considerables de secrecion mediados
por el SSTT en medio minimo (MM), evaluamos la expresion de los promotores de
E1013 y LEE2 en MM-N y MM-9, mas glicerol o glucosa como fuente de carbono..
Asi, se determind que el medio minimo con glicerol favorece significativamente la
expresion de E1013 y del operén LEE2, sugiriendo que, en estas condiciones, la
fuente de carbono es un determinante en la regulacién del LEE y de otros genes

cuya expresion depende de los reguladores codificados en esta isla.



ABSTRACT

Enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) is a pathogen that causes diarrhea
mainly in children. EPEC belongs to the A/E (Attaching and Effacing) family of
bacterial pathogens, which hallmark is the intimate adhesion to enterocytes, the
elimination of microvilli, and the formation of an actin-rich pedestal-like structure on
the surface of enterocytes. The genes involved in this phenotype are encoded within
the LEE pathogenicity island (Locus of enterocyte effacement). The global regulator
H-NS represses the expression of the LEE while the LEE-encoded regulator (Ler)
antagonizes H-NS-mediated repression. GrlA and GrIR are regulators also encoded
within de LEE. GrlA is a transcriptional activator that binds to the spacer sequence
located between the -35 and -10 boxes of the ler promoter, which contains an ATGT
motif essential for activation mediated by this regulator. GrIR is a homodimer that
interacts with a GrlA monomer, preventing it from activating the ler promoter and,
consequently, represses the expression of the LEE. In addition, PerC, a
transcriptional regulator encoded in the EAF plasmid, independently activates ler

through a mechanism not yet defined.

A preliminary analysis of the GrlA transcriptome suggested that the E2348C_1013
(E1013) gene is regulated by GrlA. This gene is annotated as a hypothetical protein,
but its promoter region shares high identity with the ler promoter, including the
presence of the ATGT motif in the spacer region. Complementation experiments in
E. coli K12, containing transcriptional fusions of the E1013 promoter to the
promoterless cat gene, with plasmids encoding different EPEC regulators, showed
that GrlA, and the regulatory region spanning positions -43 to +26, are sufficient to
activate E1013 expression. The mutation of the ATGT first base dramatically
reduces GrlA-mediated E1013 activation, confirming this motif's functionality. In turn,
the untranslated region (UTR) negatively regulates the expression of E1013
independently to H-NS. In contrast, PerC has, apparently, an irrelevant effect on the
activation of this gene, compared to that of GrlA and contrary to what PerC shows
for ler. An in silico search of genes possibly regulated by GrlA, revealed a high

correlation between the presence of the NRIR (nle regulatory inverted repeat)



sequence upstream of the -35 sequence, and the ATGT motif located in the spacer
sequence upstream of the -10 box in the context of 070 type promoters. However,
although the E1013 promoter is activated by GrlA in a heterologous background
such as E. coli K12, the activity in wild type EPEC is barely measurable with cat
fusions, both in LB as in DMEM, unlike a LEE promoter that is activated in DMEM.
Based on the observation that EPEC shows considerable levels of secretion
mediated by the TTSS in minimal medium (MM), we evaluated the expression of the
E1013 and LEE2 promoters in MM-N and MM-9, plus glycerol or glucose as carbon
source. These experiments revealed that MM with glycerol significantly favors the
expression of both the E1013 and LEE2 promoters even more than DMEM,
suggesting that the carbon source is a regulatory determinant of the LEE and other
genes whose expression depends on the regulators encoded by this island. These
results are allowing us to look into variations of GrlA action mechanism at different

promoters, as well as into the role of the carbon source in LEE regulation.



INTRODUCCION

Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y E. coli enterohemorragica (EHEC) son
importantes agentes causantes de diarrea infecciosa en humanos. EPEC causa
diarrea severa y persistente, particularmente en nifilos menores de 2 afios, sobre
todo de paises en desarrollo, mientras que EHEC causa colitis hemorragica y puede
desarrollar sindrome urémico hemolitico, el cual puede ser fatal (Gally y Stevens.
2017; Ochoa y Contreras. 2011). Ambos patotipos de E. coli junto con el patégeno
murino Citrobacter rodentium, pertenecen a la familia de patdgenos A/E
(Attaching/Effacing), los cuales se adhieren a las células epiteliales del intestino
formando estructuras ricas en actina denominadas “pedestales” y eliminando las
microvellosidades. Sin embargo, estos patdgenos afectan distintas regiones del
intestino: EPEC coloniza preferentemente el intestino delgado (Pearson et al. 2016),
mientras que EHEC (Gally y Stevens. 2017) y C. rodentium (Crepin et al. 2016) el
intestino grueso de humano y ratdon, respectivamente. EI modelo de infeccién
canodnico de EPEC se ha descrito en tres etapas: (l) la adherencia inicial a los
enterocitos mediada por la fimbria BFP, la cual esta codificada en el plasmido EAF;
(I la translocacion de proteinas al enterocito, entre ellas Tir, mediada por el sistema
de secrecion tipo 3 (SST3); (lll) la adherencia intima entre EPEC y el enterocito
gracias a la interaccion de Tir, el cual se encuentra en la membrana celular del
hospedero, e Intimina, que se encuentra en la membrana externa de la bacteria
(figura 1) (Coxen et al. 2013).

Los genes necesarios para el ensamblaje del SST3, asi como otros factores de
virulencia, estan codificados en la isla de patogenicidad LEE (Locus of Enterocyte
Effacement) (Gaytan et al. 2016). Los reguladores maestros de los genes de LEE
son el regulador negativo H-NS (Histone-like nucleoid-structuring protein) y el
regulador positivo Ler (LEE encoded regulator) como regulador positivo (figura 2).
H-NS reprime la expresién uniéndose al DNA donde su oligomerizacién puede
resultar en la formacion de filamentos nucleoproteicos rigidos. La interaccién entre

los oligdbmeros de H-NS situados en distintas regiones del genoma puede resultar



en la formacion de horquillas (Winardhi et al. 2014). Ler antagoniza la represion
mediada por H-NS interaccionando con el DNA en sitios vecinos al complejo
nucleorrepresor (Bustamante et al. 2001). Una vez que la concentracién de Ler
rebasa los niveles necesarios para desreprimir a sus genes blanco, es capaz de
unirse a la region promotora del operon LEE1 y autorregularse negativamente
(figura 2) (Berdichevsky et al. 2005). Los dos principales activadores
transcripcionales de ler son PerC y GrlA (Bustamante et al. 2011). PerC esta
codificado en el plasmido EAF y su mecanismo de accion se desconoce hasta el
momento. grlA y grIR conforman el operon LEE7 (grlRA) (figura 2). Se sabe que
GrlA se une al promotor de ler a través de su dominio HTH (Helix-Turn-Helix),
activando su transcripcion y antagonizando la represidon mediada por H-NS
(Jiménez et al. 2010; Islam et al. 2011), lo que establece un circuito de regulacién
positiva en el cual Ler activa el operon grlRA y GrlA activa a ler (figura 3) (Barba et
al. 2005). Por su parte, GrlIR forma homodimeros en estado nativo e interacciona
directamente con el dominio HTH de un monomero de GrlA, formando un
heterotrimero (figura 3). Esta interaccion evita que GrlA se una al promotor de lery,
por tanto, que ejerza su funcion como regulador positivo, por lo que GrIR es un

regulador negativo de los genes de LEE (Padavannil et al. 2013).
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Figura 1. Modelo de infeccion por EPEC en tres etapas (ver texto).
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Figura 2. Regulacién global del LEE mediada por H-NS (negativa) y Ler (positiva). Imagen tomada y

modificada de Gaytan et al (2016).
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Figura 3. Regulacién del operén LEE1 y LEE7. PerC contrarresta la represion de H-NS en el promotor de
LEE1, activando la expresion de ler. Ler antagoniza a H-NS en el resto de los operones del LEE, entre ellos al
operdn griRA (LEE7). GrlA activa al promotor de LEE1 formando un circuito de regulacion positiva Ler-GrlA,
mientras GrIR forma homodimeros e interactiia con GrlA; evitando asi su unién a DNA.



ANTECEDENTES

La unién de GrlA a la secuencia ATGT en laregion espaciadora del promotor

de ler es esencial para su actividad regulatoria.

GrlA es una proteina con dominio HTH capaz de activar la expresion del ler, para
evaluar si esta regulacion era directa Jiménez et al (2010) realizaron ensayos tipo
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) con las regiones ler-260/-50 y ler-
50/+217 en presencia de la proteina recombinante GrlA fusionada a la proteina MBP
(Maltose binding protein) (MBP-GrlA) (figura 4). La ausencia de retardo en la
movilidad de ler-260/-50 en presencia de MBP-GrlA indic6 que esta region no
contiene un sitio de union para GrlA. Sin embargo, la presencia de MBP-GrlA
provoco un retardo en la movilidad de la region ler-50/+217, indicando que esta

region contiene al menos un sitio de union para GrlA.
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Figura 2. GrlA interactla con la region reguladora de ler. EMSA con fragmentos de la region reguladora de
ler y MBP-GrlA purificada. Imagen tomada de Jiménez et al (2010).



Posteriormente, Islam et al (2011) demostraron mediante mutagénesis al azar que
el motivo ATGT localizado en la regidn espaciadora entre las cajas -10 y -35 del
promotor de ler (sefialado con asteriscos en la figura 5), es importante para la
activacion de ler mediada por GrlA. Dichos experimentos fueron realizados en la
cepa de laboratorio E. coli M182 que expresaba de manera ectopica al gen frlA'y
una fusion fusion transcripcional del promotor de ler al gen reportero lacZ. En este
trabajo los autores no demostraron la importancia del motivo ATGT para la union
especifica de GrlA al promotor de ler.
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Figura 3. La secuencia ATGT localizada en laregion espaciadora del promotor de ler es esencial para la
activacion mediada por GrlA. Ensayo de actividad de B-galactosidasa de fusiones transcripcionales
delimitadas por los sitios de restriccion EcoRI y Hindlll sefialados en negritas, mutagenizadas al azar del
promotor de ler a lacZ. Imagen tomada de Islam et al (2011).

Con ambas evidencias, se sugiere fuertemente que GrlA se une directamente al
promotor de ler (figura 4) y que la secuencia ATGT localizada en la region
espaciadora juega un papel esencial durante la activacion mediada por GrlA 'y, por
tanto, probablemente en la union de la proteina (figura 6).
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Figura 4. Esquema representando el posible mecanismo de accién de GrlA con el promotor de ler. La
secuencia espaciadora contiene el motivo ATGT esencial para la activacién mediada por GrlA, asi como una
base de méas con respecto a los 17 pb que presenta la mayoria de promotores de E. coli Se propone que la
union de GrlA al promotor compensa la presencia de dicha base adicional permitiendo entonces la correcta
interaccion de la RNA polimerasa; sin embargo, dicho mecanismo no ha sido caracterizado por completo.
Imagen tomada de Islam et al (2011).

E1013 es regulado por GrlA

En los medios LB (Lysogeny Broth) y DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
los genes de virulencia de EPEC se reprimen e inducen, respectivamente,
incluyendo los codificados en la isla LEE (Bustamante et al. 2001) y en el plasmido
EAF (Puente et al. 1996; Martinez-Laguna et al. 1999). Con la finalidad de identificar
genes regulados por Ler, GrlA y GrIR, se realizé un experimento de RNA-seq con
RNA de la cepa E. coli E2348/69 (EPEC) y de sus mutantes Aler, AgrlA y AgriR,

crecidas en LB y DMEM (Cervantes-Rivera, R., datos no publicados). Uno de los

10



genes que mostrO mayor regulacion diferencial entre la cepa silvestre y sus
mutantes fue el gen de funcion desconocida E2348C_ 1013 (E1013). Para el caso
de la mutante AgriR se observdé un aumento cercano a 6 veces la expresion de
E1013 en LB, como se esperaria al ser éste un regulador negativo, mientras que en
DMEM su actividad decae en las mutantes AgrlA y Aler, aunque en esta Ultima la
disminucién no es tan pronunciada. En conjunto, estos datos sugirieron que E1013

es regulado directamente por GrlA 'y no por Ler (figura 7).
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Figura 5. Analisis de RNA-seq proveniente de cultivos crecidos en matraz hasta una DOsoo de 0.3. nlel es
regulado por GrlA, mientras espZ, tir y espC son regulados por Ler, por ello son mostrados como controles. La
expresion de las mutantes fue contrastada con la expresion de la cepa silvestre en el mismo medio. Cervantes-
Rivera, R. (datos no publicados).

E1013 es un gen codificado en el profago 4 (PP4), mismo en donde se encuentran
los genes nleG, nleB, nleC y nleD que codifican para efectores conocidos como Nle

(Non-LEE encoded effector), pero que son sustratos del SST3 (figura 8) (Pearson
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et al. 2016). Las regiones reguladoras de E1013 y ler estdn altamente conservadas.
Destaca la presencia del motivo ATGT en ambas regiones, este motivo, como se
menciono anteriormente, es crucial durante la activacion de ler mediada por GrlA
(figura 9) (Islam et al. 2011). El papel de los reguladores GrlA 'y GrIR en la regulacién
de la expresion de E1013 se ha corroborado mediante el estudio de una fusion
transcripcional de la region reguladora -495/+26 al gen. En similitud a otros genes
de virulencia en EPEC, la expresion de el gen E1013 se vi6 reprimida en medio LB.
Esta represion se pierde en la cepa AgriR. Este esquema regulatorio es consistente
con el modelo de regulacion propuesto para circuitos dependientes de Ler y GrlA-
GrIR. En medio DMEM, donde se espera activacion de los genes de virulencia de
EPEC, se observo expresion de E1013. Esta expresion es dependiente de grlA
(figura 10A).
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Figura 6. Contexto gendmico de E1013 que forma parte del profrago PP4 de EPEC en la cepa E2348/69.
Se indica la posicion de los genes nleG, nleB, nleC y nleD, los cuales codifican para efectores Nle previamente
reportados como sustratos del SST3. Los genes torS y torT marcan los limites del PP4. Imagen obtenida de
biocyc.org.

Para obtener evidencia de regulacion directa mediada por GrlA, se llevaron a cabo
experimentos de expresion heteréloga de la fusion E1013-cat en E. coli MC4100 en
presencia de los plasmidos pMPM-T3(pT3), pT3/grlA y pT3/grIR (figura 10B).
Unicamente la presencia del plasmido pT3/grlA fue capaz de promover la expresion
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de la fusion E1013-cat. Este resultado sugiere que GrlA es un regulador directo de
E1013 (Cadena, E. 2016).
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Figura 10. Ensayo de actividad especifica de CAT con fusion pKKE1013-495+26 transformada en A) la
cepa parental de EPEC, AgrlA y AgriIR en medio LB y DMEM, y B) en una cepa de E. coli MC4100
complementada con el vector vacio (pT3), pT3/grIR y pT3/grlA en medio LB. Tomada y modificada de
Cadena E. 2016.

Ademas de ler, antes de E1013, no se habia reportado un gen que fuera regulado
directamente por GrlA. Estudiar los mecanismos de accién de GrlA sobre el
promotor de E1013 nos permitirdA conocer mas sobre su papel de factor
transcripcional.
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HIPOTESIS

La expresion del gen E1013 de EPEC es regulada en trans por los reguladores GrlA
y PerC, y en cis por el motivo ATGT localizado en la region espaciadora de su

promotor.

OBJETIVO

Caracterizar los mecanismos de regulacion del gen E1013 de EPEC.

Objetivos especificos

e |dentificar y caracterizar elementos de regulacién en cis del gen E1013,
incluyendo aquellos que determinan la interaccién de GrlA con el promotor.

e Evaluar el papel de PerC en la regulacion de E1013.

e Determinar condiciones de crecimiento que favorezcan la expresion de
E1013.
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METODOLOGIA

Cepas, plasmidos y medios de crecimiento

Las cepas y plasmidos utilizados en este proyecto se muestran en las tablas 1y 2,
respectivamente. Se utilizé medio LB (10g/L Bacto® Triptona de Caseina, 5g/L
Bacto® Extracto de levadura, 10g/L Golden Bell Reactivos®M Cloruro de sodio),
Gibco® DMEM (0.45 % de glucosa, L-glutamina(+), piruvato de sodio (-)) (anexo 3),
medio minimo N (MM-N) (anexo 4) (Nelson y Kennedy. 1970) y medio minimo 9
(MM-9) (anexo 4) (Li et al. 2000). Sigma-Aldrich® Ampicilina (0.2mg/ml), Sigma-
Aldrich® Tetraciclina (0.012mg/ml) o Sigma-Aldrich® Estreptomicina (0.1 mg/ml)

fueron afnadidos a los medios cuando era necesario.

Generacion de fusiones transcripcionales al gen reportero cat

Las fusiones al gen reportero cat fueron construidas generando fragmentos de DNA
por PCR (Polymerase Chain Reaction). Las condiciones de PCR fueron de 1 ciclo
a 95 °C por 5 minutos en la primera etapa, 30 ciclos a 95 °C por 30 seg, 56 °C por
30 seg y 72 °C por 30 seg en la segunda etapa, finalizando con 1 ciclo a 72 °C por
5 min. Los reactivos para la PCR fueron los siguientes: Oligonucleétidos 0.4 uM
(tabla 3) (sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del IBt de la UNAM),
MgClz2 2 mM, dNTPs 0.2 mM (Thermo Scientific™), buffer PCR 1X (Buffer PCR 10X:
Thermo Scientific™) y DNA Tag Polimerasa 0.3 U (Thermo Scientific™). DNA
genomico de EPEC o del plasmido pKKE1013-495+26 (figura 11) fue utilizado como
molde para la generacion de fusiones con o sin la secuencia lider, respectivamente
(figura 11) (Cadena, E. 2016). Los fragmentos generados fueron purificados

utilizando el método de extraccion por fenol-cloroformo (anexo 1), digeridos con 10
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U de BamHI y Hindlll (Thermo Scientific™) y nuevamente purificados. Dichos
fragmentos fueron ligados al vector pKK232-8, el cual tiene el gen cat (cloranfenicol
acetiltransferasa) sin promotor (Pharmacia LKB Biotechnology), digerido con las
mismas enzimas, utilizando 1 U por reaccion de la T4 DNA Ligase (Thermo
Scientific™). Los productos de ligacién se utilizaron para transformar cepas
electrocompetentes (anexo 2) de E. coli MC4100; aquellas colonias que crecieron
en presencia de ampicilina se analizaron por PCR para confirmar la presencia de
inserto, utilizando los oligonucleétidos pKKseql y pKKseg2 (tabla 3). Clonas
positivas fueron secuenciadas en la Unidad de Secuencia y Sintesis del IBt de la

UNAM para confirmar la integridad del inserto.

Preparaciéon de extractos para ensayo de CAT

De cultivos crecidos en las diferentes condiciones probadas en este estudio, se
obtuvieron muestras de 1.5 ml a los tiempos indicados para cada experimento, las
cuales fueron transferidas a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. La pastilla celular se
concentrd por centrifugacion a 12,000 rpm durante 2 minutos. Para quitar restos del
medio de cultivo, la pastilla se lavé con 800 pl de buffer TDTT (tris-HCI 50 mM pH
7.8 y dithiothreitol 30 uM), se centrifugd y se desecho el sobrenadante. Cada pastilla
se resuspendié en 300 pl de buffer TDTT, se sonicé durante 3 minutos con lapsos
de 10 seg en encendido y 5 seg en apagado, se centrifugd a 13,500 rpm durante 15
min y se rescatd el sobrenadante en un tubo Eppendorf de 1.5 ml nuevo. Las

muestras se guardaron a -20°C en caso de no utilizarse inmediatamente.
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Cuantificacion de proteina

Se agregaron 10 pl en cada pozo de los lisados en duplicado en una microplaca de
96 pozos utilizando buffer TDTT como blanco. Se afiadio 200 pl del reactivo del kit
Pierce® BCA Protein Assay (Thermo Scientific™; segun indicaciones del fabricante)
a cada pozo. Se incub6 a 37°C durante 30 min y se leyo en el lector de microplacas
de 96 pozos ELx808 (Bio-Tek®) a 562 nm (Martinez-Laguna et al. 1999).

-495 -35 -10 E1013
Secuencia silvestre

cat

E1013-495/+26*
E1013-89/+26*

E1013G-10T*

A

E1013A-23G

E1013T-28C"

E1013T-31G"
E1013-43/+26

E1013-495/+140 =& 8
) secuencia ATGT E1013-89/+140" gol
# Cambio de un nucleétido E1013-43/+140 {1}

Figura 11. Fusiones transcripcionales de E1013 al gen reportero cat. Las coordenadas de cada fusion son
con respecto al inicio de transcripcion reportado previamente (Cadena E. 2016). (*) indica fusiones previamente
construidas y reportadas (Cadena, E. 2016). () indica plasmidos construidos por Cadena, E. pero no reportados
anteriormente.

Cuantificacion de la actividad CAT

Para determinar la actividad de CAT, se agregaron 5 pl de cada lisado por pozo en

una microplaca de 96 pozos por duplicado. Posteriormente, se afiadieron 200 pl de
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la solucién para la reaccion (1 mM DNTB, 0.1 mM acetil CoA, 0.1 mM cloranfenicol,
0.1 M tris-HCI pH 7.8) y se ley6 durante 5 minutos, cada 15 segundos, a 412 nm en
el lector de microplacas de 96 pozos ELx808 en modo de cinética (Bio-Tek®). Para
calcular la actividad especifica de CAT se divide la actividad sobre la cantidad de
proteina. Todos los valores aqui presentados son resultado de al menos tres

experimentos independientes, cada uno con su réplica biolégica.

BUsqueda de promotores posiblemente regulados por GrlA

Utilizando perl como lenguaje de programacion y la consola BASH de Ubuntu para
su ejecucion, se realiz6 una busqueda de secuencias que cumplieran las
caracteristicas aparentes de un promotor regulado por GrlA (figura 14): una caja -
35 conservada respecto a un promotor o’° TTG[A/T]CA (McClure, W.R. 1985), una
caja -10 separada por 18 pb con al menos una G o C que podia tener hasta 3
cambios respecto a su secuencia consenso TATAAT siempre que conservara 4 A/T,
y la secuencia AT[A/G]T a una distancia de 4 o 5 pb rio arriba de la -10. Esto ultimo
debido a que en C. rodentium dentro del promotor de ler esté la secuencia ATAT y
no el ATGT que encontramos en ler de EPEC y EHEC, o E1013 (tabla 4); sin
embargo, GrlA activa a ler en C. rodentium. Por otro lado, Islam et al (2011) mostrd
gue este cambio en el promotor de ler en EPEC no afectaba la actividad de GrlA

sobre éste.

Del GenBank se descargaron los siguientes genomas, los cuales fueron utilizados
para hacer la busqueda por ser cepas referencia a patdbgenos A/E, a excepcion de
E. coli MG1655:

e Escherichia coli 0127:H6 E2348/69 (EPEC)
e Escherichia coli O55:H7 CB9615 (EPEC atipica)
e Escherichia coli 0157:H7 Sakai (EHEC)
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e Escherichia coli O157:H7 EDL933 (EHEC)

e Escherichia coli O111:H- str. 11128 (EHEC)
e Escherichia coli 026:H11 str. 11368 (EHEC)
e Escherichia albertii KF1

e Citrobacter rodentium ICC168

e Escherichia coli MG1655

Busqueda de secuencias NRIR asociadas a un promotor

Utilizando perl como lenguaje de programacion y la consola BASH de Ubuntu para
su ejecucion, se generd un algoritmo que identificara la secuencia NRIR (nle
regulatory inverted repeat) (figura 14) en los genomas mencionados anteriormente.
Los parametros se establecieron utilizando la secuencia “CAAAAACCGGAG” como
la secuencia base del repetido invertido distal del NRIR, “TCCGG” para el
espaciador y “CTCCGGTTTTTG” para el repetido invertido proximal a la caja -35
del promotor. Dichos pardmetros incluyeron que puede haber un maximo de dos
cambios en cada repetido invertido y 2 en el espaciador. Una vez que el programa
encuentra un elemento NRIR, con base en el alineamiento de la figura 15 busca una
secuencia -35 “TTGTCA” en su vecindad que permite maximo dos cambios, y una
secuencia -10 “TATAAT” que permite 3 bases fuera del consenso pero debe de
tener al menos 4 A/T, y la secuencia espaciadora entre la caja -10 y -35 debe ser
de 17 6 18 pb. Si la busqueda no reconocia un promotor, ya fuera por falta de la
caja -35 0 -10, pero si una secuencia NRIR, imprimia ésta en la pantalla mas 30 pb

rio abajo y la anotacién de que no tiene un promotor o’° asociado.
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Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa Genotipo Referencia
Cepa parental Casadaban, M. 1976.
E. coli MC4100
Ahns Bustamante et al. 2011.
E. coli enteropatégena Cepa parental Levine et al. 1978.
(EPEC) E2348/69

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este estudio.

promotor (TAGAAA > TATAAA).

Plasmido Descripcién Referencia
Derivado de pBR322 con el gen cat sin promotory | Brosius, J.
pKK232-8 _ _ o
un gen de resistencia a ampicilina. 1984.
lor-260 Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion Bustamante
er-
P transcripcional ler-cat desde la region -253 a +216. | et al. 2011.
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
o » . Bustamante
pSEPZ-11 transcripcional con la region reguladora del operén
et al. 2001.
LEE2.
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
o . Cadena, E.
pKKE1013-495+26 | transcripcional E1013-cat desde la region -495 a 2016
+26. '
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
o _ Cadena, E.
pKKE1013-89+26 transcripcional E1013-cat desde la region -89 a 2016
+26. '
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
transcripcional E1013-cat desde la region -89 a Cadena, E.
pKKE1013G-10T y )
+26. Presenta una mutacion en la caja -10 del 2016.
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Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion

transcripcional E1013-cat desde la region -89 a Este
pKKE1013A-23G y ) _
+26. Presenta una mutacion en la caja ATGT en el estudio.
promotor (ATGT = GTGT).
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
transcripcional E1013-cat desde la region -89 a Est
ste
pKKE1013T-28C +26. Presenta una mutacion dentro del promotor el
estudio.
en la posicion -28 respecto al inicio de
transcripcion (T > C)
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
transcripcional E1013-cat desde la region -89 a Est
ste
pKKE1013T-31G +26. Presenta una mutacion dentro del promotor wdi
estudio.
en la posicion -31 respecto al inicio de
transcripcion (T 2> G).
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion Est
ste
pKK1013-43+26 transcripcional E1013-cat desde la region -43 a _
estudio.
+26.
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion
transcripcional E1013-cat desde la region -495 a Este
pKK1013-495+140 » o _
+140. Presenta una mutacion en la posicion -51 estudio.
respecto al inicio de transcripciéon (C 2> T).
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion Est
ste
pKK1013-89+140 transcripcional E1013-cat desde la region -89 a _
estudio.
+140.
Derivado del pKK232-8. Codifica una fusion Est
ste
pKK1013-43+140 transcripcional E1013-cat desde la region -43 a _
estudio.
+140.
Vector de clonacion derivado de p15A de bajo
, . . i ) Mayer, M.
pPMPM-T3 namero de copias. Codifica un gen de resistencia a 1995

kanamicina.
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Derivado del pMPM-T3. Codifica al gen grlA Bustamante

pPpTEPGrIAL
regulado por el promotor de lac. et al. 2011.
Derivado del pMPM-T3. Codifica al gen perC Bustamante

pTEPPerC1
regulado por el promotor de lac. et al. 2011.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en este proyecto.

Nombre Secuencia Uso

CAACGGTGGTATATCCAGTG Secuenciacion de
pKKseql insertos en el pKK232-8.

Reverse.

GAGGCCCTTTCGTCTTCAAG Secuenciacion de
pKKseq2 insertos en el pKK232-8.

Forward.

Generacion de fusion.
Sitio de restriccién
BamHI. Forward.

E1013-495-BHI* ATAGGATCCACGCCAACGATATCTTCGTAT

Generacion de fusion.
Sitio de restriccion
BamHI. Forward.

E1013-43-BHI CGTCATAATACCGGATCCTTATGATTGAC

Generacion de fusion.
Sitio de restriccion Hindlll.
Reverse.

E1013+26-H3* CCGAAGCTTTGGAGAAATGATATGTAACAC

Generacion de fusion.
Sitio de restriccién
Hindlll. Reverse.

E1013+139-H3~ | CCGTTGTGTAAGCTTTGAGATAGAAAGCAT

En negritas se marcan los sitios de restriccion. (*) oligonucleétidos reportados por Cadena, E (2016). ()
oligonucledtidos disefiados por Cadena, E. pero no reportados anteriormente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La region -43+26 del gen E1013 contiene los elementos necesarios para la

activacion mediada por GrlA

Cadena, E (2016) demostro que la fusiéon de pKKE1013-89+26 se comporta de la
misma manera que la fusion pKKE1013-495+26 en una cepa de EPEC, tanto en LB
como en DMEM, indicando que los elementos necesarios para la regulacion de
E1013 estan contenidos entre las posiciones -89 a +26 con respecto al inicio de

transcripcion.

Con el propoésito de conocer si los elementos contenidos sélo en el promotor de
E1013 son suficientes para mediar su activacion via GrlA, como previamente se
reportd para el promotor de ler (Islam et al (2011)), se construy6 la fusién
pKKE1013-43+26 que abarca desde la posicion -43 a la posicién +26 con respecto
al inicio de transcripcion (figura 11). Las fusiones pKKE1013-89+26, pKKE1013-
495+26 y pKKE1013-43+26 fueron introducidas en E. coli MC4100 en conjunto con
el plasmido vaci6 pMPM-T3 o el plasmido pTEPGrIA1 que expresa GrlA. La
actividad de las tres fusiones fue dependiente de la presencia de GrlA y alcanzé
niveles similares. Esto sugiere que todos los elementos necesarios para la
activacion del promotor de E1013 por GrlA estan contenidos dentro de la region -43
a +26 (figura 12).
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Figura 12. La regidn -43+26 es suficiente para mediar la activacion del gen E1013 por GrlA. Ensayo de
actividad especifica de CAT a partir de muestras de cultivos de E. coli MC4100 conteniendo las fusiones
indicadas mas el plasmido pMPM-T3 o pTEPGrIA, crecidos en 5 ml de LB en tubo por 9 horas (DOeoo ~0.93 +
0.073) a 37°C en agitacion. La grafica representa el promedio de al menos tres experimentos independientes
con su duplicado biolégico. Las barras de error representan la desviacion estandar.

La A del motivo ATGT del promotor de E1013 es esencial para la activaciéon

via GrlA

La hipotesis de este trabajo plantea que la secuencia ATGT contenida en la region
espaciadora del promotor de E1013, es critica para la activacion mediada por GrlA.
Para evaluar esta hipétesis, se utilizo la fusion pKKE1013-89+26, para introducir
mutaciones puntuales en posiciones conservadas en la secuencia espaciadora de
los promotores de E1013 y ler. Los nucleotidos que se cambiaron fueron la A de la
secuencia ATGT en la posicién -22 poruna G, la T en la posicién -28 poruna C y la

T en la posicién -31 por una G (figura 9).

Las actividades especificas de CAT generadas por las fusiones antes mencionadas
en E. coli MC4100 con o sin GrlA se compararon con las obtenidas para la fusion
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silvestre y la fusion pKKE1013G-10T (figura 9), la cual tiene una mutacién de una G
por una T en la caja -10 que acerca la secuencia de dicha caja a la del promotor
consenso. Esta ultima mutacién mejora la fuerza del promotor y le otorga actividad
independiente de GrlA; aunque sigue presentando un incremento significativo de

actividad en presencia de GrlA (Cadena, E. 2016).
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Figura 13. La A del motivo ATGT del promotor de E1013 es esencial para la activacion mediada por GrlA.
Ensayo de actividad especifica de CAT a partir de muestras de cultivos de E. coli MC4100 conteniendo las
fusiones indicadas mas el plasmido pMPM-T3 o pTEPGtrIA, crecidos en 5 ml de LB en tubo por 9 horas (DOsoo
~0.93 + 0.073) a 37°C en agitacion. La grafica representa el promedio de al menos tres experimentos
independientes con su duplicado biolégico. Las barres de error representan la desviacion estandar.

Como se habia observado previamente, la expresion de la fusion pKKE1013-89+26
es dependiente de la presencia de GrlA, mientras que la expresion de la fusiéon
pKKE1013G-10T es parcialmente independiente de GrlA aunque puede ser
activada por la misma. Por su parte, las fusiones pKKE1013T-28C y pKKE1013T-
31G solo son dependientes de GrlA y muestran un nivel de expresion similar a la
fusion pKKE1013-89+26. Esto sugiere que estos nucledétidos no estan involucrados
en la activacion del promotor de E1013 mediada por GrlA. En contraste, la expresion
de la fusion pKKE1013A-23G estd muy por debajo de la expresién en la fusion
pKKE1013-89+26 aun en presencia de GrlA. Esto indica que este nucleétido es
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importante para la expresion de E1013 y probablemente para la activacion mediada
por GrlA. Estos datos estan en acuerdo con las observaciones de Islam et al (2011)
en relacion a la importancia de este motivo en la expresion de ler. Experimentos con
fusiones de E1013 mutando los otros nucledtidos y ensayos de tipo EMSA son
necesarios para confirmar el papel de la secuencia ATGT del promotor de E1013

en la activacion mediada por GrlA y, por tanto, en la interaccion GrlA-promotor.

Promotores posiblemente regulados por GrlA estan altamente asociados a la
secuencia NRIR en patdégenos A/E

Ademas de E1013 y ler, hasta el momento solamente se han reportado flhDC y
ehxCABD como blancos de regulacion negativa y positiva por GrlA,
respectivamente. Sin embargo, en ningun caso se ha demostro regulacion directa
(lyoda et al. 2006; Saitoh et al. 2008). Por otro lado, Garcia-Angulo et al (2012)
describieron que la activacion de los genes nleH1 y nleB2 de EPEC, localizados en
profagos fuera del LEE y cuyos productos codifican para efectores substrato del
SST3 (denominados non-LEE-encoded effectors), requiere de una region invertida
repetida conservada, denominada NRIR (nle regulatory inverted repeat), que esta
ubicada justo corriente arriba de la caja -35 de sus respectivos promotores. La
activacion de estos genes no se vio afectada significativamente en las cepas de
EPEC AgrlA y Aler, lo que llevo a la conclusién inicial de que su regulacion era
independiente de Ler y GrlA y que existia un regulador adicional que interactta con
el NRIR para activar estos genes. Sin embargo, en similitud a lo observado con el
promotor de E1013 y ler (Islam et al. 2011), la expresién de nleH1 y nleB2 puede
ser activada en un sistema heterélogo a partir de la expresion ectépica de GrlA

(figura 12) (Gonzalez-Lara, tesis en curso).

La secuencia contenida entre las cajas -35 y -10 de los promotores que contienen

la secuencia NRIR en EPEC, conserva caracteristicas encontradas en los
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promotores de ler y E1013, como son la secuencia ATGT, una caja -35 muy cercana

al consenso y una caja -10 con al menos una G o C (figura 14).

El andlisis de alineamiento mdultiple llevé a proponer que un promotor regulado por
GrlA debe presentar como caracteristicas consenso 1) una caja -35 conservada
“TTG[A/T]CA”, 2) una caja -10 conteniendo entre la tercera y sexta posicion al
menos una G/C, 3) una secuencia espaciadora de 18 pb, 4) y el motivo “AT[G/A]T”
a 4 o 5 pb corriente arriba de la caja -10. EI cambio de G a A en la tercera posicion
del motivo ATGT no afecta la activacion del promotor de ler por GrlA (figura 5) (Islam
et al. 2011; Barba et al. 2005). Utilizando estas caracteristicas generamos un
algoritmo para buscar promotores que pudieran ser blanco de regulacion por GrlA

en genomas de cepas de referencia pertenecientes a la familia A/E.

nlel ARRARAMCCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGCCATGGTGATGTTTGT-TATGACTCCCT + 42 ATG E2348C 1040
nleB2 ACAARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTCCGGTGGATGTTTGT-TAGGARAGCAA +107 ATG E2348C 1041
nleHl ACAAAAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTACGGGGGATGTCTGT-TAGGAATAATT + 35 ATG E2348C_1444
nileH2 CACARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTCATGGTGATGTTTGT-TAAGAAAGTAA + 35 ATG E2348C 0718
E1441 CACARARACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTATAGGGGATATTTGT-TATTAGAGTGT +150 ATG E2348C 1441
ler ATGGATTTTAAAAATATATGATTTTTTTTGT TGACATTTAATGATAATGTATTT-TACACATTAGA +161 ATG E2348C 3968
E1013 CATAAACGTCATAATACCTGACTGTTATGATTGACA-ATAATGATAATGTTTATATAGAAAGGTTC +101 ATG E2348C 1013

* EE S koA kA kA * EE I S S

nlel ARAARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGCCATGGTGATGTTTGT-TATGACTCCCT + 42 ATG E2348C 1040
nleB2 ACAARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTCCGGTGGATGTTTGT-TAGGAAAGCAA +107 ATG E2348C 1041
nleHl ACAARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTACGGGGGATGTCTGT-TAGGAATAATT + 35 ATG E2348C 1444
nieH2 CACARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTCATGGTGATGTTTGT-TAAGAAAGTAA + 35 ATG E2348C 0718
E1441 CACARAACCGGAGTCCGGCTCCGGTTTTTGTTGTCATGTATAGGGGATATTTGT-TATTAGAGTGT +150 ATG E2348C 1441

%k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok * *kok ok Akkk kA *

ler ATGGATTTTAAAAATATATGATTTTTTTTGT TGACATTTAATGATAATGTATTT-TACACATTAGA +161 ATG E2348C 3968
E1013 CATAAACGTCATAATACCTGACTGTTATGATTGACA-ATAATGATAATGTTTATATAGAAAGGTTC +101 ATG E2348C_1013

Figura 14. Alineamiento multiple de las regiones reguladoras de los genes ler, E1013 y nles que
contienen el elemento NRIR. En verde se muestra el elemento palindrémico NRIR, en rojo las cajas -35y -
10y en azul la secuencia ATGT necesaria para la activacion de ler mediada por GrlA (Islam et al., 2011,

Garcia-Angulo et al., 2012). A la derecha se indica el nimero de bases entre el promotor y el coddn de inicio.
Los asteriscos indican las bases conservadas.

Los resultados de esta busqueda se presentan en la tabla 4. Identificamos 78
secuencias que cumplieron con las caracteristicas especificadas y las utilizamos
para generar una secuencia logo utilizando la plataforma de WebLogo

(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi) (figura 15) (Schneider y Stephens. 1999;
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Crooks et al. 2004). Se puede apreciar el alto grado de conservacion de la caja -35,
y su cercania al consenso de los promotores regulados por sigma 70. La base 4,
segun la numeracion de la secuencia logo, varia entre T y A, aunque hay una notoria
preferencia por T. Contigua a la caja -35, se encuentra una caja “ATGT” (posiciones
6 a la 9), cuya funcién en la regulacion de los promotores que la contienen no ha
sido determinada. Es también notoria la predominancia de Gs de la base 12 a la 16,
especialmente en la posicion 13 donde una G esta claramente conservada. Entre
las posiciones 17-20 se encuentra el motivo “ATGT”, el cual de acuerdo a evidencias
experimentales es esencial para la activacion mediada por GrlA de ler y E1013
(figura 13) (Jiménez et al. 2010; Islam et al. 2011). Seguida de este motivo se
observa la conservacion de la secuencia “TTGT” de la posicion 21 a la 24. Por
altimo, en la caja -10 del promotor, posiciones 25-30, las Unicas bases conservadas
son las primeras dos bases, TA. La posicion 27 no tiene ninguna letra en la
secuencia logo porque siempre tiene un cambio, entonces no se puede dar un grado
de conservacion para ningun nucleétido, mientras que de la 28 y 30 la tendencia es

por A/IG y A/C, respectivamente.
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Figura 15. Secuencia logo obtenida a partir de las secuencias identificadas en los diferentes genomas
de cepas pertenecientes a la familia A/E de genes con posibles promotores regulados por GrlA. Este
consenso esta presente en la region promotora de mas de 15 genes diferentes.

En el consenso de promotores dependientes de o’° no se puede distinguir
conservacion alguna en la secuencia localizada entre las cajas -10 y -35, ni tampoco
en las dltimas dos bases de la caja -35 (figura 16) (Shultzaberger et al. 2006). Cabe
hacer notar que las secuencias representadas en el logo presentado en la figura 15,

corresponden a mas de 15 genes diferentes encontrados entre los genomas de las
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diferentes cepas de bacterias pertenecientes a la familia A/E. Queda por explorar el
genoma de otras bacterias en general para determinar si promotores con estas

caracteristicas estan presentes en otros organismos que no contienen el LEE.

75 sites at a spacing of 24 (conventional 18) base pairs

I BA,

e i3t T
8

3

Figura 16. Secuencia logo de los 75 promotores 670 con 18 pb de distancia entre las cajas -10 y -35 en
Escherichia coli K-12. Tomado y modificado de Shultzaberger et al (2006).

Varios de los promotores identificados por nuestro algoritmo contienen el elemento
regulador denominado NRIR, una secuencia repetida invertida o palindroma que
Garcia-Angulo et al (2012) demostraron es necesaria para la activacion de los genes
nleH1 y nleB2 de EPEC. En dicho trabajo se reporté también que las regiones
reguladoras de los genes mostrados en la figura 14, asi como 9 regiones
reguladoras en EHEC EDL933, 8 en EHEC Sakai y 3 en C. rodentium, contienen el
elemento NRIR. Este elemento también fue localizado, en algunos casos, corriente
abajo de algunos genes pero sin estar asociado a un promotor. La posible funcién

del NRIR para estos ultimos genes no ha sido establecida.

La tabla 4 muestra las caracteristicas de los 26 genes que arroj0 una nueva
busqueda para el elemento NRIR, que en total representan 58 secuencias dentro
de cepas prototipo de patdgenos A/E, excepto en E. coli MG1655 que fue utilizada
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como control. Cabe mencionar que 11 de 26 de estos genes corresponden a
paralogos/ortélogos de nleG, cuyo nimero de copias varia dependiendo de la cepa,
yendo de un solo gen en EPEC E2348/69 a tres en C. rodentium y 14 en EHEC
EDL933; no todos los parélogos de nleG poseen un secuencia NRIR. Ninguna
diferencia se observé en el nUmero de genes recuperados cuando se aumentaron
a tres o cuatro los cambios permitidos en cada invertido repetido. Las secuencias
identificadas fueron también utilizadas para generar una secuencia logo del NRIR
(figura 17).
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Figura 17. Secuencia logo obtenida a partir de todas las secuencias NRIR con un promotor ¢’° asociado.
El logo se gener0 a partir de las 58 secuencias recuperadas que representan 26 genes diferentes, algunos de
ellos presentes en todas las cepas incluidas en el estudio 0 en genes sbélo presentes en una de las cepas.

Dada la naturaleza de la busqueda, no resulta sorprendente la conservacién del
NRIR. Para propésitos del proyecto, so6lo se seleccionaron aquellas secuencias que
tuvieran anexa una region promotora. Algo a destacar, es que a pesar de los
parametros algo permisibles en la busqueda del promotor asociado al NRIR, la
secuencia logo de los promotores identificados (tabla 4) muestra una mayor
conservacion respecto a la secuencia de la figura 15, resaltando aun mas la
conservacion de la caja -35 la cual conserva una secuencia “TTGTCA” en 56/57
casos, la secuencia “ATGT” adicional anexada a la caja -35 del promotor, el motivo
“‘ATGT” principal en las posiciones 17 a la 20, la conservacion de la secuencia
“TGTT” entre el motivo “ATGT” y la caja -10, asi como la poca conservacion en la
caja -10. Por otra parte, es notoria la poca conservacién en la secuencia de la figura
18 de las posiciones 12 a la 16, aunque no deja de haber una preferencia muy

marcada a la presencia de Gs en la misma.
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Figura 18. Secuencia logo de los promotores asociado al NRIR productos de la busqueda.

Notablemente, en la tabla 4 hay casos particularmente interesantes. Principalmente,
resalta que la mayoria de los genes identificados que poseen un promotor con todas
las caracteristicas que lo hacen candidato a ser regulado por GrlA, coinciden en
tener el elemento NRIR corriente arriba. Entre los genes que carecen del NRIR,
encontramos a yodA de E. coli O55:H7, el cual es un ort6logo idéntico de zinT de E.
coli O157:H7 EDL933 y Sakai, aunque en el primer caso el producto del gen esta
anotado en el GenBank como un precursor de la Epimerasa Ribulosa 3-fosfato y en
los otros dos como una proteina con dominio de union a zinc y cadmio para
transporte del periplasma al citosol. Sin embargo, en el KEGG (Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes), el motivo conservado anotado para yodA es de la familia

zinT, por ello consideramos que puede ser un error de anotacion.

Otra particularidad son los genes irhA y pstS en C. rodentium. Para irhA no hay
evidencia de algun papel en virulencia, mientras que se ha descrito un papel del
regulén de PhoBR para la virulencia de EPEC (Crépin et al. 2011). El sistema PST
es capaz de regular la actividad del sistema de dos componentes PhoBR al
suministrar el transporte especifico de PO4 del periplasma al citosol. Una mutante
C. rodentium ApstS coloniza deficientemente a su hospedero murino y la mutante
de EPEC str. E128012 (atipica) se adhiere menos a células en cultivo. En estas
mutantes el regulador de respuesta actla constitutivamente sobre sus blancos. En

consecuencia, para una doble mutante ApstSAphoB se restaura la adherencia de
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EPEC a células en cultivo y la colonizacion en raton por C. rodentium (Cheng et al.
20009).

El cuarto gen con NRIR, identificado en EPEC E2348/69 como E2348C_1441 y
anotado como un gen que codifica para una proteina hipotética, se encuentra
conservado en la cepa E. coli O55:H7; sin embargo, en EHEC O157:H7, aunque
conserva la secuencia NRIR corriente arriba del promotor, el “ATGT” cercano a la
secuencia -10 esta sustituido por un trecho de Gs (tabla 4). Por otra parte, su marco
de lectura presenta un codon de paro en el codon 23, contrastando con los 180
codones predichos para el marco de lectura del mismo gen en EPEC, lo que en su
conjunto sugiriere que para el caso de EHEC su funcién fue descontinuada dando
lugar a un pseudogen. Aunque cabe aclarar que ni la regulacién, ni la funcién de

este gen ha sido estudiada.

Por ultimo, algo interesante a resaltar es que el promotor del homdélogo de ospB en
E. coli O111:H- y E. coli O26:H11, y el promotor de nleB2 de EPEC E2348/69 y
0O55:H7, incluyendo el NRIR, son idénticos, a pesar de que codifican para proteinas
gue son estructural y funcionalmente diferentes en su totalidad. En el caso de EPEC,
NleB es capaz de interactuar con FADD, TRADD y RIPK1, proteinas receptoras de
sefiales de apoptosis, y de transferirles una molécula de N-acetylglucosamina,
inactivandolas, inhibiendo asi la apoptosis (Pearson et al. 2016). Sin embargo,
NleB2 no demostrd ser eficiente en la interaccion con las proteinas mencionadas
anteriormente y tampoco con su actividad enzimatica, por lo que su funcibn como
efector en EPEC se desconoce (Pearson et al. 2013). Por su parte, ospB también
tiene un ortélogo en C. rodentium y, aunque no se encontrd una secuencia NRIR en
la region reguladora del gen o un promotor o’ con las caracteristicas de ser
regulado por GrlA, se demostro que su producto OspB es sustrato del SST3 (Deng
et al. 2010). La funcidn de esta proteina no se ha demostrado para ningun patégeno
A/E, pero en Shigella flexneri OspB promueve la proliferacién celular al inducir a un

regulador maestro de crecimiento celular, mMTORC1, de manera dependiente de
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IQGAP1 (Lu et al. 2015). Falta demostrar que estos genes son efectivamente

regulados por GrlA, asi como elucidar el papel regulador del NRIR.

La mayoria de los genes que se listan en la Tabla 4 codifican para efectores o son
genes relacionados con virulencia, a excepcion de aquellos descritos anteriormente

en C. rodentium, aunque no se descarta un posible papel de insA en la infeccién.

Hasta el momento, sélo E1013 y ler han sido caracterizados como blancos directos
de GrlA (figuras 12 y 13, y datos no publicados) (Jiménez et al., 2010; Islam et al.,
2011). Este andlisis nos permitié6 ampliar el repertorio de genes potencialmente
regulados por GrlA, asi como identificar modelos adicionales que esperamos nos
ayuden a entender mejor, ademas del mecanismo de accién de GrlA, cuales fueron
las presiones selectivas que dieron como resultado la generacion de un casete de
regulacion que integra diversos elementos como el NRIR, el motivo ATGT y un
promotor de caracteristicas particulares que controla la expresion de diversos genes
con secuencias codificantes que dan lugar a proteinas con caracteristicas

completamente diferentes.
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Tabla 1. Genes encontrados con un promotor posiblemente regulado por GrlA.

Gen Funcion anotada Cepas? NRIR®P Promotor (-35 /18pb/ -10)°¢

E. coli
0127:He,
0O55:H7,
E1013 | Proteina hipotética 0O157:H7, Ausente TTGACA ATAATGATAATGTTTATA TAGAAA
O111:H-,
026:H11,
E. albertii

E. coli
0127:Hs6,
O55:H7,
Regulador transcripcional. | O157:H7, TTGACA TTTAATGATAATGTATTT TACACA
ler 0111:H-, Ausente -
026:H11,
E. albertii

C. rodentium TTGACA TTTAAGGATAATATATTT TACACA

Precursor de la Epimerasa

yodA Ribulosa-3-Fosfato. E coli O55:H7
Ausente TTGTCA TATGTTACAATATAACAT TACACA
. . L. . E. coli
zinT Proteina de union a Zinc. 0157:H7

Regulador transcripcional
irhA | del operdén de la NADH C. rodentium Ausente TTGTCA CGTGATATACATATTTAC TTTCAC
deshidrogenasa.

Transportador ABC de
pstS |fosfato, proteina de union | C. rodentium Ausente TTGTCA TAAAACTGTCATATTTCG TACATT
al sustrato.
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Gen

Funcién anotada

Cepa?

NRIRP

Promotor (-35 /18pb/ -10)°

nlel

Efector sustrato del SST3

E. coli
0127:H6

AAAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGCCATGGTGATGTTTGT TATGAC

nleH1

Efector sustrato del SST3

E. coli
0127:H6,
O55:H7

E. coli

0157:H7,
0111:H-,
026:H11

CAAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTACGGGGGATGTCTGT

TAGGAA

TTGTCA

TGTATGGGGGATGTCTGT

TAGGAA

nleH2

Efector sustrato del SST3

E. coli
0127:H6,
O55:H7,
O111:H-,
026:H11

ACAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

E. albertii

CAAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTCATGGTGATGTTTGT

TAAGAA

C. rodentium

CAAAAATCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTCAGGGTGATATTTGT

TAATAA

E1441

Proteina hipotética

E. coli
0127:He6,
O55:H7

ACAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTATAGGGGATATTTGT

TATTAG

E. coli
0157:H7

CAAAAACCGGAG

CCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTATAGGGGGGGGTTAT

TAGAGA

ospB

Efector sustrato del SST3

E. coli
O111:H-,
026:H11

nleB2

Efector sustrato del SST3

E. coli
0127:He6,
O55:H7

CAAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

E. coli
0157:H7

ACAAAACCGGAG

TCCGG

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTCCGGTGGATGTTTGT

TAGGAA

nleB

Pseudogen

C. rodentium

CAAAAGCCGGAA

TACAC

CTCCGGTTTTTG

TTGTCA

TGTCAGGCTGATGTTTGT

TAGGAA
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Gen

Funcién anotada

Cepa?

NRIRP

Promotor (-35 /18pb/ -10)°

espX

Proteina hipotética

E. coli
0157:H7

Efector sustrato del SST3

E. coli
O111:H-,
026:H11

ACAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTCCGGGGAATATTTGT TAGATA

C. rodentium

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTGTG

TTGCCA TGTCCGGGGAATATTTGT TAGATA

insA

Represor IS1 putativo

E. coli
0111:H-

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTTG

TTGTCA TGTCCGGTGGATGTTTGT TAGGAA

nleG

Efector sustrato del SST3

E coli O55:H7

ACAAAACCGGAG

GCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGCCATGGTGATGTTTGT TATGAA

nleG

Efector sustrato del SST3

E coli O55:H7

ACAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGCCATGGTGATGTTTGT TATGAA

nleG

Proteina hipotética,
probablemente nleG

E coli
O55:H7,
0157:H7,
O111:H-,
026:H11

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTCAGGGAGATGTTTGT TATGAA

nleG

Efector sustrato del SST3

E coli
O55:H7,
0157:H7,
026:H11

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTATGGGGGCTGTTTGT TATGAC

nleG

Proteina hipotética
homologa a nleG

E coli
O55:H7,
0157:H7,
0111:H-

CAAAAACCGGAG

TCCTG CTCTGGTTTTTG

E. coli
0O157:H7
EDL933

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTTG

TTGTCA CGTATGGGGGATGTTTGT TACAGC

E. coli
026:H11

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTATGGGGGATGTTTGT TACAGC

C. rodentium

CAAAAGCCGGCG

TTCGG ATCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTCAGGGGGATGTTTGT TATTGC

nleG6
-3

Pseudogen

E. coli
0157:H7

ACAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTACGGTGGATGTTTGT TATGAC

nleG

Pseudogen

E. coli
O111:H-

CAAAAACCGGAG

TCCGG CTCCGGTTTTTG

TTGTCA TGTCCGGTGGATGTTTGT TATGAC
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Gen Funcion anotada Cepa? NRIRP Promotor (-35 /18pb/ -10)°
E. coli
n]l_eGZ Pseudogen 81?1:7’ ACAAAACCGGAG TCCGG CTCCGGTTTTTG TTGTCA TGTAAGGCAGATGTTTGT TAAAGC
026:H11
nleG Pseudogen (E)lclcj)l_“H CAAAAAACGGAG TCCGG CTCCGGTTTTTGTG | TTGCCA TATAAGGCAGATGTTTGT TACAGC
nleG | Efector sustrato del SST3 5'2%(?"1'11 AAAAAACCGGAG TCTGG CTCCGGTTTTTTG |TTGTCA TGTCATGGTGATGTTTGT TAATGA
nleG1 | Efector sustrato del SST3 ] C. rodentium TGGGGGGCAGTT CACAT CTCCGGTTTTTG TTGTCA TGTCAGGTTGATGTTTGT TAAGAA

a Cepas en las que se encontro la secuencia indicada. ® Secuencia NRIR (nle regulatory inverted repeat) en el caso de los genes que lo contienen corriente arriba
del promotor. ¢ En rojo se resalta la secuencia “AT[G/A]T” que se ha confirmado experimentalmente para la activacion mediada por GrlA en el caso de ler y E1013
y en azul un ATGT adicional contiguo a la caja -35 del promotor, encontrado en los genes que contienen el NRIR cuya funcion no ha sido analizada. Las secuencias
subrayadas en ambos casos corresponden a motivos degenerados. Se incluyen las variantes a la secuencia encontrada para un mismo gen en diferentes cepas.
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La region correspondiente a la region lider no codificante de E1013 ejerce un

efecto represor sobre su expresion.

Similar a la region reguladora de ler, el transcrito de E1013 incluye una region lider
no codificante de 119 pb (figura 11). En el caso de ler, esta region esta involucrada
de manera importante en la regulacion negativa del gen (Bustamante et al. 2011).
Esto nos llevé a preguntarnos si esta region estaba implicada en la regulacion de
E1013. Para abordar la pregunta se comparo la actividad de fusiones que contienen
diferentes trechos de la region 5’ reguladora corriente arriba del promotor y hasta la
posicion +140 del gen, incluyendo los primeros 7 codones del marco de lectura, o
hasta la posicién +26 lo cual elimina la mayor parte de la regién lider no codificante
(figura 11).
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Figura 19. La region no codificante localizada entre el inicio de transcripcion y el codén de inicio de
E1013 regula negativamente su expresion. Ensayo de actividad especifica de CAT a partir de muestras de
cultivos de E. coli MC4100 transformada con los plasmidos pMPM-T3 o pTEPGrIAL1 mas las fusiones indicadas.
Los cultivos fueron crecidos en 5 ml de LB en tubo por 9 horas (DOsoo ~0.93 + 0.073) a 37°C en agitacion. La
gréafica representa el promedio de al menos tres experimentos independientes con su réplica bioldgica. Las
barras de error representan la desviacién estandar.
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En la figura 19 se muestra que la actividad en presencia de GrlA, de todas las
fusiones en las que se elimina la mayor parte de la region lider no codificante
(PKKE1013-495+26, pKKE1013-89+26 y pKKE1013-43+26) es mayor comparada
con la de aquellas en las que esta region se mantuvo intacta (pbKKE1013-495+140,
pKKE1013-89+140 y pKKE1013-43+139). Esto sugiere que la region lider de E1013
tiene un efecto negativo en la expresion de este gen. Este resultado sugiere que la
regulacion de E1013 es similar a la de ler, ya que se ha demostrado que este gen
es regulado negativamente a nivel transcripcional por la union de H-NS a esta region
no codificante (Bustamante et al. 2011).

La expresion de E1013 es independiente de la presencia de H-NS

Se sabe que H-NS se une al DNA preferentemente a secuencias ricas en A-T. En
su mayoria los genes adquiridos por transferencia horizontal, como es el caso del
LEE o de los profagos, tienen un contenido de A+T mayor al promedio del genoma
(Winardhi et al. 2014), lo cual favorece que su regulacion sea controlada por H-NS
(Bustamante et al. 2001).

Jimenez et al (2010) reportaron que GrlA, ademas de actuar como activador,
también antagoniza la funcién represora de H-NS sobre el promotor de ler. Por su
parte, el promotor de E1013, ademas de ser regulado positivamente por GrlA como
el promotor de ler (figuras 12 y 13), cuenta también con un sitio de regulacién
negativa en su region lider no codificante (figura 19), lo que llevé a hipotetizar que
al igual que ler, H-NS podria estar regulando negativamente a E1013. Para evaluar
esta hipotesis se analizo la actividad de las fusiones pKKE1013-89+26, pKKE1013-
89+140 y pler-260 en E. coli MC4100 y una mutante Ahns (figura 20).

En la cepa silvestre se observa, que las fusiones pler-260 y pKKE1013-89+140 se
se expresan so6lo en presencia del plasmido pTEPGrIAL, mientras que la fusion que
contiene la region lider E1013-89+140 no se expresa. En la mutante Ahns vemos
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que la fusién pler-260 es activa independiente de GrlA, y que la presencia de GrlA
estimula adicionalmente su expresion como se reporté anteriormente (Jimenez et
al., 2010). Por su parte, la expresion de las fusiones pKKE1013-89+26 y pKKE1013-

89+140 no se afecta por la ausencia de hns.

WT Ahns
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Figura 20. H-NS no reprime a H-NS. Ensayo de actividad especifica de CAT a partir de muestras de cultivos
de E. coli MC4100 y la mutante en hns transformada con los plasmidos pMPM-T3 o pTEPGrIA1 mas las fusiones
indicadas. Los cultivos fueron crecidos en matraz a una DOeoo de 0.8 a 37°C en agitacion. La grafica representa
el promedio de al menos tres experimentos independientes con su réplica biolégica. Las barras de error
representan la desviacion estandar.

En su conjunto estos resultados indican que, a pesar de su alta homologia con el
promotor de ler, el promotor de E1013 no es regulado negativamente por H-NS y
sugieren que la activacion mediada por GrlA podria estar asociada con el
reclutamiento de la RNA polimerasa y/o la formacion de un complejo abierto de
transcripcion activo, o antagonizando un represor diferente a H-NS. Queda por
determinar el mecanismo que silencia al promotor aun en presencia de GrlA cuando
la region lider de E1013 esta presente y cuales son las implicaciones en el contexto

cromosomal donde el gen parece ser activo de acuerdo a los resultados de RNAseq
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(figura 7).

PerC activa modestamente al promotor de E1013

Ademas de GrlA, en EPEC la expresion de ler es también activada por PerC, una
proteina codificada en el operén per del plasmido EAF que no tiene dominios de
unidén a DNA conocidos (Bustamante et al., 2011). Sin embargo, su mecanismo de
accion o los elementos de la region reguladora requeridos para su funcion no han
sido definidos a la fecha. Dada la similitud entre los promotores de ler y E1013, nos
preguntamos si aquellos requeridos por PerC estarian también conservados.
Analizamos la actividad de las fusiones pKKE1013-495+26, pKKE1013-495+140,
pKKE1013-43+26 y pKKE1013-43+140 en E. coli MC4100 en presencia del el vector
vacio pMPM-T3 y su derivado pTEPPerC1 a partir del cual se expresa PerC. La
fusiodn pler-260 fue utilizada como control positivo de la activacion mediada por PerC
(figura 21).

A diferencia del promotor de ler, cuya expresién se incrementa hasta 400 veces en
presencia de PerC, la expresion del promotor de E1013 muestra un incremento
modesto de cerca de cuatro veces en presencia de este regulador y dando
actividades cerca del limite de deteccion confiable del ensayo. Aunque
preliminarmente se podria concluir que PerC no es un regulador relevante de E1013
en las condiciones ensayadas, su papel debe ser analizado en mas detalle, ya que
las actividades alcanzadas para este promotor son relativamente bajas en
comparacién con la de otros promotores que son regulados por Ler o GrlA. Cabe
contrastar que los niveles de actividad que alcanzan las fusiones de ler y E1013 en
presencia de GrlA difieren en no mas de tres veces (figura 20), mientras que con

PerC la diferencia es muy evidente (figura 21).
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Figura 21. PerC no tiene un efecto sobre el promotor de E1013. Ensayo de actividad especifica de CAT a
partir de muestras de cultivos de E. coli MC4100 transformada con los plasmidos pMPM-T3 o pTEPPerC1 méas
las fusiones indicadas. Los cultivos fueron crecidos en 5 ml de LB en tubo por 9 horas (DOsoo ~0.93 + 0.073) a
37°C en agitacion. La gréafica representa el promedio de al menos tres experimentos independientes con su
réplica bioldgica. Las barras de error representan la desviacion estandar.

E. coli enterohemorragica (EHEC) posee en su genoma homoélogos de perC,
denominados pch (perC-homologue). Abe et al (2008), realizaron un ChlP-on-chip
con PchA que generd la Unica evidencia experimental a la fecha de la posible
capacidad de esta proteina de unirse al DNA. Posteriormente, Fukui et al (2016)
observo que los sitios de union de PchA coincidian, en su mayoria, con sitios de
union de H-NS y su pardlogo StpA, proponiendo que Pch actia como un
antirepresor que antagoniza la represion mediada por proteinas de estructuracion
del nucleoide como H-NS, StpA, Hha'y YdgT sobre el LEE.

Por su parte, se ha reportado que PerC no muestra afinidad por el promotor de ler
in vitro (Porter et al., 2005), sugiriendo que su papel como activador de ler en EPEC
podria involucrar componentes adicionales. Mas aun, tanto PerC como los
paralogos de Pch son capaces de activar los promotores de ler de EPEC y EHEC
en una cepa de E. coli K12 (Porter et al., 2005). Esto no quiere decir que
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necesariamente se conserve el mismo mecanismo en ambos patotipos, ya que las
condiciones en las que actian son diferentes. En EPEC, PerC es el regulador
principal del LEE cuando la bacteria es cultivada en DMEM a 37°C sin agitacion en
una atmosfera de 5% de COq, pero no asi en cultivos agitados sin CO2 donde no
hay ninguna afectacion en la expresion del LEE en la AperC (Bustamante et al.
2011). Por su parte, en EHEC los genes pchA y pchB son esenciales para la

expresion del LEE (lyoda y Watanabe. 2004).

A pesar de haber diferencias entre la regulacion del LEE de EHEC y EPEC, se ha
propuesto que PerC antagoniza la represion mediada por H-NS en EPEC
(Bustamante et al. 2011), encajando en el modelo propuesto por Fukui et al (2016).
En contraste, no observamos efecto de H-NS sobre la expresion de E1013 (figura
14), en linea con la ausencia de regulacién por parte de PerC, caracteristicas que

distinguen la regulacién entre ler y E1013.

E1013 se expresa en bajos niveles en DMEM

Después de demostrar que solamente se necesita de la region -43 a +26 de E1013
para la activacion de su promotor por GrlA, nos preguntamos cuél es su region
minima reguladora. Para responder esta pregunta, evaluamos la actividad de los
distintos recortes de la region reguladora de E1013 en EPEC E2348/69 en cultivos
de LB y DMEM (figura 22).

Ninguno de los recortes generé actividad significativa en ambos medios, indicando
gue al menos en estas condiciones E1013 es practicamente inactivo. Asimismo, al
no observar diferencia de actividad en los distintos recortes, se decidié usar las
fusiones pKKE1013-43+26 y pKKE1013-43+140 como referentes para futuros

ensayos de actividad.
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Actividad especifica de CAT
(MM*min~"*mg")

Figura 227. E1013 se expresa en niveles muy bajos en DMEM. Ensayo de actividad especifica de CAT a
partir de muestras de cultivos de EPEC E2348/69 silvestre transformada con las fusiones indicadas. Los cultivos
fueron crecidos en 5 ml de DMEM o LB en tubo por 9 horas (DOeoo 0.85 + 0.37) a 37°C en agitacion. La grafica
representa el promedio de al menos tres experimentos independientes con su réplica biologica. Las barras de
error representan la desviacion estandar.

E1013 es activo en medio minimo N con glicerol

En el transcriptoma realizado por Hazen et al (2015), se aprecia muy poca
transcripcion de E1013 tanto en LB como en DMEM, sin superar las 10 y 100
lecturas, respectivamente, aunque respalda el diferencial de transcripcién que
observamos entre los dos medios (figura 7). EI DMEM y el LB han sido ampliamente
utilizados para comparar la expresion del LEE en condiciones de crecimiento que la
favorecen o no, respectivamente. Se ha demostrado que el regulador positivo de ler
en cultivos de DMEM agitados es GrlA y que éste también es mas abundante en
esta condicién en comparacion con el LB (Bustamante et al. 2011). Sin embargo, a
pesar de que GrlA expresado a partir de un plasmido es capaz de inducir la
expresion del promotor E1013 en un fondo heterélogo como E. coli K12 (figura 12),

éste no parece ser suficiente para activarlo en EPEC bajo estas condiciones de
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crecimiento (figura 22). Esto sugiere, entre otras posibilidades, que el promotor de
E1013 es regulado negativamente por otro u otros reguladores que impiden la
funcién de GrlA, y que su expresion se favorece en condiciones distintas a las

probadas a la fecha.

Previamente se reportd que EPEC secreta proteinas a través del SST3 en cultivos
crecidos en medio minimo 9 (MM-9) (Deng et al. 2005), el cual se clasifica como un
medio minimo quimicamente definido que contiene cloruro de amonio como fuente
de nitrégeno y glucosa como fuente de carbono (anexo 4). Considerando que este
medio también favorece la secrecion y por tanto la expresion del LEE, decidimos
analizar la expresion de E1013 en medios minimos como una alternativa para
encontrar una condicion que favoreciera la activacion de su promotor en fondo

silvestre, ya que éstos pueden ser modificados facilmente en su composicién.

La expresion de E1013 se determind en la cepa E2348/69 silvestre conteniendo las
fusiones pKKE1013-43+26 y pKKE1013-43+140 (tabla 2) a partir de cultivos en LB
y DMEM que se usaron como medios control, y en medio minimo N (MM-N) con
glicerol al 0.5 % (MM-N-Glicerol) o con glucosa al 0.48 % (MM-N-Glucosa) como
fuente de carbono. La fusiébn pSEPZ-11, que contiene la region reguladora del
operén LEE2 y es muy sensible a cambios en la expresion del LEE, se us6 como
control (Bustamante et al. 2001).

La fusion pKKE1013-43+26 tuvo una actividad de CAT en DMEM de 150 U*mg™ +
60, mientras que la fusion pKKE1013-43+140 fue de 43 U*mg™ + 24. Esto indica
gue, aunque los niveles de expresion de la fusion corta (pKKE1013-43+26) sean
muy bajos, se alcanza a expresar en DMEM en niveles previamente reportados por
Cadena, E. (2016) y se puede apreciar un decremento de actividad de
aproximadamente de tres veces cuando la fusion tiene la region lider (figura 23),
confirmando el efecto negativo que ejerce sobre la expresién de E1013 (figura 19).
Estos datos sugieren que existe un regulador negativo conservado tanto en EPEC

como en E. coli K-12 que requiere la secuencia lider para efectuar su funciéon, o que
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dicha region adopta una conformacion que desfavorece la expresion a nivel

transcripcional o postranscripcional que aun no se ha explorado.
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Figura 238. La fusion pKKE1013-43+26 es activa en MM-N-Glicerol. Ensayo de actividad especifica de CAT
a partir de muestras de cultivos de EPEC transformados con las fusiones indicadas. Los cultivos fueron crecidos
en 5 ml del medio indicado en tubo por 9 horas a 37°C en agitacion. La gréfica representa el promedio de al
menos tres experimentos independientes con su réplica bioldgica. Las barras de error representan la desviacion
estandar.

De manera interesante, en MM-N la fusion pKKE1013-43+26 mostré niveles
significativamente mas altos de actividad cuando el medio contiene glicerol (MM-
N-Glicerol) como fuente de carbono; mientras que con glucosa tiene una actividad
muy similar a la reportada en DMEM (figura 23). Por su parte, la expresion dirigida
por la fusion pKKE1013-43+140 sigue siendo regulada negativamente debido a la
presencia de la region lider, con una actividad 7 veces menor respecto a la de
pKKE1013-43+26.

Por otra parte, de los resultados mostrados en la figura 23, resalta que la actividad
de la fusion pSEPZ-11 en MM-N-Glicerol sea similar a la del DMEM pues uno de los

componentes basicos del MM-N es sulfato de amonio (7.416 mM), al que
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previamente se le asocio un efecto represor sobre la expresion de los operones bfp,
per y LEE2 al adicionarlo al DMEM, el cual no contiene sales de amonio en su
composicién sino aminoacidos como fuente de nitrogeno (anexo 3) (Puente et al.,
1996; Martinez-Laguna et al., 1999; Bustamante et al., 2001). Mas aun, Deng et al
(2005) observaron secrecidn de proteinas dependiente del SST3 a partir de cultivos
en MM-9, otro medio minimo que también contiene amonio (18.7 mM) y glucosa
como fuente de carbono. Estas observaciones plantean la posibilidad de que el
efecto represor del sulfato de amonio en DMEM, sea debido a la combinacion con
la composicion particular de este medio y no a la presencia de sales de amonio en

Si.

También es de notar la reduccion en actividad de la fusion pSEPZ-11 en MM-
N-Glucosa con respecto al mismo medio con glicerol, lo cual sugiere que, bajo estas
condiciones de crecimiento, la fuente de carbono juega un papel importante para la
regulacion del LEE. Hasta donde sabemos no hay ningan reporte que describa

actividad del LEE en medios con glicerol como unica fuente de carbono.

La expresion del LEE y E1013 se estimula en medios minimos con glicerol

como fuente de carbono

El que la activacion de E1013 y del LEE se favorece en medio minimo con glicerol
como fuente de carbono se volvio de interés en el estudio, ya que hasta el momento
es la tnica condicion en donde se observa una activacion significativa de la fusiéon
pKKE1013-43+26 con respecto al LB y el DMEM. Para confirmar que la fuente de
carbono es el factor determinante y no la fuente de nitrégeno o sales presentes en
el MM-N, se disefié un experimento en donde se evalud la expresiéon de las mismas
fusiones pSEPZ-11 (figura 24), pKKE1013-43+26 (figura 25) y pKKE1013-43+140
(figura 26) en EPEC silvestre, a partir de cultivos en LB, DMEM, MM-N y MM-9 con
las variantes descritas a continuacion. LB, DMEM, DMEM mas 30mM de amonio
(DMEM-NHa(+)), MM-N con glucosa y sin amonio (MM-N-Glucosa-NHa(-)), MM-N

47



con glucosa y con amonio 14.832 mM (concentracion original de la composicién del
medio; MM-N-Glucosa), MM-N con glucosa y con amonio 30mM (MM-
N-Glucosa-NHa4(+)), MM-N con glicerol y sin amonio (MM-N-Glicerol-NHa(-)), MM-N
con glicerol y amonio 14.832 mM (MM-N-Glicerol), MM-N con glicerol y amonio 30
mM (MM-N-Glicerol-NHa(+)), MM-9, MM-9 con &cidos casamino sustituyendo al
amonio como fuente de nitrégeno (MM-9-Aa-NHas(-)) y MM-9 con glicerol

sustituyendo a la glucosa como fuente de carbono (MM-9-Glicerol-Glucosa(-)).

En la figura 24 observamos que la expresion de la fusion pSEPZ-11 se reprime y se
induce en medio LB y DMEM, respectivamente. A su vez, la expresion de la fusién
disminuye en DMEM-NHa4(+), consistente con lo reportado por Bustamante et al
(2001). De manera interesante, el promotor del LEE2 contenido en esta fusion
muestra niveles significativos de actividad en ambos medios minimos con glicerol.
Esto sugiere que el glicerol actia como inductor o que la glucosa ejerce represion

catabdlica o un fendmeno similar que abate la expresion de este promotor.

Por su parte, como se mostré anteriormente, la fusion pKKE1013-43+26 se expresa
a niveles basales en LB y s6lo muestra un ligero incremento en actividad en DMEM
(figura 25). Sin embargo, al igual que la fusiébn pSEPZ-11 (figura 24), el promotor de
E1013 se expresa al menos 5 veces mas cuando la fuente de carbono es glicerol

en ambos medios minimos.

De acuerdo a su participacion como regulador negativo de la expresion de E1013,
la presencia de la region lider en la fusion pKKE1013-43+140 no permite que se
exprese a niveles por arriba del basal, aun en presencia de glicerol (figura 26),
confirmando el fuerte efecto represor que ésta regién ejerce sobre la expresion de
E1013.
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Actividad especifica de CAT
(MM*min-*mg")

30 mM = 15 mM 30 mM @ 15mM 30mM 19mM Aa* 19 mM [NH4l
ND™ Glucosa 0.45 % Glucosa 0.48 % Glicerol 0.5 % Glucosa 0.48 % Glicerol 0.5 % Fuente de Carbono
LB DMEM MM-N MM-9 Medio

Figura 24. La fuente de carbono y no de nitrégeno regulan la expresién de la fusion pSEPZ-11 en medios
minimos. Ensayo de actividad especifica de CAT en la cepa EPEC E2348/69 silvestre transformada con la
fusion pSEPZ-11 en cultivos crecidos en 5 ml del medio indicado en tubo por 8 horas a 37°C en agitacion. La
gréfica representa el promedio de al menos tres experimentos independientes con su réplica biolégica. Las
barras de error representan la desviacion estandar. * Cambi6 de sales de amonio por &cidos casamino como
fuente de nitrégeno. ** No determinado.

En su conjunto, estos resultados plantean la posibilidad de que los genes del LEE y
E1013 estén sujetos a represion catabdlica, y que reguladores transcripcionales
como CRP (Escalante et al. 2012) y Cra (Shimada et al. 2010; Chabarria et al. 2014,
Bley-Folly et al. 2018) podrian estar involucrados en dicha regulacién a través de
los mecanismos descritos en la figura 27. Lo anterior, nos abre la posibilidad de
estudiar un aspecto de la regulacién del LEE de EPEC poco explorado, esto es, la
relacion que podria haber entre la expresion de los factores de virulencia de esta
bacteria y su estado metabdlico, en particular en torno a la disponibilidad de fuentes

de carbono.
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Actividad especifica de CAT
(MM*min**mg")

= - 30 mM a 15 mM 30 mM - 15 mM 30 mM 19 mM Aa* 19mM  [NH4
ND™ Glucosa 0.45 % Glucosa 0.48 % Glicerol 0.5 % Glucosa 0.48 % Glicerol 0.5 % Fuente de Carbono
LB DMEM MM-N MM-9 Medio

Figura 25. La fuente de carbono y no de nitrégeno regulan la expresion de la fusion pKKE1013-43+26 en
medios minimos. Ensayo de actividad especifica de CAT con la cepa EPEC E2348/69 silvestre transformada
con la fusion pKKE1013-43+26 en cultivos crecidos en el medio indicado en tubo por 8 horas a 37°C en
agitacion. La gréafica representa el promedio de al menos tres experimentos independientes con su réplica
biolégica. Las barras de error representan la desviacién estandar. * Cambié de sales de amonio por acidos
casamino como fuente de nitr6geno. ** No determinado.

Actividad especifica de CAT
(MM*min-"*mg")

< & 30 mM s 1B5mM 30 mM 3 15mM 30 mM 19 mM Aa*  19mM [NH4
ND=  Glucosa 0.45 % Glucosa 0.48 % Glicerol 0.5 % Glucosa 0.48 % Glicerol 0.5 % Fuente de Carbono
LB DMEM MM-N MM-9 Medio

Figura 26. Laregion lider no codificante regula negativamente la expresion de E1013 aun en condiciones
donde la fusién pKKE1013-43+140 es activa. Ensayo de actividad especifica de CAT con la cepa EPEC
transformada con la fusion pKKE1013-43+26 en cultivos crecidos en el medio indicado en tubo por 8 horas a
37°C en agitacion. La grafica representa el promedio de al menos tres experimentos independientes con su
réplica biolégica. Las barras de error representan la desviacion estandar. * Cambi6 de sales de amonio por
acidos casamino como fuente de nitrégeno. ** No determinado.
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Figura 27. Mecanismos de represidn catabodlica. A) El sistema de fosforrelevo PTS y mecanismo de
activacion de CRP. Cuando hay glucosa en el medio, ésta es incorporada a la célula por la permeasa de
glucosa EIIC y fosforilada por la enzima EIIB®-C para mantenerla dentro de la célula como glucosa-6-fosfato.
Cuando no hay glucosa en el medio, la enzima EIIAG-C-P se une a la Adenilato Ciclasa activandola, dando lugar
a la sintesis de AMP ciclico (cAMP). El cAMP funciona como un segundo mensajero dentro de la célula. CRP
es capaz de interaccionar con cAMP , lo que aumenta su afinidad por sus genes blanco, actuando de manera
positiva 0 negativa dependiendo del sitio de unién con el DNA (Gorke y Stiillke. 2008; Escalante et al. 2012).
Imagen tomada de Gorke y Stilke. 2008. B) Regulén predicho para Cra. Cra es un regulador transcripcional
de la familia Lacl. Cuando la bacteria esta catabolizando via glucdlisis, hay fructosa 1-fosfato (F1P) en la célula,
la cual se une a Cra disminuyendo su afinidad por el DNA y separandose del mismo (figura 27B; Chabarria et
al. 2014, Bley-Folly et al. 2018). Cra es identificado como un modulador del metabolismo de la bacteria muy
relevante (Shimada et al. 2010). Los genes en verde son reguladores involucrados en metabolismo, en naranja
en metabolismo de nitrdgeno, azul de estructuracion de nucleoide y regulacién transcripcional, en morado genes
de respuesta a estrés y en negro genes con funcién desconocida. El circulo verde sobrepuesto a Cra representa
cuando se une F1P. Imagen tomada y modificada de Shimada et al (2010).
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CONCLUSIONES

La region entre las posiciones -43 a +26 de E1013, con respecto a su sitio de inicio
de transcripcion, contiene todos los elementos necesarios para la activacion de su
promotor por GrlA, incluyendo la secuencia ATGT ubicada en la secuencia
espaciadora entre las cajas -10 y -35 del promotor (figura 12). La funcionalidad de
esta secuencia se demostré mediante la sustitucion de la T en la cuarta posicion por
una G, la cual disminuy6 dramaticamente la expresion del promotor de E1013 (figura
13). Este resultado respalda el modelo propuesto por Islam et al (2011).

E1013y ler comparten un promotor altamente conservado en patdgenos A/E (figura
15). De manera interesante, la mayoria de los genes que presentan este promotor

también conservan la secuencia NRIR corriente arriba del mismo (tabla 4).

Los promotores de E1013 y de ler comparten las caracteristicas de un promotor
semi-conservado que es activado por GrlA (figura 14). Asi mismo, ambos poseen
una regién lider no conservada que regula negativamente la expresion de sus
respectivos promotores (figura 19). Para el caso de ler, la regulacion negativa
mediada por la region lider involucra a H-NS, no siendo asi para el promotor de
E1013 para el cual la ausencia de H-NS no hace ninguna diferencia con respecto a
la cepa parental (figura 20). La region lider que regula negativamente la expresion
de E1013, esta contenida entre las posiciones +26 a +140 con respecto al inicio de
transcripcion (figura 22). A su vez, la regulacion del promotor de E1013 también se

distingue de la de ler en que PerC no participa en su activacion (figura 21).

E1013 y el LEE se expresan en medios minimos (MM-N o MM-9) con glicerol como

fuente de carbono, compartiendo una represién provocada por el amonio afiadido
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al medio (figura 25 y 26); efecto compartido en DMEM con la fusién pSEPZ-11, no
para pKKE1013-43+26 o pKKE1013-43+140. El mecanismo responsable de esta
represion se desconoce; sin embargo, este efecto diferencial del amonio
dependiente del medio en la expresion del LEE o E1013, resalta la importancia de

considerar el impacto que la composicién del medio tiene en la fisiologia de EPEC.
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PERSPECTIVAS

Generar fusiones transcripcionales con mutaciones individuales en todas las bases
de la secuencia ATGT del promotor de E1013 para determinar su importancia en la
activacion mediada por GrlA, asi como en la interaccion de GrlA con el DNA por

ensayos tipo EMSA.

Generar una fusion transcripcional cuyo extremo 3’ quede entre laregion +26 y +140
de E1013 para evaluar su actividad y empezar a vislumbrar el mecanismo de
regulacion negativa ejercida sobre esta region. Asimismo realizar ensayos de RT-
PCR de punto final para evaluar si la regulacién es a nivel transcripcional o a nivel

post-transcripcional, y hasta qué punto se transcribe E1013.

Evaluar la actividad de E1013 y del LEE en MM-N-Glicerol en cepas mutantes en
los genes que codifican para los reguladores CRP y Cra para evaluar su posible
participacion en la regulaciéon del LEE y E1013. Alternativamente, sobre expresar
dichos reguladores a partir de plasmidos que contengan los respectivos genes

clonados y determinar el efecto sobre la expresion de las fusiones transcripcionales.

Evaluar si los genes contenidos en la tabla 4 son efectivamente regulados por GrlA,
asi como determinar qué diferencias le otorga la secuencia NRIR a estos
promotores. A su vez, determinar si €stos se expresan en condiciones de virulencia

y si ayudan a la misma.
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ANEXOS

Anexo 1. Concentracion de DNA por extraccion con fenol-cloroformo.

1.

Agregar medio volumen de acetato de amonio 7.5 M pH 7.8 y mezclar por
pipeteo.
Agregar 250 pl de fenol y 250 pl de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1).

Mezclar por inmersion hasta combinar ambas fases.

3. Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min a T°amb.

4. Retirar cuidadosamente la fase acuosa (superior) y pasar a un tubo limpio.

5. Agregar 250 pl de cloroformo:alcohol-isoamilico (24:1), mezclando de la

6
7
8
9

misma manera que en el paso 2.

. Repetir paso 3y 4.
. Afadir 2 volimenes de etanol absoluto e incubar por 1 hr a -80°C.
. Centrifugar a 13,500 rpm por 30 min. Descartar el sobrenadante.

. Agregar 1 ml de etanol al 70 % y mezclar.

10. Centrifugar a 12,000 rpm por 5 min. Descartar todo el sobrenadante.

11.Dejar secando la pastilla a T°’amb y dejar resuspendiendo con agua MQ

durante toda la noche a 4°C.
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Anexo 2. Preparacion de células electrocompetentes y electroporacion (Dower et
al. 1998)

1. Cultivar la cepa deseada toda la noche en agitacion a 37°C adicionando los
antibiéticos necesarios (en caso de tener resistencia en la cepa).

2. Inocular en dilucién 1:100 en un matraz con medio LB con los antibi6ticos
necesarios.

3. Incubar a 37°C en agitacion hasta que el cultivo llegue a una DOsoo de 0.6-
0.8.

4. Transferir el cultivo a tubos de centrifugacién de 50 ml.

5. Centrifugar a 8,000 rpm durante 8 min a 4°C.

6. Descartar el sobrenadante (en caso de tener mas cultivo, repetir el paso 4, 5
y 6 las veces necesarias).

7. Lavar la pastilla con 40 ml de agua MQ a 4°C.

8. Centrifugar a 8,000 rpm durante 8 min a 4°C.

9. Descartar el sobrenadante y repetir una vez desde el paso 7.

10.Resuspender en 25 ml de glicerol al 10 % a 4°C.

11.Centrifugar a 8,000 rpm durante 8 min a 4°C.

12.Descartar el sobrenadante.

13.Resuspender con glicerol al 10 % de acuerdo al tamafio de la pastillay segun
la concentracion celular deseada (generalmente entre 200-400 pl para un
medio inicial de 100 ml). En caso de no utilizar para electroporar
inmediatamente, guardar a -80°C hasta 6 meses.

14.Agregar DNA al tubo con electrocompetentes (si es plasmido circular, utilizar
100 ng por transformacion) y mezclar por pipeteo.

15.Electroporar a 2.5 kV en una camara de electroporacion BioRad®.

16.Recuperar con el cultivo completando a 1 ml con medio SOC (950 pl de
medio SOC si se utilizé 50 pl de células electrocompetentes) y pasarlo a un
tubo.

17.Incubar 1 hr en agitacion a 37°C.

18.Sembrar en cajas con el marcador de seleccion y dejar crecer durante toda
la noche a 37°C.
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Anexo 3. Composicion del DMEM.

DMEM

Compuesto pM mg/L |mM
Glicina 75.0( 30.0] 0.4000
Hidrocloruro de L-arginina 211.0| 84.0( 0.3981
L-cisteina - 2HCI 313.0] 63.0| 0.2013
L-glutamina 146.0| 580.0( 3.9726
Hidrocloruro de L-Histidina-H20 210.0| 42.0 0.2000
L-isoleucina 131.0| 105.0f 0.8015
L-leucina 131.0| 105.0f 0.8015
Aminoéacidos |Hidrocloruro de L-lisina 183.0| 146.0| 0.7978
L-metionina 149.0] 30.0 0.2013
L-fenilalanina 165.0 66.0 0.4000
L-serina 105.0] 42.0 0.4000
L-treonina 119.0 95.0 0.7983
L-triptofano 204.0( 16.0| 0.0784
L-tirosina 181.0 72.0 0.3978
L-valina 117.0 94.0 0.8034
Cloruro de colina 140.0 4.0 0.0286
Pantotenato de D-calcio 477.0 4.0 0.0084
Acido félico 441.0 4.0 0.0091
. . Niacinamida 122.0 4.0 0.0328
vitaminas Hidrocloruro de piridoxal 206.0 40| 0.0194
Riboflavina 376.0 0.4| 0.0011
Hidrocloruro de tiamina 337.0 4.0 0.0119
I-inositol 180.0 7.2 0.0400
Cloruro de calcio 147.0| 264.0 1.7959
Nitrato férrico 404.0 0.1| 0.0002
Sales Sulfato de magngsio 246.0| 200.0( 0.8130
inorganicas Cloruro de potasio 75.0| 400.0] 5.3333
Bicarbonato de sodio 84.0(3700.0| 44.0476
Cloruro de sodio 58.016400.0(110.3448
Fosfato de sodio monobasico 154.0| 141.0f 0.9156
D-glucosa 180.0(4500.0| 25.0000
Otros Rojo de fenol 376.4| 15.0| 0.0399
HEPES 238.3(5958.0| 25.0021

65




Anexo 4. Composicion de medios minimos.

Medio minimo N (MM-N)

Compuesto pM mg/L |mM
Cloruro de potasio 75.001 360( 4.800
Sulfato de amonio 132.14| 980| 7.416
Sulfato de potasio 174.26 86| 0.494
Fosfato de potasio monobasico |154.00| 136( 0.883
Acidos casamino 1000
Cloruro de magnesio 95.20 19( 0.200
Glicerol 92.10| 6300 68.404
Glucosa 180.16| 4800| 26.643
Tris-HCI 0.1M pH 7.5

Medio minimo 9 (MM-9)
Compuesto pM mg/L mM
Fosfato de sodio dibasico| 142.00( 12800 90.14
Fosfato de potasio 154.00| 3000| 19.48
monobasico
Cloruro de sodio 58.44 500 8.56
Cloruro de amonio 53.50 1000 18.69
Glucosa 180.16 4000 22.20
Cloruro de calcio 111.00| 0.0111| 0.0001
Sulfato de magnesio 120.36| 0.1204| 0.0010
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