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RESUMEN

Escherichia coli enteropatégena (EPEC), Escherichia coli enterohemorrégica
(EHEC) vy Citrobacter rodentium (C. rodentium), pertenecen a una familia de
enteropatégenos que provocan una lesion intestinal caracteristica conocida como la
lesion de Adherencia y Destrucciéon, o fenotipo A/E (por las siglas en inglés
“Attaching and Effacing”). De estos enteropatégenos, EPEC es una causa
importante de diarrea en humanos, sobre todo en nifios menores de seis meses. La
patogenicidad de los enteropatégenos A/E esta dada por la presencia en sus
cromosomas de una isla de patogenicidad conocida como LEE (por las siglas en
inglés “Locus of Enterocyte Effacement”). La mayoria de los genes localizados en
esta isla se encuentran organizados en cinco operones policistréonicos (LEEI1 a
LEEY)), los cuales son regulados positivamente por el regulador transcripcional Ler
codificado por el primer gen del operon LEEI. Ler pertenece a la familia de
proteinas semejantes a histonas H-NS/StpA, cuyos miembros generalmente acttian
como reguladores transcripcionales globales y participan en la organizacion del
genoma bacteriano. Ler induce la expresiéon de los operones LEE contrarrestando la
represion ejercida por H-NS sobre los promotores de éstos; asi, Ler acttia como
des-represor y no como un activador clasico de la transcripcion. Se ha demostrado
que Ler dimeriza y que se une a las regiones reguladoras de sus genes blanco. Sin
embargo, no se han caracterizado mediante mutagénesis los dominios funcionales
de este importante regulador. Asi mismo, no se ha determinado si Ler tiene otros
dominios necesarios para su funcién ademas de los supuestos dominios de uniéon
al DNA y de dimerizacion.

En este trabajo se generaron diferentes mutaciones puntuales a lo largo del
gen ler de EPEC con el propésito de comenzar a definir a caracterizar los dominios
funcionales de Ler. El andlisis del efecto que tuvieron estas mutaciones sobre la
funcionalidad de Ler de inducir la expresiéon de una fusion transcripcional LEE2-
cat, de dimerizar y de unirse a la region reguladora del operén LEE2, revel6
informacién importante sobre los dominios funcionales de dicho regulador.
Mutaciones que afectan la predicciéon de una estructura secundaria tipo “coiled
coil” en la regién N-terminal, asi como mutaciones en la regiéon conectora y en el
dominio de unién al DNA (éste dltimo localizado en la regiéon C-terminal),
afectaron drésticamente la capacidad de Ler de inducir la expresion del operén
LEE2. En contraste con lo reportado para H-NS, donde la dimerizacion depende de
su dominio “coiled”, la dimerizacion de Ler parece estar mediada por la region
conectora. Ademas, nuestros resultados sugieren que el dominio “coiled coil” de
Ler podria mediar la formacion de oligémeros cuando este reguladores une al
DNA. Por otro lado, la capacidad de Ler de unirse al DNA se afect6 severamente al
introducir mutaciones en el supuesto dominio de unién al DNA, como
esperabamos.



INTRODUCCION

La microbiota intestinal tiene importantes funciones metabdlicas, tréficas y
protectoras y se compone de diversas especies microbianas, de las cuales las
bacterianas representan hasta el 80% de la diversidad total. Entre estas, la especie
Escherichia coli (E. coli) es la bacteria anaerdbica facultativa mas abundante®.

E. coli es una bacteria Gram-negativa de tipo bacilar (Fig. 1), perteneciente a
la familia de las Enterobacterias. E. coli ha sido por més de medio siglo el principal
modelo de estudio en aspectos como fisiologia, bioquimica y genética, asi como en
el estudio de las interacciones bacteria-hospedero®.

La mayoria de las cepas de E. coli son inocuas para sus organismos huésped,
con los cuales desarrollan una relacion de mutuo beneficio. Esto es debido a que
crean un ambiente favorable para ellas mismas y previenen el crecimiento de otras
poblaciones mirobianas. Sin embargo, existen cepas patégenas de E. coli para
animales y humanos, las cuales se diferencian porque expresan factores de
virulencia que alteran la fisiologia normal del huésped ocasionando
enfermedades?> 38 3943,

Figura 1. Micrografia de microscopia electrénica de Escherichia coli
(http:/ /www.mbl.edu/astrobiology /Riley /image/ E.coli.gif).

Se conocen alrededor de 200 cepas patdégenas de E. coli, las cuales causan
varias enfermedades en humanos, incluyendo diversos tipos de diarrea e
infecciones del tracto wurinario (UTI's). Algunas cepas estdn asociadas a
sepsis/meningitis?> 3% 43. Las cepas causantes de diarrea se han dividido en seis
categorias con base, principalmente, en el mecanismo de virulencia?> 3% 43, Dichas
categorias son:

E. coli enterotoxigénica (ETEC): causa la llamada “diarrea del viajero”, la
cual se contrae al ingerir agua y alimentos contaminados. ETEC coloniza la
superficie de la mucosa del intestino delgado por medio de un conjunto de
fimbrias de colonizacién llamadas CFA’s. La diarrea se produce por la accién de
enterotoxinas, ya sea del tipo termoestable o termolabil, las cuales dan lugar a la
secrecion intestinal?> 38 43,




E. coli enteroinvasiva (EIEC): produce diarrea y algunos pacientes pueden
desarrollar enfermedad tipo disenteria; esta bacteria se contrae a través de agua y
alimentos contaminados. EIEC invade el epitelio intestinal, produciendo diarrea
por la acciéon de una o mas enterotoxinas secretoras con papeles variables en la
patogénesis?> 38 43,

E. coli enteropatégena (EPEC): es una causa predominante de diarrea en
nifios menores de 2 afios en paises en vias de desarrollo; se contrae por via fecal-
oral. EPEC produce el fenotipo denominado Adherencia Localizada, asi como la
lesién histopatolégica A/E (“Attaching and Effacing”, Adherencia y Destruccion,
ver mds adelante). La mayoria de las cepas de EPEC poseen el plasmido de alto
peso molecular EAF (“EPEC-Adherence Factor”, factor de adherencia de EPEC),
que contribuye de manera importante a la virulencia. La diarrea no se ha asociado
a la produccién de toxinas; sin embargo, se ha propuesto que se debe a la
destruccién de las microvellosidades de la célula epitelial, lo que reduce el area de
superficie de absorcion de los enterocitos?> 38 43,

E. coli enterohemorragica (EHEC): provoca la llamada “enfermedad de las
hamburguesas”; se contrae a partir de agua o alimentos contaminados. EHEC es
causante de epidemias esporadicas de Colitis Hemorrédgica y Sindrome Urémico-
Hemolitico, debido a la produccion de una potente citotoxina conocida como Shiga
o Stx. Como EPEC, produce la lesion A/E y algunas cepas contienen el plasmido

de alto peso molecular pO157 que codifica para potenciales factores de virulencia?>
38,43,

E. coli enteroagregativa (EAEC): se asocia con diarrea pedidtrica con
frecuencia mucoide, aunque también se presenta en adultos, en ambos casos tanto
en paises desarrollados como en vias de desarrollo. La diarrea causada por EAEC
se debe a la colonizacion de la mucosa intestinal, sobre cuyas células se adhiere de
manera agregativa, seguida por la secrecién de enterotoxinas y citotoxinas tales
como EAST1, Pet, y una hemolisina?> 38 43,

E. coli difuso-adherente (DAEC): produce diarrea persistente en nifios entre
2 y 5 afios. DAEC se caracteriza por adherirse de forma difusa a las células
epiteliales, promoviendo dafio a las microvellosidades; se desconoce si produce
toxinas y, por lo tanto, el mecanismo por el cual ocasiona diarrea? 38 43,

= Patogénesis de Escherichia coli enteropatégena (EPEC)

Histoéricamente EPEC fue el primer patotipo patégeno de E. coli descrito como
EPEC y se distingue de otros porque no produce toxinas (p.e. EHEC) y no es
invasiva (p.e. EIEC). EPEC es en la actualidad una de las principales bacterias
causantes de diarrea infantil en paises en vias de desarrollo, la cual es
potencialmente fatal en nifios menores de 6 meses? 38 43, Asi mismo, EPEC ha sido
implicada en epidemias esporadicas de diarrea en ciudades desarrolladas, asi
como causante de diarrea en voluntarios adultos, luego de la ingestién de un alto
in6culo bacteriano3.



EPEC pertenece a una familia de patégenos denominada A/E, la cual incluye a
EHEC y al patégeno de ratones Citrobacter rodentium, entre otras cepas. Los
patogenos A/E se caracterizan por producir la histopatologia conocida como la
Lesion de Adherencia y Destrucciéon o lesion A/E. Dicha lesién consiste en la
destruccion localizada de las microvellosidades de la célula epitelial intestinal y la
adherencia intima de la bacteria a la membrana plasmatica de la célula huésped?>
3, 43, El modelo de patogénesis que lleva a la producciéon de la lesion A/E se ha
dividido en tres etapas, las cuales son:

1) Adherencia localizada. Esta etapa constituye la primera interacciéon
bacteria-célula eucarionte, caracterizada por la adherencia no intima de la bacteria
a su célula hospedera por medio de un pilus tipo IV llamado BFP (“Bundle-
Forming Pilus”, pilus formador de haces), el cual es codificado en el plasmido de
alto peso molecular EAF5 2. 34 38 43, 53 H] fenotipo de Adherencia Localizada
consiste en la formacién de microcolonias bacterianas en la superficie de las células
epiteliales colonizadas (Fig. 2). El BFP se produce dentro de las microcolonias
adherentes de EPEC formando una matriz de fibras que estabilizan fisicamente a la
colonia adherida, conectando de este modo a la bacteria con la superficie del borde
del cepillo intestinal y conduciendo a la agregaciéon y formacion de las
microcolonias® 3.

El BFP es de localizaciéon polar y se compone de la subunidad peptidica
principal BfpA, la cual tiene una sefial N-terminal muy conservada altamente
hidrofébica. Dicha sefial consta de una estructura secundaria tipo “coiled coil”
responsable de la interacciéon entre monémeros de BfpA para la polimerizacién del
pilus en una fibra. Los genes responsables de la biogénesis del pilus BFP estan
codificados en el operdn bfp contenido en el plasmido EAF? 53. El operén bfp se
compone de 14 genes y varias de las proteinas codificadas por dichos genes tienen
similitud a otras proteinas involucradas en la biogénesis de otros pili tipo IV, tales
como el pilus co-regulado por toxina (TCP) de Vibrio cholerae y el pilus de
Pseudomonas aeruginosad.

Figura 2. Adherencia Localizada. Micrografias de microcolonias formadas por EPEC en células epiteliales
intestinales.



2) Transduccién de senales. La adherencia de EPEC a las células epiteliales
induce modificaciones en una variedad de vias de transduccién de sefiales, debido
a la translocacién de proteinas efectoras de la bacteria al citoplasma de la célula
huésped? 10, 19, 26, 28, 33, 35, 38, 41, 57, 59 Esto se consigue por medio de un Sistema de
Secrecion Tipo III (SSTT) o complejo de aguja, el cual es utilizado por diversos
patégenos para la translocacion directa de factores de virulencia de la bacteria a la
célula huésped (Fig. 3)16 60, El SSTT consiste de un ensamblaje de anillos proteicos
que atraviesan las dos membranas de la bacteria con una extension tipo aguja o
gancho flagelar®. La mayoria de las proteinas del complejo de aguja se localizan en
la membrana interna de la bacteria y son homoélogas a algunos componentes del
cuerpo basal flagelar de bacterias Gram-negativas®.

Asociada al SSTT se encuentra una extensiéon filamentosa tnica de los
patégenos A/E, conocida como el filamento EspAl®. EspA constituye un enlace
transitorio entre la bacteria y la célula huésped y es necesario para la translocaciéon
de las proteinas efectoras. Otras proteinas que forman parte del poro de
translocacién son EspD y EspB. EspD tiene un papel dual, por un lado, se requiere
para la biogénesis de EspB y por otro, para anclar al filamento EspA a la
membrana plasmatica de la célula huésped, para lo cual necesita interactuar con
EspB (Fig. 3)19. Entre las proteinas efectoras liberadas al citoplasma de las células

epiteliales se encuentran: EspF, EspG, EspH, Map, Tir, Cif, asi como las mismas
EspD y EspB (Fig. 4)10,19,26,28,33,35,57, 59,

Figura 3. Sistema de Secrecién Tipo III. El SSTT se compone del filamento EspA, ubicado en la membrana
externa bacteriana y de las proteinas EspB y EspD, las cuales se insertan en la membrana celular del huésped.
En conjunto, esta estructura llamada complejo de aguja, permite el paso de diversas moléculas efectoras, las
cuales conducen a diversos cambios en las vias de sefalizaciéon celular del huésped, tales como el
reordenamiento de proteinas del citoesqueleto (modificado de Vallance y Finlay, 2000%).



Se han descrito diversas funciones para las proteinas efectoras (Fig. 4). EspF
estd involucrada en la interrupciéon de la funciéon de la barrera intestinal, es
dirigida a la mitocondria de la célula huésped interfiriendo con su funcién y esta
involucrada en la muerte celular aparentemente por apoptosis'?. EspH se dirige a
la membrana plasmatica de la célula huésped, reprimiendo la formacién de
tilopodios y potenciando la formacién de los pedestales de actina®”. Map, por otro
lado, interfiere con el mantenimiento del potencial de membrana mitocondrial de
la célula huésped, estd involucrada en la formacién de filopodios transitorios e
interrumpe la funcién de la barrera intestinal, asi como las uniones estrechas?¢ 8.
EspG se une a tubulina en células HeLa, estimulando la desestabilizacién de los
microtabulos del citoesqueleto®. EspB es translocada junto con EspD a la
membrana de la célula huésped y también es dirigida a, citoplasma, donde se ha
observado que causa una redistribucién de actina por reclutamiento de o-catenina,
modulando el citoesqueleto de la célula huésped?®.

Figura 4. Activacién de rutas de transduccién de sefiales en la célula huésped por proteinas efectoras de EPEC.
La activacién de diversas rutas de transducciéon de sefiales genera varios cambios en la célula huésped, como
son, aumento en el nivel intracelular de calcio, activacién de la cascada de inositol trifosfato, y el
reordenamiento de las proteinas del citoesqueleto (modificado de Garmendia et al., 2005%9).

También se ha descrito la funcién de efectores codificados fuera del LEE, de
entre los cuales, Cif (“cell cycle inhibiting factor”, factor de inhibicién del ciclo
celular) fue el primero. Cif produce un efecto citopatico irreversible en células



HeLa, caracterizado por el reclutamiento de adhesiones focales, el ensamblaje de
tibras de estrés y la detencién de la proliferacion celular, bloqueando de este modo
la transicién del ciclo celular de la fase Gz a la fase M (Fig. 4)%. Otro efector
llamado Espl/NleA (“non-LEE-encoded effector”) se requiere para la virulencia de
C. rodentium en ratones!®. Por otro lado, se ha visto que en C. rodentium y EHEC el
efector Esp] codificado en un profago, juega un papel en la supervivencia del
huésped y la transmision del patégeno’.

3) Adherencia intima. Como se menciond anteriormente, la translocacion de las
proteinas efectoras conduce a diversos cambios en las vias de transducciéon de
sefiales en el huésped, entre los cuales se encuentran: activaciéon de la cascada de
inositol trifosfato, aumento en el nivel intracelular de calcio y, caracteristicamente,
la reorganizacion de las proteinas del citoesqueleto en las estructura de copa o
pedestal (ver mas adelante)8 19 41,59,

Una de las proteinas efectoras translocadas, Tir (“Translocated intimin
receptor”, receptor translocado de intimina), una vez en el citoplasma de la célula
huésped, es fosforilada en un residuo de tirosina, evento esencial para su actividad
reclutadora de actina. Asi mismo, eventos de fosforilaciéon en otros residuos de la
proteina inducen cambios conformacionales que ayudan a la inserciéon de Tir en la
membrana de la célula huésped, donde acttta como el receptor para la proteina de
membrana externa bacteriana denominada intimina (Figs. 3 y 4).. La interaccién
Tir-intimina provoca el reordenamiento de diversas proteinas del citoesqueleto,
particularmente de actina, induciendo la formacién de las estructuras conocidas
como copas o pedestales por debajo de la bacteria adherida (Fig. 5), evento que es
acompafado por la pérdida de las microvellosidades de la célula epitelial
intestinal, dando lugar a la generacion de la de Adherencia y Destruccion? 38 43,

Figura 5. Pedestales formados por EPEC (tomado de Kaper, 200425).
= Factores de virulencia de EPEC
Locus de Destruccion del Enterocito (LEE)

Todos los factores necesarios para la formacion de la lesion A/E son
codificados en una isla de patogenicidad con un alto porcentaje de conservaciéon




entre los diferentes patégenos A/E, conocida como Locus de Destrucciéon del
Enterocito, (“Locus of Enterocyte Effacement”, LEE)™. Esto se demostr6 al
complementar a una cepa de E. coli K-12 (cepa no patégena) con la regién del LEE,
la cual le confiri6 la capacidad de inducir las lesiones A /E14.

El LEE tiene un tamafio de 35.6 Kb y esta insertado en el minuto 82 del
cromosoma de EPEC!4. Se compone de 41 genes y se divide en tres regiones
funcionales, organizadas en al menos cinco operones policistrénicos principales
(Fig. 6)7,11,14,48,
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Figura 6. Organizacion transcripcional de los genes localizados en la isla de patogenicidad LEE. Los operones
LEE1, LEE? y LEE3, codifican para los componentes del SSTT, el operén LEE4 codifica para algunas de las
proteinas secretadas a través del SSTT y el operén LEE5 codifica para las proteinas involcradas en la
adherencia intima (modificado de Elliott et al., 200014).

Los operones LEE1, LEE2 y LEE3 contienen la mayoria de los genes que
codifican para los componentes estructurales y auxiliares del SSTT'! 14; el operén
LEE4 codifica para algunas de las proteinas secretadas a través de dicho sistema,
asi como algunos componentes del complejo de aguja, tales como EspA, EspB y
EspD; y el operéon LEES codifica para las proteinas involucradas en la adherencia
intima (Tir, intimina y CesT, la chaperona de Tir)*. Un operén adicional
caracterizado recientemente ubicado entre los operones LEE2 y LEE3, codifica para
los reguladores negativo y positivo de los genes LEE, GrlR y GrlA,
respectivamente3 11,30,

= Regulacién de los factores de virulencia de EPEC

Los factores de virulencia de las bacterias patégenas se expresan en respuesta a
diversas sefiales ambientales o condiciones de crecimiento, incluyendo
temperatura, concentracion de iones, osmolaridad, pH, disponibilidad de fuentes
de carbono y niveles de oxigeno!® 36,

En EPEC, la expresion de los factores de virulencia codificados en el LEE es
inducida bajo condiciones que asemejan las del tracto gastrointestinal. Dichas
condiciones son el crecimiento en el medio de cultivo para células eucariontes
DMEM (“Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium”) a una temperatura de 37°C, las
cuales proveen la condicién 6ptima para la expresion de los genes LEE y bfp?”:46. Se
ha demostrado que temperaturas por abajo o por arriba de 37°C y el crecimiento en
medio rico como el LB (“Luria Broth”), regulan negativamente la expresiéon de los



genes de virulencia. Por otro lado, la presencia de sales de amonio en el medio de
cultivo tiene un efecto negativo en la expresion de los genes LEE?, 27,3446, 48,

Se propone que las sefales ambientales mencionadas mimetizan las
condiciones que encuentra EPEC dentro de su hospedero, particularmente en el
intestino delgado distal, que constituye el nicho de colonizacién de la bacteria?: 3%
43_El intestino delgado distal contiene una baja densidad poblacional bacteriana, de
lo cual deriva una baja concentracién de compuestos de desecho provenientes del
metabolismo, tales como el amonio. De este modo, la temperatura fisiologica
(37°C) asi como bajas concentraciones de amonio, le indicarian a EPEC que se
encuentra en un nicho favorable para la colonizacién. Por otro lado, el NaHCO;,
uno de los componentes del medio de cultivo DMEM, neutraliza en el intestino
delgado el pH acido del estémago, constituyendo otra de las sefiales que detecta
EPEC para reconocer su nicho de colonizacién?’.

La proteina Ler (“LEE-encoded regulator”), codificada por el primer gen del
operén LEE], es el regulador transcripcional positivo central de los genes LEE (Fig.
7)% 47,11, 14,17, 20,23, 30, 37,55 Ler induce la expresion de dichos genes contrarrestando
la represion ejercida por el regulador global H-NS sobre las regiones promotoras,
probablemente actuando como un des-represor (Fig. 9)3 7 23,30,55,

Dado su papel como regulador positivo central de los genes LEE, la expresion
de Ler se encuentra bajo el control de un complejo mecanismo que involucra tanto
reguladores globales presentes en las enterobacterias (p. e. H-NS), como especificos
de EPEC (p. e. GrIR/A). A continuaciéon se menciona brevemente coémo interviene
cada uno de estos factores en la expresion del gen ler (Fig. 7).

“Quorum-sensing”

El “quorum sensing” es un mecanismo de sefializacion célula-célula que
involucra la producciéon de compuestos tipo hormona llamados auto-inductores,
mediante los cuales la bacteria percibe incrementos en su poblacién, asi como en la
de otras bacterias®*. Cuando los auto-inductores alcanzan una cierta concentraciéon
umbral, interactan con proteinas bacterianas 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.

De acuerdo a algunos reportes, los genes LEE son regulados en cascada por el
sistema de “quorum sensing” a través de la activacion de la transcripcién de ler por
QseA>. 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.

PerC (“Plasmid-encoded regulator” C)

Ademas del locus bfp, que codifica para el pilus tipo 1V, el plasmido EAF
contiene otro locus denominado per (“Plasmid-encoded regulator”, regulador
codificado en pldsmido), el cual codifica para las proteinas PerA, PerB y Per(C3 42,




La proteina PerA, que presenta homologia con miembros de la familia de
reguladores AraC/XylS, regula su propia expresion y la del operén bfp, siendo
importante en la primera etapa de la patogénesis de EPEC34 PerB no tiene
homologia clara con alguna proteina descrita a la fecha y una mutante en perB no
tiene fenotipo. Por su parte, PerC modula positivamente la expresion de ler segtin
la condicién de crecimiento (p. e. el crecimiento en condicién estética; Villalba M.,
datos no publicados)*2.

BipA (“(Bvg-intermediate phase protein”)

BipA es un miembro de la familia de GTPasas de unién a ribosoma y reside en
el citosol. Se ha demostrado que BipA afecta la expresiéon de los operones LEE,
regulando positivamente la transcripcion de [ler??. Diversos estudios han
demostrado que mutantes en bipA tienen una habilidad disminuida para formar
las lesiones A/E en células epiteliales. Asi mismo, BipA regula la movilidad celular
mediada por flagelo, un proceso implicado en la virulencia de muchos patégenos
bacterianos?2.

FIS (“Factor for Inversion Stimulation”)

Fis es un activador transcripcional global de genes y operones asociados con el
metabolismo primario; funciona como homodimero, curvando favorablemente las
regiones reguladoras de sus genes blanco. Fis se requiere para invadir a las células
epiteliales y formar las lesiones A/E, regulando positivamente la transcripciéon de
ler?1.

N
Operén bf

Ler
QI-Iha + + &

hﬂﬁﬁgﬁﬁh =)
QseA +
Sistema de Secrecién Tipo III Adherencia Proteinas

intima secretadas

Figura 7. Ler es el regulador maestro de los genes LEE. Ler es codificado por el primer gen del operén LEE1 y
es el regulador positivo del resto de los genes LEE. Ler, a su vez, requiere de las proteinas IHF, Fis, BipA, GrlA
y PerC para su expresion. Por otro lado, las proteinas H-NS, Hha y GrlR regulan negativamente la
transcripcion de ler.
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IHF (“Integration Host Factor”).

IHF es una proteina heterodimérica de 21.8 kDa muy abundante en E. coli
(20,000 a 100,000 moléculas por célula) y es miembro de la familia de proteinas tipo
histona®®. IHF se une al DNA induciendo curvaturas para formar complejos
nucleo-proteicos favorables para la transcripcion de genes involucrados en
diversos procesos celulares, tales como recombinacién sitio-especifica, replicaciéon
del DNA, transposiciéon y empaquetamiento de DNAS.

En la cascada de regulacion de los genes LEE, se ha observado que IHF es
esencial para la formaciéon de las lesiones A/E al regular positivamente la
transcripcion de ler. IHF se une rio arriba de la secuencia promotora -35 de ler,
entre las posiciones -83 y -53 respecto al sitio de inicio de la transcripcién. Si se
elimina el sitio de unién de IHF, ler es incapaz de transcribirse20 61,

Hha (“Hemolysin expression modulating protein”)

Hha es una proteina de 8.5 kDa asociada al nucleoide bacteriano, que modula
negativamente la expresion génica de diferentes factores de virulencia en E. coli y
Yersinia enterocolitica uniéndose a las regiones promotoras de sus genes blanco o
interactuando con la proteina H-NS. Hha se ha implicado en la regulacion negativa
de los genes esp de EHEC a través de Ler®. Hha es capaz de unirse con alta
afinidad a la region promotora de ler, disminuyendo su transcripcién. Por el
contrario, en ausencia de Hha la transcripciéon de ler se incrementa.

GrIR y GrlA.
Recientemente se caracteriz6 un nuevo operén localizado entre los operones

LEE1 y LEE2, compuesto por los genes grIR y grlA!l. Dichos genes codifican para
dos reguladores de la expresion de ler. GrlA tiene homologia del 23% con la
proteina CaiF, un activador transcripcional con un supuesto motivo hélice-vuelta-
hélice de unién al DNA en su extremo N-terminal. GrlA actta como un activador
de la transcripcion de lerd. Por su parte, GrIR no tiene homologia clara con alguna
proteina descrita; se propone que modula negativamente la expresion de Ler, pues
al sobre-expresar la proteina la transcripcion de ler disminuye!l. Asi mismo, en el
laboratorio se ha demostrado que GrlA interacttia con GrIR, lo cual se propone que
es importante para que GrlA pueda eliminar la represion ejercida por GrIR (Lara
C., et al, datos no publicados).

RpoS
Recientemente se describié que en EHEC el factor ¢ alternativo RpoS, asi como

DsrA, participan en la regulacién de los genes LEE, regulando la transcripcion de
ler0. DsrA es un RNA no codificante de 85 nt que modula la expresiéon de H-NS y
de RpoS. RpoS y DsrA regulan la expresion de los genes LEE a través de dos vias
diferentes, una involucra la activaciéon del promotor de ler por DsrA a través de
RpoS y la otra involucra la activacion de GrlA dependiente de H-NS. Se ha
demostrado que la sobre-expresion de DsrA induce altos niveles de las proteinas
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Esp’s y dicha induccion requiere de Ler y RpoS. Por otro lado, una vez que GrlA es
inducida por Ler, se incrementa a su vez, la transcripcion de ler, que esta siendo
reprimida por H-NS3.

H-NS (“Histone-like Nucleoid-Structuring protein”).

H-NS pertenece a la familia de proteinas tipo histona, la cual consiste de mas de
70 proteinas presentes en bacterias Gram-negativas -particularmente en
enterobacterias- y a menudo con mds de una copia por genoma, resultado
probablemente de eventos de duplicacién y transferencia horizontall 13 45. Los
miembros de la familia H-NS pueden ser codificados por genes localizados tanto
en cromosoma como en plasmidos de virulencial. 13- 4.

H-NS es una proteina muy abundante en E. coli, con alrededor de 20,000
moléculas por célula y estd involucrada en la organizacion del nucleoide
bacteriano, influenciando la recombinacién y estabilidad del genomals 13 45. A
consecuencia de esto, H-NS acttia como un regulador transcripcional global,
controlando generalmente de forma negativa la expresiéon de mas de 200 genes en
E. coli involucrados en diferentes procesos celulares, incluyendo la virulencia, asi
como en la respuesta a diversas sefiales ambientales, tales como la temperatura,
osmolaridad, pH y fase de crecimientol 13 4. Aunque H-NS no reconoce una
secuencia consenso de DNA, muestra una preferencia hacia secuencias ricas en A-
Ty porciones de DNA intrinsecamente curvo.

En el caso de EPEC, H-NS causa el silenciamiento de los genes LEE uniéndose a
sus regiones promotoras, incluyendo la regién reguladora de ler, reprimiendo de
este modo la transcripcién”. 2348 55, Para los genes LEE, se propone que H-NS forma
dimeros que se unen al DNA, los cuales posteriormente se asocian formando
oligbmeros que impiden la unién de la RNA polimerasa (RNAP) al DNA, o la
atrapan anclada a los promotores, impidiendo la transcripcion (Fig. 7 y 9).

Ler

Como ya se menciond, Ler es el regulador positivo central de la expresion de
los genes LEE. Ler es un miembro de la familia de proteinas tipo H-NS y con ésta
tiene ~25% de similitud, sobre todo hacia el extremo C-terminal, el cual contiene el
dominio de reconocimiento y unién al DNA (Fig. 11). Se ha demostrado que Ler
interacttia con el DNA en las regiones reguladoras de los operones LEE2, LEE3,
LEE4 y LEE5 para que se lleve a cabo la transcripcién de los genes que codifican” 2%
5. Ademas, Ler regula negativamente la expresion de su gen uniéndose a su regién
reguladora, limitando la concentracién de proteina a la estrictamente necesaria
para la induccion de la expresion de los deméds genes LEE*.
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ANTECEDENTES PARTICULARES

= Lery H-NS
En el laboratorio del Dr. José Luis Puente se han usado como modelos los

operones LEE2 y LEE3 para estudiar el mecanismo de regulacién mediada por Ler
y H-NS de los genes LEE. Resultados de nuestro laboratorio demostraron que H-
NS se une a las regiones denominadas Secuencias Reguladoras Silenciadoras (SRS)
1y 2, las cuales se encuentran flanqueando los promotores de los operones LEE2? y
LEE3 (Figs. 8 y 9)7. Se sabe que se requiere de la unién de H-NS a ambas SRS’s para
tavorecer la formacién de un complejo nucleo-proteico que impide la transcripcion.
Dicho complejo es estabilizado por interacciones entre dimeros de H-NS y actia,
ya sea imposibilitando el reconocimiento del promotor por la RNAP, o atrapandola
unida al promotor. Con la eliminacién de cualquiera de las SRS’s, se libera la
represion ejercida por H-NS sobre los operones LEE2 y LEE3” y la transcripcion de
estos operones se vuelve constitutiva. Esto es congruente con uno de los modelos
propuestos para el mecanismo molecular de represion por H-NS, el cual plantea
que se requiere la unién de H-NS a dos sitios blanco en el DNA, denominados
puntos de nucleacion** 45 56, H-NS tiene alta afinidad por dichos puntos y a partir
de ellos puede polimerizar a lo largo del DNA, impidiendo la transcripcién de sus
genes blanco!3 44 5,
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Figura 8. Ensayo tipo EMSA demostrando la interaccién de Ler y H-NS con la regién promotora de los
operones LEE2 y LEE3. H-NS interactta con las Secuencias Reguladoras Silenciadoras (SRS) 1 y 2 (A), mientras
que Ler soélo interacttia con la SRS1 (B). Se propone que la unién de Ler a la SRS 1 desestabiliza el complejo
nucleo-proteico represor de H-NS, permitiendo la transcripcion (Tomado de Bustamante et al., en
preparacion).
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En el laboratorio también se demostré que Ler se une tnicamente a la SRS 1
pero con alta afinidad, desestabilizando el complejo nucleo-proteico represor de H-
NS sobre las regiones reguladoras de los operones LEE2 y LEE3. Se desconoce
como Ler contrarresta la represion ejercida por H-NS. Se especula que puede ser
compitiendo con H-NS por los sitios de unién al DNA, cambiando la fase del DNA
de modo que H-NS pierde estabilidad en la unién, o bien, impidiendo su
oligomerizaciéon una vez que Ler esta unida al DNA. En cualquier caso, Ler actaa
como des-represor de H-NS permitiendo que se lleve a cabo la transcripcion de los
genes LEE (Fig. 8B y C, y 9)”. De este modo, se propone que Ler contiene un
dominio de unién al DNA localizado en su extremo C-terminal, el cual es necesario
para llevar a cabo su funcién de des-represor.

7 ﬂ\
PSRS2.‘.'—ﬁ
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Figura 9. Modelo de regulacion de los operones LEE2 y LEE3 por Ler y H-NS. H-NS se une a las SRS 2y 1,
formando un complejo niicleo-proteico represor que impide el acceso de la RNAP, o bien, la atrapa unida a los
promotores. En ambos casos, se impide la transcripcién de los operones LEE2 y LEE3. Ler, al unirse a la SRS 1,
impide la formacién del complejo ntcleo-proteico represor de H-NS y entonces la RNAP puede llevar a cabo la
transcripcién de los genes.

H-NS: dominios funcionales

Por estudios in vitro e in vivo se determiné que H-NS consiste de al menos dos
dominios funcionales independientes, ubicados en las regiones N-terminal y C-
terminal, encargados de llevar a cabo la dimerizaciéon y la unién al DNA,
respectivamente (Fig. 10)1-13.

Mediante estudios de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Cristalografia de
Rayos X, se determiné la estructura de la regiéon N-terminal de H-NS (residuos 1-
64 y 1-46, respectivamente). Esta region es importante para estabilizar a las
proteinas a través de interacciones proteina-proteina y estd involucrada en la
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formacion de dimeros gracias a la presencia de una estructura secundaria tipo
“coiled-coil”, que abarca los residuos de aminoécidos 22 a 46 (Fig. 11)°-15 44,

Extremo N-terminal Conector Extremo C-terminal
(residuos 1-64) (rzzlgg;) s (residuos 91-137)

Figura 10. Esquema de los dominios funcionales de H-NS. Los residuos de aminoacidos 1-64 componen el
dominio de dimerizacion, los residuos de aminoacidos 65-90 corresponden a la regién conectora y los residuos
de aminoacidos 91-137 componen el dominio de unién al DNA.

Los dominios “coiled coil” (Fig. 11) se componen de un haz de una o maés a-
hélices anfipéticas de giro a la derecha y conforman un elemento estructural
responsable de mediar interacciones proteina-proteina3!. Los dominios “coiled
coil” llevan a cabo una gran variedad de funciones, que van desde el ensamblaje de
complejos macromoleculares (p. e. los SSTT) hasta el reconocimiento molecular (p.
e. las chaperonas)3. Asi mismo, la orientacién de los dominios “coiled coil” puede
ser paralela (H-NS de Salmonella typhimurium) o antiparalela (H-NS de E. coli y
VicH de Vibrio cholerae) y tiene que ver con diferencias en la funcién de las diversas
proteinas tipo H-NS® 915,31, 44,45,

=

Figura 11. Estructura del N-terminal de la proteina H-NS. Vista superior de la héptada repetida. Las letras y
nimeros indican los aminoacidos que componen el ntcleo hidrofébico del “coiled coil” (modificado de
Rimsky, 200445).

La secuencia de aminoacidos que definen al dominio “coiled coil” consiste de
un patron de siete residuos repetidos, llamado la héptada repetida (Fig. 11), donde
las siete posiciones se representan como (a-b-c-d-e-f-g)n o con nimeros del uno al
siete. Los residuos en las posiciones a y d son hidrofébicos y forman un ntcleo en
el centro del haz de hélices’!. La orientaciéon de las hélices es determinada
principalmente por interacciones i6nicas y polares entre residuos que flanquean el
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ndcleo hidrofébico. Las interacciones electrostaticas entre los residuos de
aminoécidos cargados de las posiciones e y g de hélices opuestas, proveen un
balance de fuerzas de atraccion y repulsién a través de la interfase hidrofébica
definiendo en gran parte, la estabilidad de las asociaciones hélice-hélice?” 31. Asi
mismo, la homo- o heterodimerizaciéon de hélices en un “coiled coil" depende en
parte de las interacciones entre residuos de aminoacidos que flanquean el ntcleo
de aminoécidos hidrofébicos. Por otra parte, el lugar que ocupan determinados
residuos de aminoécidos en las diferentes posiciones clave en la héptada repetida,
determina la unidad minima de asociacién proteina-proteina, tal como dimero,
trimero o tetramerod!.

El N-terminal de H-NS (residuos 1-64) contiene 3 segmentos de hélice: H1, H2 y
H3. La H3 (residuos 22-46) contiene el dominio “coiled coil” responsable de la
dimerizacién, mientras que la H1 y la H2 se encargan de estabilizarlo encerrando a
la superficie hidrofébica mediante contactos intra- e inter-moleculares en el ntcleo
del “coiled coil”1>. Se ha demostrado que el complejo minimo formado por H-NS
en soluciéon a través del “coiled coil” es un tetramero y dicha unidad es
biol6gicamente activa*.

También se predijo mediante RMN la estructura tridimensional de un
fragmento de H-NS correspondiente al extremo C-terminal (residuos 91- 137), el
cual contiene el dominio de unién al DNA# 51, 52/ El extremo C-terminal se
compone de una hoja plegada 8 (residuos 96—-109), una o-hélice (residuos 118-127)
y una pequenia hélice de tipo 310 (residuos 130-134); todas estas estructuras forman
un centro hidrofébico en el C-terminal®! 52. Dicho centro hidrofébico se compone
de las cadenas laterales de los residuos de aminoéacidos Y97, Y99, W109, V118, 1119
y F133 y es un elemento estabilizador de la estructura plegada de la region C-
terminal. Es importante mencionar que tales aminoacidos estdn conservados en
muchas de las proteinas tipo H-NS, lo cual indica que son importantes para la
unién al DNA, en particular, las asas formadas por los residuos 90-95 y 110-115,
que se propone estan involucradas en la unién al DNA13/51,52,

Diversos andlisis han arrojado informacién interesante acerca del papel de los
dominios de H-NS en su funcién como represor de la expresion génica® 15 40, 44, 49, 51,
52,56,58, Por medio de mutagénesis al azar y sitio-dirigida, se demostré que cambios
puntuales a lo largo de toda la secuencia de aminoacidos de la proteina,
especificamente dentro del dominio “coiled coil” o del dominio de unién al DNA,
afectan la estructura y funcion de H-INS6 15,40, 44, 49,51, 52,56, 58 _Ge sabe que mutaciones
dentro de los primeros 15 residuos de aminoécidos de H-NS afectan su capacidad
de represion. Por ejemplo, una sustitucién en el residuo de arginina 12 a cisteina,
altera el plegamiento de la H2 (Fig. 12), afectando la capacidad de H-NS de
reprimir la expresion de sus genes blanco. Esto es debido a que se requiere de la
integridad de los aminoécidos de la H2 para que se lleve a cabo la oligomerizacion.
También mutaciones en los residuos leucina 25, leucina 29 y alanina 46, afectan el
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dominio “coiled coil” y resultan en proteinas incapaces de dimerizar y, por lo
tanto, de reprimir la expresién de sus genes blanco4? 56 %8, Asi mismo, mutaciones
en los residuos del extremo C-terminal afectan la capacidad de H-NS de unirse al
DNA. Por ejemplo, mutaciones en W109, Y97, Y99, F134, e I135, afectan la unién al
DNA curvo®l 52, Del mismo modo, la sustitucion o eliminacion del residuo de
aminoacido en la posicion 115 hace que H-NS pierda preferencia por DNA
intrinsecamente curvo®.

12 26, 28, 29, 30
15 48 54

26y .29

88,90, 91, 93 108, 109

57

111,113,114, 116

Figura 12. Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos de las proteinas H-NS, StpA y Ler. Se muestran en
sombreado los aminodacidos similares; en azul los aminoacidos idénticos. Con barras se ilustran las estructuras
secundarias descritas, localizadas en trechos de aminoacidos de la proteina: en rojo, aquellas correspondientes
a o hélices (al, 2, 3, 4 y 310); en verde, probables asas (L1, 1’y 2); y en azul, hojas B plegadas (B1 y 2). Con
flechas negras se sefialan residuos importantes para la funcién de H-NS; con asteriscos se sefialan mutaciones
en Ler que afectan su funcién. Las barras amarillas, violeta y naranjas, corresponden a los dominios de
oligomerizacion, conector, y unién al DNA, respectivamente. Para hacer el alineamiento se emple6 el
programa SeqVU.

Por otro lado, también se ha demostrado que mutaciones dentro de la region
conectora de H-NS (residuos 65-90) tienen un efecto negativo en la capacidad de la
proteina de dimerizar y tetramerizar® 15 5. Se argumenta que esto es debido a la
pérdida de flexibilidad de la regién conectora, necesaria para estructurar el “coiled
coil” y permitir interacciones dimero-dimero. A este respecto, se ha demostrado
que una proteina conteniendo sélo los primeros 64 residuos de aminoacidos puede
dimerizar pero no oligomerizar, lo que si se ha observado con proteinas que
contienen hasta el residuo 90% 15. Se propone que el conector al ser una regiéon
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flexible, provee de una interfase de interaccién que permite la asociacion dimero-
dimero y la posterior oligomerizaciéon de H-NS a lo largo de la secuencia del DNA
blanco® 15 56, Un reporte reciente propone que la region conectora estd involucrada
en la oligomerizacién y que dicha funcién se requiere para la represion. En este
mismo reporte, se propone que mutaciones en el C-terminal también afectan la
capacidad de dimerizacién de H-NS, lo cual no se ha observado in vitro®.

Aunque los dominios de dimerizaciéon y de unién al DNA de H-NS son
funcionalmente independientes, ambos se requieren para la funcién correcta de H-
NS¢ %6, Por ejemplo, versiones de H-NS conteniendo solo la porcion C-terminal
pueden unirse al DNA pero con mucha menor afinidad®! 52 5. Del mismo modo,
mutaciones en el dominio de dimerizaciéon también tienen un efecto en la
capacidad de H-NS de unirse al DNA®.

Ler: ;dominios funcionales?

Como ya se describi6 anteriormente, Ler es capaz de unirse al DNA mediante
su dominio de unién al DNA ubicado en su extremo C-terminal y dicha regién
guarda homologia con el dominio de unién al DNA de H-NS (Fig. 12). Por otro
lado, en el laboratorio del Dr. José Luis Puente, utilizando el sistema de dos
hibridos en bacterias basado en la proteina LexA, se demostré que Ler interactta
consigo misma formando dimeros, pero no interactda con H-NS (Fig. 13). Un
andlisis de la secuencia de aminoacidos de Ler revel6 la presencia de una
estructura secundaria tipo “coiled coil” en la regiéon N-terminal, que comprende
los aminoacidos 19 a 46. Se ha reportado que mutaciones que cambian los residuos
de isoleucina 26 y leucina 29 por arginina, afectan la capacidad de Ler de inducir la
transcripcién de una fusion transcripcional LEE2::lacZ%. Asi mismo, la mutacién
L29R afect6 drasticamente la capacidad de Ler de reprimir la transcripciéon de su
propio promotor, al ser incapaz de unirse a la region reguladora del gen ler*. Sin
embargo, no se ha demostrado directamente si las mutaciones evaluadas afectaron
la capacidad de dimerizacién de Ler y si es debido a ello que se afect6 su funcién.

Asi, al igual que para H-NS, los posibles dominios de dimerizacién y de union
al DNA de Ler, parecen ser importantes para su funciéon. A pesar de esto, dichos
dominios no han sido caracterizados en detalle. La caracterizacion de los dominios
funcionales de Ler nos permitird entender mejor el mecanismo molecular por el
cual esta proteina regula positivamente la expresion de los genes LEE vy,
particularmente, como antagoniza la funcién de H-NS.
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% de expresion sulA-lacZ
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LexA
LexA-HNS
LexA-Ler

[ Homodimerizacién

Figura 13. Homodimerizacién de Ler y H-NS. El dominio N-terminal de unién al DNA de la proteina LexA no
es capaz, por si solo, de reprimir la expresién de la fusién transcripcional sulA-lacZ. Cuando las proteinas Ler o
H-NS se fusionan al dominio de unién al DNA de LexA, restauran la capacidad de esta proteina de reprimir la
expresion de la fusién sulA-lacZ, indicando que tanto H-NS como Ler homodimerizan (Bustamante ef al., datos
no publicados).
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HIPOTESIS

Los dominios de dimerizacién y de unién al DNA de Ler, son importantes para la
funcién de Ler como antagonista de H-NS en la regulacion de los genes LEE.

OBJETIVOS

= General:
o Estudiar los mecanismos de regulacion de los factores de virulencia
de Escherichia coli enteropatégena (EPEC).

= Particular:
o Caracterizar los dominios funcionales de Ler, el regulador
transcripcional positivo de los genes de virulencia de EPEC.

= Experimentales:

o Generar mutaciones puntuales en los dominios de dimerizacién y
unién al DNA de Ler de EPEC.

o Evaluar el efecto de mutaciones puntuales en la funcién de la
proteina Ler, determinando su capacidad para inducir la expresion
de una fusién LEE2-cat en la cepa de E. coli MC4100 (no patdgena).

o Evaluar la capacidad de dimerizacion de las mutantes de Ler
mediante el Sistema de dos Hibridos en bacterias basado en LexA.

o Evaluar la capacidad de unién al DNA de las mutantes de Ler

mediante Ensayos de Retardamiento de la Movilidad Electroforética
(“EMSA”).
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MATERIALES Y METODOS

e 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), o en 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 NaHCOs y
160 pl de piridoxal 25 pg/pl). Cuando se requirid, los medios fueron
suplementados con los antibiéticos como indica la Tabla 2.

e Clonacién del gen ler

Para amplificar el gen ler, se empleé como templado DNA cromosomal de la
cepa EPEC E2348/69, obtenido mediante lisis celular? 47. Dicho DNA se us6 para
las siguientes reacciones de PCR.

Condiciones mutagénicas

En un volumen de reaccién de 50 pl se colocaron 10 ul de DNA cromosomal
(~10 ng), 1 pl de los oligonucleétidos plerEPBH-F y plerEPSI-R a una concentraciéon
de 25 uM (Tabla 3), 8 ul de una mezcla de dNTP’s 1.25 mM (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP, New England Biolabs), 5 pl de regulador 10 X con MgCl> 15 mM, y 0.75 pl
de enzima Taq polimerasa Expand High Fidelity (3.5 U/ pul, Roche), llevado a 50 pl
con agua desionizada estéril. Las condiciones para la reaccion fueron:

Desnaturalizacion: 94°C/5 min/1 ciclo

Desnaturalizacion: 94°C/1 min

Alineamiento: 60°C/1 min 30 ciclos

Extension: 70°C/45 seg

Extension: 70°C/10 min/1 ciclo

Condiciones no mutagénicas
En un volumen de reaccién de 50 ul se colocaron las mismas cantidades de
los componentes anteriores, pero en esta ocasion se empled una mezcla de Taq
polimerasa y Pfu polimerasa y para la reaccién de amplificacién tnicamente se
disminuyeron los ciclos de alineamiento a 20.

Se verifico el tamafio del producto de PCR sometiendo al DNA a electroforesis
en geles de agarosa (BIORAD) 1%, con regulador TAE (Tris-Acetatos-EDTA 0.5 X,
pH 8.0) a un voltaje de 80-100 V. El gel se tifi6 con bromuro de etidio (0.5 pg/ml),
se visualizé en un transiluminador con luz UV de onda corta (Alphalmager) y se
fotografié. El producto de PCR fue purificado con el estuche comercial GeneClean
IT (BIO-101) y digerido con las enzimas de restriccion BamHI y SstI (Invitrogen),
junto con el vector de clonacién pMPM-T3.
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Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos empleados en este trabajo

PTEP-LerN8S
PTEP-LerT11A
PTEP-LerL29P
PTEP-LerQ30P
PTEP-LerK34R
PTEP-LerL34P

PTEP-Lerl48T
PTEP-LerT53P

PTEP-Lerl57T
PTEP-LerE61G
pPTEP-LerL62P
PTEP-LerY83A

PMPM-T6Q
pTé-Ler

pT6-LerN8S
pT6-LerQ30P
pTé-LerE61G
pTé-LerL62pP
pTé-LerY83A
PSR658-A

pSR-LerN8S
pSR-LerQ30P
pSR-Lerl57T
pPSR-LerE61G
pSR-LerLé62pP
pSR-LerY83A

PTEP-LerW91A
PTEP-LerK102E
PTEP-LerA104T
pPTEP-LerK111E
pPTEP-LerL115H
pTEP-LerL115P

bajo el control del promotor lac

Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerN8S
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerT11A

Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerL29P
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerQ30P
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerK34R
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerL36P
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina Lerl48T
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerT53P
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina Lerl57T
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerE61G
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerL62P
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerY83A
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerW91A
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerK102E
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerA104T
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerK111E
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerL115H
Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina LerL115P
Derivado del pBKS-II; Tck
Derivado del pMPM-T6Q; expresa la proteina Ler silvestre
bajo el control del promotor ara

Derivado del pMPM-TéQ; expresa la proteina LerN8S
Derivado del pMPM-T6Q; expresa la proteina LerQ30P
Derivado del pMPM-T6Q; expresa la proteina LerEé61G
Derivado del pMPM-T6Q; expresa la proteina LerL62P
Derivado del pMPM-T6Q; expresa la proteina LerY83A
Derivado de la serie MCS; TcR

Derivado del pSRé658-A; expresa la proteina LerN8S
Derivado del pSRé58-A; expresa la proteina LerQ30P

Derivado del pSR658-A; expresa la proteina Lerl57T
Derivado del pSRé58-A; expresa la proteina LerE61G
Derivado del pSRé658-A; expresa la proteina LerLé62P
Derivado del pSRé658-A; expresa la proteina LerY83A

Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Laboratorio
Este trabajo

Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este trabajo
Laboratorio
Este trabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este frabajo
Este trabajo

pSR-Lerw?1A Derivado del pSRé658-A; expresa la proteina Ler W9TA Este trabajo
pSR-LerL115H Derivado del pSRé58-A; expresa la proteina LerL115H Este trabajo
pSR-LerL115P Derivado del pSR658-A; expresa la proteina LerL115P Este trabajo

Cepa Caracteristicas Referencia
E2348/69 Cepa EPEC O127:H6 prototipica; Nalr Levine et al., 1978
MC4100 Cepa E. coli no patogénica; StR Laboratorio

hsdR17 recAl endAl gyrA%6 thi-1 relAl

SU101 JL1434 (lexA71::TnS) sulA211 Alac/F/laclglac2DM15; cepa de Dmitrova et al., 199812

E. coli utilizada para la deteccidén de homodimerizacion en
el sistema LexA. Contiene dos operadores silvestres rio arriba
de la fusién cromosomal sulA-lacZ
Plasmidos Caracteristicas Referencia
PMPM-T3 Derivado del pBKS-II; TcR Laboratorio
PTEP-Ler Derivado del pMPM-T3; expresa la proteina Ler silvestre Este trabajo
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La reaccion de ligacion usando productos de PCR obtenidos tanto en
condiciones mutagénicas como no mutagénicas, consisti6 en una relaciéon de
concentracion inserto:vector 3:1, llevada a 20 ul de volumen final con HxO
desionizada estéril, 0.5 pl de enzima ligasa (Invitrogen, 5 U/ul) y 4 ul del regulador
5 X; la reaccion se incub6d durante toda la noche a 4°C. La reaccion de ligacion se
purificé por precipitacion con 1 pl de glucégeno, llevado a 500 pl de etanol
absoluto; esta mezcla se incub6 durante 10 min a -20°C y se centrifugé durante 15
min a 14,000 rpm. Se decant6 y sec6 con vacio y temperatura y se resuspendié en
agua desionizada estéril para transformar.

Tabla 2. Antibioticos empleados en este trabajo.

Antibidtico Abreviatura Concentracién inicial Concentracién final
Ampicilina Ap 200 mg/ml 100 pg/ml
Kanamicina Km 25 mg/ml 30 ng/ml
Acido nalidixico Nal 25 mg/ml 15 pug/mi
Tetraciclina Tc 12 mg/ml 10 pg/ml
Estreptomicina St 100 mg/ml 100 pg/ml

Tabla 3. Lista de oligonucle6tidos empleados en este trabajo.

Primers Secuencia 5'a 3' Referencia
plerEPBH-F TAA GGATCC GGT CGCTAATAG C Este frabajo
plerEPSI-R CTT CGA GCT CAG TTATCG TTATC Este frabajo

Lerl57T-F GATTAC TTATTA CAATAC TAC CTT ACA AGA GCT G Este frabajo

Lerl57T-R CAG CTC TTG TAA GGT AGT ATT GTA ATA AGT AAT C Este frabajo
LerY83A-F CGA AAG GTG TIT ACG CAC GCA ATG AAG AAG GG Este trabajo
LerY83A-R CCC TTIC TTC ATT GCG TGC GTA AAC ACC TIT CG Este trabajo
LerW91A-F GAA GAA GGG CAG ACC GCATCG GGC GTAGGC CG Este trabajo
LerW?1A-R CGG CCT ACG CCC GATGCG GTICTGC CCTTCTTC Este frabajo

KS TCG AGG TCG ACG GTATC Unidad de Secuenciacion

de DNA, IBt, UNAM
PMPM3-FW1 GTIG CCGTAA AGC ACT AAATCG G Bustamante, V.; IB--UNAM
PMPM3-RV1 CGC TAT CCC CTIG AGTTCT GTIG G Bustamante, V.; IB-UNAM

T6-D2B TAG CGG ATC CTA CCT GAC GC Bustamante, V.; IBt-UNAM

SDH-802 GTT GCC GCT GGT AGG TCG TG Bustamante, V.; IB--UNAM

Ler-15F ATA TTA AAG CGG GAT CCG GAG ATT ATTTATTAT G Bustamante, V.; IBt-UNAM

Ler-Kpn GCT CAG GTACCG TTATCATT A Bustamante, V.; IBI-UNAM

Ler-Nco TTA AAC CAT GGG GAG ATT ATTT Bustamante, V.; IBI-UNAM

Ler-His TAT CAA GCTTAG TGG TGG TGG TGG TGG TGA ATA TITTIC Bustamante, V.; IBI-UNAM
AGC GGT ATT ATTTC

Ler-Xho TITTCT CGA GAATATTITTCA GCG GTATTA Bustamante, V.; IBI-UNAM

SepZ-95 CCG ATT GATTAA GCTTATTCAT Bustamante, V.; IBI-UNAM

Sep’-48 CTT CTTTCG AAC TTATCC TAG GAC TAT AC Bustamante, V.; IBI-UNAM
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¢ Electroporacion

Para la transformacion con los diferentes plasmidos se prepararon células
electrocompetentes como se describe a continuacion:

Se inocularon 5 ml de LB con la cepa de interés y los antibi6ticos
correspondientes, durante toda la noche en agitacion a 37°C. Al dia siguiente, se
subcultivé con 200 pl del cultivo, un matraz con 50 ml de LB y los antibiéticos
correspondientes de la cepa y se incub6 en agitacion a 37°C hasta que el cultivo
alcanz6é una DOgoonm = 0.6. Entonces se obtuvo la pastilla centrifugando todo el
cultivo durante 7 min a 7,000 rpm a 4°C.

La pastilla se lavéo dos veces con 20 ml de agua tridestilada estéril,
centrifugando cada vez como ya se menciond. Después, la pastilla se lavé dos
veces con 20 ml de glicerol 10% y finalmente se resuspendi6é en 1 ml de glicerol al
10%, haciendo alicuotas de 60 pl de células en tubos Eppendorf de 0.6 ml, los
cuales se almacenaron a -70°C hasta su uso.

A 60 pl de células electrocompetentes se le agregaron cantidades variables de
DNA, segtn se tratara de reacciones de ligaciéon o plasmido purificado. La mezcla
se colocod en una celda para electroporaciéon, dando un pulso eléctrico (2.5 kV, 25
mF, 5 mseg) en un aparato “E. coli pulser” (BIORAD). Las células fueron
transferidas a tubos Eppendorf de 1.5 ml con 1 ml de medio SOC (2 g de bacto
triptona, 0.5 g de extracto de levadura, 200 pl de NaCl, 250 pl de KC11 M, 1 ml de
MgSOs 1 M y 0.36 g de glucosa, aforado a 200 ml con agua desionizada) y
recuperadas durante 1-2 horas a 37°C en agitacion. Cuando se transformo con la
reaccion de ligacion en donde se emple6 el producto de PCR obtenido en
condiciones mutagénicas, las células se sembraron en placas de LB con 1.5% de
agarosa, IPTG 0.1 mM (Isopropil 1-tio-B-D-galactopiranésido) y el sustrato
cromogénico X-Gal 0.2 mM (5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-galactésido), con el
antibidtico de seleccién; en el caso donde se emple6 el producto de PCR obtenido
en condiciones no mutagénicas, se platearon las células transformantes en placas
de LB sin IPTG ni X-Gal. Cuando se transformé con pldsmido purificado, se
sembro en cajas de LB con 1.5% de agarosa y los antibi6ticos correspondientes. Las
placas se incubaron a 37°C.

e Purificacion de DNA plasmidico

Para purificar DNA a partir de colonias bacterianas, se emple¢ la técnica de lisis
alcalina? 47; brevemente:

Las colonias se inocularon en 5 ml de LB y los antibiéticos correspondientes,
durante toda la noche a 37°C y agitacién. Al dia siguiente se obtuvo la pastilla de
2.5 ml del cultivo, centrifugando durante 3 min a 12,000 rpm en tubos Eppendorf
de 1.5 ml. Las pastillas se resuspendieron con 200 ul de solucién 1 (glucosa 50 nM,
EDTA 10 mM y Tris-HCI 25 mM, pH 8.0), y se incubaron a temperatura ambiente
por 5 min. Posteriormente se agregaron 200 ul de solucién 2 (NaOH 0.2 N y SDS
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1%), se mezcl6é por inversién y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min. Se
agregaron 200 pl de soluciéon 3 (acetato de potasio 3 M, pH 8.0), se mezcl6 por
inversion y se incubd en hielo por 10 min.

Transcurrido el tiempo, las muestras se centrifugaron durante 10 min a 12,000
rpm. Los sobrenadantes se transfirieron a tubos Eppendorf nuevos y se les
adicionaron 300 pl de fenol pH 8.0 (Research Organics) y 150 ul de cloroformo-
alcohol isoamilico 24:1, se mezcl6 por inversién y se centrifugé durante 8 min a
12,000 rpm. Se recuperd la fase acuosa, transfiriéndola a tubos Eppendorf nuevos,
y se agregd 1 ml de etanol absoluto; se mezclé por inversion y se centrifugd
durante 15 min a 12,000 rpm a 4°C. Se tir6 el sobrenadante y se agregé 1 ml de
etanol al 70%; se centrifugd como en el paso anterior durante 10 min. Se tir6 el
sobrenadante y se sec6 el DNA con calor al vacio durante 12 a 15 min. Finalmente
se resuspendi6 el DNA con una solucién de RNAsa 1mg/ml.

Cuando se traté6 de DNA plasmidico para secuenciacion, se utilizé el estuche
comercial “High Pure Plasmid Isolation Kit” (Roche), siguiendo las indicaciones de
la compafiia.

e Secuenciacion de DNA

Para determinar la secuencia nucleotidica de los insertos de ler, se cuantifico el
DNA plasmidico por absorbancia a 260 nm y las muestras se enviaron a la Unidad
de Secuenciaciéon de DNA del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

e Ensayo de actividad CAT

Para la determinacion de la actividad de cloranfenicol acetil-transferasa (CAT),
se realiz6 lo siguiente:

Se inocularon matraces con 50 ml de LB con la cepa de interés y los antibiéticos
correspondientes, y se incubaron toda la noche en una incubadora con agitacién
(Amerex Instruments) a 80 rpm a 37°C. Al dia siguiente se midié la DOgoonm de
cada cultivo, se tomaron 10 ml de cada uno y se centrifugaron durante 5 min a
10,000 rpm a 4°C, desechando el sobrenadante.

Las pastillas se lavaron con 10 ml de PBS 1 X pH 7.0 (regulador salino de
fosfatos), centrifugando durante 5 min a 10,000 rpm. Se ajusté la DOgoonm de los
cultivos a 1.0 con PBS 1 X. Con 1 ml del in6culo ajustado, se inocularon 50 ml de
medio DMEM suplementado con el antibiético correspondiente y 1% de LB. Los
cultivos se colocaron en la incubadora a 37°C con agitacién a 210 rpm.

Cuando los cultivos alcanzaron una DOgoonm = 1.0 se tomaron muestras de 1.5
ml, las cuales se centrifugaron durante 5 min a 10,000 rpm a 4°C, se tir6 el
sobrenadante y las pastillas se lavaron con 900 pl de soluciéon TDTT (Tris-HCI 50
mM y Ditiotreitol 30 uM), centrifugando durante 2 min a 10,000 rpm a 4°C. Se tir6
el sobrenadante y las pastillas se resuspendieron en 500 pul de la solucién TDTT.
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Las suspensiones bacterianas se sonicaron por 3 min en un sonicador “Vibra
Cell” (Sonics and Materials, Inc), con pulsos de 9 seg y reposo de 3 seg entre cada
pulso. Después las muestras se centrifugaron durante 15 min a 12,000 rpm, se
transfirieron los extractos a tubos Eppendorf nuevos y se almacenaron a -20°C.

e Cuantificacion de proteinas y determinacién de la actividad especifica de
CAT

Para la cuantificaciéon de proteinas, se colocaron por duplicado 10 pl de extracto
en microplacas de 96 pozos (Costar) y se agregaron 200 pl 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 realiz6 la lectura de absorbancia en un
lector automatizado de microplacas tipo CERES 900C (Bio-Tek Instruments Inc.) a
562 nm con el programa KC3. Las lecturas obtenidas se extrapolaron a una curva
estandar de concentracién de proteinas en pg/pl, previamente leida y almacenada
en el programa KC3.

Para medir la actividad de CAT, se colocaron por duplicado 5 pl de muestra en
las microplacas y se agregaron 200 pl de una mezcla de reaccién que contiene
DTNB 1 mM (5,5"-ditio-bis-2-4cido nitrobenzoico, Research Organics, Inc.), Acetil-
CoA 0.1 mM (Pharmacia Biotech), cloranfenicol 0.1 mM (Sigma), en 0.1 M de Tris-
HCl pH 7.8. La lectura de absorbancia a 410 nm se llevé a cabo en el mismo lector
de microplacas, a intervalos de 5 seg durante 5 min, posicionado en el modo de
cinética. Las lecturas obtenidas se extrapolan a una curva estandar de actividad
CAT (0-2500 U/ml) previamente leida y almacenada en el programa KC3.

La actividad especifica de CAT en pmol/mg/min se determiné dividiendo la
lectura de actividad de CAT entre la concentraciéon de proteinas.

e Mutagénesis sitio-dirigida

Para introducir las mutaciones puntuales I57T, Y83A y W91A en ler, se sigui6 la
estrategia de mutagénesis sitio-dirigida, usando oligonucleétidos sobrelapados?’.
Brevemente, esta técnica consiste en usar un par de oligonucleétidos sobrelapados
que llevan la mutacién de interés, ademés de un par de oligonucle6tidos externos
al gen. Los oligonucleétidos sobrelapados mutagénicos se construyeron de una
longitud de 30 a 33 pares de bases, conteniendo en la parte central el cambio de
interés. Cada uno de los oligonucleétidos sobrelapados mutagénicos se usé en una
reaccion de PCR con el oligonucleétido externo correspondiente, usando como
templado el plasmido pTEP-Ler, que contiene el gen ler silvestre (Tabla 4).
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Tabla 4. Pares de oligonucledtidos empleados para introducir las mutaciones puntuales en el gen ler.

Mutacién Pares de oligonucleétidos
PCR1 PCR 2
I57T LerI57T-F/ PMPM3-FW1 LerI57T-R/ PMPM3-RV1 PMPM3-FW1/PMPM3-RV
Y83A Y83A-F/ PMPM3-FW1 Y83A-R/ PMPM3-RV1 PMPM3-FW1/PMPM3-RV
WOI1A WI1A-F/ PMPM3-FW1 WI1A-R/ PMPM3-RV1 PMPM3-FW1/PMPM3-RV

Cada uno de los productos de PCR resultantes se verificé por tamafio en geles
de agarosa y se purificé por el estuche comercial GeneClean. Los productos de
PCR purificados se usaron como templados para una segunda PCR, junto con los
oligonucleé6tidos externos a ler PMPM3-FW1 y PMPM3-RV1. De esta segunda PCR
resulté un fragmento de DNA que presuntamente contiene la mutacion de interés.

e

Figura 14. Estrategia para introducir mutaciones sitio-dirigidas en el gen ler. El gen se amplifica en dos
reacciones separadas, donde cada miembro del par de oligonucle6tidos mutagénicos se usa con el miembro
correspondiente del par de oligonucleétidos del vector en dos reacciones diferentes de PCR, obteniendo dos
productos. Los productos resultantes se usan como templados para la segunda PCR, donde se emplea el par de
oligonucleétidos externos para obtener un producto final que se espera contenga la mutacion de interés.

Los productos finales de las reacciones de PCR se verificaron por tamafio en
geles de agarosa, se purificaron y se digirieron con las enzimas BamHI y Sacl.
Posteriormente se ligaron en el vector pMPM-T3, previamente digerido con las
mismas enzimas. Se prepararon las reacciones de ligacion, que después de
precipitarse se emplearon para transformar a la cepa de E. coli DH5-a. Se
seleccionaron colonias transformantes para extraer DNA plasmidico y una vez
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determinando por PCR si llevaban el inserto, éste se mand6 a secuenciar para
verificar que contuviera la mutacién deseada.

e Ensayo de dimerizacién de Ler

Para evaluar la dimerizaciéon de Ler se emple6 el sistema de dos hibridos en
bacterias basado en LexAl2. La proteina LexA es un represor importante de los
genes de la respuesta SOS. LexA consta de un dominio de dimerizacién ubicado en
la region C-terminal y un dominio de unién al DNA ubicado en la regiéon N-
terminal; LexA requiere dimerizar para reprimir la expresion de sus genes blanco.
El sistema consiste en fusionar la proteina de interés a un fragmento de DNA que
codifica tnicamente el extremo N-terminal de LexA. Como cepa reportera se
emplea la E. coli SU101, la cual contiene en el cromosoma una fusién
transcripcional sulA-lacZ. La version trunca de LexA es incapaz de reprimir la
expresion de sulA, ocasionando un incremento en la expresion de la fusion (Fig.
15). Si la proteina de interés fusionada al dominio de unién al DNA de LexA
interacta consigo misma, reestablece la capacidad de LexA de reprimir la
expresion de la fusion transcripcional sulA-lacZ disminuyendo la expresién de la
fusion.

Los insertos de ler con mutaciones puntuales contenidos en el vector pMPM-T3
se amplificaron con los oligonucleétidos LerKpnl y Ler15F. Los productos de PCR
resultantes se digirieron con las enzimas BamHI y Kpnl, después se purificaron y se
clonaron en el vector pSR658A, previamente digerido con las enzimas BgIIl y Kpnl.
Los plasmidos recombinantes obtenidos se transformaron en la cepa de E. coli
SU101. Para evaluar la capacidad de dimerizacion de las proteinas Ler, se
determiné la expresion de la fusion reportera sulA-lacZ.

HHHH Cepa SU101

suld-lac”Z

“

Lermut Lermut

14 @ Cepa SU101
b ®h -
1L — ?
; sulAd-lac”Z

Dmitrova et al. 1998

Figura 15. Sistema de dos hibridos en bacterias basado en LexA para detectar interacciones proteina-proteina.
La proteina de interés es fusionada a la regiéon N-terminal de unién al DNA de LexA, que carece del dominio
de dimerizacién necesario para su funcién. Sélo si la proteina de interés interacta consigo misma, el dominio
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de unién al DNA de LexA puede unirse a dos regiones operadoras y reprimir la expresién de la fusiéon
reportera sulA-lacZ en la cepa E. coli SU101.

e Actividad especifica de B-galactosidasa

Los cultivos bacterianos y las muestras para determinar B-galactosidasa se
prepararon y procesaron como se describié para CAT.

Para cuantificar la actividad de B-galactosidasa se cargaron 20 pl de cada
muestra por duplicado en microplacas de 96 pozos. Posteriormente se afiadieron a
cada pozo de la placa 100 pl del regulador Z pH 7.0 (fosfato de sodio dibasico 0.06
M, fosfato de sodio monobésico 0.04 M, cloruro de potasio 0.01 M y sulfato de
magnesio 0.001 M, para 500 ml). Se afiadieron 100 pl de una solucién de ONPG
(orto-nitrofenil-3-B-galactésido) 1 mg/ml y entonces se procedié a leer la
absorbancia a 620 nm en el lector automatizado de microplacas tipo CERES 900C
(Bio-Tek Instruments Inc.) con el programa KC3 posicionado en el modo de
cinética, y con intervalos de 5 seg durante 5 min. La concentraciéon de proteinas se
determin6 como para CAT.

La actividad especifica de B-galactosidasa se determiné en U/mg de proteina,
sustrayendo el valor del blanco del obtenido para la muestra y dividiendo entre la
concentracion de proteinas totales.

e Purificacion de Ler

La purificacién se llevé a cabo en condiciones desnaturalizantes empleando una
columna de cromatografia de afinidad por niquel* #’. Este procedimiento consiste
en la unién reversible de la etiqueta de histidinas del C-terminal de la proteina a
los iones niquel inmovilizados de una matriz de sefarosa. El procedimiento es
como sigue:

Primero se puso un preinéculo en 5 ml de LB con el antibi6tico
correspondiente, de las cepas de E. coli BL21 transformadas con los plasmidos pT6-
Ler. Al dia siguiente se inocularon por duplicado 100 ml de LB con 1 ml del
preinéculo de cada una de las cepas y se crecieron hasta una DOgoo nm = 0.6, punto
en el cual se afiadi6 L-(+)-arabinosa a una concentracioén final de 0.1%. Los cultivos
se incubaron durante cuatro horas més a 37° C a 210 rpm. Terminado el tiempo de
induccién se colectaron las pastillas centrifugando los cultivos a 4° C a 10000 rpm
durante 5. Las pastillas fueron resuspendidas en regulador de unién urea 8 M pH
8 y las muestras se sonicaron durante 45 seg 5 veces. Posteriormente se
centrifugaron a 10000 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante recuperado se
tiltr6 por una membrana de 0.22 pym (Millipore) y se aplicé a una columna quelante
de niquel, cargada con NiSOs 100 mM y conectada a un sistema de
minicromatografia AKTA (Amersham Pharmacia Biotech).
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Las proteinas son eluidas con un gradiente de pH (pH 8 a 4.5) de regulador de
urea. Las fracciones Ler-His¢ se seleccionaron con base a su analisis en geles de
poliacrilamida-SDS (dodecil-sulfato de sodio) al 15% y se cargaron en casetes
Slyde-A-Lyzer (Pierce) para ser dializadas a 4°C en un regulador que contiene Tris-
HCI 50 mM pH 7.5, MgCl> 10 mM, glicerol 20%, NaCl 0.5 M, Triton X-100 0.1% y
cantidades variables de urea (4 M, 1 M, y 0.2 M). Se realizaron tres lavados en cada
regulador durante una hora cada uno. La didlisis final se hizo en un buffer de
almacenamiento que contiene Tris-HCl 30 mM (pH 7.5), MgCI2 10 mM, glicerol
20%, NaCl 240 mM, Triton X-100 0.1% y EDTA 3 mM. La concentracion de las
proteinas renaturalizadas se determiné mediante el método de Bradford, y
posteriormente se alicuotaron y almacenaron a -70°C hasta su uso® .

¢ Ensayos de Retardamiento de la Movilidad Electroforética (EMSA) de las

proteinas Ler

Una vez que se purificaron las proteinas Ler silvestre y mutantes, se analizaron
en su capacidad de unirse al DNA mediante Ensayos de Retardamiento de la
Movilidad Electroforética (EMSA). Las reacciones de interaccion proteina-DNA se
llevaron a cabo usando como sonda el fragmento de DNA denominado LEE2, que
contiene la region reguladora de los operones LEE2-LEE3, incluyendo los sitios de
pegado de Ler y H-NS. Dicho fragmento de DNA se amplificé a partir de un
plasmido conteniendo la regién intergénica LEE2 y LEE3, abarcando desde el
nucledtido +121 hasta el nucleétido -469 respecto al sitio de inicio de la
transcripcion del operén LEE2, usando los oligonucle6tidos SepZ-95 y SepZ-48.

El producto de PCR resultante se purific6 por GeneClean y se us6 para los
experimentos subsiguientes. También se amplific6 por PCR usando los
oligonucleé6tidos Ler-His y Ler-Xho, un fragmento de DNA correspondiente a la
region codificante del gen ler para usarse como control negativo, pues se sabe que
Ler no interacttia con dicho fragmento.

Se prepararon volimenes de reaccién de 30 pl, colocando 3 pl del regulador de
unién 10 X (acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanesulfénico [HEPES] 400 mM,
MgClx 80 mM, KCl 500 mM, DTT 10 mM, octilfenolpoli(etilenglicoléter) [NP40]
0.5% y 1 mg de BSA), diferentes concentraciones de proteina, ~ 40 ng del
fragmento de DNA LEE2 y del control negativo ler. Las reacciones se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente y posteriormente se cargaron en un gel de
poliacrilamida al 5%, usando regulador de corrida Tris-Boratos-EDTA 0.5 X. Se
aplic6é una corriente de 97 V y el gel se tifié con bromuro de etidio 0.5 pg/ml, se
visualizé en un transiluminador con luz UV de onda corta (Alphalmager) y se
fotografio.

30



RESULTADOS

e Clonacion de ler y obtencion de mutaciones puntuales en Ler

Como primer paso para abordar las estrategias de mutagénesis, se clon6 la
region codificante del gen ler de EPEC en el vector pMPM-T3 (ver Materiales y
Meétodos). Dicho vector cuenta con un sitio de multiclonacién y un casete de
resistencia al antibidtico tetraciclina. El gen ler se amplific6 por PCR usando como
templado DNA cromosomal de la cepa prototipo de EPEC E2348/69 y los
oligonucleé6tidos plerEPBH-F (lleva el sitio BamHI en el extremo 5 del gen) y
plerEPSI-R (lleva el sitio Sacl en el extremo 3" del gen). El fragmento de DNA
amplificado, abarcando 59 pb antes del ATG y hasta 39 pb después del codén de
paro, se cloné con los sitios BamHI y Sacl en la regiéon de multiclonacion del vector
pPMPM-T3. Asi, la expresion de ler queda bajo el control del promotor lac del
vector, el cual es inducible por IPTG.

Las reacciones de ligacién purificadas se introdujeron por electroporacién en la
cepa de E. coli DH5-a y las células transformadas se platearon en cajas de LB con
tetraclicina, asi como con IPTG y X-Gal. Para facilitar la seleccién de pladsmidos que
llevaran clonado el gen ler, nos basamos en el principio de que al introducirse el
fragmento de DNA correspondiente a ler en el sitio de multiclonacion del vector, se
interrumpe el gen lacZ que codifica para la enzima B-galactosidasa. Esta enzima
degrada el sustrato cromogénico X-Gal, produciendo colonias de color azul. Al
interrumpirse el gen lacZ no hay produccién de enzima y, por lo tanto, las colonias
son blancas. De este modo, se seleccionaron algunas colonias blancas para extraer
DNA plasmidico. Después de verificar por PCR la presencia del inserto, se
seleccionaron dos pldsmidos recombinantes para la determinacién de la secuencia
de nucledtidos de los insertos. Sorpresivamente, en ambos plasmidos se encontr6
una mutacién puntual que generaria un cambio de aminodcido en Ler, el cual fue
diferente entre los dos plasmidos. Se seleccionaron cinco plasmidos més para
secuenciar los insertos, encontrandose nuevas mutaciones puntuales y dobles en
ler. Estos resultados nos indicaron que en las condiciones empleadas para clonar
ler, se seleccionaron mutaciones en este gen. Sin embargo, el hecho de que se
introdujeran mutaciones puntuales en ler nos favorecid, puesto que nuestro
objetivo era generar este tipo de mutaciones para analizar su efecto en la funcién
de Ler y asi, caracterizar los dominios de esta proteina. Entonces, se continué
determinando la secuencia de nucleétidos de los insertos de diferentes plasmidos
recombinantes obtenidos en las condiciones en las que se seleccionaron mutaciones
en ler, hasta que se observo repeticion de las mutaciones generadas. De esta forma
se obtuvo un banco de 15 plasmidos que contendian al gen con diferentes
mutaciones puntuales.
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Dados los resultados anteriores decidimos cambiar las condiciones de reaccion
de la PCR, enzimas y condiciones de selecciéon de los plasmidos recombinantes
para clonar el gen ler silvestre. Basicamente, cambiamos de la enzima Taq
polimerasa Expand High Fidelity (ROCHE) a una mezcla de Taq polimerasa MP y
Pfu polimerasa (Altaenzymes). Asi mismo, ya no se usé IPTG para la seleccion de
los plasmidos que llevaban clonado el gen. Empleando las nuevas condiciones se
logré la clonacion del gen ler silvestre.

De un total de 15 mutaciones puntuales obtenidas en Ler de forma espontanea,
10 ocurrieron en la region N-terminal (N8S, T11A, L29P, Q30P, K34R, L36P, 148T,
T53P, E61G y L62P) y cinco en la regiéon C-terminal (K102E, A104T, K111E, L115H
y L115P). De las ocurridas en el extremo N-terminal, dos fueron al inicio de la
region (N8S y T11A), cuatro dentro del dominio “coiled coil” predicho (L29P,
Q30P, K34R y L36P) y cuatro dentro de la regiéon conectora (I48T, T53P, E61G y
L62P). Las mutaciones restantes ocurrieron en el extremo C-terminal, una dentro
del dominio de unién al DNA equivalente al descrito para H-NS y predicho de Ler
(K102E, Tabla 4) y el resto (A104T, K111E, L115H y L115P) ocurrieron fuera de
éste.

Las mutaciones ocurrieron tanto en aminoacidos conservados con respecto a H-
NS (L29, L36, L62 y K102, Fig. 16), como en aminodcidos conservados entre las
proteinas Ler de diferentes cepas causantes de la lesion A/E de E. coli y de C.
rodentium (L29, K34, L36, 148, T53, E61, L62, K102, A104 y L115, Fig. 16).

Por otro lado, también se introdujeron mutaciones puntuales en otros
aminoécidos de Ler que consideramos de interés (I57T, Y83A y W91A) utilizando
la estrategia de mutagénesis sitio-dirigida por PCR con oligonucleétidos
sobrelapados (ver Materiales y Métodos). La mutacién I57T se localiza en la regién
conectora de Ler y se escogi6 debido a que ocurre de forma natural en la proteina
Ler de la cepa de EHEC 955F2. Dicha cepa es incapaz de producir las lesiones A/E
(Ogierman et al., 2000), por lo tanto, es avirulenta, indicando que Ler no es
funcional con esta mutacién, pues la complementacién con Ler silvestre restaura la
virulencia de dicha cepa. Las mutaciones Y83A y W91A se localizan en el extremo
C-terminal de Ler, dentro del probable dominio de unién al DNA y se eligieron
por tratarse de aminodcidos conservados entre H-NS y las diferentes proteinas Ler.
Ademas, se ha demostrado que en H-NS mutaciones en esos residuos afectan la
interaccion con el DNA. Los aminoacidos Y83 y W91 se cambiaron a alanina para
minimizar el efecto que pudieran tener dichos cambios en la estructura local o
global de la proteina. Se obtuvieron los plasmidos recombinantes y se determiné la
secuencia nucleotidica de los insertos para corroborar que se introdujo la mutaciéon
deseada.
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Figura 16. Localizacién de las mutaciones obtenidas en Ler, tanto de manera espontdnea como de forma sitio-
dirigida. Las flechas rojas indican los cambios encontrados a lo largo de la secuencia de aminoacidos de la
proteina Ler. Las flechas negras indican residuos evaluados en H-NS. Los asteriscos indican los residuos
analizados previamente en Ler.

En la Tabla 5 se describen todas las mutaciones puntuales que obtuvimos en ler
tanto al azar, como por mutagénesis sitio-dirigida.

e Efecto de las mutaciones puntuales en Ler en la activacion de una fusion
transcripcional reportera LEE2-cat
Para determinar el efecto de las mutaciones puntuales en la funcién de Ler, se
determiné la capacidad de las proteinas mutantes de inducir la expresiéon de una
fusiéon transcripcional reportera LEE2-cat. Dicha fusién contiene la regién
reguladora completa del operén LEE2, el cual se demostré previamente que
requieren de Ler para su transcripcion, tanto en EPEC como en E. coli K-12 (cepa
no patégena de laboratorio). Se transformé la cepa de E. coli K-12 MC4100
conteniendo la fusién transcripcional LEE2-cat (contenida en el plasmido pLEE2-
cat), con cada uno de los plasmidos que expresan a Ler silvestre o mutantes y se
determino la actividad especifica de CAT.
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Tabla 5. Residuos modificados en las proteinas Ler mutantes, obtenidas tanto al azar como por mutagénesis
sitio-dirigida. Se indica la mutacién introducida, su localizacién y su conservacién respecto a H-NS o Ler de
diferentes cepas causantes de la lesion A/E. Se indica también el efecto de los cambios en la prediccién del
dominio “coiled coil”.

Mutacion Localizacion Observaciones
N8S En el N-terminal N esta conservado en todas las Ler
T11A En el N-terminal T estad conservado en todas las Ler; no afecta el “coiled coil”
Posicion d en el "coiled coil" | En Ler esta mutacion afecta su capacidad de activar una fusion
L29P 2 LEE2-lacZ5s
Posicién e en el “coiled
Q30P coil” 2 Q esta conservado en todas las Ler; abate el "coiled coil"
Posiciéon b en el “coiled
K34R coil” 3 K estad conservado en todas las Ler; abate el "coiled coil"
Posicién d en el "coiled coil
L36P 3" L estd conservado ent todas las Ler; abate el "coiled coil"
148T Regién conectora | esta conservado en todas las Ler; abate el "coiled coil"
T53P Regién conectora T esta conservado en todas las Ler; no afecta el “coiled coil”
I57T Regiéon conectora | esta conservado en todas las Ler; no afecta el “coiled coil”
E61G Regiéon conectora E esta conservado en todas las Ler; no afecta el “coiled coil”
L62P Regién conectora L esta conservado en todas las Ler y H-NS; no afecta el “coiled coil”
Y83A Dominio de unién al DNA Y estéa conservado en todas las Ler y H-NS
W91A Dominio de unién al DNA W esta conservado en todas las Ler y H-NS
K102E Dominio de unién al DNA K esta conservado en todas las Ler y H-NS
AL104T En el C-terminal A esta conservado en todas las Ler y H-NS
K111E En el C-terminal K estad conservado en todas las Ler
L115H/P En el C-terminal L estad conservado en todas las Ler y H-NS

Como se observa en la Fig. 17A y B, en la cepa de E. coli MC4100 la presencia de
Ler silvestre indujo la expresién de la fusiéon transcripcional LEE2-cat a un nivel
similar al que se observé en la cepa de EPEC silvestre. En contraste, en presencia
del vector, sdlo se detectd un nivel basal de expresion de la fusion. Excepto por las
mutaciones N8S y L115H, todas afectaron drasticamente la capacidad de Ler de
inducir la expresion de la fusioén reportera LEE2-cat, indicando que los residuos
cambiados pueden formar parte de dominios funcionales ubicados en las regiones
N-terminal y C-terminal, que son importantes para inducir la expresiéon de la
fusion transcripcional LEE2-cat.

e Prediccién de estructura secundaria tipo “coiled coil” en las proteinas Ler
silvestre y mutantes

Previamente se reporto la presencia de un dominio “coiled coil” en la regién N-
terminal de Ler, el cual al mutarse afecta la capacidad de este regulador de inducir
la expresion de una fusion transcripcional LEE2-lacZ%. H-NS contiene un dominio
“coiled coil” en su extremo N-terminal, necesario para su dimerizacion® 15 44 45, 58,
En otros casos la presencia de este dominio permite las interacciones proteina-
proteina® 40. Sin embargo, para Ler no se habia demostrado directamente que el
dominio “coiled coil” sea responsable de la dimerizacion.
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Figura 17. Cambios puntuales a lo largo de la secuencia de aminoacidos de Ler afectan su capacidad de inducir
la expresiéon de la fusiéon transcripcional LEE2-cat. A) Mutaciones en la regiéon N-terminal de Ler. B)
Mutaciones en la region C-terminal de Ler. La cepa de E. coli K-12 MC4100 conteniendo el plasmido pLEE2-cat
se transformo con los diferentes plasmidos que codifican para Ler con mutaciones puntuales. Las cepas se
crecieron en el medio de cultivo DMEM hasta una DOgonm = 1.0, se tomaron muestras y se determiné la
actividad especifica de CAT. Como control positivo, se evalud la actividad especifica de CAT en la cepa
silvestre de EPEC E2348/69 transformada con el plasmido pLEE2-cat, asi como en la cepa de E. coli K-12
MC4100 transformada con el plasmido que expresa Ler silvestre y como control negativo en la cepa de E. coli
K-12 MC4100 transformada con el vector pMPM-T3. Los datos en las gréficas corresponden al promedio de al
menos tres experimentos independientes.
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Para determinar si las mutaciones en Ler, sobre todo las localizadas en su
extremo N-terminal, afectaban la prediccién del dominio “coiled coil” y, por lo
tanto, pudieran afectar su dimerizacion, se realiz6 un analisis del efecto de cada
mutacion en la prediccion de estructuras secundarias tipo “coiled coil”. Para esto
usamos el programa CoilScan (SeqWeb, Wisconsin Package).

- Lerwt LerN8S

Positian

LerT11A LerL29P

LerQ30P LerK34R
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Figura 18. Prediccién de estructura secundaria tipo “coiled coil” en la regién N-terminal de Ler. Se realizé un
andlisis de prediccion de estructura secundaria tipo “coiled coil” con el programa CoilScan (SeqWeb,
Wisconsin Package) usando la secuencia de aminoacidos de la proteina Ler silvestre de EPEC (A), asi como, de
las proteinas mutantes LerN8S (B), LerT11A (C), LerL29P (D), LerQ30P (E), LerK34R (F), LerL36P (G), LerI48T
(H), LerT53P (I), LerI57T (J), LerE61G (K) y LerL62P (L). Excepto por la mutacién K34R, todas las mutaciones
ocurridas dentro del “coiled coil” predicho de Ler, afectaron la prediccién de dicha estructura secundaria. Por
otro lado, mutaciones fuera del dominio “coiled coil” no tuvieron efecto en su prediccion.

Este andlisis indicé que en la secuencia silvestre de Ler se puede predecir un
dominio “coiled coil” que abarca los residuos 19 a 46 (Fig. 18A). La probabilidad
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de formacién de este dominio permanece intacta al introducir las mutaciones N8S
y T11A, ambas ubicadas al inicio de la regiéon N-terminal (Fig. 18B y C), sugiriendo
que estos aminoacidos no forman parte de la estructura “coiled coil”. Al analizar
las mutaciones L29P, Q30P y L36P, todas ubicadas dentro del dominio “coiled coil”
que se predijo, se abate la prediccién de dicha estructura (Fig. 18D, E y G). Sin
embargo, la mutacion K34R también ubicada dentro del dominio “coiled coil”, no
tuvo efecto, probablemente debido a que el aminoédcido introducido es
quimicamente similar al original (Fig. 18F). El resto de las mutaciones localizadas
dentro de la regiéon N-terminal, especificamente dentro de la regién conectora
(I48T, T53P, I57T, E61G y L62P), no tuvieron ningtn efecto en la prediccion de la
estructura “coiled coil” (Fig. 18H, I, J, Ky L). Tampoco las mutaciones localizadas
en la region C-terminal (Y83A, W91A, K102E, A104T, K111E, L115H y L115P)
tuvieron efecto en la prediccién del dominio “coiled coil”, sugiriendo que la
formacion de éste, es independiente de la region C-terminal.

Estos resultados sugieren que las mutaciones L29P, Q30P y L36P afectaron la
funcién de Ler debido a que alteran la formacién del dominio “coiled coil” y, por
lo tanto, podrian afectar la dimerizacion. Por otro lado, nuestros resultados revelan
que residuos en la region N-terminal de Ler pero localizados fuera del dominio
“coiled coil” predicho, también son importantes para la funciéon de este regulador.

e Seleccion de mutantes en Ler para la caracterizacion de su capacidad de

dimerizacién y unién al DNA

Como un primer anélisis para determinar el efecto de las mutaciones obtenidas
en la capacidad de dimerizacién y unién al DNA de Ler, seleccionamos un grupo
representativo de mutantes para su posterior caracterizaciéon en torno a estas
funciones.

Del extremo N-terminal se eligi6 la mutante LerN8S, la cual mantuvo la
capacidad de inducir la expresiéon de la fusiéon LEE2-cat, por lo que esperabamos
que se comportara como la proteina Ler silvestre, sirviendo como un control
positivo para el andlisis de las demas funciones.

En el dominio “coiled coil” se seleccion6 la mutante LerQ30P debido a que
dicho cambio abati6 la predicciéon del dominio y podria afectar la dimerizacion,
pero probablemente no la capacidad de unién al DNA.

De la region conectora se eligieron las mutantes LerE61G y LerL62P, ambas
posiciones ocupadas por residuos conservados entre las proteinas Ler. Analizar la
capacidad de dimerizacion de las proteinas con mutaciones en la regién conectora
nos ayudaria a determinar si dicha regiéon también juega un papel en dicha
funcién, aunque no forme parte del dominio “coiled coil” predicho, asi como su
importancia para la unién al DNA.

Por otro lado, en el extremo C-terminal se escogié la mutante LerY83A, debido
a que el aminoacido de la posiciéon correspondiente en H-NS es crucial para la

38



unién al DNA. De este modo, es probable que la mutante Y83A esté afectada en la
capacidad de unirse al DNA, pero no en su capacidad de dimerizacion.

Otras mutantes tnicamente se evaluaron en su capacidad de dimerizar. La
mutante LerI57T, con un cambio en la regién conectora que no afect6 la prediccién
del dominio “coiled coil”, si estuvo afectada en la capacidad de inducir la
expresion de la fusion transcripcional LEE2-cat. Asi mismo, las mutantes LerW91A,
LerL115H y LerL115P, correspondientes al extremo C-terminal, se esperaria que no
estuvieran afectadas en su capacidad de dimerizacién, aunque en Ler dicha
funcién pudiera depender de un dominio diferente al que requiere H-NS. De estas
altimas mutantes, LerW91A y LerL115P no indujeron la expresiéon de la fusiéon
LEE2-cat, pero LerL115H si (Fig. 17B).

e Ensayo de dimerizacion de las proteinas Ler mutantes

La capacidad de dimerizacion de las proteinas mutantes seleccionadas se
determiné mediante el sistema de dos hibridos bacteriano basado en el regulador
transcripcional LexA2. Resultados previos de nuestro laboratorio habian mostrado
que la capacidad de dimerizacién de Ler puede ser monitoreada mediante este
sistema (Bustamante et al., datos no publicados).

Para la realizacion de este experimento se clonaron los insertos que contienen el
gen silvestre y mutantes de ler en el vector pSR658A, el cual codifica para la region
N-terminal de LexA, de manera que se expresara la proteina Ler fusionada al
dominio de unién al DNA de LexA. Como cepa reportera se emple6 la cepa de E.
coli SU101, la cual contiene una fusién cromosomal sulA-lacZ. El gen sulA es
reprimido fuertemente por la proteina LexA silvestre, pero no por la proteina que
carece del dominio de dimerizacién. Si la proteina que se fusiona al dominio de
unién al DNA de LexA es capaz de dimerizar, permite que esta proteina de fusion
reprima la expresion de la fusion sulA-lacZ.

Se transformo6 la cepa de E. coli SU101 con los plasmidos que codifican las
proteinas Ler silvestre y las mutantes LerN8S, LerQ30P, LerI57T, LerE61G,
LerL62P, LerY83A, LerW91A, LerL115H y LerL115P fusionadas al dominio de
unién al DNA de LexA. Las células transformantes se cultivaron en LB y la
expresion de las proteinas se indujo con IPTG 1 mM y a una DOgoo nm = 1.0 se
tomaron muestras, se procesaron y se determiné la actividad especifica de f-
galactosidasa.

Como control se evalué la expresion de la fusiéon sulA-lacZ en presencia del
vector pSR658A. Como se observa en la Fig. 19 en la cepa transformada con el
vector pSR658A hubo un alto nivel de expresion de la fusion sulA-lacZ. En
contraste, la proteina Ler silvestre fusionada al dominio de unién al DNA de LexA
fue capaz de reprimir la expresion de la fusion sulA-lacZ mas de 10 veces.
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En presencia de la proteina de fusién que contiene la mutacioén I57T, se obtuvo
un nivel de expresion de la fusién reportera sulA-lacZ similar al que se obtuvo en
presencia del vector pSR658A, indicando que esta mutacion afecté drasticamente la
capacidad de dimerizaciéon de Ler (Fig. 19). En contraste, en presencia de las
proteinas de fusién que contienen las mutaciones N8S, Q30P, E61G, L62P, Y83A,
WOI1A, L115H y L115P, la expresion de la fusiéon sulA-lacZ se redujo a un nivel
similar al que se observo con la proteina de fusiéon conteniendo Ler silvestre (10 a
12 veces), indicando que estas mutaciones no afectan, o afectan ligeramente, la
capacidad de dimerizacién de Ler (Fig. 19).
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Figura 19. Efecto de las mutaciones en las regiones N-terminal y C-terminal de Ler en la dimerizacién. Se
evalu6 la expresién de la fusion reportera sulA-lacZ en la cepa SU101 en presencia de los plasmidos que
codifican las proteinas Ler silvestre y mutantes, fusionadas al extremo N-terminal de LexA. Las cepas se
crecieron en medio de cultivo LB, se tomaron muestras a una DOgoonm = 1.0, y se determiné la actividad
B-galactosidasa. Los datos en la grafica corresponden al promedio de al menos tres experimentos
independientes.

Sorprendentemente, la mutaciéon Q30P no tuvo efecto en la dimerizacién, en
contraste con la prediccon de estructura secundaria “coiled coil”, donde se abate,
asi como con el resultado de la Fig. 17A. Este resultado es més sorprendente adn si
se compara con lo que se demostré en H-NS, donde cambios a prolina dentro del
dominio “coiled coil” abaten la dimerizacién, pues la prolina es un aminoacido
destructor de hélices. Por otro lado, la mutacién I57T localizada en la region
conectora abatié la dimerizaciéon de Ler, a diferencia de lo que sucedié con las
mutaciones E61G y L62P, localizadas también dentro del conector, que no
afectaron dicha funcién ni la prediccion del dominio “coiled coil”, aunque si
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afectaron la actividad de Ler (Fig. 17A). Estos resultados sugieren que Ler posee
estructuras secundarias alternativas que le permiten la dimerizacién, o que la
mutante LerQ30P adquiere una caracteristica que se lo permite. Asi mismo, el
conector parece importante para la dimerizacién, aunque no todos los residuos
localizados en esa zona. Sin embargo, las mutaciones L29P, K34R y L36P, que
afectaron la predicciéon del dominio “coiled coil”, afectaron la funciéon de Ler,
aunque queda por determinar si afectaron la dimerizacion.

Por otro lado, mutaciones en la regiéon C-terminal (LerY83A, LerW91A, LerL115H
y LerL115P) no afectaron la dimerizacién, indicando que el dominio de
dimerizacién funciona de manera independiente al dominio de unién al DNA. Por
otro lado, la observacién de que la mayoria de las proteinas Ler mutantes fueran
capaces de dimerizar, indica que la expresién y estabilidad de Ler no se ve afectada
por las mutaciones evaluadas.

e DPurificacién de las proteinas Ler silvestre y mutantes y ensayos de union

al DNA (“EMSA’s)

La capacidad de unién al DNA de la proteina Ler silvestre y sus derivadas
mutantes se determiné mediante ensayos de retardamiento en gel utilizando
proteinas Ler purificadas y la regién reguladora del operén LEE2.

Para la purificacién de las proteinas, se amplificaron por PCR los fragmentos de
DNA que contienen los genes ler silvestre y mutantes y se clonaron en el vector
PMPM-T6Q. Se introdujeron seis codones que codifican para histidina en el
extremo 3’ del gen ler durante la PCR. Asi, los plasmidos obtenidos permitieron la
expresion de las proteinas Ler silvestre y mutantes con una fusion de seis
histidinas en su extremo C-terminal bajo el control del promotor ara del vector. Las
proteinas Ler se expresaron en la cepa de E. coli BL21 y se purificaron mediante
una columna de afinidad a niquel (ver Materiales y Métodos). Las proteinas
mutantes de las cuales se evalu6 su capacidad de unién al DNA fueron: LerN8S,
LerQ30P, LerE61G, LerL62P y LerY83A.

En los experimentos tipo (EMSA’s) se emple6 un fragmento de DNA que
contiene la regién reguladora del operén LEE2 (fragmento LEE2), con el cual se ha
demostrado previamente que Ler interactia. Como control negativo se empleé un
fragmento de DNA correspondiente al gen estructural ler (fragmento ler), con el
cual se sabe que Ler no interactia. Ambos fragmentos de DNA fueron obtenidos
por PCR, se purificaron y posteriormente se usaron para los ensayos.

Por experiencia en el laboratorio, sabemos que hay ligeras variaciones de
experimento a experimento en el comportamiento de la unién de Ler silvestre al
DNA, ya sea por condiciones de incubacién o incluso la edad de la proteina
purificada, por lo que para cada mutante se comparo en paralelo la interaccién de
Ler silvestre con el mismo fragmento de DNA. El carril uno corresponde en todos
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los experimentos a la reaccién control, en la cual se incubé el DNA en ausencia de
proteina. Ademads, de acuerdo a los resultados que obteniamos, para algunas
mutantes se suprimieron las primeras concentraciones de proteina y se
aumentaron otras.

En la Fig. 20A, se muestra la comparacion de la unién al DNA de la proteina
Ler silvestre y la mutante LerN8S. A una concentracién de 566 nM ambas proteinas
retardaron casi todo el fragmento LEE2 (Fig. 20A). En contraste, a la misma
concentraciéon ninguna de las proteinas retardé el fragmento ler. Esto indica que
ambas proteinas interactdan especificamente con la region reguladora del operén
LEE?2 y con afinidades similares. El complejo proteina-DNA formado por la
proteina silvestre se detecta en la parte superior del gel; sin embargo, este complejo
no se detect6 para la mutante LerN8S. Es importante mencionar que debido a que
Ler tiende a formar complejos grandes proteina-DNA, en ocasiones éstos no logran
entrar al gel y, por lo tanto, no se detectan. Por otro lado, a una concentracién de
1063 nM ambas proteinas retardaron por completo el fragmento LEE2. Sin
embargo, a esta concentracion, la proteina Ler silvestre también comenzé a
retardar el fragmento ler.

Como esperdbamos, estos resultados indican que la mutacién N8S no afecta
la capacidad de unién al DNA de Ler, como se observé anteriormente el evaluar la
dimerizacién (Fig. 19A) y la capacidad de inducir la expresion de la fusion LEE2-
cat (Fig. 17). Como ya se menciond, el objetivo de comparar la capacidad de unién
al DNA de la proteina mutante LerN8S con la silvestre fue contar con un control
positivo de la reproducibilidad de estos ensayos.

Del mismo modo, se comparé la habilidad de las proteinas Ler silvestre y
mutante LerE61G de interactuar con el DNA. Como se observa en la Fig. 20B
ambas proteinas se unieron de manera similar al fragmento LEE2, retardandolo a
partir de la concentracién 566 nM. Asi mismo, ninguna de las dos proteinas retardé
el fragmento ler. Estos resultados indican que la mutacién LerE61G no afect6 la
afinidad o la forma de interaccién de Ler con la regién reguladora del operén
LEE2.

En la Fig. 20C se compar6 la habilidad de la proteina Ler silvestre y de la
mutante LerQ30P de interactuar con el DNA. A una concentraciéon de 566 nM, la
proteina Ler silvestre fue capaz de retardar todo el fragmento LEE2, en este caso,
observandose un complejo proteina-DNA en la parte superior del gel. En contraste,
a la misma concentraciéon de proteina, la mutante LerQ30P retardé dicho
fragmento pero no se observaron complejos proteina-DNA, sugiriendo que la
mutacién afect6 su afinidad por el DNA (Fig. 20C). Puesto que a una concentracién
de 1063 nM la proteina Ler silvestre formé un complejo proteina-DNA maés grande
al formado a la concentraciéon anterior, se propone que existe mas de un sitio de
unién de Ler en el fragmento LEE2 y/o que, una vez unido al DNA, Ler puede
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multimerizar a través de interacciones proteina-proteina, formando los complejos
mayores proteina-DNA observados en este experimento.
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Figura 20. Interaccién in vitro de las proteinas Ler silvestre y mutantes LerN8S (A), LerE61G (B), LerQ30P (C),
LerL62P (D) y LerY83A (E) con la regién reguladora del operén LEE2. Se usé como sonda el fragmento de
DNA correspondiente a la regién reguladora del operén LEE2. Como control negativo se us6 un fragmento de
DNA correspondiente al gen estructural ler. En cada experimento el DNA se mezclé con concentraciones
crecientes de Ler silvestre y la correspondiente mutante. Los ntiimeros arriba de cada carril indican la
concentracién en nM de proteina usada.

Debido a que la proteina LerQ30P no formé complejos proteina-DNA a las
mismas concentraciones que lo hizo la silvestre, se eliminaron algunas y se usaron
otras mayores (1130 nM y 2000 nM) para determinar qué tanto afect6 la mutacién
la capacidad de la proteina de unirse al DNA con respecto a la silvestre. A las
concentraciones mas altas evaluadas, la mutante LerQ30P retard6 todo el
fragmento LEE2, pero sorprendentemente los complejos proteina-DNA formados
fueron mas pequenos respecto a los que se formaron con la proteina silvestre (Fig.
20C). Estos resultados sugieren que la mutaciéon Q30P reduce en aproximadamente
dos veces la afinidad de Ler por la region reguladora del operén LEE2. A todas las
concentraciones de proteina utilizadas en este experimento, ni la proteina Ler
silvestre ni la mutante LerQ30P retardaron el fragmento ler, indicando que sus
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interacciones fueron especificamente con el fragmento LEE2. Estos resultados, en
conjunto con el andlisis de dimerizacién y predicciéon del dominio “coiled coil”,
sugieren que la mutante LerQ30P podria estar afectada en la oligomerizacion. Por
esta razon los complejos proteina-DNA que formé fueron mas pequefios respecto a
los formados por la proteina Ler silvestre.

En la Fig. 20D se compar¢ la habilidad de unién al DNA de la proteina mutante
LerL62P con la de la proteina silvestre. En este experimento, se observoé retardé del
fragmento LEE2 a partir una concentraciéon de 280 nM, observandose los los
complejos proteina-DNA en la parte superior del gel, tanto a 566 nM como a 1063
nM. Como para la mutante LerQ30P, se eliminaron algunas concentraciones bajas
de proteina y se evaluaron otras. La mutante LerL62P retard¢ el fragmento LEE2
sOlo hasta que se usaron las concentraciones mas altas (1130 y 2000 nM), aunque en
este caso no se detectaron los complejos proteina-DNA (Fig. 20D). Ninguna de las
dos proteinas retard6 el fragmento ler, indicando que su interaccion fue
especificamente con el fragmento LEE2. Estos resultados indican que la mutacién
L62P reduce en aproximadamente tres veces la afinidad de Ler por la regién
reguladora del operén LEE2.

Finalmente, se compar6 la habilidad de uniéon al DNA de la proteina Ler
silvestre y la mutante LerY83A. La proteina Ler silvestre retardé de manera
especifica el fragmento LEE2 a las concentraciones de 566 nM y 1063 nM,
observandose los complejos proteina-DNA en la parte superior del gel (Fig. 20E).
En contraste, la proteina LerY83A no retard6 el fragmento LEE2 atn a la
concentracién mas alta empleada (2000 nM). De hecho, a esta concentracién y a
concentraciones mayores, se observé también retardamiento del fragmento ler,
indicando que la proteina LerY83A perdi6 por completo la capacidad de reconocer
especificamente su secuencia blanco (Fig. 20E y datos no mostrados). Asi, la
mutacion Y83A abate por completo la capacidad de Ler de unirse a la region
reguladora del operén LEE2, como era de esperarse debido a que tal mutacion se
localiz6 en el dominio predicho de unién al DNA.

La Tabla 6 contiene el resumen de los resultados obtenidos en este trabajo.
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Tabla 6. Resumen del efecto de los cambios de residuos en las funciones de induccion de la fusion LEE2-cat,
dimerizacién y unién al DNA, asi como en la predicciéon de la estructura secundaria “coiled coil” y la
localizacién de cada uno de los cambios.

INDUCE LA PREDICCION DEL UNION AL
MUTANTE | UBICACION | FUSION LEE2-cat | DOMINIO "COILED COIL" | DIMERIZACION DNA
N8S N-terminal Si No afecta la prediccion Si Si
T11A N-terminal No No afecta la prediccion ND ND
L29P "Coiled coil" No Abate la prediccion ND ND
Q30P "Coiled cail" No Abate la prediccién Si Si*
K34R "Coiled coil" No Abate la prediccién ND ND
L36P "Coiled cail" No Abate la predicciéon ND ND
148T Conector No No afecta la predicciéon ND ND
T53P Conector No No afecta la prediccion ND ND
I57T Conector No No afecta la prediccion No ND
E61G Conector No No afecta la prediccion Si Si
L62P Conector No No afecta la prediccion Si Si
Y83A Unién al DNA No No afecta la prediccion Si No
WI1A Unidn al DNA No No afecta la prediccion Si ND
K102E Unién al DNA No No afecta la prediccion ND ND
A104T C-terminal No No afecta la predicciéon ND ND
K111E C-terminal No No afecta la prediccién ND ND
L115H C-terminal Si No afecta la prediccion Si ND
L115P C-terminal No No afecta la prediccién Si ND

e Esta mutante puede estar afectada en la
mismos complejos proteina-DNA que forma la proteina Ler silvestre.
e ND: no determinado.

oligomerizacién, pues se unié al DNA pero no formé los
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DISCUSION

Ler es el regulador positivo central de los genes de virulencia del grupo de
patogenos A/E, el cual incluye a EPEC, EHEC y C. rodentium. Ler no actda como
un activador clasico, en el sentido de que no activa la expresiéon de los genes de
virulencia, sino que acttia contrarrestando la represion ejercida por H-NS sobre los
mismos” 23 5. Asi, mds que un activador, Ler es considerado un des-represor’. De
manera interesante, se ha clasificado a Ler como miembro de la familia de
proteinas H-NS/StpA, la cual se compone de proteinas de unién al DNA con
parecido a histonas® 13 40, 45 Particularmente, la regiéon C-terminal de Ler tiene
mayor similitud con la regién C-terminal de las proteinas de la familia H-
NS/StpA; dicha regién contiene el dominio de union al DNA#9 51, 52,58,

En estudios previos se demostré que Ler se une a las regiones reguladoras de
sus genes blanco* 7 2 5. Ademads, utilizando un sistema de dos hibridos en
bacterias basado en el regulador LexA se demostré que Ler dimeriza (Bustamante
et al., datos no publicados). Estos datos sugieren que Ler contiene al menos dos
dominios funcionales: el dominio de unién al DNA y el dominio de dimerizacién.
Sin embargo, éstos no se han caracterizado mediante mutagénesis, por lo que en
este estudio nos planteamos como objetivo central comenzar la caracterizacién de
los dominios de unién al DNA y dimerizacién de Ler, asi como la identificaciéon de
otros posibles dominios funcionales en este regulador. Con este fin, se obtuvieron
mediante PCR mutaciones puntuales a lo largo de la secuencia de aminoécidos de
la proteina Ler. Asi mismo, se determiné el efecto de las mutaciones en las
capacidades de Ler de inducir la expresion de una fusién transcripcional reportera
(LEE2-cat), dimerizar y unirse al DNA.

Durante la clonacion de ler en el vector pMPM-T3 se generaron y
seleccionaron diversas mutaciones puntuales en este gen. Aunque las causas
precisas por las cuales se obtuvieron estas mutaciones espontaneas, la mayoria de
las cuales generaron proteinas inactivas, no se determinaron, creemos que se debié
a que la sobre-expresion de Ler es desfavorable para la bacteria. Dado que la
seleccion de los plasmidos que llevaran clonado a ler se hizo en presencia de IPTG,
el cual induce la expresiéon de dicho gen a partir del promotor lac del vector,
nuestra hipoétesis es que Ler a altas concentraciones pudiera tener un efecto global
negativo en la expresion genética y que esto afecte el crecimiento de E. coli. Debido
a esto se recuperaron principalmente pldsmidos que en la replicaciéon introdujeron
mutaciones en ler que generarfan una proteina Ler no funcional. Cuando se
elimind el IPTG para la selecciéon de los pldsmidos que llevaran clonado ler, la
obtencion de plasmidos conteniendo el gen con mutaciones, se redujo
drasticamente.
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La generaciéon de las mutaciones espontaneas fue util para nuestro estudio, ya
que precisamente nuestro primer objetivo era la obtencion de mutaciones
puntuales a lo largo del gen ler. Ademas de las mutaciones obtenidas de forma
espontanea, se generaron otras de manera sitio-dirigida. En total se obtuvieron 18
mutaciones puntuales en Ler, 11 en la region N-terminal (N8S, T11A, L29P, Q30P,
K34R, L36P, 148T, T53P, I57T, E61G y L62P), y siete en la region C-terminal (Y83A,
WOI1A, K102E, A104T, K111E, L115H y L115P).

Para determinar el efecto de estas mutaciones en la actividad de Ler, se analiz6
la capacidad de las proteinas Ler silvestre y mutantes de inducir la expresién de
una fusion transcripcional LEE2-cat en E. coli MC4100. La expresion de Ler a partir
del vector pMPM-T3 (en E. coli MC4100) y la expresiéon de Ler a partir del gen
cromosomal (en EPEC) inducen la expresiéon de la fusion LEE2-cat a niveles
similares (Fig. 17). Esto indica que la transcripcion de escape de ler a partir del
plasmido, esto es, sin inducir la expresion del promotor lac con IPTG, genera la
expresion de Ler a un nivel que permite la expresion 6ptima de los genes del LEE.
Con excepcioén de las mutaciones N8S y L115H, todas afectaron la funcién de Ler
(Fig. 17), sugiriendo la presencia de regiones funcionales tanto en el extremo N-
terminal, como en el extremo C-terminal de la proteina.

En el caso de las mutaciones que provocaron un cambio hacia prolina (L29P,
Q30P, L36P, T53P, L62P y L115P), es probable que éstas hayan afectado el
plegamiento de la regiéon de la proteina donde se localizan32. Los cambios de
aminodcidos a prolina alteran la estructura secundaria de las proteinas, debido no
s6lo a su incapacidad de establecer enlaces de hidrégeno, sino también al
impedimento estérico en las regiones que rodean a este tipo de mutaciones. Esto se
corrobora a partir del efecto diferente que tuvieron las mutaciones en la posiciéon
115 por histidina o prolina. Debido a la naturaleza alifatica de la cadena lateral del
aminodacido histidina, este aminoacido seguramente no afecté el plegamiento local
de la proteina ni las interacciones que tienen lugar dentro de la regiéon donde se
localiz6 esta mutaciéon. Sin embargo, el cambio a prolina en la misma posicién
afect6 drésticamente la capacidad de Ler de inducir la expresion de la fusiéon LEE2-
cat (Fig. 17), sugiriendo un efecto en la estructura local de la proteina.

H-NS contiene un dominio “coiled coil” en su regién N-terminal, el cual se
requiere para la dimerizaciéon de esta proteina y, por lo tanto, para su funcién
como represor de la expresion genétical> 4> 56 58, En Ler se puede predecir un
dominio “coiled coil” en su regién N-terminal abarcando de la posiciéon 19 a la 46
(Fig. 18A). En un estudio previo se report6é que las mutaciones [126R y L29R afectan
la predicciéon del dominio “coiled coil” de Ler5> Ademads estas mutaciones afectan
la capacidad de este regulador de inducir la expresion de una fusién
transcripcional LEE2-lacZ, asi como de unirse al DNA%.
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Para determinar si las mutaciones que afectaron la funcién de Ler, sobre todo
aquellas localizadas en su regiéon N-terminal, lo hicieron debido a que afectaron la
formaciéon del dominio “coiled coil”, se hizo un anélisis del efecto de estas
mutaciones en la predicciéon de formaciéon de dicho dominio. Para las mutaciones
localizadas dentro del dominio “coiled coil” (L29P, Q30P, K34R y L36P), se observé
que excepto por la mutacion K34R, todas abatieron la probabilidad de formacion
del dominio “coiled coil” (Fig. 17D, E y G). Era de esperar que la presencia de una
prolina afectara la formacién del dominio “coiled coil” debido a su incapacidad de
formar enlaces de hidrégeno, asi como por impedimento estérico, llevando a
alteraciones en las interacciones entre los miembros de la héptada repetida y
afectando la distribucién de los aminoacidos del centro hidrofébico del dominio
“coiled coil” (Ueguchi et al., 1997) 415,29, 32,58,

Por otro lado, la mutaciéon K34R no afect6 la prediccion del dominio “coiled
coil”, siendo congruente con el hecho de que el aminoacido arginina introducido,
es un aminoécido con caracteristicas quimicas similares al original lisina. Aun asi,
la mutante conteniendo dicho cambio estuvo afectada en la capacidad de inducir la
expresion de la fusion transcripcional LEE2-cat. Se sabe que las posiciones b y c de
la héptada repetida del dominio “coiled coil” (una de las cuales es ocupada por el
residuo arginina 34), son importantes para las interacciones iénicas y polares
sostenidas entre las hebras que componen el dominio “coiled coil”, manteniendo
una orientaciéon adecuada de éstas. La mutacion K34R podria desestabilizar las
interacciones mencionadas y asi, la orientacion de las hebras y esto a su vez, tener
un efecto en la funcién que lleva a cabo el dominio “coiled coil” de Ler.

Las mutaciones localizadas al inicio de la secuencia de aminoacidos de Ler,
pero fuera del dominio “coiled coil” (N8S y T11A), las localizadas en la regién
conectora (I48T, T53P, 1571, E61G y L62P) y aquellas localizadas en la regiéon C-
terminal (Y83A, W91A, K102E, A104, K111E, L115H y L115P), no afectaron la
predicciéon del dominio “coiled coil” (Fig. 18B, C, H, I, J, K, L y datos no
mostrados), indicando, como era de esperarse, que los aminoacidos localizados
fuera del dominio “coiled coil” son dispensables para su formacién. Sin embargo,
cabe mencionar que los algoritmos para predecir dominios “coiled coil” comparan
la secuencia de aminoédcidos de la proteina blanco con una base de datos de
proteinas que se sabe contienen “coiled coils”, para determinar la probabilidad con
la cual la secuencia blanco puede formar dichos dominios. Debido a esto, las
predicciones “coiled coil” no toman en cuenta el plegamiento global de la proteina,
de modo que se puede alterar éste y no observar efecto en la prediccion del
dominio. Por otro lado, para evaluar la importancia de los dominios “coiled coil”
para alguna funcién, se introduce una mutacién que destruya todo el dominio. En
este trabajo el aminodcido introducido fue una prolina, pues es el tinico que tiene
un efecto dréstico en las estructuras secundarias si se localiza en una posicion
inadecuada.
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Debido a que el dominio “coiled coil” permite la dimerizacién en H-NS, se
analiz6 esta capacidad en algunas de las proteinas Ler con mutaciones en la region
N-terminal (LerN8S, LerQ30P, LerI57T, LerE61G y LerL62P), asi como de algunas
mutantes en el extremo C-terminal (LerY83A, LerW91A, LerL115H y LerL115P). La
dimerizacién se determiné usando el sistema de dos hibridos en bacterias basado
en el regulador LexA. En un estudio previo en nuestro laboratorio se habia
demostrado que este sistema revela claramente que Ler dimeriza.

Las mutaciones N8S, Q30P, W91A y L115H, no afectaron la capacidad de
dimerizaciéon de Ler (Fig. 19), mientras que las mutaciones E61G, L62P, Y83A y
L115P, lo hicieron sélo ligeramente (Fig. 19). El hecho de que la mayoria de las
proteinas mutantes dimerizaran, indica que las mutaciones que contienen no
afectan la expresion o estabilidad de Ler in vivo.

Para el caso de la mutante LerQ30P, la observaciéon de que fuera capaz de
dimerizar fue sorpresiva, pues esta mutacion abatié la prediccion del dominio
“coiled coil”. En torno a esto, se sabe que para diferentes proteinas de la familia H-
NS, mutaciones dentro del dominio “coiled coil” afectan su capacidad de
dimerizar!> 38, Por otro lado, H-NS de V. cholerae contiene un dominio “coiled coil”
extenso que abarca casi toda la regiéon N-terminal%. En esta proteina, mutaciones
que afectan la prediccion de estructura secundaria “coiled coil” no afectan su
capacidad de dimerizacion.

Asi, al igual que para H-NS de V. cholerae, Ler parece requerir de una region
diferente al dominio “coiled coil” para la dimerizacién. A este respecto, la
mutacion I57T abati6 la capacidad de dimerizacién de Ler in vivo (Fig. 19), aunque
no afect6 la prediccion del dominio “coiled coil”. Este resultado es coherente con la
hipétesis de que el “coiled coil” no se requiere para la dimerizacion, de acuerdo a
lo observado para la mutante LerQ30P e indica la importancia de la region
conectora para sostener dicha funcion.

Aunque in vitro no se habia observado que el conector fuera crucial para la
dimerizaciéon en H-NS, si se sabe que mejora su capacidad de oligomerizacion® 15
58, Por otro lado, recientemente se demostr6 que proteinas H-NS conteniendo el
dominio de dimerizacién, pero no la regién conectora, son incapaces de dimerizar
y tetramerizar in vivo®0. También se ha demostrado que mutaciones en el conector
de H-NS generan cambios en la composiciéon de estructura secundaria de la region
N-terminal, debido a lo cual H-NS es incapaz de oligomerizar#’. Con base en estos
antecedentes, es probable que la mutacién I57T pudiera estar alterando la
estructura helicoidal del extremo N-terminal de Ler, debido a que el aminoécido
treonina introducido es quimicamente diferente al original isoleucina. Para definir
mejor el papel que juega el residuo I57 en la dimerizacion de Ler, seria necesario
mutarlo por otro aminoacido que no tenga un efecto drdstico sobre las estructuras
secundarias (p. e. alanina).
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A diferencia de la mutacién I57T, las mutaciones E61G y L62P, también
localizadas en la regién conectora, no afectaron la capacidad de dimerizacién de
Ler (Fig. 19). Esto sugiere que no todos los residuos del conector son criticos para
sostener funcion.

En cuanto a las proteinas con mutaciones en la regién C-terminal evaluadas en
dimerizaciéon (LerY83A, LerW91A, LerL115H y L115P), todas fueron capaces de
dimerizar como la proteina Ler silvestre. Esto sugiere, como se ha demostrado para
H-NS, que la capacidad de dimerizaciéon de Ler es independiente de la region C-
terminal y que Ler es una proteina modular, pudiendo separar los dominios y
observar que son funcionales.

Con respecto a la unién al DNA, se caracteriz6 esta habilidad en las proteinas
mutantes LerN8S, LerQ30P, LerE61G, LerL62P y LerY83A. La proteina mutante
LerN8S fue capaz de unirse al DNA con una afinidad similar a la silvestre. Esto era
de esperarse debido a que el aminoacido introducido en esta mutante fue
quimicamente similar al original (Fig. 20A); ademads, fue capaz de inducir la
expresion de la fusion transcripcional LEE2-cat a un nivel similar al que lo hace la
proteina silvestre (Fig. 17A), asi como de dimerizar (Fig. 19). Se decidi6 evaluar las
capacidades, tanto de dimerizacién como de unién al DNA de la mutante LerN8S,
con el fin de corroborar que dichas funciones se llevaban a cabo en forma similar a
las de Ler silvestre. De este modo, la mutante LerN8S nos sirvidé como un control
de la reproducibilidad de los resultados obtenidos.

Al caracterizar la capacidad de unién al DNA de la mutante LerE61G, se
observo que fue capaz de unirse al DNA con la misma afinidad que la proteina
silvestre (Fig. 20B). Asi mismo, esta proteina mutante dimerizé como la silvestre.
Sin embargo, la mutacién E61G afect6 la capacidad de Ler de inducir la expresiéon
de la fusion transcripcional LEE2-cat (Fig. 18). Estos resultados sugieren que se
requiere de una estrcutura particular para que Ler sea funcional, probablemente
para posicionar u orientar adecuadamente los dominios de dimerizacién y de
unién al DNA, necesarios para inducir la expresién de los genes LEE.

Por otro lado, la mutante LerQ30P fue capaz de unirse al DNA (Fig. 20C),
aunque con una afinidad aproximadamente 2 veces menor que Ler silvestre;
ademas, fue capaz de dimerizar como la proteina silvestre. Sin embargo, no pudo
inducir la expresion de la fusién transcripcional LEE2-cat. Ya que los dominios
“coiled coil” estdn involucrados en interacciones proteina-proteina, es probable
que esta estructura se requiera en Ler para oligomerizar. Esto podria explicar
porqué la mutante LerQ30P formé complejos proteina-DNA mdas pequefios
respecto a los que formo la proteina silvestre (Fig. 20C). Entonces, se requeriria de
la oligomerizacién para que Ler sea capaz de desplazar a H-NS de la region
reguladora del operén LEE? y asi permitir la transcripcion.
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La proteina mutante LerL62P fue capaz de unirse al DNA, aunque con una
afinidad aproximadamente tres veces menor (Fig. 20D). Esta mutante dimerizé6 de
manera similar que la proteina silvestre, pero fue incapaz de inducir la expresion
de la fusién transcripcional LEE2-cat. En este caso, es probable que la introduccion
de una prolina en esa posicion modifique la orientaciéon del dominio de unién al
DNA de Ler, afectando la habilidad de este regulador de unirse interactuar
correctamente con la regién reguladora del operén LEE2.

Para caracterizar el dominio de unién al DNA de Ler, se caracteriz6 la mutante
LerY83A. El aminoacido mutado se encuentra dentro del posible dominio de unién
al DNA de Ler y ademas estd conservado con respecto a H-NS y entre las diversas
proteinas Ler. La mutacion Y83A abati6 completamente la capacidad de Ler de
unirse al DNA blanco (Fig. 20E); sin embargo, esta mutacién no afect6 su
dimerizacién. El aminoacido Y83 de Ler es equivalente al Y97 en H-NS, el cual se
ha determinado por RMN que forma parte de una estructura secundaria tipo hoja
B plegada antiparalela. Esta estructura se encuentra cercana a dos asas expuestas
en la superficie de H-NS, involucradas en la interacciéon directa con el DNA5L 52,
Asi mismo, las interacciones hidrofébicas que involucran a las cadenas laterales de
los residuos de aminoacidos de H-NS Y97, W109, V118, 1119 y F133 proveen un
elemento estabilizador de la estructura plegada de la region C-terminal®" %2. De
este modo, la mutacién en el residuo Y83 de Ler podria estar afectando las asas de
interaccion con el DNA.
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CONCLUSIONES

En este estudio confirmamos que el regulador transcripcional Ler contiene
dominios funcionales tanto en su region N-terminal, como en su regién C-terminal.
En la regiéon N-terminal se localiza el dominio de dimerizacién, del cual parece
formar parte la region conectora. Mientras que la regiéon C-terminal, contiene el
dominio de unién al DNA. Observamos que se puede mutar el dominio de unién
al DNA sin afectar la dimerizacién; sin embargo, mutaciones en el conector o en
regiones probablemente involucradas en la oligomerizacién, si pueden afectar la
unién al DNA.

Un dato interesante que obtuvimos en este trabajo fue que, a diferencia de lo
que ocurre en H-NS, Ler no requirié del dominio “coiled coil” para llevar a cabo la
dimerizacién. En cambio, parte de la regién conectora fue importante para dicha
funcion.

Ademas de sus dominios de dimerizacién y unién al DNA Ler podria requerir
de otros dominios funcionales para su actividad, pues mutaciones que no afectaron
ni la dimerizacién ni la unién al DNA, afectaron la capacidad de Ler de inducir la
expresion del operén LEE2. Uno de estos dominios podria mediar la
oligomerizacién en Ler y podria depender de la formacion de la estructura
secundaria “coiled coil” en el extremo N-terminal de Ler.

Este estudio revel6 informacién importante acerca de los dominios funcionales
de Ler, lo cual ayudara a entender mejor el mecanismo que sigue este regulador
para inducir la expresiéon de los genes de virulencia LEE. En particular, las
diferencias funcionales entre Ler y H-NS que se determinaron en este estudio,
ayudaran a esclarecer el porqué estos reguladores, que pertenecen a la misma
tamilia, tienen funciones opuestas en la expresiéon de los genes LEE.
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PERSPECTIVAS

1. Se requiere finalizar la caracterizacion del resto de las proteinas Ler
mutantes, en sus capacidades de dimerizaciéon y de unién al DNA. Esto nos
ayudara a definir mejor los dominios funcionales que identificamos en este trabajo.
En particular, serd interesante conocer si las mutaciones W91A, K102E, A104T y
K111E, afectan la unién al DNA, o si las mutaciones T11A, L29P, K34R, 148T y
T53P, afectan la dimerizacion.

2. Se necesita determinar si la proteina Ler silvestre oligomeriza, y en su caso, si
las mutaciones que afectaron la funcién de Ler, son capaces o no, de llevar a cabo
esta funcion. En particular, estamos interesados en determinar si mutaciones tales
como la Q30P, que afectan la formacién de la estructura secundaria “coiled coil”,
pero no la dimerizacion de Ler, estan afectando su capacidad de oligomerizacion.
Esto confirmaria que el dominio “coiled coil” en Ler se requiere para la
oligomerizacién, y que la regién conectora (o parte de ella) se requiere para la
dimerizacion, lo que seria una importante diferencia funcional entre las proteinas
Ler y H-NS. Otras de las mutaciones que sera interesante evaluar en la
oligomerizacion, son la E61G y la L62P, pues éstas no afectaron la capacidad de
dimerizacion de Ler. La oligomerizacion puede evaluarse mediante
entrecruzamiento quimico o electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones no desnaturalizantes. Otra estrategia implementada para evaluar
oligomerizacién, es un ensayo de dos hibridos en bacterias basado en el fago
lambda, el cual se ha usado para determinar la dimerizacién y tetramerizacién in
vivo de H-NS. Otro medio para evaluar oligomerizaciéon es mediante columnas de
exclusion molecular.

3. En el caso de que obtengamos proteinas Ler mutantes que ya no
oligomerizen, pero ain puedan unirse al DNA, como parece ser el caso de la
mutante LerQ30P, se pueden emplear estas proteinas para realizar ensayos de
proteccién a DNasa, para determinar especificamente los sitios de pegado de Ler.
Con la proteina Ler silvestre ha sido complicado realizar este tipo de ensayos,
debido a la tendencia de Ler de polimerizar a todo lo largo del DNA, impidiendo
la determinacién de sus sitios especificos de union.

4. Se pueden realizar ensayos de dominancia negativa con las proteinas Ler
mutantes. Este experimento consistiria en transformar la cepa de EPEC silvestre,
con los plasmidos que expresan Ler con mutaciones puntuales. La dominancia
negativa se observa cuando la proteina mutante es capaz de inhibir la funcion de la
proteina silvestre producida por la bacteria. Este tipo de ensayo revela informacién
acerca de si una mutaciéon afecta algtn tipo de interaccion de la proteina en
estudio. Por ejemplo, una proteina que dimerize pero no se una al DNA, sera capaz
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de dimerizar con la proteina silvestre, pero la poblaciéon de dimeros mezclados sera
incapaz de unirse al DNA vy, por lo tanto, de llevar a cabo la funcion correcta. Este
resultado indicaria que el dominio de unién al DNA se requiere para la funcién de
la proteina caracterizada.

4. Para extender este estudio, asi como para descartar que los efectos de las
mutaciones evaluadas se deben a defectos en el plegamiento de Ler, como
pudieran ser los casos donde hubo mutaciones a prolinas, se pueden generar otras
mutaciones de manera sitio-dirigida. Por ejemplo, se podrian mutar los residuos
donde hubo un cambio por prolina, pero ahora a alanina, un aminoacido empleado
comunmente en estrategias de mutagénesis para analizar el papel de determinados
residuos en funciones especificas. De este modo, nos asegurariamos que los
fenotipos observados se debieron a que la mutaciéon afect6 la funcién, no el
plegamiento de la proteina. Otros aminoacidos blanco para mutagenizar, serian
aquéllos diferentes entre Ler y H-NS, sobre todo los localizados en el dominio de
uniéon al DNA, que podrian ser importantes para la especificidad y la funcién
antagonica de estos reguladores en la regulaciéon de los genes LEE.

5. Identificar las regiones minimas que contienen los dominios funcionales de
Ler. Para esto se requerird construir pldsmidos que expresen diferentes segmentos
de Ler para la caracterizaciéon de sus capacidades de dimerizaciéon y de unién al
DNA. Esto permitird localizar cada dominio funcional, y saber si son
funcionalmente independientes unos de otros.

6. Puesto que no ha sido posible generar un modelo teérico de la estructura
tridimensional de Ler, es necesario determinar dicha estructura para analizar el
efecto de mutaciones puntuales sobre la misma. Para esto se requiere obtener la
estructura cristalografica de Ler, la cual se podra usar como molde para evaluar
qué tipo de mutaciones y en qué regiones, afectan el plegamiento de la proteina,
y/ o interacciones entre aminodacidos, originando una proteina no funcional.
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