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RESUMEN

Escherichia coli enterohemorrdgica (EHEC) es una importante bacteria patogena para los
humanos, siendo el serotipo O157:H7 el principal implicado en epidemias esporddicas de
Colitis Hemorragica (CH) y Sindrome Urémico-Hemolitico (SUH), enfermedades que
llegan a ser mortales principalmente en nifios pequefios y ancianos. EHEC pertenece a una
familia de patégenos conocida como A/E (“Attaching and Effacing” o Adherencia y
Destruccién), capaces de producir lesiones caracterizadas por la destruccién de las
microvellosidades de las células epiteliales del intestino y por la reorganizacion de diversas
proteinas del citoesqueleto de la célula huésped en estructuras denominadas pedestales.
Ademas, produce al menos dos potentes citotoxinas denominadas Stx (“Shiga toxin-like”),
responsables de gran parte de los sintomas asociados a las enfermedades producidas por
EHEC.

Los genes necesarios para la formacion de las lesiones A/E estan codificados en una isla de
patogenicidad llamada Locus de Destruccion del Enterocito o LEE (“Locus of Enterocyte
Effacement”) en el cromosoma de EHEC. Esta isla estd dividida en cinco grandes operones
que codifican diversos factores de virulencia, un Sistema de Secrecion Tipo III, diversas
proteinas efectoras secretadas, chaperonas, proteinas translocadoras y reguladores. Ler es
un regulador transcripcional positivo de los genes del LEE y codificado por el primer gen
del operén LEE], ubicado en la isla de patogenicidad.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar la regulacion transcripcional del gen ler de
EHEC. Para esto se construyeron una serie de fusiones transcripcionales al gen reportero
cat, de la regién promotora de ler. La expresion de estas fusiones fue evalulada en
diferentes fondos genéticos y condiciones de crecimiento.

Todas las fusiones generadas fueron inactivas en un fondo genético de E. coli no patégena
(i.e. K-12), demostrando que se requiere de un factor especifico de EHEC para la
activacion de ler. Ademas, la eliminacion de una regién reguladora entre la posicion —402 y
-268, contribuy6 a una mayor expresion de ler, sugiriendo que dicha region se encuentra
involucrada en un control negativo de la expresion del gen.

Recientemente, se describié un nuevo regulador global codificado en el LEE, GrlA, que
afecta de manera positiva la expresion de ler. En este estudio en una mutante en dicho
regulador se disminuye la expresion de las fusiones ler-cat, pero no de manera dramatica,
como se ha observado para Citrobacter rodentium, indicando que, si bien se requiere de

este regulador para una expresion 6ptima de ler, no se trata de un factor esencial.



Asi mismo, como se ha reportado para EPEC (Escherichia coli enteropatdgena), se
demostré que el regulador global IHF (“Integration Host Factor”) es esencial para la
expresion de ler, pues en una cepa de EPEC AikhfA se abolio la expresion de las fusiones.
Por otro lado, se evalu6 el efecto en la expresion de las fusiones al cultivar las cepas en los
medios de cultivo DMEM y M9, sin encontrarse diferencias en la expresion. Ademds, en
EHEC la expresion de ler no se vio afectada al afiadir amonio al medio de cultivo, lo que
contrasta con lo que se ha reportado para el gen ler de EPEC, el cual es reprimido por
amonio.

En EHEC se ha reportado un segundo promotor de ler, o promotor proximal, el cual no es
compartido con EPEC, cuya presencia podria implicar diferencias en el mecanismo
regulador de ler entre EHEC y EPEC. Para corroborar su existencia y su papel en la
regulacion, se llevé a cabo un experimento de “primer extension™; sin embargo, en este
experimento no se detectd un producto que iniciara de dicho promotor. Asi mismo,
mutantes en la caja -35 del promotor proximal se comportaron igual que las fusiones
silvestres, sugiriendo que dicho promotor no existe.

Aunque se encontraron datos interesantes sobre la regulacion del gen ler en EHEC, se
propone que algunos aspectos relacionados al papel que juegan diferentes reguladores
como H-NS y GrlA, asi como al efecto de las condiciones de crecimiento y la presencia de,
por ejemplo, el amonio en el medio de cultivo, sean evaluados en mayor detalle y desde
otras perspectivas, con el fin de entender mejor el mecanismo de regulacién.



INTRODUCCION

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, la cual comprende al menos 157 especies agrupadas en 29 géneros®’, y
ha sido por mds de medio siglo el principal modelo para realizar estudios sobre fisiologia,
bioquimica, genética, biologia molecular, asi como sobre al papel fisiolégico de las
bacterias entéricas como parte de la microbiota intestinal*” %,

La mayoria de las cepas de E. coli se consideran inocuas para sus organismos
hospederos; sin embargo, existen cepas patégenas para animales y humanos®® ** % 3%,
Estas se diferencian porque expresan factores de virulencia que han sido adquiridos,
probablemente, en eventos de transferencia horizontal ' *’ *. Se conocen alrededor de
200 cepas de E. coli patégenas que causan diversas enfermedades en humanos, por
ejemplo: varios tipos de diarrea, infecciones del tracto urinario (UTI’s) y sepsis/meningitis.
Las cepas causantes de diarrea se han dividido en varias categorias con base,

36, 47.

principalmente, en el mecanismo de virulencia® *"***, Asi, se han descrito los siguientes

grupos:

E. coli enterotoxigénica (ETEC): causa la llamada “diarrea del viajero”, la cual es

acuosa y se contrae al ingerir agua y alimentos contaminados. Estas cepas producen al
menos una de dos enterotoxinas, termoestable y termoldbil. Colonizan la superficie de la
mucosa del intestino delgado por medio de un conjunto de fimbrias denominadas factores
de colonizacién, o CFAs* >,

E. coli enteroinvasiva (EIEC): produce diarrea acuosa y algunos pacientes pueden

desarrollar enfermedad tipo disenteria, cuyos sintomas son virtualmente idénticos a los
producidos por Shigella spp. Invade el epitelio coldnico y elabora una o més enterotoxinas
secretoras™® >,

E. coli enteropatégena (EPEC): es la causa predominante de diarrea en nifios

menores de 2 anos en paises en vias de desarrollo. Produce la lesién de Adherencia o
Destruccién o A/E (“Attaching and Effacing™) y la mayoria de las cepas poseen un
pldsmido de alto peso molecular involucrado en un fenotipo caracteristico llamado

Adherencia Localizada, que contribuye de manera importante a la virulencia de estas

CepaSB& 52. 5‘9.

E. coli enterohemorrdgica (EHEC): causa epidemias esporddicas de colitis
hemorragica (CH) y sindrome urémico-hemolitico (SUH), o “enfermedad de las

hamburguesas”, a causa de la produccién de una potente citotoxina denominada Stx. Al



igual que EPEC produce las lesiones A/E y algunas cepas contienen un pldsmido de alto
peso molecular (pO157), el cual codifica para factores potenciales de virulencia® **>*%,
E. coli enteroagregativa (EAEC): se asocia con diarrea pedidtrica de tipo acuoso y a

menudo mucoide. Presenta un patrén de adherencia agregativa sobre las células que infecta;

produce las enterotoxinas EAST1, Pet y una hemolisina™ %,

E. coli difuso-adherente (DAEC): produce diarrea acuosa persistente en nifios entre
2 y 5 aiios. Se adhiere de forma difusa a las células epiteliales, promoviendo dafio a las

microvellosidades después de su adherencia; no se le conoce alguna toxina™ ** ™.

E. coli enterohemorragica

EHEC pertenece a un subgrupo de E. coli también llamado STEC (“Shiga-Toxin
producing E. coli”), caracterizado en 1977 por Konowalchuk er al.>. El serotipo O157:H7
es el agente causal de la Colitis Hemorragica (CH) y del Sindrome Urémico-Hemolitico
(SUH), con al menos 60,000 casos y 50 muertes al afio”’. Fue reconocido como patégeno
humano en 1982 y después en 1983 por Karmali et al., quienes reportaron una probable
asociacion entre la infeccién con STEC y el SUH***%,

EHEC es transmitida a través de alimentos contaminados o mal cocinados,
particularmente de origen bovino, y tiene una dosis infectiva de 10-100 organismos, con un
alto grado de incidencia en Norteamérica, Reino Unido y Japén®**#" %3 | as infecciones

son esporddicas, siendo los nifios y adultos mayores los mds susceptibles a la infeccién y a
desarrollar el SUH.

Patogenicidad

Luego de su paso por el estomago, EHEC debe establecer la colonizacion
adhiriéndose a las células del epitelio intestinal. El fenotipo de adherencia varia ain dentro
de las cepas O157:H7, de difuso a localizado™.

Se han identificado potenciales factores de adhesion en EHEC codificados en la isla
de patogenicidad LEE o fuera de ella’* ™. Entre éstos, la presencia de un plasmido de alto
peso molecular llamado pO157 se ha correlacionado con la expresién de fimbrias y
adherencia a células epiteliales Henle 407". Torres y colaboradores en el 2002%
caracterizaron en el cromosoma de EHEC, un operén que codifica para una fimbria, el cual
mostré gran similitud con el operén de la fimbria polar de Salmonella enterica serovar
Typhimurium. Los autores proponen que este operén facilita la adherencia de la bacteria,
favoreciendo la formacién de microcolonias. Por otro lado, OmpA, una proteina altamente
conservada entre las enterobacterias, también se ha involucrado en la adherencia de EHEC
a células HeLa y Caco-2".



Asi, diversos elementos estdn involucrados en el mecanismo de adherencia de
EHEC a las células del epitelio intestinal. Sin embargo, ain se desconoce el mecanismo
inicial de adherencia de la bacteria a la célula huésped y su papel dentro del mecanismo de
patogenicidad.

EHEC coloniza el intestino grueso, donde causa las lesiones referidas como de
Adherencia y Destruccién o A/E (“Attaching and Effacing”), también producidas por otros
patégenos como Escherichia coli enteropatégena (EPEC) y Citrobacter rodentium, debido
a la presencia en el cromosoma de una isla de patogenicidad llamada Locus De Destruccion
del Enterocito o LEE (“Locus of Enterocyte Effacement”)'® %% |a cual se describe mds
adelante. Esta lesion se caracteriza por la destruccién de las microvellosidades de la célula
epitelial intestinal, la adherencia intima de la bacteria a la membrana de la célula huésped y
la acumulacion de actina polimerizada en estructuras tipo pedestal por debajo de las
bacterias adheridas.

Después del primer contacto de la bacteria con su célula hospedera, la bacteria se
pone en contacto mds intimo con la célula a través de un Sistema de Secrecién Tipo 111
(SSTT)* °" ™ (Fig. 1). Dichos sistemas son codificados en islas de patogenicidad de
patégenos de plantas y animales, permitiendo a la célula secretar e inyectar proteinas
efectoras al citosol de la célula huésped.

El SSTT se compone de aproximadamente 20 proteinas, de las cuales la mayoria se
localizan en la membrana interna y son homdélogas al aparato de biosintesis flagelar sobre
todo de bacterias Gram-negativas® ™. Es independiente de otras vias de secrecién celular
bacteriana, pero dicho proceso es regulado por sefales ambientales como el contacto con la
célula hospedera®®'.

En el caso de EHEC los componentes principales del canal de translocacién son las
proteinas EspA, EspB y EspD®'. EspA es la subunidad mayor de un filamento hueco que se
forma en la superficie bacteriana, mientras que EspB y EspD forman un translocén en la
membrana celular del huésped. En conjunto, conforman una jeringa molecular a través de
la cual son liberadas diversas moléculas efectoras al citoplasma, via el filamento EspA,
reconociéndose a EspF, EspG, EspH, Map, Tir y una proporcién de las mismas EspB y
EspD (Fig. 1). Al momento se han descrito diversas funciones para las proteinas efectoras;
asi, EspF esta involucrada en la muerte celular de la célula huésped, aparentemente por
apoptosis''; EspH reprime la formacién de filopodios y potencia la formacién de pedestales
de actina’'; Map, por otro lado, est4 involucrada en la formacién de filopodios y es dirigida
a la mitocondria, donde interrumpe su funcién en el mantenimiento del potencial de
membrana® **. Para EspG no se ha definido atin un papel en la virulencia, aunque muestra
homologia con VirA, una proteina efectora secretada por el SSTT de Shigella flexneri®.
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Figura 1. Sistema de Secrecién Tipo IIl (SSTT). EspA forma una estructura filamentosa y hueca en la superficie
bacteriana, mientras que EspB y EspD forman un poro que se inserta en la membrana celular del huésped. Esta
estructura permite el paso de diversas moléculas efectoras, tales como Tir, EspB, EspD, EspF, EspG, EspH y Map,
conduciendo a diversos cambios en las vias de sefializacion celular del huésped, que provocan, por ejemplo, el
reordenamiento de proteinas del citoesqueleto (modificado de Vallance y Finlay, 2000™).

La secrecion de los efectores mencionados conduce a diversos cambios en las vias
de transduccion de sefales del huésped, tales como la activacién de la cascada de inositol
trifosfato, aumento en el nivel intracelular de calcio™, induccién de la respuesta
inflamatoria y, caracteristicamente, la reorganizacion del citoesqueleto™ **, llevando a la
destruccién de las microvellosidades de la célula epitelial intestinal y a la pérdida de la
capacidad de absorcion, conduciendo probablemente a la enfermedad diarreica con la cual

se asocia la infeccién™.

Entre las proteinas translocadas, y cuyo papel en la colonizacién e induccién de las
lesiones A/E estd muy bien documentado, se encuentra el Receptor Transclocado de

Intimina o Tir (“Translocated Intimin Receptor”)'® '* 3

¥, Una vez en el citoplasma
celular, Tir es insertada en la membrana y actiia como el receptor para una proteina de
membrana externa bacteriana llamada Intimina® * (Fig. 2B). La interaccién Tir-Intimina
dispara el reordenamiento de diversas proteinas del citoesqueleto, particularmente de
actina, conduciendo a la formacién de estructuras caracteristicas, conocidas como

pedestales, por debajo de la bacteria adherida'® > ' %238 4.3

(Fig. 2A). Es interesante que
en EPEC y C. rodentium, se ha demostrado que la formacién de pedestales in vitro es
dependiente de la fosforilacién en un residuo de tirosina en la posicién 474, el cual no estd
presente en la proteina Tir de EHEC™ "> o cual, se ha postulado, indica que el proceso

de formacién del pedestal es diferente entre estos organismos.
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Figura 2. A) Diagrama esquemdtico del pedestal de actina; se muestran otras proteinas localizadas en el sitio de
reclutamiento (modificado de Vallance and Finlay™). B) Micrografia de transmisién electrénica de células
epiteliales HEp-2 infectadas con EHEC. La punta de flecha indica la presencia de la bacteria adherida; en el
recuadro, un acercamiento (tomado de Ismaili er al.*).

Factores de virulencia en EHEC

Stx. Ademas de la lesion A/E, EHEC se caracteriza por producir una o dos
citotoxinas tipo Shiga o Stx, denominadas asi por su homologia a la toxina de Shigella
dysenteriae, codificadas en una variedad de bacteriofagos, y la cual es responsable de la
mayoria de los sintomas de la CH y del SUH. Los miembros de esta familia de toxinas
comprenden una subunidad catalitica A y 5 subunidades B’.

Una de las subunidades B se une al receptor glucolipidico globotriaosilceramido 3
(Gbs), cuya funcién es desconocida y se encuentra en las membranas de las células
eucariontes. Después de la endocitosis mediada por el receptor, la subunidad A, con
actividad N-glicosidasa, se vuelve enzimaticamente activa, cortando un residuo de adenina
en el rRNA 28S, inhibiendo la unién del aminoacil tRNA dependiente del factor de
elongacién 1, previniendo la elongacién de la cadena peptidica, inhibiendo la sintesis de
proteinas y causando finalmente la muerte celular™ .

pO157. Como se menciond anteriormente, algunas cepas de EHEC, particularmente
aquellas de serotipo O157:H7, contienen un plasmido de 60 MDa, el cual codifica un gran
niimero de factores de virulencia conocidos o potenciales”. Entre estos se encuentra una
citotoxina-enterohemolisina de la familia RTX que, se ha propuesto, le permite a EHEC
usar la sangre liberada al intestino como una fuente de hierro, estimulando asi su
desarrollo™. También contiene una serin-proteasa denominada EspP, la cual comparte

homologia con una familia de proteinas llamadas autotransportadoras’®. EspP es capaz de



cortar el factor de coagulacién humano V, lo que podria contribuir a la hemorragia
observada en la CH; ademads, se han encontrado anticuerpos contra esta proteina en suero
de nifios infectados con EHEC™.

Locus de Destruccion del Enterocito (LEE)

Todos los factores necesarios para la formacion de la lesion A/E estan codificados
en la isla de patogenicidad Locus de Destruccion del Enterocito o LEE, de 35.6 kb,
insertada en el minuto 82 del cromosoma de EHEC. El LEE contiene 41 genes y se ha
dividido en tres regiones funcionales y en al menos cinco operones principales'? '* ?'- 2. 2%
31-%657 (Fig. 3). Los operones LEE], LEE2 y LEE3 codifican para los componentes del
SSTT; el operén LEE4 codifica para las proteinas secretadas a través de dicho sistema o
Esp’s, incluyendo a EspA, EspB y EspD, las cuales forman el translocén de secrecion. El
operén LEES o tir contiene a los genes que codifican para Tir, CesT, la chaperona de Tir, y
la intimina, proteinas importantes para la adherencia intima de la bacteria con la célula
huésped. El LEE estd altamente conservado entre las diferentes cepas de EHEC, EPEC y C.

rodentium, con una mayor divergencia en los genes codificantes para las proteinas

secretadas'® %",
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Figura 3. Isla de patogenicidad LEE. El Locus de Destruccion del Enterocito estd compuesto de tres grandes regiones
funcionales organizadas en cinco operones principales. LEE], LEE2 y LEE3 contienen los genes que codifican para el
SSTT; LEES o Tir codifica a Tir, su chaperona CesT, e intimina, necesarias para la adherencia intima; y LEE4
codifica la mayoria de las proteinas secretadas (modificado de Elliott ef al.).

Regulacion Genética

Cabe mencionar que gran parte de lo que se conoce sobre regulacién genética de los
factores de virulencia en los patégenos A/E proviene del estudio de EPEC. Asi, los genes
del LEE son regulados de manera positiva por el regulador codificado en el LEE o Ler, el
producto proteico de ler, el primer gen del operén LEE]™ '» 2!+ 2 24 27, 32 31. 35, 64. 63, 66
Participan también proteinas y sistemas reguladores globales como el sistema de deteccion

por consenso o “quorum-sensing”"* '+ 349%67-% a5 proteinas nucleoides de E. coli, IHF***"



.60 y H-NS* 732 %9 "y diversas sefiales ambientales™ . A continuacién se menciona

brevemente como interviene cada uno de estos reguladores en la expresion de los genes del
LEE.

Sefales ambientales. Los factores de virulencia estdn estrechamente regulados por

varias sefiales ambientales, las cuales incluyen temperatura, concentracion de iones,
osmolaridad, pH, disponibilidad de fuentes de carbono y niveles de oxigeno™ *. El
crecimiento en medio de cultivo para células eucariontes, por ejemplo DMEM, a 37°C,
provee las condiciones 6ptimas para la expresion de los genes de virulencia del LEE™ '® "
626 El crecimiento en medio rico, como el LB, y temperaturas por abajo o por arriba de
37°C, regulan negativamente la expresién de dichos genes” > *. En EPEC el amonio juega
un papel represor, no asi en EHEC; mds aiin, la activacién del promotor del operdén
policistronico LEE4, que codifica para las proteinas EspA, EspB y EspD, es independiente
de amonio, pero es inducida por alta osmolaridad y crecimiento a 37°C’.

“Quorum-sensing”. El “quorum-sensing” o “deteccién por consenso” es un

mecanismo de senalizacion célula-célula que involucra la produccién de compuestos tipo
hormona, llamados autoinductores, en un ambiente dado, con los cuales la bacteria percibe
incrementos en su poblacién, asi como en la de otras bacterias®. Cuando los autoinductores
alcanzan una cierta concentracién umbral en el medio, estos difunden hacia el interior de la
bacteria para interactuar con proteinas reguladoras, controlando la expresion génica®. Estos
sistemas se han reportado para una gran variedad de organismos Gram-positivos y
negativos, incluidos E. coli, Salmonella spp, Vibrio spp, entre otros. Este tipo de regulacién
estd involucrado en distintos eventos bioldgicos, por ejemplo, en Vibrio fischeri regula la
bioluminiscencia en el calamar; en Pseudomonas aeruginosa regula un nimero de factores
de virulencia, la produccién de elastasa y la formacién de biopeliculas' % En
Agrobacterium tumefaciens regula la transferencia conjugal y en Staphylococcus aureus
regula la virulencia.

De acuerdo a algunos reportes, los genes del LEE son regulados por “quorum-
sensing” a través de QseA, al activar los operones LEEI, LEE2, LEE3 y LEES via Ler® "
* (Fig. 4). QseA es un regulador de la familia LysR y tiene homologia con otros
reguladores de virulencia, tales como PtxR de P. aeruginosa 'y AphB de V. cholerae®. El
papel de QseA es controversial, ya que en una mutante en gseA se reducen las cantidades
secretadas de Tir, EspA y EspB, pero atn produce la lesién A/E®. También se ha

identificado otro regulador perteneciente al sistema de “quorum-sensing”, SdiA, el tinico



homdlogo de LuxR en E. coli, la proteina reguladora de la actividad luciferasa en V.
fischeri. SdiA regula negativamente la expresién de EspD e intimina™.

8 H- NS
Ler + ‘
BlpA
QSQA + . GI‘
Regi(m LEE
Sistema de Secrecién Tipo I1I Adherencia intima Proteinas

Secretadas
Figura 4. Modelo de regulacién de los genes del LEE. Ler es el regulador positivo de los genes del LEE, que al

vencer el efecto represor ejercido por el regulador global H-NS, activa la transcripcién de los operones LEE2 y LEE3,
compitiendo por sitios de unién a DNA, activando también a los operones LEE4 y LEE5. A su vez, Ler es regulado
positivamente por el regulador global IHF, y por “quorum-sensing” a través de QseA. En EPEC, ademads se ha
descrito que Ler depende de otro regulador global, Fis, y de BipA, un miembro de la superfamilia de GTPasas de
unién a ribosoma *

Ler (“LEE -encoded regulator™). Esta relacionada a proteinas miembros de la
familia H-NS/StpA de unién a DNA, con mayor similitud hacia el extremo carboxilo
terminal, que contiene el dominio de unién a DNA* ", Ler es capaz de regular la expresion
de genes de virulencia codificados dentro y fuera del LEE y es necesaria para la formacién
de las lesiones A/E, la secrecién de las protefnas efectoras y para la translocacién de Tir™>
3'; no afecta la produccién de la Stx ni de la enterohemolisina codificada en el pO157*. Por
otro lado, en una mutante en /er se modifica el patrén de adherencia, haciendo que la
bacteria se hiperadhiera con un patrén agregativo, identificindose nuevas fimbrias que no
se observan en la cepa silvestre® >, y las cuales podrian ser responsables de la adherencia
inicial a la célula huésped. Ler activa a los operones LEE?2 al LEES, pero no se autorregula”
22,32, 51, 55, 64, 66'

El modelo actual de regulacién por Ler propone que actia como desrepresor
desestabilizando el complejo represor formado por H-NS sobre las regiones reguladoras del
LEE?2 al LEES"*** " compitiendo por los sitios de unién al DNA” * 7, Es probable que
también se una a las regiones reguladoras del LEE4 y LEE5 como se ha descrito para el
LEE2 y LEE3 (Fig. 4).

IHF (“Integration Host Factor”). Es una proteina heterodimérica muy abundante en
E. coli (20,000 a 100,000 moléculas por célula) de 21.8 kDa, miembro de la familia de

proteinas tipo histona® * *, Se une al DNA en sitios consenso altamente especificos de
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proteinas tipo histona®® * ®. Se une al DNA en sitios consenso altamente especificos de
aproximadamente 35 pb, con lo cual induce curvaturas para formar complejos
nucleoproteicos y permitir, en la mayoria de los casos, la transcripcion de genes
involucrados en diversos procesos celulares tales como recombinacién sitio-especifica,
replicacién del DNA, transposicién y empacamiento **®.

Dentro de la cascada de regulacion del LEE, se ha observado que en mutantes en la
subunidad iAfA se disminuye drdsticamente la produccion de las proteinas Tir, intimina,
EspB y EspF y no hay reorganizacién de actina®’. IHF es esencial para la formacién de las
lesiones A/E, regulando positivamente la expresion del operén LEE] al unirse corriente
arriba de la secuencia promotora —35*" (Barba et al., datos no publicados) entre las

posiciones —83 y —53 (Fig. 4). Asi mismo, mutantes en el sitio de unién a IHF no producen
Ler”.

H-NS (“Histone-like nucleoid-structuring protein”). Es una proteina asociada a

nucleoide de 15.6 kDa, también miembro de la familia de proteinas tipo histona, que se une
al DNA, preferencialmente hacia secuencias intrinsecamente curvadas y ricas en AT*", H-
NS regula de manera negativa la expresién de genes involucrados en diferentes procesos

celulares, incluyendo la virulencia, en respuesta a sefiales ambientales como la

temperatu ra ",

H-NS causa el silenciamiento de los promotores LEE2 y LEE3 por uni6n preferente
a las Secuencias Reguladoras Silenciadoras (SRS) 1 y 2, descritas por Bustamante y
colaboradores en el 20017, requeridas para la regulacién negativa de los operones LEE2 y
LEE3 en ausencia de Ler, impidiendo el reconocimiento del promotor por la RNA
polimerasa”® . Adem4s, regula al LEE4, LEES y al gen espG*>*"* (Fig. 4).

GrIR y GrlA. Entre los operones LEE] y LEE2 se encuentran dos marcos de lectura
abiertos recientemente descritos, correspondientes a orfl0y orfl1, ahora griR y grilA,
respectivamente'”. Dichos genes codifican para dos nuevos reguladores de la expresién de
ler y de otros genes del LEE. GrIR se propone como un modulador negativo, pues la
sobreexpresion de este gen disminuye la expresion de ler. GrlA, por el contrario, se
propone que actia como un activador (Fig. 4), dado que en una mutante en griA se abate la
expresion de ler. Mds atin, una doble mutante en ler y grlA, al ser complementada con ler,
recupera el fenotipo silvestre, pero la misma mutante complementada con gr/A no lo hace,
por lo que se propone que grlA actia corriente arriba de ler en la cascada de regulacién'
(Barba et al., datos no publicados).
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En el modelo de regulacién propuesto de los genes del LEE, IHF y GrlA se unen
antes del promotor de ler, activando su transcripcién. Ler activa a los operones LEE2 a

LEES, venciendo la regulacion negativa ejercida por H-NS, compitiendo probablemente por
la unién al DNA.

Sorprendentemente, y a diferencia de lo descrito en EPEC, para EHEC se han
reportado dos promotores en ler®, uno proximal, que se encuentra a 32 pb corriente arriba
del sitio de inicio de la traduccién, presente sélo en EHEC, y otro que se encuentra 169 pb
corriente arriba (promotor distal), comtn entre ler de EPEC y EHEC®. Al hacer un
alineamiento de las regiones reguladoras del gen en ambos organismos, en EPEC se
encontré una duplicacion de 6 nucleétidos (ATAAGG) en una regién que corresponderia a

una probable regién -10 del promotor proximal LEE] de EHEC, interrumpiendo dicho
promotor”” (Fig. 5). La relevancia del promotor proximal en EHEC no se ha estudiado, ni

tampoco su funcionalidad, aunque es posible que implique diferencias en la regulacién del
gen y, en consecuencia, del resto de genes bajo el control de /ler.
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Figura 5. A) Experimento de “primer extension” mostrando los promotores de ler y sus respectivos sitios de inicio de
la transcripcion (Sperandio er al."’). B) Comparacién de las regiones promotoras de los genes ler de EHEC (O157:H7)
y EPEC (0O127:H6), en EPEC se muestra una duplicacion (ATAAGG) que interrumpe la regién correspondiente a la
probable secuencia -10 del promotor proximal de EHEC (tomado de Elliott er al.™).
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JUSTIFICACION

En virtud del papel que Ler juega como regulador central de la transcripcion de los
factores de virulencia en EHEC y a la propuesta de que existe un segundo promotor en la
region reguladora de EHEC, que podria implicar diferencias en el mecanismo regulador en
respuesta a sefiales ambientales y fisiolégicas con respecto a EPEC y C. Rodentium,
consideramos importante estudiar su regulacién. Se creia que Ler era el inico regulador de
los genes del LEE codificado en el LEE; sin embargo, la reciente descripcién de los nuevos
reguladores GrIR y GrlA, abre la posibilidad de encontrar datos interesantes que ayuden a
completar la cascada de regulacion, ya amplia hasta el momento, y a entender mejor el
mecanismo de regulacion de los genes de virulencia involucrados en la patogénesis A/E,
especificamente en los codificados en el LEE de EHEC.

HIPOTESIS

Ler es un regulador positivo de los genes de virulencia codificados por el LEE en EHEC,
EPEC y C. rodentium. Existen diferencias en el mecanismo de regulacion de ler entre
EHEC y EPEC, no obstante que la secuencia nucleotidica de la regién reguladora de ler
esta altamente conservada entre dichos patégenos. Dichas diferencias estdn dictadas por la
presencia de un segundo promotor en la region reguladora proximal de ler en EHEC, que
permite que su regulacién, en relacién a la cinética de expresién, y su comportamiento en

respuesta a las condiciones de crecimiento y a reguladores transcripcionales, sea distinta
que la del gen ler de EPEC.
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OBJETIVOS

Objetivo general:

>

Estudiar la regulacion de los factores de virulencia de E. coli enterohemorragica
(EHEC).

Objetivo particular:

T

I e

Estudiar la regulacion transcripcional del gen ler en EHEC O157:H7.

Objetivos experimentales:

”

Y/

Construir y caracterizar fusiones transcripcionales al gen reportero cat, conteniendo
diferentes porciones de la regién reguladora del gen ler de la cepa EHEC O157:H7
EDL-933.

Evaluar la expresion de las fusiones ler-cat en las cepas: E. coli K-12 (MC4100),
EPEC O127:H6 (E2348/69) y EHEC O157:H7 (EDL-933).

Evaluar la expresion de las fusiones ler-cat en diferentes condiciones de
crecimiento.

Confirmar el inicio o inicios de transcripcion de ler.

Mutar la caja -35 del promotor proximal propuesto para determinar su funcionalidad
y papel en la expresion de ler.
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MATERIALES Y METODOS

» Cepas bacterianas y medios de cultivo

Las cepas y plasmidos empleados en este estudio se enlistan en la Tabla 1. Las bacterias
fueron cultivadas en medio LB (Luria Bertani; contiene por litro 10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura y 10 g de NaCl, pH 7.5), medio de cultivo para células eucariontes tipo
DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”, Gibco BRL. A un sobre de DMEM se le
adicionaron 3.7 g de NaHCO, y 160 ul de piridoxal 25 pg/ul), o medio minimo M9
(contiene por litro 6 g de Na,HPO,, 3 g de KH,PO,, 1.5 gde NaCl y 1 g de NH,Cl, pH 7.4),
suplementados con los antibiéticos como indica la Tabla 2, o con otros componentes donde

se indica.

Tabla 1. Cepas

plasmidos utilizados en este trabajo.

(posicion -43 a +121)

Cepa Caracteristicas Referencia
EDL933 Cepa EHEC O157:H7 prototipica Perna et al., 20017
E2348/69 Cepa EPEC O127:H6 prototipica; Nal* Levine eral., 1978
MC4100 Cepa E. coli K-12 no patogénica; St* Laboratorio
EDL933 Aler EHEC O157:H7 con una insercién en ler::Km; Km* Vdzquez, Alejandra; IB.--UNAM
EDL AgriA EHEC O157:H7 con una insercién en griA::Km; Km* Vidzquez, Alejandra; [Bt, UNAM
E2348/69 AihfA EPEC Q127:H6 con una insercién en ihf::Km; Km* Morales, Claudia, Tesis de Maestria; BUAP
DH5a Cepa E. coli supE44 AlacU169 (F80 lacZDMI15) Stratagene
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Plasmidos
pKK232-8 Derivado de pBR322, contiene el gen la para la cloranfenicol Pharmacia Biotech
acetil-transferasa (cat) sin promotor; Ap*
plerEH-136 Derivado de pKK232-8, contiene sélo el promotor proximal Este trabajo
de ler (posicidn -136 a +186)
plerEH-268 Derivado de pKK232-8, contiene los dos promotores de ler Este trabajo
reportadosy el sitio de unién a IHF (posicién 268 a +186)
plerEH-402 Derivado de pKK232-8, contiene los dos promotores de ler Este trabajo
reportados, el sitio de pegado de IHF y una regién reguladora
rfo arriba (posicién -402 a +186)
p268PSacll | Plasmido plerEH-268 mutante en el promotor proximal, por la Este trabajo
insercion de un sitio Sacll en la caja —35
p268PBglll | Plasmido plerEH-268 mutante en el promotor proximal, por la Este trabajo
insercién de un sitio Bglll en la caja -35
p402PBglll | Plasmido plerEH-402 mutante en el promotor proximal, por la Este trabajo
insercion de un sitio Bglll en la caja -35
pSEPZ-11 |Derivado del pKK232-8 conteniendo el operén LEE2 de EHEC Laboratorio
(equivalente al pSEPZ-11 de EPEC, posicidn -469 a +121)
pSEPZ-17 | Derivado del pKK232-8 conteniendo el operén LEE2 de EPEC Bustamante et al.”
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Tabla 2. Uso de antibiéticos en los medios de cultivo

Antibiético Abreviatura Concentracién del *“stock” Concentracién empleada
Ampicilina Ap 200 mg/ml 100 pg/ml
Kanamicina Km 25 mg/ml 30 pg/ml
Ac. Nalidixico Nal 25 mg/ml 150 pg/ml
Estreptomicina St 100 mg/ml 100 pg/ml

» Construccion de las fusiones
Los fragmentos de DNA para la construccion de las fusiones se obtuvieron usando los
oligonucleotidos listados en la Tabla 3 por medio de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR).
Como templado se utiliz6 DNA cromosomal de la cepa EHEC O157:H7 EDL-933,

el cual se obtuvo por lisis celular. Brevemente, se inocularon 5 ml de LB con la cepa y se
incubaron durante toda la noche en agitacién a 37°C (sin antibidticos pues la cepa no tiene
resistencia). Al dia siguiente, se obtuvo una pastilla del cultivo, a la cual se le agregaron
100 pl de agua desionizada estéril, se resuspendié e hirvié durante 10 min en un bafio
Maria. Posteriormente, se centrifugé a 12,000 rpm por 3 min, recuperando 100 ul del

sobrenadante, que se usé en la siguiente reaccion.

Reactivo Volumen
DNA genémico (~10 ng) 10 pl
Regulador 10 X 5ul
MgCl, 25 mM Sul
Mezcla de dNTP* 25 mM 8 ul
Oligo F (25 uM) 1 ul
Oligo R (25 uM) 1 ul
Enzima Tagq polimerasa (Altaenzymes, 5 U/ul) 0.3 ul
Enzima Pfu polimerasa (Stratagene, 5 U/ul) 0.2 ul
Agua desionizada 19.5 wl

*dATP, dCTP, dGTP, dTTP (New England Biolabs).

Las condiciones de alineamiento y tiempo de amplificacién variaron en cada reaccién
seglin los pares de oligonucledtidos empleados y del tamaiio del fragmento a amplificar.

Las fusiones se nombraron con base al sitio de inicio de la transcripcién del promotor
distal.
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Cuando fue necesario, el DNA se |
(BIORAD) al 1 6 2%, utilizando el regul

ometié a electroforesis en geles de agarosa

or TAE 1X (contiene por litro 242 g de trisma
base, 136 g de acetato de sodio trihidratado, 37 g de EDTA y 73 ml de 4cido acético, pH

8.0) a 80-100 V. Al final, el gel se tiii6 con bromuro de etidio (0.5 pg/ml), se visualiz6 en

un transiluminador con luz ultravioleta de onda corta (Alphalmager) y se fotografio.

Tabla 3. Oligonucleétidos empleados en este trabajo*

Oligo Secuencia §'a 3’ Caracteristicas
ler260-BHI-F CTCCTG GG/G ATC CACTCGCT Oligonucledtido 5' que se emple6 para generar la
fusién plerEH-402.
ler120-BHI-F ACT AAA TG/G ATC CGC AAT TAT TAA AG Oligonucledtido 5' que se emple6 para generar la
fusién plerEH-268.
ler01-BHI-F | GAA AAC AGA GG/A TCC TAA CATTTT AAG G | Oligonucleétido 5' que se empleé para generar la
fusién plerEH-136.
orfl-H3-R TCT ATA/ AGC TTA ATGTAT G Oligonucleétido reverso que se empled junto con los
tres anteriores para generar las diferentes fusiones.
pKK-8-BHI-F G/GA TCC CTC GGG GAT Oligonucleétido correspondiente a una secuencia del
vector en la regién 5 del gene reportero que se
empleé para secuenciar las tres fusiones anteriores.
pKK-8-H3-R GTT TTC GA/A TAC AG Similar al anterior pero correspondiente a una
secuencia del gen reportero.
ompA TTT GCG CCT CGT TAT CAT ¢CA A Oligonucleétido empleado para detectar el
transcrito del gen ompA por "primer extension"
PP-F-Bglll | ATT TAT ATC ATA/ GAT CTA ATT GTT GGT CC Oligonucleétido mutagénico, introduce un sitio
Bglll que reemplaza la caja =35 del promotor
proximal de ler.
PP-R-Bglll | GGA CCA ACA ATT A/GA TCT ATG ATA TAA AT Complementario al anterior.
PrPF-Sacll CTCACATAATTT ATA TCA TCC GC/G GAT Oligonucleétido mutagénico, introduce un sitio
TGT TGG TCC TTC CTG Sacll que reemplaza la caja -35 del promotor
proximal de ler.
PrPR-Sacll CAG GAA GGA CCA ACA ATC CGC /GGA Complementario al anterior.
TGA TAT AAATTA TGT GAG
SeQICAT CGG TGG TAT AAT CCA GTG AT Oligo que se empled para secuenciar las fusiones
y los pldsmidos mutantes.

*Las diagonales indican el sitio de corte de la enzima; en

de restriccién deseado.

> Digestiones

Los fragmentos de PCR se digirieron ¢
ser clonados en el vector pKK232-8. El
segun la cantidad de DNA a digerir y si er
se digirié con una enzima y después con
segin las indicaciones de cada compaiiia.

negritas se indican los cambios introducidos para generar el sitio

n distintas enzimas de restriccién (Tabla 4) para

lumen de las reacciones vari6 entre 15-30 ul,

sencillas o dobles. Para estas ultimas, primero

otra. Todas las reacciones se llevaron a cabo
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> Ligaciones

Una vez digeridos los productos de PCR y el vector, se llevaron a cabo las reacciones

de ligacién. A continuacién se describe un ¢jemplo:

DNA inserto (~40 ng)

DNA vector (~10 ng)

Regulador 10 X

Enzima T4 DNA ligasa (Promega, 3 U/ul)
Agua

4 pl
6 ul
2ul
0.5 ul
7.5 ul

La mezcla se incubé toda la noche a tempetrtura ambiente (~16°C).

Tabla 4. Endonucleasas de restriccién utilizadas en este trabajo

Endonucleasas | Sitio de restriccién Compaiiia
BamHI G/GATCC Invitrogen
HindIII A/AGCTT Invitrogen
Sacll/SsAl CCGC/GG New England Biolabs/Invitrogen
Bglll A/GATCT Invitrogen
Dpnl GA/TC New England Biolabs

Las diagonales indican el sitio de corte de la endonucleasa.

» Transformacion
Para la transformaci6én de las rea
electrocompetentes como sigue:

Se inocularon 5 ml de LB més los ant|
noche en agitacion a 37°C. Al dia siguient

pciones de ligacién se prepararon células

biéticos con la cepa de interés durante toda la

e, se subcultivé con 200 pl del cultivo anterior,

un matraz con 50 ml de LB y antibi6ticgs y se incubé en agitacién a 37°C hasta una

DOgyonm = 0.6. El matraz se colocé en hielo

durante 5 min a 4°C a 10,000 rpm, obteniendo la pastilla del cultivo.

y, posteriormente, se centrifugé todo el cultivo

La pastilla se lavé dos veces con 20 ml de agua fria estéril y se centrifugé como en el
paso anterior. Posteriormente, las células se lavaron dos veces con 20 ml de glicerol al 10

% frio.

Al final, la pastilla se resuspendié en 1 ml de glicerol al 10 % y se alicuotaron 80 pul de

células en tubos Eppendorf de 0.6 ml, almag

A un tubo de células clectrocompetentT

dependiendo de si se trataba de reacciones

rendndolas a -70°C hasta su uso.

se le agregaron cantidades variables de DNA,
e ligacién o plasmidos. La mezcla se colocé en
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una celda de electroporacién para dar un Jpulso eléctrico (2.5 kV, 25 uF, 5 mseg), en un
aparato “E. coli pulser” (BIORAD). Las félulas fueron transferidas a un tubo Eppendorf
con 1 ml de medio SOC (2 g de bacto triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 200 pl de
NaCl 5M, 250 pl de KCI 1 M, 1 ml de MgCl, 1 M, 1 ml de MgSO, 1 M y 0.36 g de
glucosa, aforado a 200 ml con agua desionizada) y recuperadas durante 1 6 2 horas a 37°C
en agitacion. Posteriormente, se sembraron de 30 a 200 pl de células en placas de LB (LB

mds 15 g de agar por litro) con el antibidtico de seleccién y se incubaron a 37°C.

» Purificacién de DNA |

Cuando se trat6 de obtener DNA a pali’(ir de colonias se purificé por la técnica de lisis
alcalina o “miniprep™:

Se obtuvo una pastilla de células a partir de un cultivo de 4 ml por centrifugacién a
12,000 rpm durante 3 min, en tubos Eppendorf. Se agregaron 200 pl de solucién 1 (4.5 ml.
de glucosa al 20 %, 2 ml de EDTA 5 M, 1.25 ml de Tris-HCI 2 M pH 8.0, aforado a 100 ml
con agua desionizada), se resuspendié y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min.
Posteriormente se agregaron 200 pl de solucién 2 (2 ml de NaOH 10 N, 5 ml de SDS al 20
%, aforado a 100 ml con agua desionizada), se mezclé por inversion y se incubé a
temperatura ambiente por 5 min. Se agregaron 200 ul de la solucién 3 (acetato de potasio 3
M, pH 8.0), se mezcl6 por inversién y se incub6 en hielo por 10 min.

Transcurrido el tiempo, la mezcla se centrifugé durante 10 min a 12,000 rpm. El
sobrenadante se transfiri6 a un tubo Eppendorf nuevo y se le adicionaron 300 ui de fenol
pH 8.0 (Research Organics) y 150 ul de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. Se mezcl6 por
inversién durante 5 min. La mezcla se centrifugé durante 8 min a 12,000 rpm y se
recuperaron aproximadamente 500 pl de la fase acuosa.

Se agreg6 1 ml de etanol absoluto, se mezcl6 por inversién y se centrifugé a 12,000 rpm
durante 15 min a 4°C. Se deseché el sobrenadante y se agregé 1 ml de etanol al 70 %, se

centrifugé a 12,000 rpm durante 10 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y el DNA se sec6
con calor al vacio durante 12 a 15 min.

Finalmente, el DNA se resuspendi6 en 35 pl de agua tridestilada estéril.

También se utiliz6 el estuche comercial “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche)
siguiendo las indicaciones de la compaiiia.
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» Secuenciacion

Una vez que las construcciones se verificaron por patrén de digestion, se procedi6 a la
caracterizacién por secuenciacién segiin el método de Sanger®, usando el equipo comercial
“Termosequenasa” (Amersham).

En principio, se usaron los oligonucleétidos pKK-8-BHI-F y pKK-8-H3-R, los cuales
se marcaron radioactivamente con la siguiente reaccion:

Oligonucledtido (1.25 uM) 0.4 ul
Regulador de cinasa 10 X ' 1 pl
[**P]-YyATP* (5 uCi) 0.4-1 pl
Enzima T4 Polinucleétido cinasa (USB, 30 U/ul) 0.2ul
Agua cbp 10 pl

*depende de su decaimiento.

Esta mezcla se incub6 a 37°C durante 30 min y se inactivé a 75°C por 5 min.

Posteriormente, se preparé la siguiente mezcla de reaccion para secuenciar cada una
de las fusiones:

DNA plasmidico (obtenido por el estuche comercial de Roche) 10 pl

Regulador de Sequenasa 10 X 24l
Oligo radiactivo (reaccién anterior) 1 ul
Enzima Sequenasa (USB, 4 U/ul) 0.6 ul
Agua cbp 20 pl

Por otro lado, en cuatro tubos de 0.5 ml diferentes, se agregaron 4 ul de cada uno de
los dideoxiterminadores (ddATP, ddCTP, ddGTP, ddTTP). Posteriormente, se adicionaron
4 nl de la mezcla de reaccién antes descrita. Las reacciones se sometieron a los siguientes

ciclos en un termociclador:

Evento | Temperatura | Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacién 94°C 5 min 1
Desnaturalizacién 94°C 30 seg

Apareamiento 47°C 30 seg }50
Amplificacién/Extensién 60°C 2 min

Al término, se adicionaron 4 ul de formamida al 95 %, o solucién de paro, a las

muestras. La secuencia se corrié en un gel de poliacrilamida al 8 % (80 ml de solucién de
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acrilamida al 8 %, 250 pl de persulfato de amonio, PSA, al 10 % y 50 pl de
Tetrametiletilendiamina, TEMED), el cual se precalenté 40 minutos a 40 W en regulador
TBE 1 X (Tris-Boratos-EDTA; 108 g de trisma base, 9.3 g de EDTA y 55 g de 4cido bérico
para 1 litro de solucién 10 X). Las muestras se calentaron durante 3 min a 90°C, se
cargaron 6 pl en cada pozo del gel y se sometieron a electroforesis, con corridas de 4, 6, 8 y
hasta 10 horas, segiin el tamafio del inserto. Al término del tiempo de corrida, el gel se sec6
al vacio a 80°C por una hora y se expuso en un cartucho tipo “Phosphorlmager” (Molecular
Dynamics) o bien en una pelicula fotografica.

»> Ensayos de actividad CAT _

La curva de actividad de cloranfenicol acetil-transferasa (CAT) de las fusiones
transcripcionales se llevé a cabo como se describe a continuacién:

Se inocularon matraces con 50 ml de LB con la cepa de interés y los antibidticos

correspondientes. Se incubaron toda la noche en un bafio Maria con agitacién (Amerex
Instruments) a 80 rpm a 37°C. Al dia siguiente se midi6 la DOy, de cada cultivo, se
tomaron 10 ml de cada uno y se centrifugaron durante 5 min a 10,000 rpm, desechando el
sobrenadante.
Las pastillas se lavaron con 10 ml de PBS (Regulador Salino de Fosfatos; un litro de
solucién 10 X contiene 80 g de NaCl, 6.1 g de Na,HPO,, 2 g de KH,PO, y 2 g de KCI, pH
7.0). Se centrifugaron nuevamente durante 5 min a 10,000 rpm. Se ajustd la DOgy,, de los
cultivos a 1.0 con PBS 1 X. Posteriormente se inocularon matraces con 65 ml de DMEM,
adicionados de Ap y LB al 1 %, con 1 ml del cultivo ajustado y se incubaron en el bafio a
37°Cya2l0 rpm.

A la hora 2 de incubacién se tomaron 15 ml del cultivo, registrando la densidad
Optica, se centrifugaron a 4°C por 5 min a 10,000 rpm, se tiré el sobrenadante y la pastilla
se lavé con 900 pl de TDTT (Tris-DTT; 7.5 ml de Tris-HCl 1 M pH 7.8, 4.5 ul de
Ditiotreitol 1 M y 142.5 ml de agua desionizada para un volumen final de 150 ml). Se
centrifugé por 2 min, se deseché el sobrenadante y se guard6 la pastilla a -20°C en tubos
Eppendorf de 1.5 ml.

A la hora 3 se tomaron 10 ml del cultivo y se procesaron como en el paso anterior.
A la hora 4 se tomaron 5 ml, 3 ml a la hora 5, y 1 ml a partir de la hora 6 y hasta la 12,
procesando las muestras como en el paso 6.

Una vez colectadas todas las muestras se resuspendieron en cantidades variables de
TDTT, desde 100 pl para las muestras de la hora 2, hasta 500 pl para las muestras de la
hora 7 en adelante.
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Las muestras se sonicaron por 4-6 ciclos durante 30 seg en un sonicador “Vibra Cell”
(Sonics and Materials, Inc.). Se centrifugaron a 10,000 rpm por 25 min y los extractos se
transfirieron a un tubo nuevo, almacenando pastillas y sobrenadantes a -20°C.

» Actividad CAT y cuantificacién de proteinas

Para la cuantificacién de proteinas, se colocaron 10 ul de la muestra por duplicado en
una microplaca de 96 pozos (Costar) y se agregaron 200 ul de una mezcla de reaccion del
estuche “BCA Protein Assay Reagent" (Pierce). La placa se incub6 durante 30 min a 37°C
y, posteriormente, se realizé la lectura en un lector automatizado de microplacas tipo
CERES 900C (Bio-Tek Instruments Inc.), usando el programa KC3 Jr.

En microplacas de 96 pozos se colocaron 5 pl de muestra por duplicado y se agregaron
200 wl de una mezcla de reaccién que contenia 1 mM de DNTB (5,5'-ditio-bis-2-acido
nitrobenzoico, Research Organic, Inc.), 0.1 mM de Acetil-CoA (Pharmacia Biotech), 0.1
mM de cloranfenicol (Sigma), en 0.1 M de Tris-HCI pH 7.8. La lectura de absorbancia a

410 nm se llevé a cabo en el mismo lector de microplacas usando el programa KC3 Jr en el
modo de cinética.

La actividad especifica de CAT en pmol/mg-min se determiné dividiendo la lectura de

la actividad de CAT entre la concentracién de proteinas.

» “Primer Extension”

Para la obtencién de muestras se inocularon 5 ml de LB mads antibiéticos con la cepa de
interés y se preincubé en agitacién a 37°C, durante toda la noche.
Al dia siguiente se reinocularon 50 ml de DMEM mds Ap y LB al 1 %, con 1 ml del
inéculo de toda la noche ajustado a una DOyy,,,= 1.0 con PBS 1 X.
Se tomaron 20 ml del cultivo a una DOyy,,,.= 1.0, obteniendo una pastilla por centrifugacién
a 4°Ca 10,000 rpm durante 5 min; se deseché el sobrenadante.

Se extrajo el RNA de las muestras obtenidas usando un estuche comercial de
extraccion de RNA “RNeasy Mini Kit” (QIAGEN), segiin las instrucciones del proveedor.
Al término de la extraccion, el RNA fue resuspendido en 100 pl de agua tratada con DEPC
(Dietil Pirocarbonato, 100 ul en 100 ml de agua desionizada), un agente alcalinizante
altamente reactivo empleado para inactivar RNasas en reguladores y materiales de vidrio.
Se cuantific6 la concentracién del RNA a 260 y 240 nm con luz UV en un
espectrofotémetro y, posteriormente, se sometié a electroforesis en un gel de agarosa al 2 %
tratado con tiocianato de guanidina, una sal caotrépica desnaturalizante de proteinas, con
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fuerte actividad inhibidora de ribonucleasas empleada en la extraccién de RNA®.
Finalmente, se tifi6 el gel y se fotografié como se mencioné anteriormente.

A continuacion, se estandarizaron las condiciones de reaccién del “primer extension” para
las muestras como sigue:

Hibridacion
RNA 30 ug
Agua DEPC cbp 25 pl
NaCl 5 M 1.88 ul
Tris 1M pH 8.0 0.89 ul
Oligo radioactivo (~5 nCi) 0.8 pl

Esta mezcla se incub6 en un bloque a 90°C durante 3 min. Posteriormente, se retir6
el bloque dejidndolo enfriar a temperatura ambiente hasta una temperatura de
aproximadamente 50°C, entonces se preparé la mezcla para la segunda reaccién:

Extensiéon
Inhibidor de RNasa (Invitrogen, 40 U/ul) 1.77 pl
Regulador 5 X 10 pl
DTT 100 mM _ S5ul
dNTP’s 25 uM 1.5 ul
Enzima AMV-RT (USB, 15 U/ul) 0.8 ul
Agua DEPC cpb 50 pl

La mezcla de ambas reacciones se incubé durante 3 horas a 42°C y, posteriormente,
se concentrd por precipitacion con butanol. A la reaccién se le agregé 1 ml de butanol, se
mezclé por pipeteo y se centrifugé durante 15 min a 14,000 rpm. Esto se repitié cuantas
veces fue necesario para obtener 2 fases. Posteriormente, se tomé la fase superior, se
centrifugé y la pastilla se lavé con 1 ml de etanol al 70 %, centrifugando durante 3 min a
14,000 rpm; este paso se repitié 3 veces, desechando el sobrenadante. Finalmente, se
resuspendi6 la pastilla en 5 pl de agua desionizada y se agregaron 3 pl de solucién de paro.

Las muestras fueron sometidas a electroforesis en un gel de secuencia como ya se
describid.
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Para el control de ompA las condiciones fueron las siguientes:

Hibridacién
RNA 3ug
Agua DEPC cbp 25 ul
NaCl 5 M ' 1.35 pl
Tris 1 M pH 8.0 0.64 pl
Oligo radioactivo (~5 uCi) 1wl

Extensién
Inhibidor de RNasa . 1.22 pl
Regulador 5 X 7.2l
DTT 100 mM 3.6u
dNTP’s 25 uM 1.1l
Enzima AMV-RT 1 ul
Agua DEPC cbp 36 ul

Ambas reacciones se incubaron y precipitaron como ya se describi6.

» Mutagénesis sitio-dirigida

Se empleé como molde el DNA de las fusiones previamente obtenidas, siguiendo el
protocolo de mutagénesis sitio-dirigida del estuche comercial de Stratagene. Los
oligonucleétidos disefiados reemplazan la caja —35 del promotor proximal de ler (ver tabla
3) por un sitio de restriccion. El DNA se amplificé bajo las siguientes condiciones y ciclos:

Reactivo Volumen
MgSO, 100 mM 3w
Regulador 10 X Sul
dNTP’s 25 mM S5u
Oligo F 100 ng/ul 1.5 pl
Oligo R 100 ng/ul 1.5 pl
DNA plasmidico 7l
Enzima Pfu (Stratagene, 5 U/ul) 0.5 ul
Agua 26.5 ul

*en algunos casos se afadié aceite mineral.
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Evento rI‘emperatura | Tiempo | Ciclos

Desnaturalizacién 95°C 5 min 1
Desnaturalizacién 95°C 30 seg

Apareamiento 60-62°C 1 min 18
Amplificacién/Extensién 72°C 12 min

La temperatura de apareamiento se determiné segiin el contenido de bases G y C de
los oligonucleétidos; los ciclos se ajustaron de acuerdo al niimero de cambios introducidos
por los oligonucledtidos y el tiempo de extension con base en la longitud del plasmido
molde (2 min por cada 1000 pb).

Posteriormente, las reacciones se sometieron a digestiéon con la enzima Dpnl
durante 1 hora a 37°C y se transformaron en una cepa de E. coli K-12 DH5a.. Se obtuvieron
varias clonas conteniendo el probable plasmido mutagenizado, el cual se seleccioné por
digestién. Una vez seleccionado el plasmido, se envié a secuenciar a la Unidad de
Secuenciacién del IBt.
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RESULTADOS

Construccion de fusiones transcripcionales ler-cat.

Ler es un regulador transcripcional positivo de la expresién de los genes del LEE en
EPEC y EHEC, codificado por ler, el primer gen del operén LEEI*'. Con el propésito de
estudiar la regulacién genética de ler en EHEC, se construyeron tres fusiones
transcripcionales que contienen diferentes porciones de la region reguladora del gen (Fig.
6), tomando en consideracién fusiones equivalentes en EPEC que han sido analizadas en el
laboratorio’ (Barba et al., datos no publicados).

Los diferentes fragmentos de la regién reguladora de ler, se amplificaron por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos se digirieron con las endonucleasas de
restriccion BamHI y HindlIIl y se clonaron en el vector pKK232-8, que contiene al gen
reportero cat carente de promotor y que habia sido previamente digerido con las mismas
enzimas, para generar las fusiones transcripcionales.

Los productos de la reaccion de clonacién se introdujeron por electroporacién a la
cepa E. coli K-12 MC4100. Las fusiones se caracterizaron mediante la purificacién de
DNA de pldsmido de las clonas candidatas y la liberacién del inserto del tamaifio esperado
después de digerir con BamHI-HindIII, lo cual fue analizado en un gel de agarosa al 1 %.
Una vez confirmada la secuencia correcta de la fusién en el plasmido, los plasmidos se
transformaron en las cepas silvestres EPEC E2348/69 y EHEC EDL-933 para realizar
ensayos de actividad de CAT.

Las fusiones plerEH-402 y plerEH-268 contienen fragmentos correspondientes a la
regién reguladora de ler que van de la posicién 402 a +86 y —268 a +86, respectivamente,
con respecto al inicio de la transcripcion del promotor distal, abarcando el sitio de unién a
IHF reportado para EPEC (Fig. 6). Ambas son equivalentes a fusiones de ler de EPEC
generadas en el laboratorio que contienen los elementos réguladores minimos para la
expresion de ler a partir del promotor distal® (Barba et al., datos no publicados). La fusién
plerEH-136 contiene un fragmento que va de la posicién —136 a +86 y abarca tinicamente
el promotor proximal (Fig. 6).

Expresion de las fusiones transcripcionales ler-cat en DMEM.

Con las cepas transformadas se realiz6 una curva de actividad de la enzima
cloranfenicol acetil-transferasa (CAT), codificada por el gen reportero cat, de las diferentes
fusiones ler-cat a lo largo de 12 horas de crecimiento bacteriano, en medio de cultivo para
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células eucariontes DMEM en agitacién a 37°C, condiciones previamente reportadas como
6ptimas para la expresién de los genes del LEE™'s3 #5562,

A B
PCR Regi6n reguladora de ler
5' espG 3" ler
¢ -500 400 -200 -100 +1 +100
- i | ] ] ] ] .
\/ EPEC EHEC
BamHI-Hind1ll plerEH-402 [HF-35-10  -35-10 1 cat
—=_&= - S— _—l D —
e A plerEH-268 e
leril(l-gm-! g!'m'ﬁl -

pKK232-8

plerEH-136 cat

Figura 6. Diagrama de la construccién de las fusiones transcripcionales ler-cat de EHEC. A) Los fragmentos de DNA se
obtuvieron por PCR a partir del cromosoma de la cepa de EHEC EDL933, cortando con las endonucleasas BarmHI y HindIIl
y se clonaron en el vector pKK232-8. B) Se muestran las coordenadas de acuerdo al inicio de transcripcién descrito para
EPEC, asf como la ubicacién de los inicios de transcripcién y las cajas —10 y —35 reportadas para EHEC, ademds del sitio de

unién de IHF.

La fusién plerEH-402 fue activa en los fondos genéticos EPEC y EHEC, con
niveles mdximos de aproximadamente 900 y 1200 unidades, respectivamente (Fig. 7A).
Esta fusién contiene una regién reguladora larga que abarca de la posicién —402 a +86,
(Fig. 6A). Al eliminar la regién que va de la posicién —402 a —268 en la fusién plerEH-268,
la expresiéri aument$ alrededor de 4 veces en EHEC (4000 unidades) y casi 3 veces en
EPEC (2500 unidades, Fig. 7B), con relaci6n a los niveles mdximos observados para la
fusién mds larga. Dicha regién eliminada podria estar involucrada en la regulacién
negativa, probablemente mediada por H-NS o algiin otro factor atin no identificado.

Por otro lado, ambas fusiones fueron poco activas en el fondo genético MC4100
(Fig. 7A y B), lo que sugiere que al igual que en EPEC, en EHEC se requiere de un factor
adicional ausente en E. coli K-12 para la activacién de ler” (Barba et al., datos no
publicados).
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La fusién plerEH-136, que s6lo contiene el presunto promotor proximal, present6
niveles muy bajos de actividad (Fig. 7C). Esto sugiere que el promotor proximal no existe,
o bien, que podria requerir de IHF para su expresién, ya que su sitio de pegado no estd
presente en esta construccién, o de algin otro elemento de control positivo comprendido
entre las posiciones —268 y —136.

Expresion de las fusiones transcripcionales ler-cat en otras condiciones de crecimiento.

La expresion de genes de virulencia en diferentes bacterias se ve afectada por las
condiciones ambientales, como por ejemplo temperatura y pH, y nutricionales, como el
medio de crecimiento o la presencia o ausencia de un nutrimento o metabolito en particular,
como por ejemplo el amonio™ . Li y colaboradores en el 2000* reportaron que el medio
de cultivo minimo M9 induce de manera 6ptima la secrecion de las proteinas EspA, EspB y
Tir, en condiciones de crecimiento estitico a 37°C y 5 % de CO, en la fase exponencial
temprana. Con este antecedente, decidimos evaluar el efecto de dichas condiciones de
crecimiento en la expresion de las fusiones ler-cat. El experimento se llevé a cabo como se
describe en la figura 7, suplementando el medio con NaHCO, 44 mM, MgSO, 8 mM,
glucosa 0.4 % y casaminodcidos 0.1 %, para un rdpido crecimiento bacteriano, tal como
sugieren los autores.

De manera interesante, la fusion plerEH-402 (Fig. 8A) alcanzé un pico maximo de
actividad'de 2000 unidades en EPEC, equivalente a mas de dos veces lo observado en
DMEM vy fue més activa que en EHEC. La fusién plerEH-268 (Fig. 8B) no llegé a los
niveles de actividad observados en DMEM en EHEC y en EPEC alcanzé un pico de 5000
unidades en la fase exponencial, mds de dos veces la actividad observada en DMEM. La
fusion plerEH-136 (Fig. 8C) fue ligeramente mds activa en M9 que en DMEM en todos los
fondos genéticos probados. Cabe mencionar que el MgSO, precipité en las primeras horas
del crecimiento, dificultando el procesamiento de las muestras y la determinaci6n de la
actividad CAT. Esto es, que durante las primeras horas del crecimiento, la concentracién
del MgSO, es mayor respecto a la poblacién bacteriana y se acumula en el medio,
generando dificultad para obtener tinicamente células.

La presencia de sales de amonio en el medio de cultivo reprime la expresién de ler
y otros genes de virulencia en EPEC™*** %, Sin embargo, en EHEC se esperaria que esto
no sucediera, porque su nicho de colonizacién (intestino grueso) , al contrario del duodeno
y yeyuno donde EPEC coloniza preferentemente, cuenta normalmente con niveles altos de

este compuesto™ ',
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Figura 8. Actividad CAT de las fusiones ler-cat en medio minimo M9 a 37°C en agitacién. Las cepas E. coli K-12
MC4100, EPEC E2348/69 y EHEC EDL-933 fueron transformadas con las fusiones transcripcionales plerEH-402
(A), plerEH-268 (B), plerEH-136 (C), y su expresién evaluada a partir de muestras tomadas a intervalos de 1 hora,
durante 12 horas. En el eje izquierdo se muestra la actividad especifica de CAT (barras) y en el derecho, el logaritmo
de la densidad éptica (lineas). Los datos en la gréfica corresponden al promedio de al menos tres experimentos
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Con el fin de evaluar esta posibilidad, se transformaron cepas de EHEC silvestre
con la fusién plerEH-402 y, como control, la fusién de EHEC pSEPZ-11, que contiene el
promotor del operén LEE?2, incluyendo toda la regién intergénica LEE2-LEE3, asi como, la
secuencia del gen estructural orfl2, y la fusién de EPEC pSEPZ-17, que incluye
tinicamente el promotor del operén LEE2, sin el dominio de regulacién negativa SRS1, por
lo que su expresién es constitutiva e independiente de Ler’. Las cepas se cultivaron en
medio DMEM adicionado de (NH,),SO, 10 mM y se crecieron en agitacién a 37°C.

La expresion de ninguna de las fusiones probadas fue reprimida por amonio (Fig. 9).
Esto es interesante pues en EPEC se ha observado que el amonio reprime la expresién de
ler™ * (Barba et al., datos no publicados), asf como de los operones LEE2, LEE3 y LEES™
% Como se esperaba, la fusién control pSEPZ-17 no se regula por amonio, como se
describié previamente’ (Fig. 9).
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Figura 9. Efecto del amonio sobre la expresién de ler. La cepa silvestre de EHEC EDL-933 (EDL) se transformé con
la fusién plerEH-402 (p402) para evaluar el efecto de las sales de amonio en el medio de cultivo. Se realizé el ensayo
de actividad CAT en DMEM a 37°C con agitacién, muestreando a una DOgy,, = 1.0. Como controles se emplearon
una fusién LEE2-cat (pSEPZ-11), dependiente de ler de EHEC y una fusién LEE2-cat (pSEPZ-17) independiente de
ler de EPEC.
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Papel de GrlA y Ler en la expresién de ler.

Durante la realizacién de este trabajo se describieron dos nuevos reguladores
globales de los genes de virulencia en el patégeno A/E relacionado C. rodentium, orf10'y
orfl1, ahora griR y grlA, respectivamente'”. GrIR se propone que actia como un modulador
negativo de la expresion de los genes del LEE, ya que la sobreexpresion del gen reduce
dramdticamente la expresién de EspA, EspB y Tir, aunque el mecanismo por el cual lo hace
atin no ha sido definido. GrlA, por el contrario, se propone que tiene un papel activador,
probablemente actuando como regulador de ler estableciendo un nivel superior en la
cascada de regulacién de los genes del LEE. Interesantemente, para el caso de C. rodentium
el efecto de estos reguladores se observo en condiciones de crecimiento estatico con 5 % de
CO, a 37°C". (Barba et al., datos no publicados).

En el laboratorio se generd la mutante AgriA en EHEC con el fin de evaluar el papel
de este activador en la expresion de los genes del LEE. Para determinar el papel de GrlA en
la activacién de ler, asi como el de Ler en su autorregulacion, se transformaron las cepas
EHEC AgriA y Aler con las fusiones ler-cat y se realizaron ensayos de actividad de CAT
tomando muestras a las 4, 6, 8 y 10 horas del crecimiento, incubando en una estufa a 37°C
sin agitacién y con 5 % de CO,.

La cinética de expresion de las fusiones plerEH-402 y plerEH-268 de ler en la cepa
silvestre fue muy similar a la observada anteriormente al cultivar las cepas en agitacién
(Fig. 7), pero con niveles de actividad hasta 4 veces menores (Fig. 10), mientras que la
fusién plerEH-136 fue casi inactiva (dato no mostrado).

En la mutante en ler la fusién plerEH-268 fue aparentemente un poco mds activa a
partir de la hora 6 (datos no mostrados) y hasta la hora 10 (Fig. 10), mientras que en la
mutante en gr/A disminuy6 su expresién aproximadamente en un 66 %. En el caso de la
fusién plerEH-402 la actividad fue similar en la cepa EHEC silvestre y mutante Aler,
mientras que en la Agri/A disminuye sélo ligeramente (Fig. 10).I

No obstante que la ausencia de GrlA afect6 la expresién de ambas fusiones, se
esperaba una caida mds significativa de la expresién de ler, dados otros resultados
obtenidos en el laboratorio y lo reportado por Deng y colaboradores'?. Es posible que las
condiciones evaluadas no hayan sido las 6ptimas para observar un efecto de GrlA en la
expresion del gen ler, por ejemplo agitacion versus estdtico, o que GrlA en EHEC se
requiera para la expresion 6ptima de ler pero no sea esencial, o bien, que haya diferencias

en la regulacién, dictadas por la existencia del segundo promotor o promotor proximal de
ler de EHEC.
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Figura 10. Papel de GrlA y Ler en la expresién de ler en condiciones estéticas. Las cepas EDL-933, EDL Aler y EDL
AgrlA fueron transformadas con las fusiones plerEH-136 (no se muestra), plerEH-268 y plerEH-402 y la actividad
evaluada a las 4, 6, 8, y 10 horas del crecimiento en 5 % de CO, en DMEM a 37°C, sin agitacién. Los datos en la
gréfica corresponden al promedio de al menos tres experimentos independientes, de muestras tomadas a la hora 10.

Papel de IHF en la expresion de ler.

IHF es una proteina de unién a DNA involucrada en diversos procesos celulares
tales como recombinacién sitio-especifica, replicacion de DNA, transposicién,
empacamiento y regulacién de la transcripcion genética®™ * ®. En el caso de ler de EPEC,
se ha observado que IHF es esencial para su expresion, interactuando con una secuencia
localizada antes del promotor del gen®* * ™. Dada la inactividad de la fusién plerEH-136,
la cual sélo contiene al promotor proximal, se buscé determinar si esto se debia al efecto de
la eliminacién del sitio de pegado para IHF, para lo cual se aproveché que se contaba con
una mutante en la subunidad iifA de EPEC generada en el laboratorio.

Las cepas EPEC E2348/69 y E2348/69 AihfA::km fueron transformadas con todas
las fusiones ler-cat de EHEC y evaluadas en condiciones de crecimiento estdtico a 37°Cy 5
% de CO, (en el contexto del experimento anterior) muestreando a las 4, 6, 8 y 10 horas del
crecimiento.

La fusién plerEH-136 fue inactiva en ambos fondos genéticos, mientras que la

fusién plerEH-268 fue la més activa, con niveles de 1500 unidades, mientras la plerEH-402
tuvo niveles de 250 unidades (Fig. 11). Ninguna de las fusiones se expresé en la cepa
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mutante, sugiriendo que el regulador genético IHF es importante para la expresion de ler de
EHEC, como se ha descrito para EPEC***"7 (Barba e al., datos no publicados).
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Figura 11. IHF se requiere para la expresién de ler. Las cepas EPEC E2348/69 silvestre y EPEC E2348/69 AihfA fueron
transformadas con las fusiones plerEH-136, plerEH-268 y plerEH-402 y la actividad de CAT evaluada en DMEM en
condiciones estéticas a 37°C con 5 % de CO,, durante 10 horas. Los datos en la gréfica corresponden al promedio de al
menos tres experimentos independientes.

Caracterizacion de los promotores de ler.

Sperandio y colaboradores en el 2002% reportaron un segundo promotor de ler en
EHEC, denominado proximal, 32 nucleétidos corriente abajo del sitio de inicio de la
traduccién, de acuerdo al promotor identificado para el gen ler de EPEC? y denominado
distal en EHEC (Fig. 5). Considerando este dato, y que la fusién plerEH-136 fue inactiva
en todos los fondos genéticos probados, quedaba la posibilidad de que esto se debiera,
ademds de la ausencia del sitio de pegado para IHF, a la inexistencia o inactividad del
promotor proximal. Para determinarlo, se realizé un experimento de “primer extension”,
para lo cual se extrajo RNA de la cepa silvestre EHEC EDL-933 transformada con las
fusiones ler-cat activas, en DMEM a 37°C con agitacion, a una DOgy,,= 1.0, de acuerdo a
protocolos estdndares™ .
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Usando un total de 30 ug por reaccién de RNA total de las cepas transformadas con
las fusiones transcripcionales plerEH-268 y plerEH-402, pudimos obtener un producto de
extension a partir del transcrito de ler que inicia en el promotor distal (Fig. 12). La sefal
fue més intensa cuando se utilizé el RNA obtenido de la cepa transformada con la fusién
plerEH-268, lo que concuerda con el resultado de la figura 7B. Sin embargo, no se detect6
la presencia de un transcrito que iniciara a partir del promotor proximal, apoyando la idea
de que dicho promotor no existe. Para asegurarnos de que la concentracién del RNA
empleada para las dos reacciones fue la misma, se corrié en paralelo una reaccién
utilizando el oligonucleétido del gen ompA, de expresién constitutiva, y se observaron
sefiales de intensidad similar. Las bandas minoritarias que se observan en el gel,
probablemente sean productos de degradacién o procesamiento del producto de la reaccién,
pues no corresponden al sitio de inicio de transcripcién del promotor proximal descrito,

aunque no se puede descartar la posibilidad de que sean promotores alternativos.

Usando otro enfoque, dado que por “primer extension” no se pudo observar
transcrito de ler a partir del supuesto promotor proximal, se construyeron mutantes en dicho
promotor a partir de las mismas fusiones, bajo el planteamiento de que si el promotor
proximal existe y es funcional, una mutacién dirigida hacia esa regién tendria un efecto
negativo sobre la expresién del gen, si bien no la abatiria por completo. En caso contrario,
la mutacién no tendria efecto sobre la expresién del gen.

La estrategia utilizada fue la mutagénesis sitio-dirigida, usando como DNA molde
el de las fusiones plerEH-268 y plerEH-402, con los oligonucleétidos PrPF-Sacll/PrPR-
Sacll (que introducen el sitio de restriccién para la endonucleasa Sacll), y PP-F-BgIII/PP-
R-BglII (que introducen el sitio para Bglll). Los sitios de restriccién sustituyen
especificamente la supuesta caja -35 del promotor proximal para inactivarlo. Se llevé a
cabo una PCR inversa cuyo producto fue posteriormente digerido con Dpnl para eliminar
DNA parental y conservar el DNA recién sintetizado y conteniendo la mutacién, con el

cual se transforma la cepa de E. coli DH50. para recuperar clonas candidatas.

Se obtuvieron mutantes del promotor proximal en ambas fusiones, las cuales fueron
verificadas, primero por patrén de digestién con las correspondientes endonucleasas y,
posteriormente, confirmadas por secuenciacion con el oligo SEQICAT (Tabla 3). Una vez
obtenidos los pldsmidos mutantes, se transformaron en las cepas EPEC y EHEC silvestres
para evaluar la actividad de CAT. Se realizaron ensayos de actividad en DMEM con
agitacion a 37° C y las muestras se tomaron a DOy, = 1.0.
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Contrario a lo que esperibamos, las mutantes en el promotor proximal en los
pldsmidos plerEH-268 y plerEH-402 en EHEC fueron igualmente activas que las fusiones
silvestres cuando la caja —35 es remplazada por un sitio de Bg/ll, mientras que la fusién del
plasmido plerEH-268 fue ligeramente mas activa cuando el cambio es por la secuencia del
sitio de Sacll (Fig. 13).
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Figm 17, Anilisis da “primer exiension” del promotor divtal de ke, La copm de BHEC EDL933 fur tranformada con lor
plivmidos plarBH-268 y plarBH-407 y & extrajo RNA oo DMEM 2 37°C 2 una DCpn= 1.0. La racxitn de "primes” fus
corsida en paralelo con una remcién de sectercia del glismido plerEH-268 mura determiner las cajas =10 y <38 a pastic dal
promotor dirtal, lar cumler se e stan, ail come & ritio ds inico de llln,nlaipih determinad 0. Como control se utilixs el
dijonixladtido de cmpA.
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Esto apunta nuevamente a la inexistencia del promotor proximal, lo cual coincide
con la ausencia de seiial de transcrito de ler en el experimento de “primer extension”. As{
mismo, para la fusién plerEH-402 no se observaron cambios.
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Figura 13. Efecto de la mutacién en el promotor proximal de ler. Para determinar si la transcripcién de ler en
EHEC proviene del promotor proximal, se mutagenizé la caja —35 introduciendo sitios de restriccién para las
endonucleasas Bglll y Sacll, a partir de los pldsmidos plerEH-268 y plerEH-402. Los pldsmidos mutantes se
transformaron en la cepa Silvestre EHEC EDL-933 (EDL). Los datos en la gréafica corresponden al promedio de al
menos tres experimentos independientes de muestras tomadas a una DOy, = 1.4.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

EHEC posee factores de virulencia no codificados por la isla de patogenicidad LEE,
tales como la toxina Stx, los cuales estin involucrados de manera importante en la
generacion del cuadro clinico asociado a las infecciones por esta bacteria. Sin embargo,
mutantes en diversos genes codificados en el LEE pierden muchos de los fenotipos
asociados a la formacién de las lesiones A/E y ateniian la virulencia'> *’. En la cascada
reguladora de los genes de virulencia de los patégenos A/E, Ler es un elemento clave
debido a su papel como regulador transcripcional positivo de los operones codificados
dentro del LEE" '»2%3:%% [ er es codificada por ler, el primer gen del operén LEE]*>',

Los mecanismos de regulacién de los genes del LEE se han estudiado
extensivamente en EPEC, debido a que fue el primer patotipo de E. coli donde se describi6
dicha isla de patogenicidad™. El alto grado de conservacién del LEE en EHEC, EPEC y C.
rodentium * > %' hace suponer que los genes codificados en el LEE se regulan de manera
similar. Sin embargo, el reporte de un segundo promotor de /er en EHEC abre la pregunta
de si este promotor genera diferencias en la regulacién®. Més atin, se ha reportado que la
clonacién del LEE completo de EHEC en K-12, no es suficiente para causar las lesiones
A/E, mientras que al clonar el LEE de EPEC, éstas si se producen®. Por esto, se decidi6
investigar especificamente en esta bacteria la regulacion transcripcional del gen ler.

Con base en lo anterior, se construyeron una serie de fusiones transcripcionales
conteniendo diferentes porciones de la regién reguladora del gen ler, que se probaron en
diferentes fondos genéticos, medios de cultivo y condiciones de crecimiento. Ninguna de
las fusiones transcripcionales estudiadas fue activa en un fondo genético E. coli K-12 (Fig.
7 y 8), lo cual sugiere que se requiere de un factor ausente en cepas de E. coli no patdgenas
para la activacién de ler.

En cuanto al papel de GrlA en la expresién de ler, en EHEC parece ser un factor que
optimiza su expresion, ya que en la mutante EHEC Agrl/A la actividad de la fusién plerEH-
402 sélo se redujo moderadamente, aunque la de la fusién plerEH-268 disminuyé
aproximadamente el 66 % en comparacién con el fondo silvestre (Fig. 10). Lo anterior
contrasta con lo que se ha reportado para C. rodentium, donde la expresién de ler en la
ausencia de GrlA se reduce en méds del 90 %' Es importante sefialar que atin queda por
determinar el efecto que tiene la reduccién en la transcripcién de ler en la mutante en griA
de EHEC sobre la expresién del resto de los genes del LEE. También confirmamos que ler
no se autorregula, pues en una mutante EHEC Aler, las fusiones se comportaron igual que
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en la cepa silvestre, aunque se observé un ligero incremento en la expresién en la fusién
plerEH-268 en esta cepa.

Por otro lado, en este trabajo demostramos indirectamente la importancia del
regulador global [HF en la expresion de ler de EHEC, de manera similar a lo que se ha
reportado para EPEC. Una mutante en ihfA de EPEC transformada con las fusiones ler-cat
de EHEC fue evaluada para su capacidad de activar a ler. Esto pudo llevarse a cabo debido
a que las fusiones fueron activas en EPEC. De este andlisis se obtuvo que IHF también
regula de manera positiva a ler de EHEC, pues en el fondo mutante no hubo expresién de
ninguna de las fusiones (Fig. 11). Esto, sin embargo, serd conveniente validarlo en una
- mutante iAfA de EHEC.

No se plante6 como objetivo en este trabajo determinar la o las secuencias
reguladoras involucradas en la regulacién negativa de ler en EHEC, aunque se propone que
se encuentran en la regién que va al menos de la posicién —402 a —268, pues al eliminarla
en la fusién plerEH-268, la expresion de ler aumenté 4 veces respecto a la fusion plerEH-
402, que si la contiene. Estos datos no sugieren de qué factor o factores se trata, pero una
posibilidad es que sea H-NS, que regula de manera negativa a ler de EPEC (Barba et al.,
datos no publicados).

La topologia del DNA en bacterias juega un papel importante en la regulacién de
factores de virulencia en diversas bacterias®. H-NS es una proteina de unién a DNA que
controla la expresién génica por silenciamiento transcripcional, ya sea por cambios en el
superenrrollamiento, curvamiento del DNA o la formacién de complejos nucleorepresores
al unirse a la regién promotora de un gen en particular > ' *, En el caso de EPEC, se ha
demostrado que se une a la regién reguladora del LEE], probablemente en forma
cooperativa formando complejos DNA-proteina, los cuales reprimen la expresién’ (Barba
et al., datos no publicados). Tomando en cuenta que la regién reguladora de ler en EHEC y
EPEC es casi idéntica, es probable que H-NS esté involucrado también en la represién de

este gen en EHEC y, en consecuencia, del resto de los genes del LEE, aunque esto tiene que
ser estudiado especificamente.

Sorprendentemente la expresién de ler en EHEC alcanzé su miximo en la fase
estacionaria (Fig. 7), a diferencia de lo que se ha reportado con EPEC, donde la activacién
de ler ocurre principalmente durante la fase exponencial. La mayor actividad de ler hacia la
fase estacionaria tardia del crecimiento puede relacionarse con el hecho de que EHEC,
después de ser ingerida, resistiendo el ambiente altamente dcido del intestino, es capaz de
establecer la colonizacion del intestino grueso por un mecanismo de resistencia a 4cido que
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involucre un factor o de fase estacionaria codificado por el gen rpoS. Dicho factor o puede
estas implicado en la activacion de ler hacia la fase exponencial tardia. A este respecto, por
ejemplo, se ha reportado que Shigella flexneri se vuelve resistente a pH 4cido hacia la fase
de crecimiento exponencial tardia; la entrada a dicha fase es acompafada de grandes
cambios fisiolégicos mediados por un sistema regulador global en el cual el factor o juega

un papel clave™.

Puesto que la expresion de genes involucrados en virulencia es regulada por sefiales
ambientales, quisimos evaluar el efecto de diferentes medios y condiciones de crecimiento
en la expresion de las fusiones ler-cat. Las cepas silvestres de EHEC, EPEC y E. coli K-12
transformadas con las fusiones ler-cat fueron crecidas en medio DMEM y en medio M9,
como se ha reportado previamente'®>* %,

Al comparar la expresién de las fusiones en los medios de cultivo DMEM y M9, no
se observaron diferencias significativas, aunque de manera interesante, las fusiones fueron
més activas en la cepa EPEC en medio M9. En EHEC, los niveles de actividad de las
fusiones ler-cat en M9 no alcanzaron los previamente observados en DMEM (Fig. 7 y 8).

En las primeras horas del ensayo el MgSO, precipitd, dificultando la determinacién
de los niveles de actividad CAT a partir de los extractos, que alin después de su
procesamiento presentaban remanentes de sales. Esto probablemente contribuyé a que en
este medio los niveles de actividad fluctuaran a lo largo de la curva de crecimiento, si bien
las fusiones alcanzaron niveles similares a los observados en DMEM.

La presencia de sales de amonio en el medio de cultivo, no tuvo efecto en la
expresion de las fusiones ler-cat y LEE2-cat de EHEC (Fig. 9A), lo cual es coherente con
la literatura. En su paso por el tracto intestinal luego de ser ingerida, EHEC llega al
intestino grueso, donde otras poblaciones bacterianas producen amonio como parte del
metabolismo, generando altos niveles de este compuesto, de manera que no es empleado
por la bacteria como sefial ambiental de regulacién para los genes virulencia del LEE; esto
concuerda con lo que se ha reportado para el operén LEE4 en EHEC, el cual no es
reprimido por amonio’. En contraste, EPEC evolucion6 un sistema de regulacién por
amonio, debido a que después de ser ingerida llega al intestino delgado, el cual tiene
concentraciones bajas de dicho compuesto, por lo tanto, niveles altos de amonio reprimen
la expresion de sus genes de virulencia, indicando que se encuentra en un ambiente
desfavorable para llevar a cabo la colonizacién® *"*, En conjunto, estos datos soportan el
hecho de que los genes del LEE estdn bajo un estricto control que involucra no sélo
reguladores genéticos, sino también sefiales ambientales.
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En relacién a los dos promotores de ler reportados en EHEC, en el experimento de
“primer extension” se observé sefial de transcrito a partir del promotor distal con RNA de
las fusiones plerEH-268 y plerEH-402, con mayor sefial para la plerEH-268, lo que
concuerda con el resultado de la figura 7. Sin embargo, no se observé seiial de transcrito a
partir del promotor proximal, sugiriendo que éste no es funcional, o que la transcripcién
ocurre principalmente desde el promotor distal (Fig. 12).

Las condiciones bajo las cuales se llevé a cabo la reaccién de “primer extension”
fueron similares a las empleadas en Sperandio et al.%’, aunque las cepas fueron diferentes.
Mientras ellos emplearon la cepa EHEC 86-24, nosotros utilizamos la EHEC EDL933. Sin
embargo, sugerimos que el resultado reportado por ellos es un artificio generado por la
unién del oligonucleétido de manera inespecifica a otro transcrito presente en el RNA total.
Ademds, al mutar la caja —35 del promotor proximal y transformar los plasmidos mutantes
resultantes en EHEC para evaluar la activacion de ler, se observaron comportamientos

similares a los de los plasmidos silvestres, apoyando la idea de que el promotor proximal
no existe (Fig. 13).

En este trabajo obtuvimos datos interesantes acerca de la regulacién de ler de
EHEC. Recalcamos el hecho de que aunque se ha descrito un segundo promotor de ler en
esta bacteria, no pudimos corroborarlo. Asi también, aunque esperdbamos que el
mecanismo de regulacién de ler seria similar entre EHEC, EPEC y C. rodentium, los datos
obtenidos indican que no es asf, pues las mismas sefiales o reguladores genéticos pueden no
tener el mismo papel en la regulacion. Tal fue el caso de la regulacién por amonio, que de
acuerdo a la literatura reprime la expresién de los genes del LEE, pero esto no se observo
en EHEC. Asi mismo, se analiz6 el papel que juegan IHF y GrlA en la regulacién de ler;
sin embargo, el papel de estos reguladores tiene que ser estudiado en mayor detalle, pues en
el caso de IHF la evidencia generada fue indirecta y para GrlA se demostré un papel en la
regulacion mids moderado que el observado en C. rodentium.
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PERSPECTIVAS

% Se sugiere comparar la expresion de las fusiones ler-cat de EPEC en EHEC, para
dilucidar si el mecanismo de regulacién de ler es similar independientemente del
fondo genético, o bien, si éste determina las diferencias observadas en este trabajo.

-
0‘0

Aunque el “primer extension” y la mutagénesis sitio-dirigida del posible promotor
proximal arrojaron datos claros acerca de su inexistencia, esto tiene que ser
corroborado. Esto podria hacerse repitiendo los experimentos de “primer extension”
con las fusiones mutantes y la cepa usada por Sperandio ef al.”. Adem4s, habrd que
generar mutantes en el promotor distal para confirmar que la transcripcién de ler
proviene principalmente de este promotor.

< Si bien se ha sugerido que H-NS puede ser el regulador negativo de ler en EHEC,
esto tiene que ser evaluado a profundidad. Para esto se propone generar una mutante
en hns en EHEC y evaluar la actividad de las fusiones ler-cat en dicho fondo
genético, asi como evaluar la expresién de las fusiones en una cepa de E. coli K12
mutante en Ans, por ejemplo la cepa MC4100 Ahns, para demostrar que H-NS es

efectivamente dicho regulador.

<+ Evaluar en detalle el papel que juega el amonio en la regulacién de otros operones
del LEE, asi como definir porqué la regulacién de ler en EPEC y EHEC es diferente
en presencia de amonio.

*

** Evaluar el papel de GrIR y GrlA en la expresién de otras fusiones del LEE y en
general en la regulacion de factores de virulencia de EHEC.
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