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RESUMEN

Estudio de la regulacién de la expresidn del gen ompS! de Salmonella typhi

Salmonella typht (S.typhi) es el agente causal de la fiebre tifoidea, una infeccion sistémica.
La membrana externa (ME) protege a $. fyphi de sales biliares, de enzimas digestivas y le permite
escapar de la fagocitosis, entre otras funciones. Uno de los principales compenentes de la ME son
las proteinas formadoras de poro, llamadas porinas. La sintesis de las pofinas estd regulada por el
sistema de dos componentes EnvZ y OmpR (ambos codificados en el operén ompB). EnvZ actia
como una proteina efectora de Ja osmolaridad del medio externo 12 cual es una histidin cinasa
capaz de fosforilar y desfosforitar a OmpR. OmpR es un activador transcripcional que actia
dependiendo del grado de fesforilacion. En nuestro laboratorio, nos encontramos interesados en
investigar la funcidn y los mecanismos molecuiares que regulan la expresion de las porinas de S,
typhi. De esta manera fue posible el aislamiento de ompST, un nuevo gen gue codifica para una
posina mincritaria de S. fyphi. Estudios previos mostraron que el gen posee, en su region
reguladora, 7 domintos con similitud a la secuencia consenso que reconoce OmpR, un doménio
con baja similitud a la secuencia que reconoce el regulador global IHF ¢, por medio de fusiones
traduccionales 21 gen reportero JacZ, se ubicd una regién en cis de control negativo y otra de
control positivo. En este trabajo, con la finalidad de investigar el papel del operén ompB, se
transformé una mutante de S aphi vy de Ecoli carentes de este operon, con las fusiones
traduccionales al gen reporterc facZ y se observd que la expresion de las fusiones se abatia
respecto a las cepas sitvestres. Los resultados obtenidos comprobaron que, efectivamente, el gen
es dependiente de OmpR para su activactén. También se descartd el posible papel que pudiera
tener THF respecto a la regulacion de la expresion de ompS/; asi miismo, se descartaron un
conjunto de condiciones ambientales de crecimiento como cambio de osmolaridad, temperaturas
extremas, indervalo de pH, presencia de estrés oxidativo, crecimiento en medio para el cultivo de
células eucariontes, anaerobiosis, presencia de Polimixina B, choque 4cido con y sin adaptacion a
pH 5.3 fueran capaces de inducir la expresion de ompS|.
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INTRODUCCION

Salmonella typhi (S. typhi}) es el agente causal de la fiebre tifoidea (FT). La FT es una
infeccidn sistémica que se manifiesta clinicamente por intensos dolores de cabeza, diarrea, fiebre,
anorexia y en algunos casos escalofrios, convulsiones y delirio. Las complicaciones mas frecuentes
son hemorragia intestinal e inflamacion del higado (Calva et al., 1988; Sa.l#wers y Whitt, 1994). Por
su incidencia de 16 millones de casos anuales, causando cerca de 600,000 muertes, la FT representa
un grave problema de salud a nivel mundial (Ivanoff, 1995). De agui se desprende parte de la
importancia que tiene la investigacion sobte ia biologia molecular de 5. fyphi, la cual genera
conocimientos que pueden ser de utilidad hacia el desarrollo de vacunas, métodos de diagnéstico y
la comprension de la respuesta inmune y los fendmenos implicados er; la interaccion hiesped-

bacteria (Calva et ai., 1988).
Generalidades acerca de 8. fyphii

S typhi es un bacilo patégeno gram-negativo, anaerobio facultativo y no esporulado,
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Posee {lagelos peritricos, por lo tanto es una bacteria

movil. Dentro de sus caracteristicas bioquimicas mas importantes podemos.citar:

- requerimiento de triptofano como factor de crecimiento
- incapacidad para:
crecer en medio minimo
emplear citrato como Wnica fuente de carbono
producir gas a partir de glucosa u otros aziicares
descarboxilar ornitina

fermentar lactosa

- carece de actividades de ureasa, fenilalanina desaminasa, lipasa y ribonucleasa.
- produce catalasa y acido sulthidrico (Le Minor, 1984).
]




Pertenece al serotipo 9,12,d,Vi; esta clasificacion se basa en la unidad repetitiva del antigeno
s0matico, 1ambién conocido como antigeno O (9,12}, el cual forma parte del lipopolisacirido (LPS)

de la membrana externa (MEY, el antigeno flagelar [f (d) y el antigeno capsular Vi (Hook. 1990),

S. fyphi es un patdgeno exclusivo del hombre, por lo que el conacimiento de la patogenia y
los mecanismos moleculares involucrados en la interaccion con el hffesped no se encuentran
totalmente dilucidados, dada la carencia de un modelo animal. El modélo mis aceptado para la
realizacién de dichos estudios es el del ratdn, hiesped natural de S. ryphinturinm dado que esta
bacteria produce una infeccion en el ratén andloga a la FT en el hombre. También se ha recurrido a

la investigacion de la interaccion de S. fyphi con células en cultivo (Groismbn et ai., 1990).
Generalidades acerca de la ficbre tifoidea

La FT es una infeccion adquirida por ingestion de alimentos o agia contaminada con heces
fecales de un portador. La enfermedad puede ser fatal, se sabe que aproximadamente ¢l 10% de las
persenas que no se someten a un gratamiento meédico mueren. Lo conttario ocurre con personas
expuestas de manera natural al microorganismo, las cuales dificilmente muwestran sintomas y pueden
ser portadoras de la bacteria por meses e inclusive afios después de la colohizacién (Salyers y Whitt,
1994). La FT es un problema importante de salud ptblica en muchos paiéeﬁs en desarrollo. aunque es
dificil estimar el impacto real, debido a que el cuadro clinico puede ser confundido con otras

infecciones febriles (Ivanoff, 1995).

El periodo de incubacion de S. fyphi es largo; varia desde | semana hasta | mes después de
la ingestion inicial de la bacteria. Se presume que S. typhi entra al cuerpo 2 raveés de las células M de
fas placas de Peyer, pasando al sistemna sanguineo. Una vez alli, es fagocitada por macrofagos. en
donde se ha postulado que se multiplica, para invadir después los nodulos linfiticos del mesentetio,
el bazo, el higado y eventualmente la vesicula biliar, para finalmente producir una bacteremia (Calva
et al, 1988; Finlay y Falkow, 1989). En la virulencia de la bacteria, participan un gran nimero de

genes, fos cuales son regunlados por diferentes factores ambientales como pH, anaerobiosis. fuente de

2

e




carbono y osmolaridad (Mitler, 1991). Los sintomas de la FT probab[emeiite se deban a que el LPS
media la liberacion de citocinas. Hasta el momento, no se conocen exotoxinas Iiberadas por S. fyphi.
Para el tratamiento de esta infeccion, Jos derivados de quinolonas v cefalosporinas de tercera

generacidn han mostrado ser efectivas, particularmente la ciprofloxacina suministrada por via oral
{Wallace et al., 1993).

Los métodos de diagndstico de ta FT son variados. El mas com&m}iienle usado es e] método
serologico clasico, la prueba de Widal, consistente en la deteccién dé anticuerpos contra los
antigenos O v H de § sphi Dicha prueba resulta ser poco informatﬁa, sobre todo en areas
endémicas donde de forma natural el titulo de anticuerpos es alto sin haber infeccion activa
(Edelman y Levine, 1986). Otros métodos consisten en la prueba de ié.munoensayo enzimatico
ELISA (enzyme-linked innmnosorbent assay); hema;giutinacién basaéia en Jla presencia de
anticuerpos contra el antigeno Vi (Macario, 1992); cultivo bacteriolégico a partir de muestras de
sangte y médula dsea (Hoffman et al,, 1986; Edelman y Levine, 1986). En nuestro laboratorio, fue
posible la implementacidn de un ensayo ELISA, para la deteccion de anticuerpos séricos en la
primera semana de la enfermedad, usando preparaciones de proteinas de spembrana externa (PME)
de S tpphi como antigenos {Verdugo et al.,, 1993). Asi mismo, se monié un sistema que permite
identificar especificamente a S. fyphi por medio de un PCR (polymerase chain reaction) a partir de
DNA  gendmico, basindose en la diferencia del tamafio del producto generado o por la

amplificacion especifica de un fragmento de DNA (Calva et al., 1997)
La membrana externa

La ME estd separada de la membrana interna (MI) o citopiismica por una capa de
peptidoglicanc y el periplasma. El peptidoglicano le confiere a la bactéria morfologia celular y
rigidez; por su parte, en -l periplasma se encuentran polipéptidos, azicare$ y proteinas con diversas
funciones {Fig. 1) {Verhoef et al., 1979; Nikaido, 1996). La ME protege a la bacteria de agentes
nocivos, deteniendo su penetracion; permite el paso de nutrimentos y de los productos de desecho
(Nikaido y Vaara, 1985). En el caso de las bacterias entéricas, la ME cumple con funciones

especificas, como son proteccidon a sales biliares y enzimas digestivas; adicionalmente a los
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patdgenos les permite el escapar de la fagocitosis; resistencia al complemento; ¢ interaccién con

anticuerpos, bacteriofagos y células eucariontes.
Componentes de la membrana externa
Lipidos

Los principales lipidos de la ME son los fosfolipidos: fosfatidiletanglamina, fosfatidilglicerol

y cardiolipina, asi como , LPS con una distribucion totalmente asimétrica,

EL LPS &5 un molécula de alto peso molecular cargada negativame:ﬁe;su estructura se divide

en tres regiones:

- El lipido A, porcidn insertada en la ME de cardcter hidrofdbico.

- La parte central ("core"), la cual comprende de 8 a 12 unidades de azicares variables, de caracter
hidrofilico.

- El antigeno O, constituido de 3 a 5 unidades de aziicares, se encuentra asociado covaleniemente a

la parte central, su naturaleza es hidrofilica (Hancock, 1997).
Proteinas

Las proteinas de membrana extemma (PME) constituyen casi ia mitad de la masa de la
membrana por lo que se propore jucgan un papel importante en la estabilizacion de la estructura

(Nikaido y Vaara, 1985). Se han reportado entre otras:

A) La lipoproteina de mureina, la cual es un proteina pequefia (7,200 Da) que existe en un
gran nimero, 7 x 10 > por célula. Cerca de un tercio de esta profeina se encuentra unida

covalentemente a la capa de peptideglicano.

B) Proteinas formadoras de canales especificos, como: LamB receptor del fago A, canal por

4
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el cual atraviesan maltosa y maltodextrinas; la proteina T6 la cual es reccﬁtor del fago T6 forma un
canal para nucledsidos, v la proteina SceY, la cual forma un canal para 13 entrada de sacarosa  la

célula,

C) Proteinas receptoras de afta afinidad que transportan vitaminas y 4cidos grasos, entre
otros solutos. Existen también proteinas involucradas en importar-exportar otras proteinas y posibles
drogas (Nikaido, 1996).

D) Proteinas formaderas de pore, llamadas porinas; éstas se conforman triméricamente de
forma estable (Nikaido y Vaara, 1985). Se ha reportado que en E.coli OmpC y OmpF (outer
membrane protein} son las porinas mayoritarias; existen aproximadamente 16’ moléculas por cada
célula de cada una de estas proteinas (Lugtenberg y Van Alphen, 1983). La sintesis de las porinas
esta regulada por un sistema de dos componentes, constituido de las protainas EnvZ y OmpR (Fig.
2}, ambas codificadas en el operén ompB. EnvZ es una histidina cinasa de 450 aminoacidos (aa)
que se localiza-en [a membrana interna, donde actia como proteina sensera de la osmolaridad del
medio externo; un aumento en la osmolaridad resulta en su autofosforilacién en el residuo de H253.
OmpR es una proteina soluble de 239 aa que, al ser fosforilada por EnvZ en el residuo de D55, se
unc al DNA de la regién reguladera de los genes ompC vy ompF, modulando su activacion. En
condiciones de baja osmolaridad E.coli sintetiza preferencialmente OmpF, mientras que OmpC no
se expresa. En cambio, cuando crece en condiciones de alta osmolaridad, OmpC es expresada
preferencialmente, mientras que OmpF se teprime (Van Alphen y Lugtenberp, 1977; Hall y Silhavy,
1981; Slauch, 1989). En S fphi, al contrario que en Ecofi OmpC no se reprime en baja
osmolaridad, mientras que la sintesis de OmpF si se osmoregula (Puente et al.,, 1991). En nuestro
laboratorio, nos encontramos interesados en investigar la funcidn y los mecanismos moleculares
que regulan la expresion de las porinas de S. yyphi. De esta forma, se han aislado, caracterizado y
secuenciado los genes ompC, ompF, phoE (porina que se expresa en ayuno de fosfatos) y los genes
que codifican para las proteinas reguladoras OmpR/EnvZ. Asi mismo, se han aislado los genes
ompS1 y ompS2, que actualmente son motivo de investigacion (Puente et al, 1987; Torres, 1995,

Martinez-Flores et al., 1995: Fernandez-Mora et al., 1995, Oropeza et al., proyecto de doctorado).




En Ecoli la expresidn de las porinas mayoritarias puede ser influida, aparte de fa
osmolaridad, por otros factores como son: la temperatura, condiciones anaerdbicas, el esirés
oxidative, los antibidticos, la presencia de acidos débiles, el pH, nutrimentos y antisentido de RNA
{micF para ¢l caso de OmpF). Asi mismo, s¢ hia propuesto que reguladores globales como IHF, Lip,
S0x8 y RpoS, participan en dichos procesos (Tsui et al., 1988; Huang et al., 1990; Ramani et al.,
[994; Heyde y Portalier, 1987; Pratt et al., 1996; Hancock et al., 1997). En.S". typhi. se ha reportado
que ta expresion de las porinas mayoritarias se ve influida por Ia iemﬁeratura y condiciones

anaerdbicas (Mora et al,, 1992),
Importancia del estudio de las porinas

Las investigaciones acerca de los mecanismos de la regulacion genética de porinas de
bacterias entéricas, especialmente de S. fyphi, resultan ser de gran interés para nosotros. por diversos
hechos entre los cuales podemos mencionar: 1a presencia de anticuerpos especificos dirigidos contra
ellas en sueros de pacientes con FT, por 1o cual resultan ser valiosas para el diognéstico (Verdugo et
al., 1993); el efecto hemelitico que poseen las porinas de S. fyphi sobre eritrocitos humanos
(Calderon et al., 1984); la disminucion de la virulencia de mutantes de S. giphimuritm ompCompF
y ompR (Dorman et al,, 1989); la capacidad de las porinas de S.typhimurium de ser immundgenos al
conferir proteccién duradera en ratones (Udhayakumar y Muthukkaruppan 1987 Isibasi et al,
1988); Ia participacién de la OmpC de Shigella flexneri (S. flexneri), andldga 2 OmpC de S npki,
en el proceso invasivo (Bernardini et al.,, 1993) y la participacion de las parinas de S. pyphimurium

en la liberacion de citocinas y activacion del complemento (Galdiero, 1984, 1990, 1993).




ANTECEDENTES

Usando como sonda heterdloga el gen ompF de E.coli, en nuestro giupo de investigacion fue
posibie ¢l aislamiento de un nuevo gen de S. typhi, llamado ahora ompS!. ompS! codifica para una
PME de 373 aa {41 kDa) como producto maduro, con un pépiido lider de 21 aa, conteniendo
residuos altamente conservados, que han sido implicados en la formacién dei poro. Los porcentajes
de identidad/similitud de la secuencia de aa de OmpS|1 con otras porinas -sc;n: S. typhi OmpC 66/78,
OmpF 59/65 y PhoE 5967, S ¢yphimurium OmpF 38/76; E. coli Omp:C 67779, OmpF 62/76 v
PhoE 62/78. Ei alineamiento de ta secuencia de aa de OmpS1 con otras pori:nas, muestra la presencia
de zonas variables que podrian corresponder a las regiones expuestas; as1 mismo, 16 regiones
conservadas, que corresponderian a las 16 tiras P que atraviesan la membana (Fig. 3). Por analisis
de hibridacién tipo Southern. se sabe que ompS/ se encuentra conser@dﬁ entre las diferentes
especies del género Safmonella, con excepcion de S worthinglon y S. a&;konae. Por ia secuencia

nucleotidica que fanguea al gen, se sabe que ompS! no tiene un origen lamboide.

OmpSi, a diferencia de las porinas mayoritarias OmpC y OmpF, es indetectable en
preparaciones de PME tefiidas con azul de Coomassie, 2 menos que su expresion esté bajo el control
de un promotor fuerte ¢ inducible como fac (Fig. 4). En la region seguladora de ompSi, se
encuentran 7 dominios con similitud a la secuencia consenso qué reconoce el activador
transcripcional OmpR, distribuidos de una manera tnica. Asf mismo, se focaliza una regidn que
dada su similitud y posicidn se pensd pudiera ser reconocida por el regulador global IHF,

("Integration Host Factor™), (Fig. 5) (Fernandez-Mora et al., 1995).

Los resultados de la determinacion de la actividad B-Galactosidasa, de [usiones
traduccionales, entre fragmentos de distintos tamafios de la region reguladora de ompSI y el gen
reportero JacZ, contenidas en S, fyphi, sugieren que la regién minima reguladora del gen esta
comprendida en 310 nucledtidos (n€} corrieite arriba del sitio de inicio de la transcripcion del
promotor P1: los nt comprendidos entre el 88 y ¢l 310 forman una regi6n en cis involucrada en el
control negativo, dado que si estos nt se van removiendo la expresion de las fusiones va
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aumentando; los comprendidos corriente abajo del nt 8. parecen formar una regién en cis de control
positivo, dado que si estos nt se van removiendo la expresion de las fusionas va dismutuyendo (Fig.
5). Este gen al removerle parte de la region reguladora, tiene la capacidad de expresarse hasta 10

veces mds que una porina mayoritaria,

Con la finalidad de investigar el papel del operdn regulador ompB, se transformé una
mutante de S. fyphi, carente de este operdn, con un plasmido que expresa a OmpS1 a niveles
similares a los de una porina mayoritaria en una cepa silvestre, dado que en 8! se eliminé parte de la
regidn reguladora que eferce et control negativo y se conservé la regién iiwolucrada en el control
positivo, es decir, del nt 269 para abajo. La mutante mostré una disminucién en la expresién de las
porinas mayoritarias OmpC y OmpF, al igual que de OmpS1. lo cual demoﬁtré que el gen ompS/ es

también dependiente de OmpR para su activacién (Fig. 4) (Oropeza et al, proyecto de doctorada).




OBJETIVOS
Objetivo general
Analizar la regulacion de la expresion de ompST en respuesta a log reguladores OmpR, IHF
y a alpunas condiciones ambientales de crecimiento. :'
Objetivos especificos

1.- Definir e efecto del activador transcripcional OmpR. en la expresion de fusiones

traduccionales ompSi-lacZ.

2.- Definir el efecto del regulador global IHF en la expresién de fusiones traduccionales

ompSi-lacZ.

3.~ Analizar la regulacién de Ia expresion de ompS/, en respuesta a distintas condiciones
ambientales de crecimiento, como son: cambio de osmolaridad; intervalo de temperaturas; intervalo
de pH; presencia de esteés oxidativo; presencia de polimixina B; crecimiento en medio de cultivo de

células eucariontes; anaerobiosis; choque acido con y sin adaptacién a pH 3.3.




Cepas

MATERIALES

Cepa

Caracteristicas

Referecia

S, typhi IMSS-1

S. typhi 81

E. coli MC4100

E. coli SG48OA900

E.coli N99

E.coli K5185 IHF-

Silvesire, serotipo (9, 12, d, Vi),
aislado clinico de México, D.F.
Derivada de IMSS-1 pompB
F, plac, rpsL150

Derivada de MC4100 pompB

Silvestre

Derivada de N99 AhimA82

Puente, 1987

Martinez-Florgs et al., articulo
sometido.

Hall y Silhavy, 1981

Garret et al., 1985

Tsut etal., 1988

Tsui et al., 1988




Plasmidos

Plasmido Caracteristicas Referencia

pMC1871 Vector para fusiones traduccionales Miiler et al., 1972
al gen reportero lacZ

pROn Derivados de pMC1871, en Oropeza et al., proyecto de
el sitio de Smal se clonaron doctorado
fragmentos de diferente longitud
de ta regién reguladora de
omp8{. n=nimero de nt clonados
corriente arriba a partir del sitio
de inicio de la transcripcion de P1.

pBR325 Vector que se wiilizd Balbds ct al., 1986
para clonar regiones reguladoras
de ompS] fusionadas al gen
reportero lacZ

pCLn Derivado de pBR323, en el sitio Este trabajo
de Pstl, se clonaron fragmentos
de diferente longitud de la region
reguladora de ompS] fusionadas
al gen reportero facZ.
n=ntmero de nt clonados corriente
arriba a partir del sitio de inicio de la
transcripeion de P1.

Medios de cultivo

Medios liquidos

-Medio de Luria-Bertani (LB)

Extracto de levadura 10g
NaCl 3g
Triptona i0g

Se aford a un litro con agua, se ajustd el pH a 7.5 con NaOH y se esterilizd.
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-Medio nutritivo (MN)

Caldo nutritivo 7e
Extracto de levadura lg
Glicerol 2ml
KHPO, 37¢
KHPO, t3g

Se aford a un litro con apua v se esterilizo.
-Para el caso de las condiciones ambientales empleadas se afiadieron los signientes reactivos:

Alta osmolaridad: 0.3 M de NaCl

Intervalo de pH: 1M de HCI 6 10N de NaOH.

Presencia de estrés oxidativo: HyO; (J. T. Baker) a una concentracion final de 125 uM v 300 M.
Presencia de polimixina B (Sigma): se agrego, disuelta en agua, a una ¢oncentracion final de
0.625,1.25, 2.5, 4, 4.5 y 5 pg/mld (Zaiger y Neidhardt, 1993).

-Medio SOC
Extracto de levadura 0.5%
Triptona 2%
NaCl 10 mM
KCi 2.5mM
MegCi, 10 mM
MgS0, 10 mM
Glucosa 20 mM

-Medio Dulbeco’s Modified Eagte Medivm (DMEM)

Medio para ¢f cultivo de células eucariontes, para su preparacion se siguieron las

recomendaciones del proveedor (Gibco BRL), se aftadio 1% de LB.

Meédios sélidos

Para preparar medios solidos se agregaron 15 g de bactoagar por cada litro de solucién.

s e

e




Solucioncs
-TAE (Tris-Acetatos EDTA) 50X

Trizma base

242 ¢

Acida acético glacial 3llg

EDTA 37.2¢
-Solucion de transformacion

MgCl, 5mM

Tris-HICH, pH 7.5 5 mM
-Amortiguador SET (Sacarosa-EDTA -tris) 20 %

Sacarosa 20%

EDTA 50 mM

Tris-HCH pH 7.6 50 mM
-Mezcla litica

NaO1| 02N

SDS 1%
-Cotorante azul de bromofeno!

Azul de bromofenol 0.25 % )

Cianol de xileno 0.25 %

Ficol tipo 400 en agua 15%
-PBS (amortiguador d¢ fosfatos salino) 10X

NaCl 80 g

NayHPG, 61lg

KH>1*0, 2 g

KCl 2 g

Se aforé a un litro con agua, se ajustd el pHa74.




-Amortiguador Z 5X

K:HPO,
KH,P(O,
NaCl
MgSOy

4021 g

13.8¢

t9g
0.61¢g

Se aford a 500 ml con agua, se ajusté el pHa 7.

Soluciones para lIa cuantificacién de proteinas

-Solucién A
CuS04. 5 H;0
Se aforé a 50 ml con agua.
-Solucion B
Tartato de Na y K
Se aford a 50 mi con agua.
-Solucion C
Na;COs
NaOH
Se aforé a 100 ml con agua.
-Solucion D
Solucion A
Solucién B
Solucion C

-Solucién E

Folin
Agua

e e e T e T

0845 ¢

1.69¢

308 ¢
6.16g

1 ml
! ml
98 ml

11.83 ml
70 ml!
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Soluciones para Ia microdeterminacion de la actividad B-Galactosidasa

-Solucion A
Amortiguador Z 5X 32.67 ml
f-Mercaptoetanol 114 ul
se aford 93.6 ml con agua
Triton 10% 22ml
Lisozima 12 mg/ml 22ml
-Solucion B

O-Nitrofenit B D-Galactopirandsido (ONPG) 0.099 gr
{Sigma)
Se aford a 100 mt con agua.

Antibiéticos

Antibidtico Proveedor Concentracién empleada
Estreptomicina {Str) Sigma 30 pg/mt
Kanamicina (Km} Boehringer mannheim 30 ug/mi
Tetraciclina (Tc) Boehringer mannheim 12 pg/mi
Cloranfenicol {Cm}) Sigima 20 pg/ml

Enzimas de vestriccion

Psil (BioLabs), Sspl (BioLabs), BamHI (Boehringer mannheim)

Otras enzamas

B-Galactosidasa (Boehringer mannheim), RNasa A (Boehringer mannheim)

Otros reactivos

Albamina bovina (Sigma), Placas de ELISA (Costar)
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METODOS

Purificacion de DNA de plismido
(Maniatis, 1982)

1.- Se inoculd la cepa transformada con et plasmido que se deseaba pirificar, en 5 ml de LB
conteniendo el antibidtico correspondiente. Se incubd toda [a noche a 37°C, con apitacion.

2.- Se conceniré el cultivo en tubes Eppendorfde 1.5 ml.
3.- Se resuspendid la pastilla en | ml de amortiguador SET.

4.- Se centrifugd 1 min a 12k pm; se tiré el sobrenadante y se resuspendlo en 150 pl de
amortiguador SET.

5.- Se agregaron 30 pl de RNasa (10 mg/ml) y 400 ut de mezela litica. Se mezeld, se incubo a 4°C
por 5 min.

6.- Se agregaron 300 pt de acetato de amonio pH 7.3, se mezcld y se incubg una hora a 4°C.
7.~ Se centrifugd 10 mina 12k rpmy, se paso el sobrenadante a un tubo nuevo.

8.- Se afiadieron 200 pl de fenol y se agitd con la mano 3 minutos.

9.- Se aiiadieron 200 pl de alcohol ispamilico-cloroformo v se agité con la mano 3 minutos.
10.~ Se centrifugéd 10 min a 12k rpm, se pasé ta fase acuosa a un tubo limpio.

11.- Se repitio del paso 8 al 10,

12.- Se afiadieron 500 ul de isopropanol, se agito. Se incubd 30 min a 4°C.

13.- Se centrifugd 10 min a 12k rpm v se desechd el sobrenadante.

14.- Se lavé dos veces cont 800 pil de etanol at 70%, se centrifugé 10 min a 12k ipm cada vez.
15.- Se secd Ia pastilla al vacio y se resuspendio en 30 ! de agua tridestilada.

16.- Se revis® la presencia de DNA plasmidico en un gel de agarosa al 1% {Bio-Rad). E| DNA
obtenido se almacend a -20°C.

Electroforesis en geles de agarosa




Las preparaciones de DNA se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%. La
electroforesis se realizd en solucion amortiguadora TAE 1X y se corrié a 100 volts. Los geles se
tifferon con bromuro de etidio 0.5 gg/ml, y el DNA se visualizé con luz ultravioleta de onda corta en
un transiluminador (Stratagene). Se tomaron fotografias con una camara tipa Eagle Eye Still Video

System (Stratagene).
Digestién de DNA con enzimas de restriccién

Las condiciones para Jas reaciones fueron las recomendadas por los proveedores.

DNA 100a500 ng
Amortiguador (10X) 11X

Enzima 1 unidad/pg de DNA
Agua la necesaria

Para la incubacién de las digestiones se siguieron [as recomendaciones del proveedor.
Transformacion de células por CaCh;
(Maniatis, 1982)
a) Preparacion de células competentes.
.- Se inoculé la cepa a transformar en 5 rl de LB con el antibictico correspondiente.
2.- Se incubd toda la noche a 37°C con agitacion.
3.- Se inocularon 200 1l del cultive de toda la noche en 50 ml de LB.
4.~ Se incubd 3 horas aproximadamente a 37°C en agitacion.
5.« Se paso el cultivo a tubos estériles de 50 ml.
6.- Se centrifugd 10 min a 10k ;pm a 4°C.

7- Se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las células en 20 ml de la solucion de
tranformacion fria.
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8.- Se centrifugd 10 min a 10k rpm 2 4°C.

9. Se desechod el sobrenadante y se resuspendieron fas cétulas en 20 mi de sotucion de
transformacion fria.

10.- Se incubd en lielo, por | hora.
11.- Se centrifugd 10 min a 6k rpm a 4°C.

12.- Se desechd el sobrenadante y se resuspendieron las células en 2 ml de solucién de
transformacion.

b} Transformacion

1.- En tubos Eppendorf de 1.5 m), se colocaron 200 ul de células competentes y de 50 a 100 ng de
DNA del plasmido a transformar.

2.- Se incubd 45 min en hielo.

3.~ Seagrego a cada tubo 1 ml de medio SOC y se incubd 1 hora a 37°C con agitacton.
4.- Se sembro por extension en cajas con LB sélido con el antibistico adecuado.

5.- Se incubd toda la noche a 37°C.

6.- Se seleccionaron las colonias que crecieron para extraer DNA de plasmido y digerir con enzimas
de restriccion.

Curva de crecimiento bacteriano

1.- A partir de un glicerol se inoculd la cepa deseada en 5 ml de MN, con el antibidtico adecuado.

Se incubd 12 horas a 37°C con agitacion.

2.- De este cultivo se reinocularon 25 pi en 5 ml de MN, con el antibiético adecuado. Se incubd 12

horas a 37°C con agitacion.

3.- Se reinocularon 50 pl en un matraz con 50 ml de MN, con el antibidtico adecuado. Se incub6 12

horas a 37°C con agitacion.




4.- Se centrifugd por 10 mina 10k rpm.

5.- Se ajust6 la densidad optica (BO) a 1.8 a una longitud de onda de 680 nm, resuspendiendo en

PBS 1X, leyendo en un espectrofotdmetro (Beckman Du 650).

6.- Se inoculé 1:500 en matraces de 250 mi con 100 ml de MN.

7.- Se determiné 1a DO del cultivo cada hora.

8.- Las muestras se procesaron Como sigue:
a) En tubos Eppendorf se centrifugd por 4 min a 12k rpma 4°C.
b} Se aspird el sobrenadante con una bomba al vacio.
¢} Se afiadio | ml de amortiguador Z 1X.
d) Enun vortex, se agité fuertemente hasta deshacer la pastilla.

) Se repitieron los pasos a-d dos veces més.

9.- Las muestras, debidamente etiquetadas, se guardaron a -70°C, para su posterior cuantificacion

proteica y actividad B-Galactosidasa.

Para los muestreos de las condiciones ambientales, se realiz6 lo signiente:

En cambio de osmolaridad, temperaturas extremas ¢ intervalo de pH, la bacteria crecid desde

un principto en cada condicion y se tomaron muestras por duplicade a una DO (600nm} de ¢ 4.

En las que correspondieron a estrés oxidativo, presencia de polimixina B y choque acido, se
esperé a que la bacteria creciera a una DO de 0.4 y se agregé el agente. En el caso del estrés
oxidativo se tomaron muestras por duplicado antes y 60 minutos después de agregar H;O,.Para el
caso de polimixina B se tomaron muestras por duplicado antes y 30, 45, 60, 75 minutos después del
tratamiento. Para el choque 4cido, se tomaron muestras por duplicado antes y a los 30, 40, 60 y 70,

minutos después de cambiar el pH a 3.3,




En ¢l caso de choque acido, con adaptacion a pH 5.3, se esperd que Ja bacteria llegara a una
D.0. de 0.2, se cambi6 el pH de 7.3 a 5.3, se esperd a que creciera a una DO de 0.4, y entonces se
cambio el pH de 5.3 2 3.3, Las muestras, por duplicado, se tomaron a DO 0.2; DO 0.4 y a 30. 40, 60

y 70 minutos después de cambiar el pH a 3.3.

Cuantificacion de proteinas en placas de ELISA

{Martinez-Flores., et al articulo sometido)

{.- Las muestras se resuspendieron en 300-500 pl de amortiguador Z 1X, segun el ramaiio de la
pastilia.

2.- Se colocaron 20 i de la muestra problema y del control (0.2 mg/ml de albimina bovina), por
duplicado, en sus pozos respectivos.

3.- Con una octapipeta, se afiadieron 100 pl de la solucién D, se mezclé con fa misnta ¥ se incubg
la placa por 10 minutos a eemperatura ambiente con agitacion,

4.- Con una octapipeta se afiadié 100 pl de la solucion E, se mezcld con Ja misma y se incubé [a
placa 30 minutos a temperatura ambiente, con agitacion.

5.- Se ley6 la placa en un lector de microplaca programado, en este caso ef Ceres 900C (Bio-Tek
instruments, inc).

6.- Se ajustaron fas muestras entce 0.15 y 0.3 mg/ml, difuyendo o concentrando.

Microdeterminacién de Ia actividad de 3-Gatactosidasa en ptacas de ELISA

(Martinez-Flores., et al articulo sometido)

1.- Una vez ajustada la muestra por proteinas, se procedio a la determinacion de la actividad. Se
colocaron 20 pl de la muestra problema y del control (6000 unidades de actividad B-Galactosidasa)
por duplicado, en sus pozos respectivos.

2.- Se afiadieron, con una octapipeta, 100 ul de la solucién A, se incubé en un agitador horizontal
Belly Dancer (Stovall, life science inc) con velocidad de agitacion de 4 a 37°C por 5 minutos,
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3.- Se afiadieron, con una pipeta multicanal, 100 pl de fa solucién B, Ia cual antes de usarse se
mantuvo a 28°C.

4.- Se procedio a la lectura de la placa, en el lector de microplaca programado.

5.- La aclividad especifica se obtuvo dividiendo la cantidad de proteina entre las unidades de

actividad B-Galactosidasa,
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RESULTADOS
Papel de OmpR en 1a reguiacién de ompS{

Para tratar de definir con més detalle, el papel que pudiera tener el activador transcripcional
OmpR, en la regulacion de ompS1, elegimos 6 fusiones traduccionales representativas ompSi-lacZ,
es decir, aquellas fusiones que corresponden a los diferentes niveles a los cuales se expresa el gena
medida que se elimina su region regutadora. Cuantificarmos su expresion en cuatro fondos genéticos:

S. typhi IMSS-1, 8. typhi 81, E.coli MCA100 y E.coli SG4804900 (Fig. 6).

Los resultados muestran que, para el caso de S 1yphi IMSS-1, se puede ubicar una region en
cis de control negativo entre los nt 88 al 310, la cual comprenderia las cajas propuestas de unién a
OmpR IV-VIL; y del nt 88 para abajo se puede definir una regién en cis de control pasitivo. que
abarcaria las cajas propuestas de unién a OmpR. HII, estos datos confirman las observaciones
hechas con anterioridad (Oropeza et al., proyecta de doctorado). Por ofro lado, en ¢l fondo de S,
fyphi 81, la expresion de las fusiones consideradas como mas activas, pRO117, pRO8S v pROS0
disminuye considerablemente mostrando que, efectivamente, el operén ompll se encuentra
implicado en activar la expresion de ompS]1. Cabe senalar que Ia expresion de las fusiones pROB8 ¥
pRO8O, en el fondo mutante para ompB, se mantiene a niveles similares a los de una porina
mayoritaria, lo cual sugiere ia existencia de un sistema de regulacitn adicional o complementario a
OmpR actuando sobre ompSi. De hecho, sabemos de la existencia de sitios de inicio de la
transcripeidn altemos at promotor dependiente del efecto activador de OmpR (Oropeza et al.,
proyecto de doctorado). Proponemos que, la transeripeion  para las fusiones pROL7. pROSS y
pROBO, en el fondo mutante para ompB, proviene de los promotores independientes de OmpR (P2 y
P3) (Oropeza et al., proyecto de doctorado).

Obtuvimos resultados semejantes en E.coli MC4100, ¥ su mutante para ompB, es decir, la

expresion de las fusiones mas activas: pROI1S3 | PROI17, pROSS y pPROBB, se abate
22
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considerablemente en el fondo mutante, fo cual apoyaria et hecho de que CifmpRjucga un papel de

control positivo sobre la expresién de onpSJ.

Al comparar la expresion de las fusiones en los fondos silvestres, 8 fphi IMSS-1 y E.coli
MC4100, se observo que los niveles de la expresion de las fusiones pROIS3 y pROSS fueron
considerablemente més bajos en £.cofi MC4100 y que, por el contrario, Ja fusion pROG6 tiene
niveles de expresion mayores en £.coli MC4100 que en S, fyphi IMSS-1. A pesar de ello, el patrén

general de la curva es similar en ambas bacterias.
Papel.de IHF en la regulacion de ompS1

Debido a la posicitn del motivo con similitud a la secuencia consenso para IHF, en la region
reguladora de ompS?; a los reportes de mutantes en IHF de E.coli que no pueden reprimir OmpF
en alta osmolaridad y a los experimentos de proteccién in vitro por [HF sdbre Ia region reguladora
de ompF que permitieron ubicar dos secuencias de reconccimiento, una de las cuales es similar a la
caja propuesta en la region reguladora de ompSI (Tsui, 1988; Pratt, 1996). Supusimos que este
regulador global estuviera cooperando para formar una horquilla represara, como lo que se ha
propuesto para ompF que involucrara el contacto de las cajas proximales (I, Il y {1} y distales para
OmpR. Para investigar esto, decidimos construir dos fusiones equivalentes a la pRO1400 y pRO310,
con diferente resistencia a antibiético, de tal manera que nos permitiera rastrearlas en £.coli N99 y
su derivado E.coli K5185 IHF-, mutante para [HF. Asi construimos las fusiones traduccionales:
pCL1400 y pCL319, la primera contiene todos los elementos en cis  involucrados en el control
negativo de ompS/ y la segunda posee la region minima reguladora, que mantiene niveles similares

de expresion a la més larga (pCL1400).

Los resultados (Fig. 7) mostraron que las dos fusiones, en ambos fondos se expresan de
manera simifar; este hecho aunado a la evidencia de que OmpR. en experimentos de**footprinting” in
vitro, protege parte de lo que seria la secuencia de reconocimiento de IHF {Oropeza et al., proyecto

de doctorado), nos lleva a concluir que IHF en las condiciones probadas no fiene un papel regulador

en la expresién de ompS|.




Amilisis de la regulacidn de 12 expresidn de ampS1 en distintas condiciones ambientales

Dado que, por medio de las fusiones. se determino que el gen tiene la capacidad de
expresarse a niveles similares a los de una porina mayoritaria y al hecho de que la proteina posee las
sefiales necesarias para exportarse a la membrana externa , nos interesé saber si en alguna condicién
en especial, a fa cual natwalmente se enfrenta la bacteria, fuera capaz de ¢ausar la induccién de
ompSI  por S. (yphi. De esta manera, elegimos una conjunto de condiciones de estrés, que

consideramos representativas.

Asi, S. typhi, conteniendo las fusiones pRO1400 y pRO310, se crecio en diferentes
condiciones ambientales, en medioc MN, como fueron: cambio de osatolaridad, temperaturas
extremas de 25°C y 42°C, intervalo de pHS-pH8 y presencia de estrés oxidativo. Por otro lado, se
llevé a cabo el crecimiento en medio para el cultivo de células eucariontes (DMEM) v en medio LB
en la condicién de anaerobiosis. Se tomaron muestras por duplicado, en la mitad de la fase
exponencial, (DO 0.4), y se determind la expresion de las fusiones. Los resuliados {Fig. 8) muestran
que ninguna de estas condiciones induce la expresién de ompSI. Con fines comparativos
apalizamos la expresion de lé fusién mds activa, pROS8, en alta y baja osmalaridad: los resultados
indican que el nivel de expresion es similar en las dos condiciones, Io cual nos podria indicar que el

grado de fosforila;ién de OmpR no altera de manera significativa la expresion de ompSi.

Otra de las condiciones que decidimos evaluar, fue la presencia de la Polimixina B,
antibidtico de naturaleza catidnica que simula el efecto causado por las defensinas, producidas por
los macrofagos (Groisman et al,, 1992: Zaiger y Neidhardt, 1993; Miller y Gunn, 1996). De esta
manera, se crecié a S. fphi en MN, con las fusiones pRO1400 y pRO310, en diferentes
concentraciones de Polimixina B, después de llegar a una DO de 0.4 (Tiempo 0). Posteriormente,
tormamos muestras por duplicado, a los tiempos a los cuales se ha reportado ya se puede observar
efectos en la induccion de genes que se regulan por la presencia de ta Polimixina B, en el medio de

cultivo. Los resultados mostraron (Fig. 9 que no se causd la induccion de ompS! por S.typhi.

Las otras dos condiciones que evaluamos, fueron el choque 4cido, con y sin adaptacion a pH
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5.3, ya que se ha reportado, la induccién de distintas proteinas en las dos condiciones (Foster, 1992).
De esta forma, a S. fyphi conteniendo fas fusiones antes mencionadas, crecida en MN a una DO de
(.4, se le dio un choque dcido cambiande el pH a 3.3, y cuantificamos la expresién del gen
reportero, por duplicado, a los tiempos recomendados por la literatura, los resuttados mostraron (Fig.
10) que la expresion de ompS/, bajo estas condiciones, no cambid consideré:blemente, observamos

resultados semejantes en la condicién de choque dcido, con adaptacitn a pH 5.3 {Fig. 11).




DISCUSION

La investigacién en torno a ompSI de S. typhi, ha generado resultados novedosos que
hasta el momento no pueden ser explicados en su totalidad por el modelo tan general v simplista
del mecanismo molecular del sistema de dos componentes (EnvZ-OmpR). A pesar de que OmpR
es uno de los activadores transcripcionales de la familia de los dos comiponentes mas estudiado
hasta et momento. Un modelo basado unicamente en los niveles de fosforilacién de OmpR resulta
insuficiente para explicar a regulacién de la expresion de ompSi. Dade que, sélo uno de los
tres promotores de ompSI, Pl el més fuerte, es totalmente dependiente de OmpR para su
activacion (Oropeza et al., proyects de doctorado) y que el cambio de esmolaridad. que a su vez

modifica los niveles de fosforilacion de OmpR no afecta el patron de expresion de ompS1.

El mecanismo de regulacién de Ia expresion de ompSI es complejo, al  cual
necesattamente debemos aiiadir Ja patticipacion de un factor adicional a la proteina reguladora
OmpR, hasta el momento desconocido. Este factor, pensamos participa en la regulacion de la
transcripei6n a partir de los promotores P2 y P3. Esta transcripcion es independiente a OmpR y
es la que observamos en los fondos mutantes para ompB de S. ryphi y E.coli 1a cual, en algunas
fusiones, es mayor a fa de una porina mayoritaria (ompC). Actualmente este factor esta siendo
buscado en un banco de mutantes de § phi con transposon. Esta investigacion tiene como
objetivo llegar a contestar preguntas como: icudl es y qué caracteristicas posee este factor? ia

qué sefiales responde? jen qué procesos fisiologicos esté relacionado?,

ompS1 seguramente se debe eXpresar ¢n una condicion particular, pensamos que si la
bacteria necesitara unicamente en niveles basales a la proteina OmpS1 bastaria con tener una

regién reguladora con un promotor débil, aunque esta suposicion queda abierta hasta que se
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concluya Ja investigacion en el campo de ompS1, pensamos que no es dé esta manera dado que la
proteina tiene fas sefiales necesarias que le permiten colocarse en la mefiibrana externa y a que su
region reguladora es compleja y relativamente grande (310 nt) con una 'distribucién tnica de
cajas de unién de OmpR; posee una regién en cis de control positivo ¥ una de control negativo;
presenta tres promotores y por medio de fusiones es capaz de tener una-expresion diez veces mds
qQue una porina mayoritaria (ompC). Dicha condicién de expresién hasta el momento es
desconocida, ya probamos una bateria de condiciones de crecimiento re;iacionadas con el proceso
infeccioso (estrés oxidativo, anaerobiosis, presencia de Polimixina B, choque dcido, etc), faltaria
probar condiciones de crecimento combinadas, por ejemplo, aita osmelaridad combinada con
presencia de estrés oxidativo y condiciones metabélicas, por ejempls, ;cambiar en el medio de

cultivo Ia fuente de nitrogeno,

Continuando con las investigaciones de este gen, en el laboratorio se ests trabajando para
obtener wna mutante carente de ompSI, se estudiard si existe algin efecto de esta mutante en
relacion a los procesos de interaccién con células epiteliales en cultivo {Rodriguez et al., proyecto

de maestria).

Es muy interesante el hecho de que las porinas en general resulten ser canales sin una
marcada selectividad y que se expresen en situaciones particulares, de esta manera, se ha
propuesto que la porina phoE, se expresa en crecimiento de ayuno de Fosfatos y tiene una ligera
preferencia en general a los aniones. Las porinas mayoritarias ompC vy ompF se expresan de
manera diferencial con el cambio de la osmolaridad ¥y tienen una ligera preferencia a los cationes.
Entonces preguntas como las que siguen es muy interesante abordar: ZPOr qué se presenta una
gran diversidad de porinas, que resultan ser muy parecidas entre si? {ver Fig. 3) (qué
caracteristicas reunen por las cuales la bacteria ha conservado estos genes? jcudl seria el papel de
las porinas minoritatias en la fisiologia bacteriana? ;existen porimas minoritarias que en
condiciones especiales puedan llegar a ser las porinas mayoritarias?., Todas estas preguntas se

complican mas, si agregamos el hecho de la regulacion diferencial que se presenta del gen ompC
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en S. nyphi y L£.coli: watandose de genes equivalentes la ompC de Egoli se osmoregula, en
cambio ompC de S. !yphf no s¢ osmoregula, a pesar de que OmpR es idéntiéa en ambos fondos
genéticos. Este hecho sin duda, crea fa necesidad de ampliar el panorama en lo que se refiere a
tos modelos que intenten explicar 10s mecanismos moleculares por los cuales se regulan la

expresion de las porinas.




T S

CONCLUSIONES

1.- OmpR ¢s5 un regulador‘positivo de la expresion de ompSi, sin embargo se obtiene
expresion en el fondo mutante para ompB (ompR/envZ). En trabajo paralelo se ha identificado un
promator P1, dependiente de OmpR, y dos promotores alternos que soniindependientes del efecto

activador de OmpR.
2.~ El regulador global IHF, en las condiciones probadas, no regulé 1a expresion de ompSi.

3.~ Ninguna de las condiciones ambientales de crecimiento probadas, inducen la expresion

de ompSi.
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del gen, ° Grupo fosfato.

B) Modelo de la interaccién de OmpR y doblamiento del DNA, implicada en la
regulacion de las porinas mayoritarias para E.coli. A Cajas alta afinidad, B Cajas baja
afinidad (Medificado de Prati et al., 1996).
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Fig. 6 A) Expresion de fusiones traduccionales ompSI-lacZ en cuatro fordos genéticos. Los
. dates se grafican tomando como 100% la actividad especifica de la fusion ompC-lacZ.

B) Regién reguladora de ompS! indicando la posicién de cada fusion, respecto a las
cajas propuestas de unién de OmpR y la ubicacién de los promotores. E! grosor de la
linea inferior corresponde a las regiones protegidas por OmpR en “footprintig” in vitro
(Oropeza et al., proyecto de doctorado),
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S2-1
NOVEL PORIN GENES AND MODES OF PORIN .
REGULATION IN Salmonelia typhi

t:ma Llarincz-Flores, Ricardo Gropeza. Roxana Cano. Clara L, Saimpieri, Jose Luis
= sEdmundo Calva. Instiluto de Biotecnologia UNALYL, Cucmnavata. Moislos.

S &ERi cpS 1 conshlutes a novel ponn gene. It has saven pu!alwe OmpR.binding
Loxes and three promeiers. Ow current modzl for exprassion contemplales activation
of transcrigtion. from £1. by OmpR-tinding (o boxas # znd HlgC- fype. low alfnity:.
vherzas boxes | and WV would b2 involved in nzgative rdgulation. The lact tiat
ompSt expression increases more than 100-fold wpon ramgval of the cis-z Sling

clamenls. and that his I2velis maie than 19-fold highsr thars *i: 2t Jor onpC, which
codes 9t 2 major ponn, saises inleresting guestions ¢n its 1gte and regulation in
nahire.

fhe analysis of the exprzsoion of §. 0ol and £ cobt f:-:::;-{., Eicd lusions, in LSS5

eomplamamation exgemnenls with ether the S Lo & coid onpB (ompBaon 1
aforens. i adber S, G0 or £, col ompi3 backaroun:ds 1.e-vc1 dat hoth S ¢ ph:
g b, Goid mupC g nol r2aulated ty osmolarily whan they gig under the conirel of
5 hpleoupdin G {u)m lilerestng!y. in an S. 4 pir Lackgrpond. both genes an:
winled under £ coldompB. incepliast. in E. cob, oy are Boih nemoregutaled
under 33 rpfi or Eeol omp3 Thiss thae lack of osmsiequlation of S. fph cerpC
s s, i delenvined Loth Gy the S, Ijphi omipl3 cperon ;m-f Ly other unxngwen
facices presentin S, g phf
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