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RESUMEN

SOSA MACIAS MARTHA GUADALUPE: “Regulacién transcripcional y traduccional
del locus bfpTVW de Escherichia coli enteropatogena {EPEC)”. Tutor: Dr. José Luis
Puente Garcia., ’

Escherichia coli enteropatogena (EPEC) es reconocida como una de las clases de E.
coli que causan diarrea en humanos, la cual afecta principalmente a nifios menores de seis
meses de edad. En su primeta etapa de colonizacion, EPEC se adhiere a las células
epiteliales produciendo el fenotipo conocido como adherencia localizada, el cual esta
mediado por los filamentos llamados BFP (“Bundle-forming pilus™). La subunidad
formadora de estas estructuras es la proteina BfpA, cuya expresién varia en respuesta al
medio de crecu'mento, la temperatura y la concentracién de amonio y reqmere de BfpT, un
miembro de la familia de reguladores transcripcionales AraC, cuyo gen esta localizado 18
kb corriente abajo del gen bfpA, en el plasmido EAF (“EPEC Adherence Factor”). b/pT,
junto con los genes bfpV'y bfpW, forman el locus bfpTVW (llamado también perABC).
Recientemente, en el laboratorio, se vio que el gen bfp)V tiene un efecto modulador
negativo sobre la expresion de bfpA y de bfpT; asimismo, otros grupos han sugerido que el
producto de bfp W activa la expresion de los genes eae y esp, que son necesarios en etapas
posteriores de colonizacién. ‘

De esta manera, con el propodsito de entender mejor los mecanismos involucrados

-en la regulacién de factores de virulencia de EPEC, en este trabajo nos enfocamos a

caracterizar en mas detalle el locus bfpTVIW. Para esto, analizamos construcciones
conteniendo diferentes segmentos del locus fusionados al gen reportero cat, las cuales
revelaron que sus genes forman un operon, ya que su expresion depende del promotor de
bfpT. A este respecto, mediante un experimento de RT-PCR, determinamos que los genes
del locus se transcriben en un RNA _mensajero policistrénico, corroborando el resultado
anterior, Asimismo, no se detecté ninguna sefial de inicio de transcripcion alrededor de las
regiones intergénicas de este locus, solo una sefial identificada previamente en el promotor
de bfpT. Por otro lado, utilizando diferentes sistemas de expresion, no se detect6 la
presencia de BfpT ni de BfpV; aun bajo el promotor T7 y marcando las proteinas
radioactivamente, sélo se detecté la expresion de BfpW. Debido a lo anterior y al interés
por saber si bfpT y bfpV son genes que se traducen, analizamos la expresién del locus
bfpTVW a nivel traduccional, mediante fusiones de cada uno de estos genes al gen




reportero facZ, 1o cual ayudd a definir que tanto bfpT como bfpV codifican para una

proteina.

De esta manera, es interesante notar que a pesar de estar coordinadamente
reguladas en un operén, las dos primeras proteinas BfpT y BfpV estan presentes en muy
bajas cantidades en la célula, mientras que la tercera proteina, BfpW, estd presente en

mayor cantidad.




INTRODUCCION

Escherichia coli enteropatdgena (EPEC) pertenece al grupo de cepas de E. coli que
causan diarrea en humanos, las cuales se han clasificado en las siguientes categorias: E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli entaohemomagica (EHEC), E. coli enteroagregativa
{EAggEC), E. coli entaoinvasiva (EIEC) y EPEC (Nataro y Kaper, 1998). EPEC se
distingue por su habilidad para causar una histopatologia caracteristica, conocida como lesién
A/E (“attaching and effacing”, pegado y destruccién), sobre la célula huésped y por su
incapacidad de producir enterotoxinas o citotoxinas (Levine et al., 1978; Donnenberg et al.,
1997).

EPEC fue la primera clase de £. colireconocida como causa de diarrea infantil, la cual

puede ser severa, no tratable por rehidratacién, probngada y letal. Actualmente es una causa

muy comin de diarea en nifios menares de seis meses de edad, siendo una de las bacterias

enteropatégenas quemas se aislan en este grupo de edad y presentando una alta mortalidad '

en paises en vias de desarrollo (Albert et al., 1995; Gomes et al.,1991).

Las interacciones entre EPEC y la célula huésped, que dan como resultado la lesion
A/E, pueden ser divididas en tres. estados: adherencia inidal, transduccién de sefiales y
adherenciaintima (Fig 1)(Domenberg y Kaper, 1992).

Adherencia inicial

EPEC puéde iniciar la colonizacién al adherirse al intestino delgade proximal, donde
produce densas microcolonias en la superficie de las células epiteliales, fenotipo conocido
como adherencialocalizada (AL) (Cravioto et al., 1979; Knutton et al., 1987; Vuopio-Varkila

y Schoolnik, 1991). Este patron de adherencia es considerado una propiedad comin de las

~ cepas clasicas de EPEC, la cual es observada también in vino al incubar esta bacteria con
‘células epiteliales en cultivo (Cravito et al., 1979; Rothbaum et al., 1983; Nataro et al., 1987).
El fenotipo de AL se asoda a la presencia de un plasmido de aproximadamente 80 kb, llamado

EAF (“EPEC Adherence Factor””). Cepas de EPEC curadas de este plasmido no generan AL,

ni causan diarea en humanos (Levine y Edelman, 1984; Nataro et al., 1985).

El plésmido EAF contiene el operdn bfp, cuyos genes codifican para las proteinas
encargadas de producir la fimbria conocida como BFP (“Bundle-forming pilus™). Esta fimbria
consiste de filamentos delgados y largos que se agrupan formando ramilletes y se entrelazan
dando lugar a una estructura semgante a una red que mantiene unidas a las bacterias,
permitiendo asi la formacién de las microcolonias vistas en la AL, La subunidad formadora de
estas estructuras es una proteina llamada BfpA de 193 amino4cidos, cuyo gen bfpA encabeza
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Fig. 1 Modelo de la interaccién de EPEC con la célula huésped y formacién
de la lesiéon A/E. (a)La adherenciainidal de EPEC a las células epiteliales es mediada por
los BFP (“Bundle-forming pilus”) sintetizados por el operdn bfp, cuya expresion es
dependiente del locus bfpTV I, ambos grupos de genes estan locaizados en el plasmido
_EAF. (b) La transduccion de sefidles estd a cargo de las proteinas secretadas por EPEC,
[EspA (circulos) vy EspB (cuédros)], codificadas en la regidn LEE del cromosoma de la
bacteria, las cuales incluyen aumento de Ca’” e inosito! fosfato intracelular, la fosforilacion de
algunas proteinas del huésped, entre otras sefides, asi como la induccion de rearreglos de
actina y otras proteinas del citoesqueleto y la destrucién de los microvellosidades intestinales.
(c) La adherencia intima es mediada por la intimina, el producto del gen eae, cuyo réccptor
en la célula huésped es Tir, proteina de origen bacteriano que es translocada a 1a membrana
externa de la célula huésped donde es fosforilada Debajo de estaunion; ocurre la acurmlacion
de filamentos de actina los cuales forman una estructura semejante a una copa o pedestal. A
todaesta serie de cambios que la bacteria produce sobre la célula huésped se le conoce como

fenotipo A/E (Domnenberg et al., 1997; Kaper, 1998; Nataro y Kaper, 1998).



el operdn bfp (Fig. 2A) (Girdn et al., 1991; Sohd et al., 1993; 1996; Stone et al., 1996).

La secuencia de BfpA presenta caracteristicas tipicas de las proteinas que forman la
familia de los pilis tipo IV (Sohel et al., 1993). Muchos de los miembros de esta familia son
proteinas que, en diferentes bacterias patégenas, tienen un papd importante en la adherencia
de la bacteria para la colonizacién de los tejidos. Los pilis tipo IV se han encontrado en
diferentes bacterias Gram-negativas que causan enfermedades en humanos o animales, como
Vibrio cholerae, Neisseria spp., Pseudomonas aeruginosa, Moracella bovis y Dichelobacter
nodosus, entre otras (Strom y Lory, 1993).

Recientemente se han identificado13 genes localizados corriente abajp de bfpA, los
cuales estan involucrados en la Biogénesis del BFP (Fig. 2A) (Sohel et al., 1996; Store et al.,
1996). La mayoria de las proteinas deducidas de estos genes tienen homologia con proteinas
- involucradas en la biogénesis de pilis tipo IV en otras bacterias. El gen b/pB, localizado
enseguida de bfpA, codifica para una lipoproteina de membrana extana que podra estar
involucrada en el anclaje de los pilis en la superficie de la bacteria (Ramer et al., 1996); otro
gen de este grupo, llamado bfpP, codifica para una peptidasa encargada del procesamiento de .
BfpA (Zhang et al., 1994). Ademas, para mantener a BfpA en una conformacidn estable, se
requiere de la enzima periplasmica DsbA (Zhang and Donnenberg, 1996).

Transduccion de sefiales

En la segunda etapa, proteinas que la bacteria secreta, codificadas por los genes espA,
espB y espD (“EPEC secreted or signalling protein™), estan involucradas en activar rutas de
transduccién de sefides en la célla huésped (Foubister et al., 1994b; Kenny et al., 1996; Lai
et al., 1997). Estos eventos se ven reflejados en el aumento en la concentracion intracelular de
caldo y de inositol 1,4,5-trifosfato (IP,) (Baldwin et al., 1991); la activacién de fosfolipasa C-

¥ (Kemy and Finlay, 1997), proieina cinasa C (Crane and Oh, 1997) y NF-kB (Savkovic et

al., 1997); asi como en la induccion de reameglos del citoesqueleto y la destruccion de las
microvellosidades intestinales (Manjarrez et al., 1992; Rosenshine et al., 1992, Foubister et
al., 1994a). Estudios recientes revelaron que EspA es un componente principal de un organelo
filamentoso que contribuye a la adhesion de la bacteria y que es necesario parala translocacion
de EspB al citoplasma de Ia célula huésped (Knutton et al., 1998; Taylor et al., 1998; Wolff et
al., 1998). La secrecién de estas proteinas depende de un sisttma de secrecion tipo III,
codificado por los genes esc y sep (“EPEC secretion” y *“Secretion of £ coli proteins™)
(Jarvis et al., 1995; Elliot et al., 1998).
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Fig. 2 Representacion esquematica de los genes involucrados en la virulencia
de EPEC. (a) El operdn bfp, locdlizado en el plasmido EAF, contiene el gen bfp4 que
codifica para la subunidad estructural de los BFP, corriente abajp de este se encuentran los

genes necesarios para la biogénesis de los pili BFP (Sohel et al., 1996). (b) Regién LEE

localizada en el cromosoma de EPEC, que contene los genes: eaed (intimina), #ir
(“Translocated intirrin receptor”), espA, espBy espD(“E. colisecreted protein”), vy los genes
esc(“E. colisecretion” ) queson homodlogos a los componentes del sistema de secrecion tipo
Il de otras bacterias Gramrnegativas (Elliot et al., 1998) (c) Locus bfpTV'I¥ llamado también
perABC, localizado en el plasmido EAF, a 6.7 kb corriente abajo del operdn bfp (Tobe et al.,
1996).




- "-' Adherencia Intima

El gen eae (“E coli _a_uachmg and effacmg”) codifica para una adhesina bacteriana
Hamada intimina, que interacciona con Tir, una proteina de origen bacteriano que es
" translocada a la célula huésped donde se fosforila, fundonando de esta forma como receptor
de la intimina (Rosenshine et al., 1996; Kenny et al., 1997). Debao de la bacteria adherida,
Tir promueve la acunmlacién de filamentos de actina- y de otras proteinas del huésped,
conduciendo la formacton de proyecciones semeantes a copas o pedestales. Recientemente,
se ha mostrado que la translocacion de Tir fequiere de las prowinas Esp y del sistema de
secrecion tipo [II (Kemy et al., 1997).

Los genes involucrados en la formacion de la lesion A/E (esc, sep, esp, eae, v tir),
estin codificados en unaregion del cromosoma de la bacteria de 35 kb, llamada LEE (“Locus
for enterocyte effacement™), que constituye una isla de patogenicidad de EPEC (Fig 2B)
(Elfiot et al., 1998). ‘

Regulacion de bfpA |
Estudios sobre la regulacién de bfp4, han revdado que éste se expresa
exclusivamente durante la fase exponencial de credmiento, en medio de culivo de células

DME (Dulbecco’s modified Eagle’s medium), a una temperatura de incubacion de 37°C. La

actividad de bfpA se reprime fuertemente a bajas (21°C) y altas temperaturas (41°C), asi como
en presencia de amomnio o durante el creamiento en medio rico (Puéme etal., 1996).

La activacién de bfpA es depenﬂiente del activador ranscripcional BfpT, el cual es
suficiente para activar la expresién de bfpA en cepas de E. coli que no poseen el plasmido
EAF (Tobe et al., 1996; Sénchez-SanMartin et al., datos no publicados). Estudios recientes
sugieren que BfpT se une directamente a la regidn reguladora de bfpd. sin embargo, la
secuencia especifica que reconoce BfpT no ha sido ain bien definida (Tobe et al., 1996;
Bustamanteet al., 1998; Marﬁnez-Lagunz; et al., en prensal 999). BfpT es unaproteina de 274
aminoacidos (31.7 kDa) que pertenece a la famiia de activadores transcripcionales
AraC/XylS, la cual incliye proteinas queregulan fundones relacionadas con patogénesis y
con el metabolismo de fuentes de carbono, entre otras funaones (Gallegos et al., 1997). La
regidn mas altamente conservada de esta familia estd consituida por un trecho de 99
aminoacidos, localizada en su extremo carboxilo terminal, -el cual constituye el dommio de
unién a DNA. En su region amino terminal no presentan homologia entre ellas, y ésta les
sirve para detectar sefidles quimicas, como sucede con AraC, proeina reguladora de los



W

- operones de arabinosa en E. coli, la cual contiene un dominio que detecta arabinosa y otro

prowee especifica union a DNA y activa la transcripeién (Bustos y Schlkif, 1993; Menon y
Lee, 1990). Asimismo, existe otro grupo de proteinas de esta familia que contienen sélo la
regibn carboxilo terminal, como la proteina SoxS, cuyo gen, que forma parte del regulén

_S0xRS, es activado por SoxR en respuesta a estrés oxidativo, de-esta forma se sobreproduce- - -
‘Sox8S y activa la transcripcion de promotores afines (Améile-Cuevas y Demple, 1991).

Varias proteinas que pertenecen a esta familia, se han involucrado como reguladores positivos
de la expresion de diferentes pilis en E. coli y V. cholerae. CfaD y Rns son proteinas
codificadas en un plismido, las cuales regulan la expresion de los pils CFA/I y CFA/ I,
respectivamente, de ETEC (Savel Koulet al., 1990; Caron et al., 1989): ToxT es una proteina
codificada en el cromosoma que regula la expresion del pili tipo IV de Vibrio cholerae
(Ogierman y Manning, 1992). Entre lo miembros de esta familia, BfpT exhibe mayor

“homologia con VirF de Shigella flomeri, CfaD de E. coli uropatogénica, Rns y FapR de

ETEC y AggR de EAggEC (Tobe et al., 1996). Una caracteristica que tienen en comn los '
genes que codifican para estas proteinas es su bajo contenido de G+C (27.6%-31.7%),
comparado con la cantidad de G+Cdel genoma de E. coli y Shigella, que es de alrededor de
50% (Krieg and Holt, 1984). Por lo anterior, se ha propuesto que estos genes reguladores se
pudieron habe originado de la misma fuente ancestral con bajo contenido de G+C (Tobe et
al., 1996).

bfpT forma parte del locus bfpTVW (previamente identificado como locus per) el cual
estd ademis constituido por los genes bfp¥ (perB) y bfpW (per() (Fig 2C). Recientemente
se determino su inicio de transcripcion, y al analizar su secuencia, se observo que contiene un
promotor convencional dependiente de sigma 70 y un supuesto sitio de unién a ribosomas
(Martinez-Laguna et al., en prensa 1999) (fig 3). La expresion de bfp7 sigue el mismo patrdn
de regulacién que 5/pA, en respuesta al medio de credmiento, concentracién de amonio y
temperatura; pero a diferencia de bfpA4, este gen se expresa durante toda la curva de
credimiento, autorregulando su expresién (Martinez-Laguna et al., en prensa 1999). Las
proteinas deducidas de bfpV 'y bfpW sonde 130y 90 aminoicidos, conun peso molecular de
14,5y 10.5 kDa, respectivamente. A la fecha, no se ha encontrado algin dommio particular
en BfpVy BfpW que compartan con otra familia de proteinas .

Los genes de este locus se encuentran en la misma orientacion y estan separados: por
menos de 50 pares de bases (pb) (49pb sepaan a bfpT de bfpV y 47 separan a bfplV de
bfpW), lo cual ha sugerido que estos genes se encuentran formando un operdn (Tobe et al.,
1996). Asimismo, el analisis de la secuencia del locus revdé que corriente abaj de bfpW
existe una region con el potencial de generar una.estmctura secundaria, la cual podra
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Fig. 3 Secuencia nucleotidica de la region promotora de bfp7T. La G con una
flecha horizontal (bfpT mRNA) indica el sitio de inido de la transcripcion. Las secuencias -
10 y -35 del promotor proﬁuesto para bfpT se encuentran subrayadas, y el sitio de unién a
ribosomas- est sefidlado en una caja Secuencias repetidas invertidas estn indicadas por
flechas horizontales abajo de la secuencia. La flecha horizontal (UST166) indica la regién
promotora minima necesaria para la expresion de bfpT usada para la construccion del
plasmido pUST166, el cual se utilizd como control positivo en el enséyo de actividad de CAT
(Fig. 5). La barra mostrada abajo de la secuencia indica la regidn que presenta homologia
con la regién promotora de bfpA.
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Fig. 4 Mapa del locus bfpTVW localizado en el plismido EAF. Las flechas
horizontales encima de cada caja indican la direccién de la transcripcidn de bfpT, bfpV y
bfpW, y dentro de éstas se muestra la longitud de 1a regién estructural de cada gen, entie las
lineas punteadas se muestra la longitud de las regiones intergénicas. Corriente abajo de bfpW
se sefiala una secuencia con el potencial de formar una estuctura secundaria que puede
fundonar como terminador de la transcripcion. Ademas se muestra la region promotora y el
sitio de inido de transcripcidn de bfpT. '
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* Antecedentes

En estudios realizados en nuestro laboratorio, se observé que la presencia de bfpV
parece tener un efecto modulador negativo sobre la expresion de bfpT y bfp4 (Sanchez-
SanMartin et al., datos no pﬁblicados; Bustamante, et al.,1998 ). Asimismo, el gen bfpW
también conocido como perC, ha sido invelucrado en la expresion de los genes eae, espB y
otros que codifican para proteinas que se secretan; ademas de estar involucrado en regular
la expresion de genes que codifican para proteinas de membrana externa de 50 y 33kDa
(Gémez-Duarte and Kaper, 1995; Kenny and Finlay, 1995). También se ha reportado que
€l locus bfpTVW (per) puede reprimir la expresién de la intimina durante la fase
estacionaria de crecimiento, mientras que activa su expresién durante el crecimiento
exponenéial (Knutton et al., 1997).

De esta manera, el locus bfpTVW podria tener. un papel muy importante en
coordinar la expresion de factores de virulencia de EPEC, en respuesta a diferentes
condiciones ambientales, lo cual le permitiria colonizar el sitio adecuado en el intestino del
huésped. Sin embargo, hasta el momento, no se sabe con certeza si el locus bfpTVW
forma un operdn y si los genes bfpV y bfpW codifican para un producto. Por 1l motivo,
resulta de gran relevancia para nosotros caracterizar en detalle este locus, lo -que éyud'aré a
entender mejor .el mecanismo molecular por el cual se regula la expresion de genes de
virulencia en EPEC.

En el presente trabajo, se determiné que los genes del locus bfpTVI¥ forman un
operon; ademas, se realiz6 un analisis de la expresion de este locus a nivel traduccional,
con el propésito de definir si bjfuT, bfpVy bfpW se traducen.

12



OBJETIVO GENERAL

-Estudiar el mecanismo molecular que regula la expresion-de factores de virulencia
en EPEC.

OBJETIVO PARTICULAR

Estudiar la organizacion transcripcional y traduccional del locus b 7TVW.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.-Determinar si bfpT, bfpV 'y bfpW forman un operédn. "
2.-Determinar si los genes b/pT, bfpV'y bfpW se traducen.
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Tabla L. Cep& de E. coliy plasmidos.

.- Cepa/Plasmido” > - - ~_Descripcion " Referencia.~__ . '
' Cepas
BI71-8 EPEC 0111:NM, con el plasmido EAF Puente et al 1996.
DHSa F'lendAl hsdR17 (r,m") supE44 thi-1 recAl gyrA  Raleigh y Brent, 1989.
: (NalyrelAl A(laclZYA-argF) U169 deoR  (OR0
dlac A(lacZ)yM15).
MC4100 F araD 139 A(arg F -l ac) U169 rpsL150 (Su) Silhavy et al,, 1984,
relA 1 fIbB 5301 deoC 1 p1sF25rbsR.
" BL21 (DE3) ¥ ompT (lon) hsdS; (rymg; una cepade E. coli  Studier etal, 1990,
B ) con DE3, un profago %, que llava el gen &
la RNA polimerasa T7.
P678-54 ¥, thr, leu, supE, lacY, tond, gal, mal, xyl, ara, Dougany Kehoe, 1 984,
mtl, min. . :
Plasmidos
pEAF Plasmido de 80 kb que contienen las cepas & Knutton et al,, 1987.
EPEC.
pWKS130 Vector de clonacion de bajo nimero de copias Wang y Kushner, 1991,
(Km"); contiene el origen de replicacion & :
pSC101,
pBTA-BHI Derivado de pWKS130 que lleva un fragmento de Tobe et al., 1996.
BamHl de 39 kb obtenido del pEAF, el cual
contiene el locus bfpTVW y las fases de lectura
abierta 3 y 4.
pBTA-BHI-TVW Derivado de pBTA-BHI que contiene el locus © Sdnchez-SanMartin et
bipTVW. al., datos no publicados.
pBTA-BHI-VW Derivado de! pBTA-BHL.TVW que lleva una  Sinchez-SanMartin et
remocion en fase de bfpT. al., datos no publicados.
pBTA-BHI-TW .Derivado del pBTA-BHI-TVW que lleva una  Sanchez-SanMartinet -~ ™*"*™
remocion en fase de bfpV. al., datos no publicados
pBTA-BHI-TV Derivado de! pBTA-BHI-TVW que lleva una  Sanchez-SanMartin et
remocion en fase de bpW. al., datos no publicados.
-pBTA-BHI-T Sanchez-SanMartin et

Denvado del pBTA-BHI-FIVW que lleva una
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.\ pBTA-BHI-W

. pBTA-TI-TVW
pBTA-TT-VW
pBTA-T7-TW
pBTA-TI-TV

pBTA-T7-T

pRS414

pbipT-1
pbipAT-V1
pbipATAV-W1

pKK232-8
pUSTI166
pbfpAT V-cat

PRIPAT VW-cat

pbfpATAV W-cat

- remocién en fase debfpVy bjjaWi.

Derivado del pBTA-BHI-VW que lleva una

remocion en fase de Ty bipV.

Derivado del pBTA-BHL.TVW que contiene el
locus bfpTVW a favor del promotor T7.

Derivado del pBTA-BHI-VW que contiene a bfpV
y bfpW a favor del promotor T7.

Derivado del pBTA-BHI-TW que contiene a bfpT y
bfpW a favor del promotor T7.

Derivado del pBTA-BHI-TV que contiene a 4/pT v
bfpV a favor del promotor T7

Derivado del pBTA-BHI-T que contiene a bfpT a
favor del promotor T7.

Vector que se utilizd para hacer fusiones
traduccionales de la regién reguladora de bfpT v
diferentes longitudes del locus &/pTVIV al gen
reportero lacZ.

Derivado del pRS414 que contiene una fusion &
bfpT a facZ, incluye 99 codones de bfpT.

Derivado del pRS414 que contiene una fusion &

bfpV alacZ, incluye 125 codones de bfpV.

Derivado del pRS414, que contiene una fusidn de
bfpW alacZ, incluye 76 codones de bfpW.

Vector derivado del pBR322 que se utilizd para
hacer fusiones transcripcionales de diferentes
longitudes de la region del locus bfp TV al gen
reportera cat. :

Derivado del pKK232-8 que contiene una fusion de
bfpT acat , incluye la region reguladera de bfpT
y sus primeros 14 codones.

Derivado del pKK232-8 que contiene una fusion de
bfpV a car, incluye la regién reguladora y la
remocidn en fase de &fpT v 21 codones de bfpV.

Derivado del pKK232-8 que contiene una fusion
de bfpW a cat, incluye la regidén reguladora y la
remocidén en fase de b/pT, b/pV y 12 codones &
bfpW.

Derivado del pKK232-8 que contiene una fusion de
bfpWacat , incluye la region reguladora de bfpT
y la remocion en fase de bfpT y bfpV y 12
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‘ Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo

Simons et al., 1987,

Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.
Brosius, 1984,
Martinez-Laguna et al,,
en prensa

Este trabajo.
Este trabajo.

Este trabajo.



T ' codones de bpW.

- pbipV-cat - Derivado de pKK232-8 que contiene una fusi6n Este trabajo.
de bfpV a cat, incluye la regién intergénica entre
bfpT y bfpV, con 21 codones de bfpV.

pbfpVW-cat Derivado de pKK232-8 que contiene una fusion de Este trabajo.
- bfpW acat, incluye la region intergénica entre c&
bfpT y bfpV, y entre bfpV y bfpW.

pbipW-cat Derivado de pKK232-8 que contiene una fusién e Este trabajo
bfpW acat, incluye la region intergénica entre '
bfpV y bfp Wy 12 codones de &fpW.

pMPM-K3 Vector de clonacion (Km') que contiene el origen Mayer, 1995.
de replicacion del pidsmido p15A.
pCS-T VW Derivado de pMPM-K3 que contiene el locus  Sanchez-SanMartin et
bipTVW. al., datos no publicados.
pCS-T Derivado de pCS-TVW que lleva una remocién en  Sanchez-SanMartin et
fase de bfpV'y bipW. al., datos no publicados.

pMC1871 Vector que se utiliza para hacer fusiones Miller et al., 1972.
| traduccionales a lacZ. :

pRO266 ‘ ~ Derivado del pMCI1871 que contiene una fusién  Oropeza et al, 1999.

traduccional de ompS1 al gen reportero lacZ.

Medjos de cultivo

*LB (Luna-Bertani)

Porlitro de agua:
Bacto-triptona 10g
Extracto de bacto-levadura 5g
NaCl ' 10g

Ajustar pH a 7.5 con NaOH

*Dubecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Medio para el__culﬁvo de células eucariontes, para su preparaciéon se sigueron las

recomendaciones del proveedor (Gibco BRL), se afiadid sulfato de pirdoxal a una
concentracion de 4mgit y 1% de LB. '
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Porlitro'de agua

| Na,HPO, | " 6g
KH,PO, B 3g
NaCl I 05¢g
NH,Cl > l'g

Ajustar pH a 7.4, filtrar y esterilizar.

*Methionine assay medum (MAM)

Para su preparacion se siguieron las recomendaciones del proveedor (DIFCO).

Soluciones v amortiguadores
*Bromuro de etidio 0. Smg/ml

Bromuro de etidio 50 mg
Agua 100mi ' .
Diluirlo 1:1000 para tindén de DNA en geles de agarosa o poliacrilamida.

*Sohucion arhom'guadora (SA) de lavado
TrissHCl pH 7.8 50mM

DTT 30mM

*SA Z 5X
K,HPO, ' 40.21 g
KH,PO, - ' 138 ¢
NaCl 19¢g
MgSO, 06l g

Aforar a 500ml con agua y ajustar el pHa 7.0
*SA para incubacion con DNAsal 2X
TrispH 7.9 8mM
MgSO, 40mM
CaCl 4mM
KClI 40mM
EDTA 2mM
*Cobrante de corrida paraDNA 10X

Ficoll 400 20%
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SDS (Dodeci sulfito dé sod) 1.0% e

. Azul de bromofenol 0.25% '
Xileno cyanol 0.25%

*Mezla de corrida para eledroforesis de proteinas

- Glicerol 20%
2-Mercaptoetanol 10%
SDS 4.6%

TrisHCl pH 6.8, 0.125M
Azul de bromofenol 0.1%
*Mezla de ANTPs

a 1.25mM de cadanucledtido en agua

*Mezcla litica
NaOH 0.2N
SDS 2.0% ,
*Mezcla de reaccion del ensayo de actividad de CAT (EAC)
Agua | . 22ml
DNTB 10uM : _ 2.5ml
Acetil Co-enzima A SmM 500 pl
Cloranfenicol SmM 500 ul
*PBS 10X
NaCl 800 g
Na,HPO, 6.1g
KH,PO, 20g
KCl1 20g

Aforar a | ltconaguay ajustarelpHa 7.4

*Preparacién de geles de poliacrilamida al 12.5%-SDS para eledroforesis.

Capainferior
Agua destilada - 10.5 ml

Acrilamida, Bis 30%/0.8% : 12ml

18



Aforar a 400 ml

19

b Tris-HCI-SDS e 1Sml
<7 PSA 10% (persulfato de amonio) ST 00
#7720 TEMED “N,N,N’,N"-Tetramethylefhylenédiamine” 20 pl
Capa supaior
Agua destilada - 6ml
Acrilamida, Bis 30%/0.8% 1.5 ml
Tris-HCI-SDS 2.5ml
PSA 10% - 50 ul
TEMED 10 ut
*Preparacién de geles para electroforesis de DNA
Agarosa (Bio-Rad) al 1% en TAE 1X
*Preparacion de geles de poliacrilamida para secuencia
Solucion de acrilamida 7%-urea 8M 75 ml
PSA 10% 250 ul
TEMED 50 ul
*SET20%
Sacarosa 20%
EDTA 50mM
TrissHCl pH 7.6 50mM
*Solucion de acrilamida-bis 40%
Acrilamida 38 ¢
Bisacrilamida 2g
Aforar a 100 mi
*Solucién de acrilamida 7%-urea 8M
Urea 19225 g
Solucién de acrilamida-bis 40% 70 ml L
TBE 10X pH 8.8 40 mi



*Solucién de azuide Coonmssie .. .-

;.: Metaio! 50%

- Acido acktico 10%
Agua 40%

*Sohicién destefiidora

Metanol 40%

Acido acético 7%

Agua53%
*Solucion de sacarosa al 20%

Tris-HC1 pH 7.5 2M
NaCl
EDTA
Sacarosa
Aforar a 500 mi con agua

*Solucidn de transformadén

CaC), 100mM
MgCl, SmM
TrisHCI pH 7.5 SmM

*Solucién de término (“STOP mix”) 10X

Azulde bromofenol0.25% -
Xilene cianol 0.25% |
- Ficoll (tipo 400) en agua25%
*TAE 1X

Tris-acetato 40mM
EDTA 2mM
*TBEpH 8.8 10X

Trizma base 130mM

Acido bérico 40mM

Na,EDTA 28mM

Aforar a 1000ml
*Tris gligna SDS

Aiulbri]lante de coomassie 0. 05% ;
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*Solucidn A |
CuSO0,.5H,0 | 0.845 g

Se aford 50 ml con agua
*Solucién B
Tartrato de Nay K 1.69¢g
Se aford a 50 ml.con agua
*Solucion C
Na,CO, ' 308¢
NaOH : ' 6.16 ¢
Se aford a 1000 ml con agua ‘
*Solucién D .
Solucién A o I ml
Solucién B : ] ~ lml
Solucion C 08 ml
*Solucién E ‘
Folin 11.83 ml
Agua ’ 70 ml
Soluciones parala microdeterminacién de la actividad ﬁ-Galactosidasa
*SAZ 5X
K,HPO, | 40.21g
KH,PO, 13.8¢
Nacl - 1.9g
MgSO, 0.61g
*Solucién A i
SA Z 5X - 32.67 ml
f-Mercaptoetanol ‘ : 114 ml

Se aford a 95.6 ml con agua
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Tritén10% - 22ml

Lisozima 12 mg/ml ' ' | 2.2 ml
*Solucién B
___ O-Nitrofenil B -p-Galactopiranésido (ONPG) (Sigma) - - ... . --0.09.g -

Se aford a 100 ml con agua

* Oligonucledtidos _usados

Nombre ' Secuencia 5'a 3’ Uso

bfpT-PRS501-R TAACAAGAGGGATCCGATGATATTG PCR

“ bfpV-PRS1116-R | TTCATACATGGATCCAAAACTACTTC PCR
bfpV-PRS1448-R | GCTCTTTTTGGATCCGAAAGAATATC PCR
bfpW-PRS1744-R | TTCATTTACAGGATCCATTTTCTTA ' PCR

| BFPVCAT-HD3-R -CCATCCTGAAG(;TITATGACAAT PCR
BFPWCAT-HD3-R | CTATAAAACCCTTAAGCTTCCAAG PCR
BFPV2-T7QE-F GAGCACTCGGGATCCAGAACGAATTCAGAGAAGAG | PCR
BFPV-1108-F | GGATGTATGAATTCATTGTCATTAC RT-PCR
H2F2254 ' TCTGCTTGCAGATTATTAC : ’ RT-PCR
BFPV-DEL3-4 GATATTCTTTCTAGATCAAAAAGAGC PCR

- || UBfpT183F GGGCGGTGCCATATTACGAG SECUENCIA

UBfpT1995SF TATGTCGCGGCCTTTTGGAG PCR
POE-TAFCO CCTCAATGGGATCCAATTGAATATAG ' PCR/RT-PCR
CONTRA CGGATAACAATTTCACACAG PCR
FAVOR GGGTTTTCCCAGTCACGACG PCR/SECUENCIA

Endonucleasas de restriccidny otras enzimas
BamH1, Hindill (Bochringer Mannheim Biochemicals).

Otras enzimas: RNAsa, Transcriptasa revasa AMV, B-Galactosidasa (Boehringer
- Mannheim), T4 DNA ligasa (GIBCO BRL), DN Asal (Pharmacia), Tag DNA polinerasa
(del Instituto). ' '
Antibioticos
Ampxilina, Estreptomidna (Sigma); Kanamicina (Boehringer Mannheim Biochemicak)
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-f" *,, Albumma bovina (Sigma)
- ;+v-Placas de ELISA (Costar)

Y :;isétopo radioactivo y-deoxi-ATP/* Fésforo ca. 150 mCi/ml (Du Pont)
JIPTG (Isopropyl-1-thiol-B-D-galactosidasa) (GIBCO BRL)
-Estuche de purificacion de fragmentos de DNA (Kit de Geneclean, Bio 101)
-Estuche de secuenciacion (Kit de termosecuenasa, Amersham)
-Estuche para cuantificacion de proteinas (Kit BCA Protein Assay Reagent, PIERCE)

-Estuche para exposicién de peliculas 35 X 43 cm (Du Pont)
-Peliculas de rayos X (KODAK)

METODOS

Amplificacién de fragmentos de DNA de plismido por la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR). Las condiciones parala reaccion son las siguientes:

Agua -
SA dereaccion 10X -1X
Mezcla de dNTPs (1.25 mM) - -leul
Oligo 1 (25uM) -2ul
Oligo 2 (25uM) -2ul
DNA Templado -10ng
Enzma Tag DNA polimerasa SUALL 0.5u1
| | 100!

Temperatura(°C) Tiempo (min)

nos - 5 Un ciclo

I1) 94 - 1

*45-65 - 1 30 ciclos

70 - lminkb
JH N - 10 Un ciclo

(*) La temperatura de alineamiento es la temperatura media de desnaturalizacién de los
oligonucledtidos usados para la reaccidn. La reaccion se realizd en una maquina
termocicladora (Thermal cycler 480 PERKIN ELMER).
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;Electroforesis en geles de agarosa. Esté métodd e§ utilizado para visualizar, separar y
“purificar DNA una vez que ha sido digerido o amplificado, para lo cual se utilizaron geles de
- agarosa al 1%. La eledroforesis se realiz en solucién amortiguadora TAE 1X a 100 vols.

Los geles fueron tefidos con bromuro de etidio (0.5mg/ml) y el DNA se visualizdé con luz

- ultravioleta de onda cortz en un transiluminador (STRATAGENE). "Las fotografias fueron

tomadas con una cdmara tipo Eagle Eye Stoll Video System (STRATAGENE).

Purificacion de fragmentos de DN A a partir de geles de agarosa utilizando el
estuche de Geneclean. Los fragmentos de DNA se separaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1% en TAE 1X, las bandas correspondientes al peso molecular se cortaron y se
colocaron en tubos eppendorf de 1.5ml (Brinkmann Instruments INC.). Los tubos se
centrifugaron (Miaofuga IEC Centra-M) 135 sega 12000 rpm para compactar la agarosa; y se

les agregaron tres volitmenes de Nal y se incubaron 5 mina 35 °C. Después, se les afladieron
5ul de “glassmilk™ y se reposaron en hielo 5 min. Luego de centrifugar 15 seg se tir6 el

sobrenadante, se resuspendieron en 700u! de solucion “New Wash” y se centrifugaron 15

seg. Este Gltimo paso se repitid dos veces mds; en la ultima centrifugacién se resuspendieron

~en 301 de agua tridestilada y se incubaron a 55°C por 5 min. Findmente, se centifugo 30

segy se recuperd el sobrenadante en otro tubo etiquetado.

Digestién de DNA con endonucleasas de restriccién. Las condiciones que se
usaron para las digestiones son las recomendadas por los proveedores de las enzmas,
consistiendo basicamente de la reaccién siguiente:

Agua -Lo suficiente para un volumen de 50l
SA 10X -1X
DNA . -1-10pg
Enzima -Una unidad por pg de DNA
50ul

La reaccién se incuba a 37°C por tres hora»_;.

... Después la enzima fueremovida siguiendo el protocolo de purificacién de fragmentos de DNA

por Geneclean, inidando conla adid6n de Nal.

Reaccidén de ligacion. El inserto y el vector fueron digeridos con una endonucleasa de
restriccion que origind extremos compatibles entre ambos, luego 1a enzima fue removida por
el método de “Geneclean” para su ligacién segin la siguiente reaccion:
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- Lo suficiente para tin voltifiéi dé 10-20u1

*

*

~3mina6sc
SA T4 Ligasa 10X -1X

T4 Ligasa 1u/pl -1l
10 - 20u!

(*) La ligacion de vector e inserto fuerealizada en una relacién molar de 1:5.

Estareaccion se incub6 a 4°C toda la noche. Con el producto de la reaccion de ligacion se

transformé alas células competentes después de quela enzima fue inactivadaa 65°C por 10
Trénsformacién de E. coli con DNA de pliasmido. La transformadén se realizé por
el método de tratamiento con CaCl, (Maratis et al., 1982). La cepa se inoculd en 5mide LB

agregando el antbidtico correspondiente y se incubd toda la noche a 37°C con agitaciéon a
200 rpm. Del cultivo anterior, se tomaron 200yl y se inocularon en 50mlde LB , se incubaron
a 37°C a la misma agitacién que el anterior hasta una densidad optica (D.Q,,,,.} de 0.5.

Después, el cultivo se centrifugd 10 mina 6000 rpm a 4°C y se eliminé el sobrenadante. La

pastilla se resuspendio en 15ml de solucion de transformadon fria, se mezdd y se centrifugd
como se realizé anteriormente. Después de tirar el sobrenadante, se resuspendi otra vez en
15ml de solucién de transformadén y se incubd 30 min en hielo. Se centrifugd nuevamente,
se tird el sobrenadante, y las células competentes se resuspendieron en 1ml de solucién de

transformadoén fria(sino se utilizan en ese momento se guardan en 20% de glicerol 2 -70°C).
Se tomaron 2001 de células competentes y se mezclaron con 0.11lg de DNA de plasmido (o

con la reaccion de ligacion). Después de que se incubaron 60 min en hielo, se les dié un

| choque de calor por 5 mina 37°C y se colocaron en un tubo de vidrio que contenia 1ml de

VLT LA

LB donde se incubaron-30 mina 37°C en agitacion.

Finalmente, 100y 200yl de la reacdén de transformacién anterior fueron distribuidos en cajas

de LB con el antibiético adecuado e incubadas a 37°C todala noche.
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.‘Pﬁ'rificacién de DNA de plismido. La purtﬁcacmn der plasmidos se realizd ‘por el
~‘método de lisis alcalina (Maniatis et al., 1982). Las bacterias que llevan los plésrni_dos se

Rt ‘:.:'7':- inocularon en Smlde LB y se incubaron toda la noche en agitacién a 37°C. La pastilla de

; ‘_'células se obtuvo concentrando los 5ml del cultivo en tubos eppendorf por centrifugadén, a
12000 rpm durante 1°min. Se resuspendi6 én Imlde SA SET 20% y se centrifugd | min, se’ ’

tir6 el sobrenadante y se resuspendi6 en 150 de la misma SA. Se agregaron Syl de RNAsa

(10mg/ml) y se incubd Smin a temperatura ambiente; luego se afiadieron 400l de mezda
litica, se mezd6 suavemente y se incubd en hielo durante 10 min. Después de la incubacién se
agregaron 300pl de acetato de amomnio 7.5MpH 7.8, se mezdd suavemente y se incubo en
hielo 30 min. Lés tubos se centrifugaron 10 min a 12000 rpmy el sobrenadante se pas6 a un
tubo eppendorf limpio. El DN A se predpitd con 5001 de isopropanol y se incub6é 10 min a
temperatura ambiente; luego se centrifugé10 mina 12000 rpm, se tiré el sobrenadante y se le
agregaron 8001 de etanol al 70%, se centrifugd nuevamentey se repitio el lavado con etanol
al 70%. Después de la Gltima centrifugadidn se tiré el sobrenadante y se metieron a secar con

vacio'(_S avant SpeedVac SC100). El DNAse resuspendi6 en 5011 de agua tridestilada.

Minicélulas. Para la expresién de proteinas en minicélulas, se usaron los cultivos de las
cepas de P678-54 transformada con los plasmidos: pBTA-BHI-TVW, pBTA-BHI-VW,
pBTA-BHI-TW, pBTA-BHI-TV pBTA-BHI-Ty pWKS-130. Se puso un indéaulo de los
cultivos en 5mlde LB, adidonando 40mg/ml del antbidtico kanamicina; luego se incubé toda

la noche en agitacion a 37°C. Se tomo de ese cultivo para inoaular 1:1000 un matraz con

© 250mi de M9, el cual se incubd a 37°C en agitacién por més de 18 horas. El gradiente de

sacarosa se prepard de la siguiente manera: se llenaron tubos corex de 30ml con 25mi de

sacarosa al 20%, se taparon con papd aluminio y se guardaron en el congelador toda la noche.

Los cultivos se centrifugan en botdlas de 250ml, 20 min a 2000rpm a 4°C. El sobrenadante

se pasd a botellas de 250ml limpias. Nuevamente se centrifugd 20 min a 5000rpm a 4°C y se

* deseché el sobrenadante. La pastilla se ressspendié en 1. 5ml de BSA frio (puede hacerse en el
vortex). Se colocaron las células lentamente scbre el gradiente de sacarosa, con una pipeta
Pasteur por la pared del tubo (los tubos corex con sacarosa se descongelaron una hora antes a-
temperatura ambiente para permitir la formacion del gradiente). Se centrifugaron 15 min a

5000rpm a 4°C y con una pipeta Pasteur se tomd la banda correspondiente a las minicélulas
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_E}bserva unapastilla en el fondo del tubo corex que confiene el gradiente, ésta corresponde a
+ =" las células normales). Luego se les agregd 20ml de BSG frio y se centrifugaron durante 10

" mina 10000rpm a 4°C. La pastilla se resuspendio en 1.5ml de BSG con ayuda del vortex.

wt « i - Las minicélulas se colocaron tres veces en el gradiente hasta que la-banda-queas’contenia’se -
vié pura. Se resuspendi6 la pastilla de minicélulas en 2ml de medio MAM (DIFCO) y se
colocd en tubos estériles de vidrio donde se les agregé 1mM de IPTG luego se incubaron 30

min en agitacién a 37°C. Se les.agregd10pCi de Metionina **S y se incubaron en las mismas
condiciones que el paso anterior, Porltimo, se centrifugé el cultivo en un tubo eppendorf de

1.5ml 2 mina 12000rpm a temperatura ambiente. Las muestras se resuspendieron en 100ul

de PBS 1X, 5ul de cada muestra mds 10ul de mezda de corrida para elecroforesis de
proteinas, se hirvieron por 10min previamente a ser analizadas en gel de poliacrilamida.

Expresion de proteinas bajo el promotor T7. Se usaron los cultivos de las cepas de
BL21(DE3) transformada con los plasmidos: pBTA-T7-3D, pBTA-T7-VW, pBTA-T7-TW,
pBTA-T7-TVy pBTA-T7-T y el pWKS-130. Se puso un indaulo de cada cultivo en 5ml de

LB adiconando 40pg/mi del antbidtico kanamicina, luego se incubé toda la noche en
agitaicion a 37°C. Al siguiente dia, 50ml de L.B mas el antbidtico se inocularon con una

dilucién 1:40 de cada cepay se incubaron en agitacién a 37°C hasta una D.Q,,,., de 0.7.

Posteriormente, se les agregé IPTG a una concentracion final de lmM y se continud la
incubacion por tres horas. Después de este tiempo, se tomaron 5Sml de cada cultivo y se

cenfrifugaron en tubos de transformadén por 10min a 4500 rpm a 4°C. La pastilla se lavd

* con 5ml de medio MAM y se centrifugd en las mismas condiciones que en el paso anterior;
después la pastilla se resuspendio en 5ml de este mismo medio vy se colocd en tubos de vidrio

estériles, donde se les agregé rifanpicina a una concentracion de 200pug/ml, luego se incubd
30 min en agitacién a 37°C. Finalmente, se les adidoné 10pCi de metionina marcada con**S
y se incubd 30 min en agitacién a 37°C. Cadamuestra se centrifugd 5 min a 10000rpm a 4°C
y la pastilla se resuspendi6 en 50l de PBS iX, de los cuales se tomaron 5pl quie’se hirvieron

10 min, y después se les agreg610pl de mezcla de corrida para electroforesis de proteinas, y

se analizaron en gel de poliacrilamida.
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lgéf%for&sis ‘en geles -de poliacrila‘midéiSDS Las preparaciones de proteinas
cton “analizadas por eledroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12.5%-
; SDS unhzando una solucion amortiguadora de Tris glicina-SDS y una corriente de 20mA
T (200 vo]is) La tinaddén de los geles se realizé con una solucién de azul de Coomassie; para

rromens. - €5t0 € calentd 2 min a 80°C y :se.destifi¢--calentindolo-a la-misma-temparatura con una '*"‘*“”'“’""‘zij-'
solucion de metanol al 70% y 4cido acético al 7%. El gel se secod una hora con vacio en un

secador de geles (GEL DRYER BIORAD) y se coloco en un estuche con un intensificador y
unapelicula de rayos X. Losresultados se analizaron en el autorradiograma.

“Secuenciacién de DNA de plismide. La secuencia nucleotidica se determiné mediante
el método de Sanger (Sanger et al., 1977). Paraesto se utilizd el estuche de Termosecuenasa
como lo recomiendan los proveedores. El protocolo consta basicamente de las siguientes

reacciones:

1)Marcaje de oligo con fésforo radioactive (cinacién)

Agua | -Lo necesario para un volumen final de 10ul
Oligo 25uM ~1ul | |

SA Kinasa 10X -1X

Enzima Cinasa 10Ul - -1pd

v?P ATP -20uCi/reaccion

Se incubd la reaccidn 30 mina 37°Cy se inadivé la enzima incubando 5 min a 55°C.

2)Mezcla de reaccidn

Agua - . : ' -
'DNA molde -100ng
SA de reaccion 10X -1X
Termosecuenasa 4U/mi -0.5u1
Oligo marcado =2uf

17. 5u1
Se prepararon cuatro tubos de 0.5ml, cada uno ‘con 3l de uno de los cuato
dideoxinucledtidos (teminadores ddGTP, ddATP, ddTTP y ddCTP). A cada tubo se le
agregd 511 de la mezda de reaccién y unagota de aceite mineral. La reaccién de secuencia se

llevd a cabo mediante un PCR que consistid de las siguientes condiciones: - :,
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Temperatura(°C)  Tiempo | o ) .

- 1)95 - 3min Un ciclo - ‘
I1) 95 - 30seg
50 - 30seg 0 ciclos
L een 70, .o ..,‘-,A ve lmin -

Al final del PCR, se adidonaron 41! de la sohucién de término (“STOP mix”) y los productos

se desnaturalizaron a 95°C durante Smin. Las reacciones se separaron por eledroforesis en un

gel de poliacrilamida 7%-urea 8M en solucién de TBE 1X, a 40 watts. El tiempo de
- electroforesis varié segim el numero de nuckotidos que se querian analizar. El gel de
poliactilamida se seco una hora con vacio en un secador de geles (GEL DRYER BIO-RAD) y
* se colocod en un estuche con un intensificador y unapelicula de rayos X. Se realizd 1a lectara
de la secuencia observada en €l autorradiograma.

Ensayo de actividad de CAT
l.-Las cepas de EPEC que llevan las fusiones transcripcionales al gen reportero caf, se

inocularon en 50ml de LB adidonando 100ug/ml del antibidtico ampicilina y se incubaron a
37°C foda la noche con una agitacién de 110 rpm. Cuando los cultivos alcanzaron una

| D.O,yon d€ 1.0, se tomaron 10ml de cadacultivo y se centrifugaron 10 min a 6000rpm a 4°C.

'La pastilla de bacterias se lavé con10ml de PBS 1X frio y nuevamente se centrifugaron. La
pastilla se resuspendi6 en PBS 1X frio ajustando a unaD.Q,,, ., de 1.0. Con estos cultivos se

inocularon 1:50 matraces con 50ml de DME, adidonando el antbidtico anterior y 500! de
LB, los matraces se incubaron a 37°C conunaagitacion de 200rpm. Se tomaron muestras de

1.5ml de cada cultivo cuando alcanzaronuna D.O, .. de 1.0y 1.4.

2.-Preparacién de extracto. Las muestras se centrifugaron 1 mina 12000 rpma 4°C, se tird el
sobrenadante y Ia pastilla se resuspendié en 1ml de SA de lavado fria, se centrifugd en las

mismas condiciones, y se resuspendié en 500l de la SA de lavado con Tritdn al 0.1%. Las
muestras se incubaron 20 min a 37°C en agitacién, en una gradilla que se colocd Iig&mﬁéﬁté' T
inclinada. Se centrifugaron 10 mina 12000 rpm a2 4°C y el sobrenadante se recuperé en un

tubo limpio. Se guardaron a-20°C.
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RESULTADOS

"El locus bprVW forma un oper6n

El fenotipo de adherencia locahzada de EPEC’es ‘mediado por los pili BFP, cuya subunidad *
estructural es la proteina BfpA La expresion del gen bfpA es dependiente del activador transcripcional
BfpT que, ademds, autorregula la expresion de su gen bfpT, el cual forma parte del locus bfpTVW
(per). En estudios recientes, se implicd a bfpW (el tercer gen del locus bfpTV W), como el principal
activador de la expresién de los genes eae y esp; sin embargo, publicaciones posteriores han
involucrado a bfpT (perd) en la regulacion de los genes eae, esp y tir. Actualmente, los mecanismos
moleculares por los que se lleva a cabo esta regulacion no son claros. Dada la importancia del locus

_ bfpTVW en la regulacién de genes de virulencia, uno'de nuestros objetivos fue saber si los genes de

estelocus forman un operon. Para este propdsito, seguimos las siguientes estrategias:

A) Para evaluar si existen promotores para bfpV'y bfpW, o si forman una unidad transcripcional
comun con bfp7, se construyeron fusiones trarscripcionales de segmentos que contienen las regiones
intergénicas del locus bfpTVW al genreportero cat. Los segmentos del locus se obtuvieron por PCR
a partir del plasmido EAF y se clonaron en el vector pKK232-8, que contiene el gen ca sin promotor.
Los i)lésrriidos obtenidos fueron pbfpV-cat, pbfpVW-cat y pbfpW-cat (Fig5). Por otra parte,”
fusiones a los genes bfpV'y bfp W que contienen la region reguladora de bfpT se obtuvieron a partir
delplasmido pBTA-BHI-VW, que contiene el locus bfpTVW al cual se le removié en fase el gen
bfpT. Lo anterior, debido a quela presencia de bpr.en‘un plasmido multicopia faverece la aparicién
de mutaciones en la region reguladora o estructural de bfpT, las cuales anulan su expresion (datos no

-mostrados). De esta manera, se construyeron los plasmidos pbfpAT V-ca y pbfpAT VW-cat (Fig

5). Para ef ensayo se incluyo el plasmido pUSTI166, tjue contiene la region reguladora de bfpT y sus
primeros 14 codones (Fig. 5) y que fue construido previamente en el laboratorio (Martinez-Laguna et
al., en prensa 1999). La actividad de CAT producida por estas fusiones se determiné en la cepa de

EPEC B171-8 credda en medio DME a 37°C, condiciones éptimas para la expresion de bfpT. La

actividad de CAT se determind a partir de muestras obtenidas de cultivos de cada cepa credendo por

~ duplicado, cuando alcanzaronunaD.O . de 1.0.

Los plasmidos pUSTI166 y pbfpAT V-cat que cOntiénen fusiones a la region reguladora de

bfpT, produjeron actividad de CAT, a diferencia del plasmido pbfpV-cat, que contiene inicamente la
regidn intergénica entre bfpT'y bfpV, la cualne fueactiva (Fig 5). Esto nos sugiere que paraque se
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e i FUSIONES transcripcionales-a-cat - e ]

Plasmidos L ‘ Actividad especiﬁcadeCAT .

(umole/min.ing). " -

JST166 I T 3576 & 204

bfpATV-cat

cat 8017 £ 290

‘bfpV-cat ey J 10

bfpATVW-cat

cat 814 £177 B

ybfpVW-cat 10

ybfpW-cat

bfpATAVW -cat mm ~ 7810% 535

-

cat 4

Figura 5. Fusiones transcripcionales de los genes del locus bfp TV al gen reportero caf. Su
expresién fue medida en 1a cepa de EPEC B171-8 crecida en médio DME a 37°C. La actividad especifica de CAT fue
obtenida a una D.OQ g, de 1.0. Los valores répresentan el promedio y la desviacién estindar obtenidos de dos
experimentos diferentes. ' ‘
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_?xpmse bfpV se necesita de la regién promotora de bfpT. Porotro lado, el plasmido pbfpAT VW-cat,

i ' que también incliye la region reguladora de bfpT, iguaimente produjo actividad de CAT; sin embargo,

* el plasmido pbfpVW-cat que contiene la region intergénica entre bpTy bfpV, el gen” bfpVy la

regidn intergénicaentre bfpV'y bfpW, ya no fue activo, del mismo modo que el pldsmido pbfpW-cat

"que'sélo contiene 1a regidn intergénica’entis bfp¥ y bfpW (Fig 5), indicdndonos que también bfpW

para expresarse necesita de la regiéh reguladorade bfpT. Lo anterior nos indica que los genes de este
locus se encuentran formando un operdn, que se expresa a partir del promotor previamente
caracterizado para bfpT (Martinez-Laguna et al., en prensa 1999). Interesantemente, el plasmido
pbfpAT V-cat produjo nueve veces més actividad de CAT que el plasmido pbfpAT VW-cat. A este

respecto, decidimos investigar si esta diferenciade actividad se debia a la influencia negativa de bfpV
(que en esta filtima fusion esta completo) sobre la expresién de bfp¥, como se observd para bfpT y
bfpA en experimentos previos (Sanchez-SanMartin, datos no publicados). Porlo tanib, se construyd
un pldsmido con una fusién de bfpW-car, llamado pbfpATAV W-cat, el.cual contiene la region

reguladora de bfpT, una sustraccion en fase de bfpT y bfpV y los primeros 14 codones de bfpW, a
partir de un fragmento obtenido del plasmido pBTA-BHI-W (Tabla I). Este plasmido expresé los

mismos niveles de actividad de CAT que el plasmido pbfpAT V-cat, lo cual nos sugiere que para el

caso del plasmido pbfpATVW=at, bfpV estd influyendo negativamente en la expresion de bfpW; sin

" embargo, a la fecha no conocemos el mecanismo por el cual gjerce este efecto.

B) Oftra estrategia que abordamos para definir si los genes dellocus bfpTV I se transcriben formando
parte de un RNA mensajero policistrénico, fue desarrollar experimentos de RT-PCR. Para esto, a

. partir de RNA total de EPEC B171-8 credda en DME a 37°C, se sinietizd ¢cDNA por transcripcion

reversa con un oligonucledtido complementario a la cadena codificante del gen bfpW. El ¢cDNA se
uso6 como templado para preparar diferentes reacciones de PCR con oligonucledtidos que permiten
amplficar fragmentos que incluyen a bfpT y bfpV, a bfpV y bfpW y el locus completo,

respectivamente (Fig. 6). Como control negativo del ensayo, se hicieron las mismas reacciones de

PCR utilizando como molde RNA de unareaccion sin transcriptasa reversa como se obseva en la
Figura 6: de las tres reacciones donde se usd como templado el cDNA se obtuvieron productos de
PCR (carriles conel signo +). Por el contrario, de las reaciones provenientes del control negaﬁvo, no
vimos sefial de amplificacién, lo que nos aseguraba que el"'RNA-no estaba contaminado con DNA

(Fig. 6, cartiles con el signo -). Al realizar los mismos PCR’s utilizando como templete DNA del

plasmido EAF, se verifico que los fragmentos obtenidos correspondian a los genes dellocus (Fig 6,
carriles sefidlados con G). Con este ensayo se corrobord que los genes dellocus bfpTVW forman un
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Figura 6. RT-PCR de RNA aislado de la cepa de EPEC silvestre. Los productos de
RT-PCR son mostrados en los carriles sefialados con el signo (+). No se detectaron productos de

RT-PCR en los controles negativos del ensayo, obtenidos a partir de una reaccion sin transcriptasa

' reversa, cuyos carriles son sefialados con el signo (-). El tamafio de los productos de RT-PCR se

verifico al realizar las mismas reacciones de PCR utilizando como molde el plasmido EAF, cuyos

carriles son sefialados con (G). TV, s¢ amplificé con oligos complementarios a bfpT v bfpV,

VW, se amplificd con oligos complementarios a bfpV y bfpH; TVW, se amplificd con oligos

complementarios a bfpT y bfpW. El marcador de peso molecular es senialado como MW.
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"+ opemdn, ya quese transcriben como parte del mismo RNA ménsajero.

| . C) Adidonalmente, en experimentos de “primer extension” no se observé ninguna seflal que indicara
la presencia de un inido de transcripcidn alrededor de las regiones intergénicas del locus bfp7VW.
Mientras que en las mismas condiciones experimentales, corroboramos el inido de transcripcion
previamente identificado para el promotor localizado correinte arrba del gen bfpT (daws no
mostrados; Martinez-Laguna et al., en prensa 1999).

En su conpunto, estos resultados muestran que los genes bfpI, bfpV y bfpW estan
organizados como un operdn y que su transcripcion depende del promotor de bfpT.

Expresion de bfpT, bfpVy bfpW.

~ Una vez defmida la organizacion transcripcional del /ocus, nos enfocamos en determinar si
los tres genes que lo componen codifican parauna proteina. Los sistemas probados para tal propdsito
fueron los siguientes: '

A) Minicelulas

Con esta técnica podemos analizar de manera especificala expresién de proteinas codificadas
por los genes clonados en plasmidos recombinantes, y cuyos productos se marcan radioactivamente,
se separan elecrofordicamente en un gel de poliacrilamida y se detectan por autorradiografia. Asi, los
plasmidos pBTA-BHI-TVW (bfpT, bfpV'y bfpW), pBTA-BHI-VW (b/p)"v bfpi¥), pBTA-BHI-TW
(6fpT y bfpW), pBTA-BHI-TV (bfpTy bfpV), pPBTA-BHI-T (bfpT) v el vecor pWKS-130 (Tabla I;
Fig. 7), se transformaren en la cepa productorade minicélulas E. coli p678-54.

Como se muestra en la Figura 8, el vector mostré la presencia de unabanda prominente de 30

kDa, que corresponde al producto del gen que codifica para la resistencia a kanamicina (Fig. 8, carril

- 1). Parael caso del plasmido que lleva los tres genes del operdn, se observé ademéas la presencia de

unabanda predominante con un peso molecular aparente que coincide con el esperado para BfpW de

10.5kDa(Fig 8, carrl 2). Consistentemente, esta banda se observd también en aqudlos plasmidos

quellevaban bfpW, como los que sélollevan bfpV'y bfpW, o bfpTy bfplV (Fig &, carriles 3y 4), y

no asi para aqudlos que no contienen bfp# (Fig 8, carriles 5 y 6). Miertras que estos datos indican

que la banda de 10.5 kDa es el producto de bfp W, ninguna banda se relaciond con la presencia de
BfpTy BfpV, las cuales migrarfan alrededor de los 31.7 kDay 14.5 kDa, respectivamente.

CEIURER L

B) Experimento de expresién conT7 - -

Otra estrategia que seguimos con el finde poder obs@ar el producto de los genes del operdn
bfpTVW, fue un experimento de expresién con los genes bajo el control del promotor T7. En este
caso, los diferentes fragimentos del operon bfpTV W, contenidos en los plasmidos que usamos en el
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TN TR e
Plasmidos que contienen una remocion en fase de

bfoT, bV o bfpW.

Plasmidos

PBTA-BH1-TVW/ pBTA-T7-TVW

pBTA-BH1-TV /pBTA-T7-TV

'pBTA-BH1-T  /pBTA-T7-T

PBTA-BH1-VW / pBTA-T7-VW

pBTA-BH1-TW /pBTA-T7-TW.

Figura 7 Plasmidos usados en los experimentos de expresiéon de proteinas. Los
" plasmidos usados en el experimento de minicélulas se obtuvieron al clonar los fragmentos
mostrados arriba, en el vector pWKS-130, a favor del promotor tac y son nombrados como
pBTA-BHI. Los plasmidos -usados en el experimento de exprésién®con el promotor T7 se

obtiuvieron al clonar dichos fragmentos en el mismo vector a favor del promotor T7 y son
nombrados como pBTA-T7.
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Vector
TVW
VW
TW
TV

-

Mw

202 —— . “
107 — |
69 —

45—
28.6

18.1-—=

15—

| Figura 8 Expresion del locus bfpTVW mediante minicélulas. Autorradiograma de
proteinas marcadas radioactivamente expresadas en la cepa E. coli p678-54, transformada con los
plasmidos: 1, pWKS-130. (vector); 2, pBTA-BHI-3D.(contiene b/pT, bfpV ¥y bfpW ); 3, pBTA- .
BHI-VW (contiene bfpV y bfpW); 4, pHTA-BHI-TW (contiene b/pT y bfpW ); 5, pBTA-BHI-
TV (contiene bfpT y bfpV); 6, pBTA-BHI-T (contiene b/pT ).
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.~ experimento de expresién con minicélulas, se clonaron éfi el plésrnidd pWKS-130 a favor del
- promotor T7, y se transformaron en la cepa E. coliBL21(DE-3) (Fig 7). En este sistema, Unicamente
. -los genes que estin bajo el control de dicho promotor son expresados por la polimerasa T7, codificada
en el cromosoma de la cepa BL21(DE-3) y cuya expresion se induce con IPTG. Por su parte, la
adidén de rifampicina bloquea.la expresién de genes dependientes de la RNA polimerasa de-E~coli~ =~ -- s
permitiendo analizar de manera especifica la expresion de proteinas controladas por el promotor T7. '
~ De esta manera, las proteinas expresadas a partr de los diferentes plasmidos se marcaron
radioactivamente, se corrieron en un gel de poliacrilamida y se analizaron en un autorradiograma (Fig.
9). Nuevamente observamos la presencia de una banda que corresponde al peso de BfpW, para
plasmidos que contienen todo el operdn, solo bfpV'y bfpW, o bfpTy bfpW (Fig 9, carriles 2, 3 y
4); asimismo, estabanda no se observa en plasmidos que no contienen bfp# (Fig. 9, carnles 5 y 6).
Con este sisterna de expresion tampoco se obtuvieron bandas especificas que pudieran corresponder a
los productos de bfpT'y bfpV.

C) Expresion traduccional de bfpT'y bfpV

Conlas estrateéias anteriormente desaritas no fue posible observar los productos de los genes
bfpTy bfpV. Con el propdsito de determinar si ambos genes codifican para una proteina que es
traducida a partir del transcrito de este operdn, se generaron diferentes fusiones traduccionales al gen
lacZ (Fig. 10). Dichas fusiones confienen fragmentos, obtenidos por PCR, que llevan la region
reguladorade bfpTy parte de la region estructural de bfpT, bfpV o bfpW fusionadas en fase al gen
reportero lacZ, contenido en el plasmido pRS414. De esta manera, las fusiones-traduccionales
reflejan no solo la actividad transcripcional de la region 5’reguladora, sino también el nive de
traduccion del gen en estudio.

Los plasmidos generados fueﬁm los siguientes: pbfpT-1, cuyo fragmento se obtuvo del
plésmido EAF e incluye la regién reguladoray 99 codones de bfpT; pbfpAT V-1, cuyo fragmento se
obtuvo del plasmido pBTA-BHI-VW y contiene la region reguladorade bfp7, la remocion en fase de
bfpTy 125 codones de bfpV; pbfpATAV W-1, cuyo fragmento se obtuvo del plasmido pBTA-BHI-

W y que contiene la region reguladorade bfpT, la remocion en fasede bfpTy bfpV'y 76 codones de
bfpW. Como control positivo ‘de nuestro ensayo incliimos una fusidn traducciona a /acZ del gen
ompSI (que codifica para una proteina de’ membrana extena de Salmonella typhi), construida
breviamente en el laboratorio (Oropeza et al., 1999). La expresion de estas fusiones se determind en la
cepa E. coli MC4100 complementada con el plasmido pCS-T, quelleva 4fpT. La medicion a partir de
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Figura 9 Expresion del locus 5fpTVW con el promotor T7. Autorradiograma de
. proteinas marcadas:radioactivamente ‘expresadas en la cepa de E. coli BL21{DE3);"transformada
con los plasmidos: 1, pWKS-130 (vector); 2, pBTA-T7-3D (contiene bfpT, bfpV y bfpW); 3,
PBTA-T7-VW (contiene a bfpV y bfpW); 4, pBTA-T7-TW (contiene bfpT 'y bfpW); 5, pBTA-T7-
TV(contiene bfpT y bfpV); 6, pBTA-T7-T {contiene bfpT).
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S Expresion traduécional d¢ bfpT, bfpV y bfpW.

_bPT bV bfpW

Fusiones traduccionales a lacZ

Plasmidos Actividad especffica de B-gal
pbfpT-1 2053 + 251
pbfAT-V1 3153 + 257
pbfpATAV-W 1 2794 + 49
. ompS1
.pRO266 I 4 TN v RN s I 74 2 @ B 7T A 1142 1203
. ) VI v IV I | _ _
PRS414 CdacZ ] <5

Figura 10. Fusiones traduccionales de los genes del locus bfpTVW al gen reportero lacZ . La
actividad de las fusiones se determind en la cepa MC4100/pK3-AVW crecida en medio LB a 37°C. Se
muestra la actividad especifica de B-galactosidasa-obtenida a una D.O 4, de 1.0. Los valores que se ~ -
muestran son el promedio y la desviacién estdndar obtenidos de dos experimentos diferentes.
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miestras d€ cilivos crecidas por duplcado”en medio LB a 37°C; Guarids alcaizaron unaD. Oygo, de

AR Las fusnnes de bfjpTy bﬁquuemn activas y se expresamn a nivees sunilarts que la fusion
dc bfpW (Fig 10), lo que indico que estos genes codifican para prokinas que son Uadumdas Por
_otro lado, la fusion de ompS! se expres6 dos veces menos quelas fusiones anteriores; sin embargo, a
diferenciade bfpTy bfpV, aun con estos niveles de expresion la proteina OmpS1 si puede ser vista en
un geltefiido con Coomassie (Oropeza et al., 1999). Estos resultados nos sugieren que bfpT y bfpV
son genes que se traducen, y que los nivedes celulares de sus productos se regulan fuertemente por
mecanismos de control -p'ost-traduocional como, por ejemplo, los que regulan la estabilidad de la

proteina.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

Durante la primera estapa de colonizacién, EPEC produce el fenotipo de adherencia

’; localizada, el cual estd mediado por los pili BFP. La subunidad estructural de estos
' - filamentos es la proteina BfpA, cuyo gen bfpA esta codificado en el plasmido EAF. La

~expresion-de bfpA es dependiente del activador -transcripcional BfpT “cuyo gen, bfpT, -

pertenece al locus bfpTVW (per), localizado también en el plismido EAF. Este locus
contiene ademas del gen bfpT, los genes bfpV y bfp W, orientados en la misma direccién

"que bfpT y separados por espacios de aproximadamente 40 nucleétidos. Publicaciones

recientes han sugerido que el locus bfpTVW (a través de bfpI¥) también estd involucrado
en la expresion de genes de EPEC que se requieren durante la generacion de la lesion A/E
(Gémez-Duarte y Kaper, 1995), tal es el caso de los genes sep/esc, eae, tir y esp, los
cuales estan codificados en la regién del cromosoma de la bacteria llamada LEE. Sin
embargo, el estudio detallado de los mecanismos que regulan la expresion de estos genes

* estd ain en proceso.

El analisis de la secuencia del locus bfp TV W, sugiere que los tres genes que lo
componen constituyen un operén. Por ejémplo, la separacion entre bfpT y bfpV, y entre
bpV'y bfpW, es menor de 50 pb; ademas, no existen secuencias con el potencial de formar

. terminadores de la transcripcién. Sin embargo, esta prediccién no habia sido probada

experimentalmente.

A través del uso de fusiones transcripcionales al gen reportero caf, determinamos
que las regiones intergénicas entre bfpT-bfpV y bfpV-bfp#¥ no presentan actividad
transcripcional, indicando la ausencia de secuencias promotoras (Fig. 5). Mas aun,

experimentos de extension del iniciador (“primer extension™), apoyaron estas

_ observaciones, ya que ni para bfpV ni para bfp W, pudimos observar un posible inicio de

transcripcion (datos no mostrados).

- Lo anterior contrasta con la actividad transcripcional de una fusion a la region
reguladora de bfpT, en la cual previamente identificamos la presencia de un promotor (Fig.
3; Martinez-Laguna et al., en prensé 1999). En su conjunto, estos datos indicaron que la
transcripcion de los genes del locus depende del promotor localizado corriente arriba de
bfpT y que éstos se expresan como parte de un mensajero policistronico. Lo anterior fue
corroborado mediante experimentos de RT-PCR , los cuales permitieron la sintesis de un
¢DNA que se extiende hasta bfp¥ (Fig. 6). A su vez, estos datos también sefialan que la
expresion de bfpV y bfpW esta regulada por el producto de bfpT, dado que éste se
autorregula (Martinez-Laguna et al., en prensa 1999). Dado que el producto de bfpW
parece estar involucrado en la regulacion de genes contenidos en la regién LEE, lo anterior
también indicaria que éstos estdn bajo el control indirecto de BfpT, el cual junto con BfpW
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i‘formana parte de una cascada reguladora en EPEC. Sin embargo, atin no’ existe evidencia
: ﬁ'clara de la funcién del posible producto de bfpW (ver mas abajo)

Por otro lado, el bajo nivel de actividad que produjo el plasmido pbfpAT VW-cat, el
cual contiene la region reguladora de bfpT, bfpV y los primeros 14 codones de fp W, en
comparacién con la actividad mostrada por los plésmidos pbfpAT V-cat y pbfpATAV W-
cat, sugirié que la presencm de bfpV ejerce un efecto negativo sobre la expresién del
operon.

Otros datos del grupo apoyan la nocion de que bfpV modula negativamente la
expreston de bfpA o bfpT, ya que la complementacion de su expresién con bfpT o con una
construccion de bfpTVW en donde se ha realizado una sustraccién en fase de bfpV, permite
niveles de expresion de 5 a 10 veces mayores que en presencia de bfpl (Bustamante, et al.,
1998; Sanchez-SanMartin, et al., datos no publicados). A la fecha, no es claro si bfpV
actiia en cis influenciando la estabilidad del transcrito de fpT reduciendo asi los niveles de
laproteina, o si su producto interactiia con BfpT modulando su actividad o compitiendo por
las regiones promoforas de bfpA y bfpT. Actualmente, se estan realizando los experimentos
enfocados a definir la funcién de bfpV.

-Se han reportado otros sistemas que presentan homologia al operén bfpTVW a

nivel de ogahizacién, mas no a nivel de secuencia, como son el operén marRAB, que

confiere resistencia a antibidticos y superéxidos en E. coli, donde el producto de mard4, el .

cual es miembro de la familia de activadores transcripcionales AraC/XylS, activa la
transcripcion del operdn, mientras que el producto de marR lo regula negativamente
actuando sobre su region promotora. Otro sistema similar a bfpTVW es el operon bglCSB,
involucrado en vias metabélicas en E. coli, en el que bglS ejerce su efecto negativo al
interferir directamente con el eficiente funcionamiento del producto de bg/C, que es el
regulador positivo de la expresion del operén (Martin et al., 1996; Mahadevan and Wright,
1987). _ '
Las evidencias sefialadas anteriormente sugieren que los genes bfpV y bfpW
codifican para protefnas que juegan un papel diferente en la regulacién de diferentes genes
" en EPEC. Con el propésito de iniciar la caracterizacién de sus posibles productos y dado
que la secuencia de aminoacidos deducida a partir de los genes no muestra clara homologia

proteina una vez que han sido transcritos.
Asi, mediante experimentos en los que analhizamos la sintesis de novo de proteinas
codificadas por el operén, determinamos que bfpW codifica para una proteina que
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"?f',‘:(",‘__._ corresponde al peso molecular esperado para BfpW (Figs. 8 y 9).. Sin embargo, esta

. metodologia no permitio observar el producto de bfpT ni de bfpV.

‘ Sin embargo, para BfpT hemos caracterizado una funcién bien definida y su

- homologia con una familia de activadores transcripcionales son elementos que permiten
suponer que la ¢élula mantiene cantidades de proteina que estan por debajo de los niveles de
deteccion de los enséyos empleados. Sin embargo, para el posible producto de bfpV no

contadbamos con tales evidencias.

-Con el propésito de determinar si los genes del operdn se traducen, realizamos
experimentos de mlmcelulas y de expresion con el promotor T7, en los que sélo fue posible
observar el producto del gen bfpW.

Debido a que no se detectd el producto de bfp7 ni de bfpV por los sistemas
anteriores, abordamos otra estrategia para determinar su expresién, mediante la
construccion de fusiones traduccionales de bfpT y bfpV al gen reportero lacZ, las cuales
incluian la region reguladora de bfpT y los primeros 99 y 125 codones de estos genes,
respectivamehte. El anélisis de estas construcciones mostrd que bfpT'y bfpV son genes que
se traducen, expresando niveles de actividad similares a un plasmido con una fusién de
bfpW-lacZ, el cual contiene la region reguladora de bfpT v los primeros 79 codones de
bfpW (Fig. 10). En este ensayo, se incluyé como control positivo un plasmido con una
fusién ompS1-lacZ, 1a cual mostr6 cerca del 50% de la actividad de las fusiones anteriores.
Estos niveles de expresion permiten visualizar a la proteina aun por tincién con azul de

- Coomassie (Oropeza et al., 1999), a diferencia de lo que sucede con BfpT y BfpV que no
son detectados ni por marcaje con aminoacidos radioactivos. Esto sugiere que los niveles
tanto de BfpT como de BfpV, son fuertemente controlados a nivel post-traduccional, tal vez
involucrando tasas muy altas de degradacién. Por otro lado, se ha visto que varios
miembros de la familia AraC/XylS son altamente insolubles v muy dificiles de purificar, lo
que podria deberse a sudominio de union a DNA (Gallegos. et al.,1997).

Un resumen de los resultados obtenidos en este trabajo se presenta en la figura 11,
donde mostramos que los genes del locus 4fpTVW, descrito en forma independiente como
locus perABC (Gémez-Duarte y Kaper, 1995), se encuentran formando un operdn, ya que
forman una unidad de regulacion comiin, transcribiéndose en un solo mensajero. Los tres
genes codifican para un producto. BfpT es una proteina que pertenece a la familia’ de
activadotgg.‘gggpspripcionales AraC/XylS, el cual se autorregula positivamente(Martinez-

Laguna et al., en prensa 1999). Esta caracteristica se ha descrito para otros genes que
codifican para activadores transcripcionales de dicha familia de proteinas, como rpB
(Genin et al., 1992), rns (Froehlich et al., 1994), toxT (Brown y Taylor, 1995; Champion
etal., 1997), ureR (D Orazio y Collins, 1995) y mar4 (Martin et al., 1996).
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La cxprcsxén de bfpA se activa a nivel trmmpclonal med1ada por BfpT,
regulandose ambos por temperatura, concentracién de amonio y medio de crecimiento

(Puente et al., 1996; Martinez-Laguna et al en prensa 1999). Las secuencias nucleotidicas
v ~de bfpT'y bfpA muestran 73% de identidad en una regién rica en A/T, localizada arriba de
sus promotores, la cual fue necesaria para la regulacién dependiente de BfpT .en ambos. - ...

genes (Bustamante et al., 1998) (Fig. 3). A este respecto, no se encontré homologia entre
1a regidn reguladora de bfpA y eae, el gen que codifica para la intimina de EPEC, y el cual
se reportd que es regulado por el producto de bfp# y no por BfpT (Gomez-Duarte y Kaper
1995). Por otra parte, trechos ricos en A/T, localizados amiba de la region de -35, se han
implicado en la regulacién de genes controlados por otras proteinas de la familia AraC,
como Rns (Froehlich et al., 1994; Murphree et al., 1997), CfaD (Jordi et al., 1992), ToxT
(Higgins y DiRita, 1994; Brown y Taylor, 1995} y VirF (Tobe et al., 1993).

Por otro lado, BfpV parece modular negativamente la expresion de bfp4 y de b/fpT,
ya que en su ausencia se incrementa la expresion de bfpA dependiente de BfpT, y el nivel
de RNAm de 4fpT (Sanchez-SanMatin, datos ano publicados). Asi, el aumento en la
expresidn de bfpA, producido por la ausencia de bfpV, podria deberse a un incremento en
la expresion de BfpT.

A BfpW se le ha involucrado en la regulacién de algunos genes de la region LEE
como el eae y los genes esp (Gémez-Duarte y Kaper 1995; Kenny y Finlay, 1995). A este
respecto, la activacion de dichos genes podria llevarse a cabo a través de BfpT, activando la
expresion de BfpW. De manera interesante, a diferencia de lo antes mencionado,
recientemente en el laboratorio se enconcontré que el gen orf!, localizado en la region LEE,
activa la expresion de algunos genes como tir/ eae, sepZ y escV; asimismo, se vié que la
expresion de tirfeae no es dependiente de BfpW (Sanchez-SanMartin et al., datos no
publicados; Bustamante et al., datos no publicados). A la fecha no se. conoce con detalle
como se lleva a cabo. esta regulacién y el porqué de las diferencias entre lo reportado

anteriormente y lo que se vio en el laboratorio, lo cual esta por definirse.
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